U NOVARTIS

Tabla 15 SDS-PAGE
Valoracién de Sandoz, para controles durante el proceso y

liberacion del granel concentrado:;

Determinacion de Pureza e Integridad

El estandar de referencia protelna recombinante NadA se diluye
apropiadamente, se calienta, y agrega a los pocillos adecuados en dos
concentraciones diferentes; las concentraciones superiores e inferiores
siven como los estdndares de Identidad y vaior de referencia,
respectivamente. Se diluyen muestras de prueba para ajustarse al rango
de concentracién especificado de proteinas totales por pocillo: luego, las
muestras se calientan y se aplican, por duplicado, a los pocillos con gel.
Se incluye un estandar de peso molecular sobre cada gel {en cada
operacion de valoracion) v el tampdn de muestra diluido en agua y
calentado sirve como el blanco y el control negativo. Las muestras por
duplicado, junto con un marcador del peso molecular, estandares, y
blancos, se someten a electroforesis.

Para visualizar las ba'ndas, el gen se tifie con azul de Coomassie en
etanol y se destifie por el uso de una mezcla de etanol y acido acético. El
gel se barre con uh densitbmetro. Para la proteina recombinante NadA,
existe una banda principal y dos bandas mencres correspondientes a las
Descripcion de [a variantes de proteina recombinante NadA nativa y de proteina
Valbracién recombinante NadA {proteinas eliminadas del extremo terminal C),
respectivamente. La pureza se expresa como la suma de la cantidad
relativa porcentual de las tres bandas de proteina recombinante NadA,
cuando se compara con la intensidad densitométrica global de la
totalidad de Ia hilera,

La integridad se expresa como la proporcion de la cantidad relativa
porcentual de la banda principal de la proteina recombinante NadA,
cuando se compara con la suma de Ia cantidad relativa porcentual de las
fres bandas relacionadas con la proteina recombinante NadA. Se
verifican los criterios adecuados de idoneidad del sistema para confirmar
la validez de |a corrida analitica.

Determinacion de Cantidad

La cuantificacién se lleva a cabo dnicamente para el sobrenadante de
muestras de fermentacion de caldo de cultivo centrifugadas. El estandar
de referencia se diluye apropiadamente, se calienta y volimenes iguales
a cuatro cargas de proteina diferentes (1,5, 3,0, 4,5, y 6,0 ug) se aplican
a los pocilios con gel adecuados. Las muestras se recolectan en cuatro
puntos de tiempo de fermentacion: Tiempo 0 a partir de la adicion de
IPTG, y 1, 2, y 3 horas después de la adicién IPTG. Las muestras se
diluyen apropiwente. Las muestras por du%ﬁ?o, junto corEW/
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marcador del peso molecular, estandares, y blancos, se cargan sobre el -/«

gel de SDS gel y se someten a electroforesls, Los geles se tiften y barren
de acuerdo con lo descripto con anterioridad para pureza e integridad. La
suma de los valores de cantidad de sefiales (densidad dptica x mm) para
las tres bandas de proteina recombinante NadA en las muestras de
referencia se ufilizan para un anélisis de regresion lineal, La
cuantificacion de la muestra no diluida se lleva a cabo via la evaluacién
de las tres bandas de proteina recombinante NadA, y se calcula por un
analisis de regresion lineal. Se verifican los criterios adecuados de
idoneidad del sistema para confirmar la validez de la corrida analitica.

Valoracién de Novartls, para estabilidad del granel concentrado:
Determinacién de Pureza e Integridad

El estandar de referencia proteina recombinante NadA se diluye con PBS
0 agua y se mezcla con un tampon de muestra y agente reductor, se
calfenta, y agrega a los pocilios adecuados. Se diluyen muestras de
prueba en tampdn de muestra y agente reductor para dar un rango de
concentracién especificado de proteinas totales por pocillo; las muestras
se calientan y agregan, por duplicado, a los pocilos. Una mezcla
calentada de PBS, tampén de muestra, y agente reductor sirve como el
blanco, o control negativo. Se incluye un estandar de peso molecular en
cada operacion de valoracion. Las muestras por duplicado, junto con un
marcador del peso molecular, estandares, y biancos, se cargan sobre el
gel de SDS y se someten a electroforesis,

Para visualizar las bandas, el gen se tifie con azul de Coomassie en
efanol y se destifie por el uso de una mezcla de etanol y 4cido acético. El
gel se barre con un densitémetro. Para la proteina recombinante NadA,
hay una banda principal y dos bandas menores. La pureza se expresa
como la suma de la cantidad relativa porcentual de las tres bandas de
proteina recombinante NadA, cuando se compara con la intensidad
densitométrica total de la hilera. La integridad se expresa como la
proporcion de la cantidad refativa porcentual de la banda principal de
proteina recombinante NadA, cuando se compara con la suma de la
cantidad relativa porcentual de las tres bandas. Se verifican los criterios
adecuados de idoneidad del sistema para confirmar la validez de Ia

corrida analitica.

Consistencia a .
No aplicable
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Tabla 16 SE-HPLC

Valoracidn de Sandoz, para la liberacion del granel
concentrado;

Para la separacion cromatogréfica, se preparan cuatro
soluclones de esténdares y referencias, Una mezola de azul
dextrano y azida de sodio (NaNs) se utiliza para la prueba del
rango de integracion y eficiencia de separacién. Para la
calibracion del tiempo de retencion y el peso molecuiar, se utiliza
una mezcla que consiste en proteinas estandares con PM
miltiples (por ej., protefnas de tiroglobulina, gamma globuling,
ovoalbimina, mioglobina y Vitamina B12). El estandar de
proteina recombinante NadA sirve como la referencia y la fase
movil (mezcla de fosfato de dihidrégeno de potasio y sulfato de
sodio} sirve como el blanco, o control negativo. Se diluyen
muestras de prueba en a fase mévil de modo tal que el detector
de sefial esté dentro del rango del sistema.

La columna SEC se equilibra con fase movil antes del uso. Cada
secuencia de inyeccion inciuye una inyeccién simple minima del
estandar de referencia proteina recombinante NadA antes y
después de la inyeccion de muestra de prueba, el estandar de
PM, y la muestra de azul dextrano/azida de sodio, para la
Descripcién de la Valoracion . _
operacion dptima del sistema. Una inyeccion doble se utiliza para
cada muestra de granel concentrado probado. La columna se
opera a las condiciones validadas, con deteccion a una
absorbancia de UV de 214 nm. La integracion del pico se lleva a
cabo en forma manual con la ayuda del sistema de evaluacion de
datos Chromeleon (o equivalente).

El contenido de pureza/impurezas se determina por la evaiuacion
del area de pico porcentual (integracion) del pico principal
asignada a proteina recombinante NadA con respecto al fotal de
todas las areas pico asignadas a sustancias e impurezas
relacionadas con el producto de Ia proteina recombinante NadA y
la proteina recombinante NadA, Se ruega notar que los picos
fuera de los intervalos de azul dextrano y NaNs no se utilizan
para integracién. La identidad se confirma por la comparacion de
tiempos de retencion de muestras con el estandar de referencia
de MenB proteina recombinante NadA. Se verifican los criterios
adecuados de idoneidad del sistema para confirmar la validez de
la corrida analitica. '
Valoracién de Novartis, para estabilidad del granel

concentrado: } A L
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V@Q'{ : Farfl-Sergio Imirtz}

is Argenina S.A.

Gle. de Asunios Regutatorio

Dr. Luc?‘:ffgncic " ~irector Téenico - M.N: 11591
27 DirectorFécnico Anederar

MN 14840







{5 NOVARTIS

Para la separacion cromatografica, se preparan los mismos |~ " t.:
estandares y referencias que los usados por Sandoz. Ademés,
una solucion de PABA (4cido para-aminobenzoico), se prepara

en |a fase mévil y se utiliza para la determinacion de Ia eficiencia
de la columna. Se diluyen muestras de prugba en la fase movil
de modo tal que la sefial de deteccion esté dentro del rango del
sistema.

La columna de resina de gel de silice se equilibra con la fase
movil antes del uso. Cada secuencia de inyeccién incluye una
inyeccion simple minima del estandar de referencia de proteina
recombinante NadA, el estandar de PM, la muestra de PABA, la
muestra de azul dextrano/azida de sodio, y el blanco. Una
inyeccion doble se utliza para cada muestra de granel
concentrado probado. La columna se opera a las condiciones
validadas, con deteccion a una absorbancia de UV de 214 nm y
280 nm (para eficiencia de columna). La integracion del pico se
lleva a cabo por el sistema Empower (o equivalente).

La pureza se determina por la evaluacién del &rea de pico
porcentual del pico principal asignada a la proteina recombinante
NadA con respecto a la totalidad de las 4reas de pico asignadas
a sustancias e impurezas relacionadas con el producto de la
proteina recombinante NadA y la proteina recombinante NadA.
Se hace notar que los picos fuera de los intervalos de azul
dextrano y NaNs no se utilizan. La identificacién del pico principal
se determina por la comparacion de los tiempos de retencién de
la muestra con el estandar de referencia de MenB proteina
recombinante NadA. Se verifican los criterios adecuados de
idoneidad del sistema para confirmar la validez de la comida
analitica,

Consistencia a Farmacopeas' No aplicable
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3.3 Justificacién de las especificaciones

La justificacion de las especificaciones para la elaboracion del Granel Concentrado para la proteina
recombinante NadA se proporciona a continuacion.

Tabla 17 Justificacién de Especificaciones para la Elaboracion del Granel Concentrado
de la proteina recombinante NadA

: Método de | Especificacid o
Prueba . Justificacion de Especificaciones
Andlisis n

SDS-PAGE monitorea la pureza de producto por Ia
separacion de protelnas y péptidos de acuerdo con la masa
bajo condiciones de desnaturalizacién y reduccidn, La
especificacién corriente para la proteina recombinante NadA
relativa a especies no proteina recombinante NadA especies

2 90% relativa
a especies no

Pureza SDS-PAGE proteina ‘ o ,
s¢ ajusta con base en la experiencia clinica y de produccion y

recombinante ,
NadA por el uso de los lotes producidos en Sandoz en 2007-2010,
a
' Con base en los lotes analizados, los valores de pureza por
SDS-PAGE oscilaron de '90-98% vy, por lo tanto, la
especificacion final se ajusto a 2 90%.
La presencia de especies de menor peso molecular que
representan las formas eliminadas del extremo terminal C de
la proteina se han observado en forma consistente en todos
los lotes de proteina recombinante NadA producidos en NVD
y Sandoz. Para caracterizar en forma funcional estas
variantes, la Compafila ha llevado a cabo estudios de
270% de , . .
o Inmunogeneicidad dedicados por el uso de las formas
roteina
P ‘ eliminadas del extremo terminal C de 1la proteina
recombinante , ,
' recombinante NadA y los datos mugstran que estas especies
- NadA intacta S .
Integridad | SDS-PAGE it generan una respuesta inmune comparabie a la proteina
relativa a
) recombinante de longitud completa,
proteina ) . _ .
_ SDS-PAGE baje condiciones de reduccién se utiliza para
recombinante . , _ L
cuantificar las cantidades relativas de formas eliminadas del
NadA fotal

extremo terminal C de la protefna recombinante NadA y para
demostrar la consistencia lote a lote. La especificacion
corriente de 2 70% da cuenta del patrén de heterogeneidad
observado de la protefna recombinante NadA, con base en I
experiencia de produccion y clinica y por el uso de los 12
lotes producidos en Sandoz de 2007-2010.

-
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Pureza

SE-HPLC

2 80%

SE-HPLC fambién monitorea |a pureza‘del producto, pé‘r'o
proporciona informacién referente al estado nativo de la
proteina y es capaz de detectar agregados no covalentes en
adicion a las formas truncadas de la protelnal La
especificacion corriente de = 89% se basa en la experiencia
de produccién y clinica, por el uso de los lotes producidos en
Sandoz de 2007-2010.

Contenido
de
Proteinas

Valoracion de
Proteinas
Totales BCA

1000-3000
ug/ml

La valoracién BCA mide el Contenide Total de Proteinas en
¢l gransl purificaco y los resultados obtenidos se utilizan para
formular el medicamento. La especificacion menor de 1000
Mg/ml se ha ajustado para asegurar que la conductividad que
surge de la formulacion del Granel Concentrado de proteina
recombinante NadA no afecte las interacciones antigeno-
adyuvante durante la formulacion del medicamento. Con
base en la estabilidad obtenida a la fecha, no existe
formacién  de oligomeros o agregados de proteina
recombinante NadA, por lo tanto, la especificacién mayor se
ha ajustado a 3000 pg/mil.

[dentidad

Western Blot

Positiva

El Westem blot es una prueba altamente sensible vy
especifica que cuenta con la capacidad confirmar identidad y
el peso molecular de la proteina proteina recombinante
NadA.
reconocimiento de anticuerpos y peso molecular torna a esta

La especificidad - combinada conferida por
valoracion apropiada para confirmar la identidad de
antigenos individuales en el principio activo y en el

medicamento.

HCP/Protein

a

ELISA/ célculo

<50 ppm

La cantidad de HCP residual se determina via el uso de una
Inmunovaloracion enzimatica tipo séndwich comercial directa,
con la cantidad de proteinas de E. coli extrapoladas de la
curva estandar proporcionada con el kit El limite de
especificacion de s 50 ppm se basa en los resultados
obtenidos de doce lotes de proteina recombinante NadA
elaboradas entre 2007 y 2010,

Osmolaridad

Osmometria/
punto de
congelamiento

240-360
mOsm/kg

La osmolaridad se determina por la depresion del punto de
congelamiento. Se ha establecido una especificacion de 240-
360 mOsmikg con base en la experiencia clinica y de
produccion y por el uso de los 12 lotes producidos en Sandoz
de 2007-2010.

Endotoxina/
Proteina

Prueba
cromogénica

= 0,16 Wiug

El limite de especificacion de < 0,16 [U/ug de protelna se

deriva del limite de Ph.Eur/USP de un total de 2? U por
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cinéticalcalculo dosls de vacuna, tomando en cuenta qus una dosis 06 3]
vacuna Bexsero contiene 150 1g totales de proteina.

Un nuevo limite de biocarga para el antigeno proteina
recombinante NadA se aplicar4 comenzando desde Ia
campafia de elaboraclon del granel de protelna recombinante
del 2013; el limite de <17 CFU/M00 ml se reducira a €10
Filtracion de <10 CFU/00
Biocarga CFU/00 ml,
membrana ml . ,
Esto cumple con los requerimientos del Manual de Calidad
de Novartis y de la Nota CPMP para la Gula de Elaboracién
de la  Forma de  Dosificacion  Terminada
(CPMP/QWP/486/95).
Se ha demostrado que la formulacién corrients para el
Granel Concentrado de proteina recombinante NadA
confieren estabilidad adecuada cuando se almacena a-20°C
t 5°C 0 a -70°C £ 10°C durante hasta 24 meses y

actualmente hay estudios en curso para dar sustento a la

pH Potenciometria {6,5-7,5
extension de ese tiempo de espera. La especificacion del pH

se disefia para demostrar que la operacién final de la unidad
de ultrafiltracion/diafiltracion intercambié  exitosamente la
proteina recombinante NadA en un sistema de tampén donde
s¢ ha demostrado la estabilidad del Granel Concentrado.

En forma similar a la justificacién de la especificacion del pH
descripta con anterioridad, la especificacion de conductividad
Conductivid 15.000-17.300 | se disefia para demostrar que la proteina recombinante
Potenciomefria , ‘ y
ad KSicm NadA se ha intercambiado por tampén en la formulacién
donde se ha demostrado la estabilidad del Granel

Concentrado.

BCA: Acido Bicinconinico; GFU: Unidades de Formacion de Colonias; ELISA: Valoracién Inmunoabsorbente Vinculada con
Enzimas; HCP: Proteina de las Células Huésped:; |U: Unidades Internacionales; uS: Micro-Siemens; mOsm: Mili-Osmoles;
Ph. Eur.: Farmacopea Europea; ppm: paries por millén; SE-HPLC: Cromatografia liquida de alto rendimiento con exclusion
de tamafio; SDS-PAGE: Electroforesis en gel de dodecil sulfato de sodio-poliacrilamida; USP: Farmacopea de los Estados
Unidos.
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4) VALIDACION PROCEDIMIENTOS ANALITICOS

La sintesis para la validacion de procedimigntos anaiiticos para intermediarios y el granel concentrado
se describe en la sigulente seccidn.
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