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Figura 24: Contenido de antigeno HA después del fraccionamiento (etapa 21)

Split virus - Bateh FA37 1848
g0 v §0
&0 L 40
E
g 40 - -g
30 i
& 20 g
10 L 50
0+ Pt L. g
i 2 3 4 5 8 7 8 8 1011 12
¥ sg:rase # Collected fraction
—+— HA Litar
Split virus - Batch FAIT1850
§
3
&
=
g
1 2 3 4 5§ 8 7 8 8101 12
a4 sucroxs # Coliseted fraction
—4— HA liter
SBplit Wrus - Batch FAITIBEY
50
Ll E
nl
n g
0 ¥
; : s ] 0
1 23 46 8 7 8 8 01112
~u— % sucrose # Collected fection
—p HA, Hitar
RA_0920053 Informacién confidencial/propictaria

Page 60 de 95 I

«OXANA M\N'IEMILONE
DIREST TECNICA







Sanofi Pasteur © Seccigi3 ALY
Vacuna antigripal tetravalente (virién fraccienado, inactivada) Validacién y/o evaluacié / ‘- Ty

3.43  Analisis de los resultados

1) Antes del fraccionamiento (vea la Figura 21 y la Figura 22)

Para los tres lotes, la DO y los picos de la cantidad de antigeno HA se encuentran en las
fracciones de sacarosa cercanas al 40 %, correspondientes al virus entero.

2) Después del fraccionamiento (vea la Figura 23 y la Figura 24)

o Los tres lotes demuestran un desplazamiento completo de los perfiles de cantidad de antigeno
HA del pico del virus entero desde las fracciones de sacarosa de mayor densidad (cercanas al
40 % de sacarosa) a las fracciones de sacarosa de menor densidad (cercanas al 20 % de
sacarosa) que corresponden al virus fraccionado.

3) Cumplimiento de los criferios de aceptacion

s Se muestra el desplazamiento del pico del virus entero (muestra tomada antes del
procesamiento) a las fracciones de menor densidad del gradiente de sacarosa correspondientes
al virus fraccionado (muestra tomada después del procesamierito).

s La actividad del antigeno HA se detecta por medio de una prueba de SRID después del
procesamiento, lo que demuestra la antigenicidad del producto fraccionado.

Se ha demostrado la eficacia del proceso de fraccionamiento para el monovalente producido con
la cepa B/Brisbane/60/2008 (B/linaje Victoria) obtenido del lote de WSL FA347108. Se valid6 el
proceso de fraccionamiento.

Pata la cepa B/Brisbane/60/2008 (B/linaje Victoria), la validacion del fraccionamiento se llevé a
cabo con DS del WSL FA347108. Dado que ho habia més viales del lote FA347108, se utilizo un
nuevo lote de WSL FA413887 pata elaborar ¢l DS de TIV y QIV. EI MSL utilizado para 1a
produceidn de los dos WSL fue el mismo (lote FA338855) y el ntimero de pasajes entre el MSL y
los dos WSL fue el mismo.

Para demostrar que los productos obtenidos con ambos WSL son similares se llevd a cabo un
estudio de biocomparabilidad:

e con los dos lotes de WSL, FA347108 y FA413887,
« con lotes de DS de la vacuna antigripal trivalente obtenida de estos WSL.

En la Tabla 17 se presentan las pruebas realizadas con el WSL y el DS y se resumen los
resultados obtenidos durante este estudio.
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Tabla 23: Resumen del estudio de biocomparabilidad del lote FA347108 y del lote FA4IRBEENTR
de WSL

Etaps Prueba Resultado de Conclusion
biocomparabilidad '
WSL Identidad de] antigeno | Comparable Misma estructura y epitopos del antigeno HA
HA '
Secuenciacion de genes | Comparable Mismna composicidn de aminodeidos del antigeno HA
del antigeno HA
Secuenciacion de genes | Comparable Composicion de aminodcidos de NA comparable
de NA {1 diferencia conservadora informada).
Tituio infeccioso Comparable Mismas condiciones de cultivo viral (ligera diferencia

informada en la etapa de WSL, compensada por el factor de
dilucién del vial de siembra durante la etapa 3 del proceso
del granel monovalente). '

Principio Identidad del antigene | Comparable Misma estructura y epitopos del antigeno HA
activo HA.
SDS PAGE Comparable Misto patrén antigénico del producto.
Mismo petfil de pureza del producta.
DSC ) Comparable Igual perfil termodindmico del produeto.
RPHPLC Comparable Mistias propiedades hidrdfobas de la HAL

El estudio permite 1legar & la conclusion de que los dos WSL (lote FA347108 y lote FA413887) y
el de DS son biocomparables. Por lo tanto, la validacién del fraccionamiento realizada con el DS
del lote FA347108 se aplica a los del lote FA413887.

Este método de biocomparabilidad se utilizd en el contexto de la vacuna antigripal trivalente. Para
la vacuna antigripal tetravalente, el proceso de fraccionamiento se validard para cada cepa gripal
con tres lotes consecutivos de DS para cada WSL nuevo utilizado.

3.5 Resultados: Cepa B/Massachusetts/2/2012 (B/linaje Yamagata)

Los resultados cortespondientes a cada fraccidn recolectada antes y después de afiadir el octoxinel
9 se presentan en la Tabla 24 y en la Tabla 25, respectivamente.

Cabe destacar que las determinaciones de contenido de antigeno HA se realizaron mediante el
método de SRID, utilizando €l antfgeno heterogéneo B/Hubei Wujiangang/158/2009. En la fecha
del estudio, el antigeno homogéneo todavia no estaba disponible.

3.5.1  Antes del fraccionamiento

Los resultados correspondientes a cada fraccion recolectada antes de afiadir el octoxinol 9 se
presentan en la Tabla 24, La representacion gréfica de estos resultados se encuentra en
la Figura 25 (medicidn de la DO) y en la Figura 26 (contenido de antigeno HA).
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Figura 25: Medicién de la DO antes del fraccionamiento (etapa 15)
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Figura 26: Contenido de antigeno HA antes del fraccionamiento (etapa 15)
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Los graficos muestran un pico registrado en las fracciones cercanas al 40 % de sacarosa para las
muestras obtenidas antes del fraccionamiento.

3,52  Después del fraccionamiento

Los resultados correspondientes a cada fraccion recolectada después de afiadir el octoxinol 9 se
presentan en la Tabla 25. La representacion grafica de estos resultados se encuentra en
la Figura 27 (medicion de la DO) y en la Figura 28 (contenido de antigeno HA).
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Figura 27: Medicién de la DO después del fraccionamiento (etapa 21)
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Figura 28: Contenido de antigeno HA después del fraccionamiento (etapa 21)
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35,3  Anilisis de los resultados

1) Antes del fraccionamiento (vea la Figura 25 y la Figura 26)

Para los tres lotes, la DO y los picos de la cantidad de antigeno HA se¢ encuentran en las
fracciones de sacarosa cercanas al 40 %, correspondientes al virus entero.

2) Después del fraccionamiento (vea la Figura 27 y la Figura 28)

Los tres lotes muestran un desplazamiento completo de los perfiles de cantidad de antigeno HA
del pico del virus entero desde las fracciones de sacarosa de mayor densidad a las fracciones de
sacarosa de menor densidad, que corresponden al virus fraccionado,

3) Cumplimiento de los criterios de aceptacion

¢ Se muestra el desplazamiento del pico del virus enteto (muestra tomada antes del
procesamiento) hacia las fracciones de menor densidad del gradiente de sacarosa
correspondientes al virus fraccionado (muestra tomada después del procesamiento).

¢ La actividad del antigeno HA se puede detectar mediante un an4lisis de SRID después del
ptocesamiento, o cual demuestra la antigenicidad del producto fraccionado.

Se ha demostrado la eficacia del proceso de fraccionamiento para el monovalente producido con
la cepa B/Massachusetts/2/2012 (B/linaje Yamagata) obtenido del lote de WSL FA490508. Se
valido el proceso de fraccionamiento.

3.6 Conclusiones de la validacién del fraccionamiento

El tratamiento con octoxinol 9 de las cepas A/California/7/2009 (NYMC X-179A, HIN1),
A/Texas/50/2012 (NYMC X-223) (H3NZ2), B/Brisbane/60/2008 (B/linaje Victoria) y
B/Massachusetts/2/2012 (B/linaje Yamagata) provoca el fraccionamiento del virus, demostrado
por un desplazamiento de la densidad optica en A = 280 nin y de los méximos del andlisis de
antigeno HA desde las fracciones de mayor densidad de sacarosa (que contienen el virus entero)
hacia las fracciones de menor densidad de sacarosa (virus fraccionado).

Ademads, se detectd el antigeno de HA en las fracciones de menor densidad mediante el método de
SRID, lo cual prueba que se conserva su antigenicidad tras el proceso de fraccionamiento.

El estudio de validacién ha demostrado que el tratamiento con octoxinol 9 durante el proceso de
elaboracién del DS provoca el fraccionamiento eficiente de las cuatro cepas gripales.
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4 Estudios de validacién del proceso de inactivacion
El proceso de inactivacion se validd para las cuatro cepas gripales de la QI'V con tres lotes
consecutivos de DS,

Este proceso se valida para cada cepa gripal con tres lotes consecutivos del DS para cada WSL
nuevo utilizado,

4.1  Protocolo del estudio

Este estudio pretende evaluar la cinética de la inactivacién viral durante el tratamiento con
formaldehido. La inactivacidn del virus de la gripe es resultado de los efectos combinados y
sucesivos del fraccionamiento con octoxinol 9 y el tratamiento con formaldehido. Para obtener
informacion sobre el paso de inactivacién, vea la seccién 3.2.5.2.2 Elaboracidn del principio
activo,

El proceso de inactivacidn se evalud en tres lotes industriales de DS de cada cepa viral, por medio
de las siguientes mediciones:

1) Cinética de inactivacién durante el tratamiento con formaldehido: se tomaron muestras para
determinar el titulo infeccioso en los siguientes momentos de medicién:

o Antes del tratamiento con octoxinol 9 (final de la etapa 15 correspondiente a fa ditucion para
obtener una ADO = 7,5).

s Momento 0 antes de la adicién de la solucidn de formaldehido (Ty al final de la etapa 18
correspondiente a 1a dilucién para obtener una ADO = 2,5).

¢ momento 0 inmediatamente después de la transferencia de la suspension al 4rea de
inactivacién (Tosg):

¢ momento 0 + 5 horas a +20 °C & 5 °C (Tsy);

e momento 0+ 10 horas a +20 °C = 5 °C (Ton);
e momento 0+ 15 horas a +20 °C £ 5 °C (Tsn);
o momento 0 + 25 horas a +20 °C + 5 °C (Tasp);

¢ momento 0+ 25 + 24 horas (correspondiente a Tysy seguido por 24 horas
a+5 °C£3 °C, Tzsszm). '

Se evaluo el titulo infeccioso en huevos. Las muestras se trataron primero con bisulfito de sodio
para neutralizar el formaldehido,

2) Control de la inactivacién (todos los momentos de medicion desde To hasta Tasiar inclusive):
esta prueba consistid en dos pasajes adicionales en huevos luego de la prueba de titulo
infeccioso; cada pasaje iba seguido de una prueba de hemaglutinacion.
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El disefio de la combinacién de pruebas, es decir, la determinacion del titulo infeccioso yla
prueba de control de la inactivacion, se resume en la Tabla 26 (presentacién del procedimiento
operativo por dilucién de la muestra).

Tabla 26: Resumen de la combinacion del titulo infeccioso, control de inactivacion por
dilucion

Prueba Prueh Pr-ueb:iaI de
Titulo infeccioso™ o Subeultivo 1* G HA Subeultivo 2* HAY ceulo
infeceioso
Huevo T | Incubacion | /- = }I;Iitstevo 1 Incubacion | +/- = E:zevo i Incubacion | =» ! /-
Huevo 2 | Incubacidon | +/- = II;Iigevo 2 Incubacion | +/- - fi;levo 2 Incubacién | = | +/-
Huevo 3 | Incubacidn { +/- = i:li;levo 3 Incubacién | +/- = Eilevo 3 Incubacién | = | +/-
Huevo 4 | Incubacion | +/- = Il;Ii;lcvo 4 Incubacion | +/- =5 glxcvo 4 Incubacién | = | +/-
Huevo 5 | Incubacidn | +/- = I];Iitslevo 3 Incubacion | +/- = g;levo ’ fncubacion | = | +/-
* Todas las pruebas se realizan utilizando 5 huevos en todos los casos; se acepta generalmente una
mortalidad de huevos del 20 % (vea la Ph. Eur. 0158), lo que en ocasiones produce resultados en menos de
5 huevos.
T Prueba de HA: prueba de hemaglutinacion

3) Andlisis de formaldehido en Te+s, Tosn ¥ Tas+040.

 Titulacién de formaldehido en la etapa Ty, antes de la adicién de bisulfito de sodio para
confirmar la cantidad de formaldehido afiadido.

* Titulacién de formaldehido en la etapa Tasy ¥ Tassz2ay antes de la adicién de bisulfito de sodio
para confirmar la cantidad de formaldehido afiadido y después de la adicion de bisulfito de
sodio para confirmar la neutralizacion del formaldehido. :

4) Anélisis de proteinas inmediatamente antes de afiadir la solucién de formaldehido (después de
la dilucién hasta llegar a ADO = 2.5, etapa 18).

La prueba se considera valida si:

¢ Lamortalidad de huevos para cada etapa es menor que 20 %.

o Lahemaglutinacién es positiva para el control positivo.

¢ La hemaglutinacidn es negativa para el control negativo.

¢ No hay ningutia desviacidn en el proceso que pudiera afectar el paso de inactivacidn.
Los ctiterios de aceptacidn del analisis son los siguientes:

¢ Lainactivacion completa debe producirse en la etapa TO -+ 25 h a més tardar.
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e La cinética se evaluara segin los titulos infecciosos encontrados en distintas etapas:
esperamos una disminucidn del titulo infeccioso hallado desde las etapas con ADO de 7,5
hasta TO + 25 h+ 24 h.

Cabe destacar que los criterios de validez y aceptacién presentados anteriormente se establecieron
para las cepas A/Texas/50/2012 (NYMC X-223A) (H3N2) y B/Massachusetts/2/2012 (B/linaje
Yamagata)

El estudio de validacion presentado a continuacién se llevd a cabo con los siguientes lotes de
produccién:

» para la cepa A/California/7/2009 (NYMC X-179A) (HIN1): FA475281,
FA475282 y FA475283;

¢ para la cepa A/Texas/50/2012 (NYMC X-223A) (H3N2): FA493930, FA493931 y FA493932;

¢ Pata la cepa B/Massachusetts/2/2012 (B/linaje Yamagata): FA492911,
FA492912 y FA492913,

¢ para la cepa B/Brisbane/60/2008 (B/linaje Victoria): FA371849, FA371850 y FA371851.

4.2 Resultados: Cepa A/California/7/2009 (NYMC X-179A) (HIN1)

La evaluacidn de la inactivacién de la vacuna antigripal se realizé en los lotes de

produccién FA475281, FA475282 y FA475283. Los resultados referidos al titulo infeceioso, a la
prueba de control de la inactivacién y al contenido de formaldehido residual se detallan en

la Tabla 27, en la Tabla 28 y en la Tabla 29.

Los resultados del contenido proteico expresado en nitrégeno total se presentan en la Tabla 30.
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Tabla 27: Cepa A/California/7/2009 (NYMC X-179A) (HIN1), validacién de la inactivaci
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lote FA475281
Virus infecciosos residuales Cnnterlzi?guc}lj fﬂ;rlnn?geh[do
Momento de . Tftu‘lo Subcultivo 1 Subcultivo 2
medicion infeccioso Antes de la Después de
(EIDsy/mL) N.” de huevos N.® de huevos adicién de la adicion
A HA+/N." ., HA+/N,? bisulfito de de bisulfito
Dilucidn total de Dilucién total de sodio dé sodio
huevos huevos
Antes del 7 / / / ! /
octoxinol 9 11,8
T0 Sin difuir | 5/5 Sin diluir | 5/5 / /
10 5/5 107! 575
32 10 4/5 102 5/5
’ 10° 0/5 10 o5
10 0/4 104 0/4
_ 10° 0/5 10 0/5
To+e Sin diluir | 4/5 Sin diluir | 4/5 84,5 /
10 /4 10 0/4
<1,0 107 0/5 10 0/5
10 073 109 0/5
10" 0/5 10 0/4
107 0/4
T0+5h Sin diluir | (/5 Sin diluir | 0/4 / /
10 05 107! 0/%
<0,2 10 0/5 107 0/
167 0/5 107 0/4
10 015
TG + 10k Sin diluir | 0/4 Sin dituir | 0/4 / /
107! 045 107! 0/3
<02 102 0/5 10 /5
16? 075 103 0/5
T0 + 15h Sin diluir | 0/5 Sin diluir | 075 / /
02 10! /8 107! 073
’ 10 015 107 075
10 0/5
T + 25h Sin ditwir | 0/5 Sin diluir | 0/8
<0,2 107! 0/5 107! 0/5 84,7 33
10 0/5 10 074
T0+25h +24h | <0,2 Sin diluir | 0/5 Sin diluic | 0/4 84,9 3,2
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Sanofi Pasteur
Vacuna antigripal tetravalente (viridn fraccionado, inactivada)

Seccié
Validacion y/o evaluacion df

. . . . Contenido de formaldehiis
Virus infecciosns residuales residual (ug/mL)
Momento de Titulo Subcultivo 1 Subcultive 2
medicidn infeccioso Antesdela | Después de
(EIDse/mL) N.° de huevos N.”de huevos | adicién de la adicion
Ditucié HA+/N,? Dilucié HAHN? bisuifito de | de bisulfite
tucion total de Huclon total de sodio de sodio
huevos huevos
191 0/5 10 0/5
107 0/5 162 075
RA_0920053
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Sanofi Pasteur
Vacuna antigripal tetravalente (virién fraccionado, inactivada)

Tabla 28: Cepa A/California/7/200% (NYMC X-179A) (HIN1), validacion de la ina
lote FA475282

Virus infecciosos residuales Conterzis?:udj {ﬁg}'ﬂ?ﬁehm“
Momento de . Titu_lu Subcultivo 1 Subcultivo 2
medicion infeccioso Antes dela | Despuésde
(FID;0/mL) N.° de huevos N.°de huevos | adiciénde | la adicién
Dilucion HA+/MN.” Dilucién HA+/N.? bisulﬂ?o de | de bisul'ﬁto
total de total de sodio de sodio
huevos huevos
Antes del 11,2 / ! ! / / /
octoxinol 9
TD 2,2 Sin dilur | 5/5 Sin difuir | 5/5 / /
10 55 10 5/5
1072 /3 10° 0/3
107 0/5 10 o/5
10+ 0/5 107 0/5
10° 0/5 10° 0rs
T0+s 3,2+ Sin diluir | 5/5 Sin diduir | 4/4 83,7 /
10t 5/5 10! 5/3
107 2/4 107 4/4
107 0/4 10° 0/5
10 0/5 10 /s
10 0/5
T0 + Sh <0,2 Sin diluir | 0/ Sin dilsir | O/5 / I
107 0/5 10" /5
10 0/5 10 0/5
10 014 BRUE /4
107 0/5
T0+10h <0,2 Sin diluir | 0/5 Sin dituir | 0/5 / /
107 0/5 10" o5
107 045 10? 0/5
107 0/5
TO + 15h <0,2 Sin diluir | 0/ Sin difuir | 0/5 / !
10" 0/4 107 0/4
107 0/5 1072 0/5
T0 + 25h <0,2 Sin diluir | /3 Sin difuir | 0/5 84,1 3.6
10" 0/5 10t /5
10 /4 107 0/4
TO +25h+ 24k | <0,2 Sin diluir | 0/5 Sin difuir | 0/5 34,1 3,6
101 0/ 107 o/ '
| 107 045 10 0/5
RA_0920053 Informacidén confidencial/propietaria
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Sanofi Pasteur

Vacuna antigripal tetravalente (virién fraccionado, inactivada)

Los titulos infecciosos en TO v TO + £ se consideran idénticos. La variacion que se observaen la

la milésima no es significativa,
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Sanofi Pasteur

Vacuna antigripal tetravalente (virién fraccionado, inactivada)

lote FA475283
Virus infecciosos residuales Cnntil;i?gu‘;‘; ffl;nﬂ;agehido
Momento de _ Titu.lo Subcultivo 1 Subcultive 2
medicién infeceioso Antesdela | Después de
(EIDse/mL) N.° de huevos N.° de huevos adicién de la adicién
Dilucién HA+/N.?2 Dilucién HA+/N.° bisulﬁfo de de bisulf“lto
total de total de sodio de sadio
huevos huevos
Antes del 11,0 / / / / / /
octoxinol 9
T0 4,0 Sin diluit | 4/4 Sin ditnir | 4/4 / /
10! 5/5 107 545
102 5/5 102 55
10 3/5 107 445
10+ 0/5 10! 0/5
104 0/5 10 0/5
TO+¢ <0,2 Sin diluir | 0/4 Sin diluir | 0/4 88,4 !
107! 0/5 10°! /5
10?2 0/5 10° 0/4
107 0/4 107 0/4
104 0/5 10 075
10 0/5
T0 + 5h <0,2 Sin diluir | 0/5 Sin diluir | 0/ ! /
107 /5 10! 0/5
10 0/8 102 0/
10% 0/5 10 0/5
107 0/%
TO + 10h <02 Sin diluir | 0/5 Sin diluir | 0/5 / /
107 075 107 645
102 0/3 107 0/5
102 0/5 1073 0/5
10 + 15h <02 Sin diluir | 0/4 Sin diluir | 0/4 / /
107 0/5 10 0/5
107 0/5 10 0/5
TO + 25h <0,2 Sin diluir | 0/4 Sin diluir | 0/4 88,3 5.1
10! 0/4 10 0/4
1o o5 10 05
TO + 25h + 24h | <0,2 Sin diluir | 0/5 Sin diluir | 05 88,3 4.4
107! 0/5 10" 0/5
RA_0920053 Informacién confidencial/propietaria -
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Sanofi Pasteur
Vacuna antigripal teirayalente (viridn fraccionado, inactivada)

N \ : Contenido de formzldehido
Virus infecciosos residuales residuai (ug/mL)
Momento de Titulo Subcultivo 1 Subcultive 2
nedicion infeccioso Antesdela | Después de
(EIDsp/mL) N.° de huevos N.° de huevos adicién de la adicidn
Dilucié HA+/N.® Dilucié HA+/MN.® bisulfito de de bisulfito
ructon total de flucion total de sodio de sedio
huevos huevos
107 |04 i0? 0/4
RA_0920053
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