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Title:
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PROTOCOL USED FOR QUALIFICATION: Atlas number 300612-01

1) Background and scope/Scopo

The purpose of the document is to:

. Define the potency value to assign to the new reference vaccine MNNZ 13.050 lot
112801 in the Multi Dilution Relative Potency {MDRP} testing for the Bexsero vaccine.
The new reference lot 112801 will replace the current expired reference lot 101601,

. Asses the stability of the reference vaccine MNNZ 13.050 lot 112801,

The data used for the definition of the title for the new reference were extracted from the
method validation and are reported in the validation report 290462 VR 1 rev 0 and in the TR
297612-01 according to the qualification protocol 300612-01. In addition:

. Validation tests were performed by immunizing mice CD1 in accordance with the
procedure 290462,

. ELISA titers for protein anti 961¢, anti 287-953, 936-741 and anti OMV were tested using
the ELISA described in SOP 290609 (ELISA rP) and SOP 290746 (OMV ELISA)

Aim of the revision 03 of this document is to extend the shelf life of the lot 112801 currently
used as reference Bexsero |ot in the CD1 MDRP in vivo immunogenicity assay according to TR
311825-01 and TR 304968-03 and to update the parameters and periodic cadence to be used
for the evaluation of the trend of decay.

2) Qualification tests/Prove di Qualifica

The following procedure was used to immunize CD1 mice in the qualification of the new
reference vaccine MNNZ_050 ot 112801:;

. 16 CD1 female mice per group, 5-8 weeks old at the inoculation date

. Administration route: intraperitoneal {i.p.)
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. 0.5 mt of vaccine inoculated at the following concentration {16 mice per group):

o] Dilution 1 {1/2.5): 20 ug/mouse of recombinant protein {rP} and 10 ug/mouse of
oMV

o} Dilution 2 {1/10): 5 pg/mouse of recombinant protein (rP) and 2.5 pug/mouse of OMV

o) Dilution 3 {1/40): 1.25 ug/mouse of recombinant protein (rP) and 0.625 pg/mouse of
oMV

o Dilution 4 {1/160}: 0.313 pg/mouse of recombinant protein (rP) and 0.156 pg/mouse
of OMV ' '

o] Dilution 5 {1/640): 0.078 ug/mouse of recombinant protein (rP) and 0.039 ug/mouse
of OMV

o] Dilution 6 (1/2560}; 0.02 ug/mouse of recombinant protein (rP} and 0.010 pg/mouse
of OMV

Placebo solution used to dilute the vaccine: AI(OH}3 (3 mg/mi}, NaCl {6.25 mg/ml),
Saccharose 2%, Istidine pH 6,5 (10 mM), Distilled water q.b.

. Inoculation at days 0 and 21
) Final bleeding at days 34-36.

Four schemes, each of 778 CD1 mice for & total of 3112 mice, have been prepared. An example
of the inoculation scheme Is reported In table 1.
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Table 1: immunization scheme used in the method validation, preciston test.

Dilution 1  Dilution 2 | DHution 3 | Pliutien 4 | Dilktion 5 | Dilution &
1/2.5 HD 1/10 1/40 1/160 1640 172560
Lgfdose rp 20 5,0 1,250 0,313 0078 0,020
ug/dose DMV 10 2,5 0,625 0,156 0,039 0,010 (# mice
Lot #1 18 16 16 F{ 18 15
Lot #2 18 16 16 16 16 16 197
Operator 1 2aline 5
Break
Lot #1 16 16 16 16 H 16
Reference 16 18 16 18 16 16 192
Run1 i SRR 4 i s
Lotil 16 16 16 15 15 18
Lot #2 16 16 16 16 18 16 197
Operator 2 3elina 3
Break
Lot#l 16 26 % | 16 16 16
Refarence 16 16 % 16 18 16 1927

The vaccine lots used for said validation experiment were:

. Lot 1= MNNZ_050 vaccine batch 112801
. Lot 2= MNNZ_050 vaccine batch 113001
. Referance= MNNZ_050 vaccine batch 101601

The sera of aach immunization run were prepared by AE analyst and then transferred to QC-
FLU laboratory for the ELISA testing:

. ELISA OMVNZ (SOP 290746)
. ELISA rP (SOP 290609}

Acceptance criteria

The acceptance criteria of the ELISA tast provided in SOPs 290609 and 290746 must be met.

[e2¢]
MN 14840
arm, Maring Motta
Ste. Asuntos Reguiatorios
Apoderada






T

-
1G]

‘Prinfzd! 05 Sep 2014 16:40:

-Dod Mumber: 301437, Vermion:3, begagy Numbar: INfA

Standard Operating Procedure
CONFIDENTIAL

203642 Versione B ATLAS Number: 301437-03

U NOVARTIS
VACCINES AND
DIAGMNOSTICS

Pag. 5di 8

Report Number  301437-03
Legacy n° N/A

Title:

Qualification report of the filled product MNNZ_050 lot 112801 to be used as reference standard

vaccine in the MDRP Bexsero test, according to SOP 290462

Relative potency titers will be considered only if all the validity criteria for the analysis are

respected.

3} Discussion of the results / discussione dei risultati

The relative potency value and its 95% confidence limits {as stated in the ATLAS document
297524} will be assigned to the lot 112801 compared to the old reference vaccine lot 101601.
The combined results were obtained from 8 mice per group extrapolated from cage 1 {mice 1
to 8) from each sample of the wvalidation study. Data available for lot 112801 refer to
experiments performed by 2 operators in 4 analytical sessions (runs) and correspond to a

maximum of 16 RP values, according to the following schema (table 2).

Table 2: number of refative potency values for each antigen

Operator

The validation results obtained for lot 112801 are shown below (Table 3), Raw data are
reported in the validation report 290462 VR 1 and in the TR 297612-01. The relatlve potency
values and relative confidence interval at 95% were reported on the total valid assays alone.

S

A,

Farm, MarinaMotta
GterAsuntes REgulatorios
Apoderada

Nov:

» Lucio Jeroncic
trector Téonj
MN 14840






Hrirded:105 Sep 2014 16:40 GMT

-Dod Number: 301437 "\ersion: 3, Legacy Number: N/A,

Standard Qperating Procedure U © NOVARTIS
VACCINES AND

CONFIDENTIAL DIAGNOSTLCS

203642 Versione B ATLAS Number: 301437-03 Pag.6di 8

Report Number  301437-03
Legacy n° Nn/A

Title:
Qualification report of the filled product MNNZ_050 lot 112801 to be used as reference standard
vaccine in the MDRP Bexsero test, according to SOP 290462

Table 3:relative potency values and relative confidence interval at 95% on the total valid
assays, extrapolated for 8 mice.

Confidence Interval
Relati
_ N° of valid ve
Lot antigen Potency 95% LCL 95% UCL
assay
(Mean}
rp287-953 11 0.9 0.7 1.2
rp936-741 15 1.1 0.9 1.3
112801
rp96ic 13 1.2 1.0 14
oMV 13 0.8 0.7 1.0
4) Conclusions and recommendations/ Conclusioni e raccomandazioni

Relative potency (RP) value and the corresponding 95% confidence interval of batch 112801 in
immunogenicity assay of Bexsero drug product has been calculated according to the TR 297524.
Results are reported for each antigen in table 3. All results are within the limits as per
specification {see SOP 274959).

The application of a specific relative potency value for each antigen can be problematic due to
the variability in the method (see validation report 290462 VRi) and the collection of a
significant but limited amount of data. The use of conversion factors can lead to the
introduction of biases in assays. Therefore, it is preferable to assign potency based on the

confidence interval. 2
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The 95% Confidence Interval calculated for all the antigens includes the value of 1.0. Based on
this, the 112801 lot cannot be considered significantly different from 101601 lot. A value of 1.0
for each antigen is therefore assigned to 112801 lot as new reference for the MDRP assay.

5) Stability/stabiiita

The lot MNNZ_050 112801 was produced in July 2011 and stored at a temperature of +2 / 8 °C,
Given that the vaccine will be used as reference in the immunogenicity test Bexsero (MDRP)
the trend of decay will occur from October 2012, the date of completion and validation MDRP
based on data relative power available. According to TR n° 304968 the vaccine 112801 can be
considered stable up to 31 months and can be used until January 2014. From the first point of
stability to 24 months, the stability check will be carried out with a periodic cadence of at least
4 months. The parameters to be used for the evaluation of the trend of decay of the vaccine
112801 are the following:

. Titers of 8 mice of reference vaccine at the difution closest to EDSO

. Upper asymptote of the modet

Liely Date Time {manths)
250609, lune 2013 24
290746, October 2013 28
305566, February2014 32
305567 June2014 36

In the trend definition of the reference vaccine only values that meet all the acceptance
criteria for the ELISA test are used (see paragraph 2).
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Revision 03

Considering that the former reference lot 101601 showed no significant trend for any of the
antigens until 37 months (see TR 304968-03) and the data analysis of the current lot 112801
showed no significant trend for any of the antigens until 29 months (see TR 311825-01},
vaccine 112801 can be considered stable up to 36 manths and can be used as reference for

SOPs 305566 and 305567 until the end of June 2014.

The shelf life of reference 112801 will be monitored as described In SOP303007. This approach

will substitute the approach described before in this chapter,

6) Homogeneity of the aliquots /Omogeneita delle aliquote {quando applicabile)
N/A

7) Enclosures / Allegati
N/A
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Titulo:
Informe de calificacion del producto llenado MNNZ_050 lote 112801 para ser utilizado como
vacuna estandar de referencia en la prueba MDRP Bexsero, de acuerdo al SOP 280462

PROTOCOLO UTILIZADO PARA LA CALIFICACION: Atlas Ndmero 300612-01

1) Antecedentes y aicance

El propdsito de este documento es:

e Definir el valor de ia potencia a asignar a la nueva vacuna de referencia MNNZ
13.050 lote 112801 en la prueba de Potencia Relativa por Dilucién Multiple (MDRP)
para la vacuna Bexsero. El iote de referencia nuevo 112801 reemplazard al lote de
referencia actual 101601 caducado.

e  Evaluar la estabilidad de la vacuna de referencia MNNZ 13.050 lote 112801.

Los datos utilizados en la definicién del titulo para la nueva referencia fueron extraidos
del método de validacién y se informan en el informe de validacion 290462 VR 1 rev. O y
en el TR 297612-01 de acuerdo con el protocolo de calificacidn 300612-01. Ademds:

. Las pruebas de validacion se realizaron inmunizando ratones CD1 de acuerdo con
el procedimiento 290462.

. Los titulos de ELISA para las proteinas anti 961c, anti 287-953, 936-741 y anti OMV
fueron evaluados utilizando la prueba de ELISA descripta en el SOP 290609 {ELISA
rP}y en el SOP 290746 (OMV ELISA)

E! objetivo de la revisién 03 de este documento es extender la vida Gtil del lote 112801
actualmente utilizado como lote Bexsero de referencia en el ensayo de inmunogenicidad
in vivo CD1 MDRP de acuerdo al TR 311825-01 y al TR 304968-03 y actualizar los
parametros y la cadencia periddica a utilizar para la evaluacién de la tendencia de
deterioro.

2) Pruebas de Calificacion
El siguiente procedimiento fue utilizado para inmunizar ratones CD1 en ia calificacién de

la nueva vacuna de referencia MNNZ_050 lote 112801:

e 16 ratones hembras CD1 por grupo, de 5-8 semanas de vida al momento de [a inoculacién
e  Via de administracién: intraperitoneal {i.p.)

.
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* 0,5 ml de la vacuna inoculada a la siguiente concentracidn {16 ratones por grupo):
o Dilucion 1 (1/2,5): 20 ug/ratdn de proteina recombinante (rP) y 10 pg/ratén de OMV

o Dilucion 2 (1/10): 5 pg/ratén de proteina recombinante (rP) y 2,5 pg/ratén de OMV

o Dilucién 3 {1/40): 1,25 ug/ratén de proteina recombinante (rP) y 0,625 ug/ratdn de
oMV

o Dilucion 4 (1/160): 0,313 pg/ratén de proteina recombinante (rP) y 0,156 pg/raton de
oMy

o Dilucidn 5 (1/640): 0,078 ug/ratdn de proteina recombinante {rP) y 0,039 pg/ratén de
oMy

o Dilucion 6 {1/2560): 0,02 pg/ratdn de proteina recombinante (rP) y 0,010 pg/ratén de
oMV

Solucidn placebo utilizada para diluir la vacuna: AI{OH)3 (3 mg/ml), CINa (6,25 mg/ml),
Sacarosa 2%, Histidina pH 6,5 (10 mM), Agua destilada q.s

. Inoculacidn en dias 0y 21
. Sangrado final en dias 34-36.

Se prepararon cuatro esquemas, cada uno de 778 ratones CD1 para un total de 3112 ratones,
Un ejemplo del esquema de inoculacién se informa en la Tabla 1.
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Tahla 1: Esquema de inmunizacién utitizado en el método de validacién, prheba de precisién.

Dilucién 1 | Dilucidén 2 Dilucién 3 Difucién4 | Dilugién 5 | Dilucién 6
1/2,5 HD 1/10 1/40 1/16G 1/640 1/2560
ug/dosis rP 20 5 1,250 0,313 0,078 0,020
ug/dosis OMY 10 5 0,625 0,156 0,039 0,010 |# ratones
Lote #1 16 16 16 16 16 16
Lote #2 16 16 16 16 15 16 197
Operador 1 Saling 3
Intervalo
Lote #1 16 16 16 16 192
Referentia 16
Corrlda 1 R
Lote #1
Lote #2
Salino 5
Operador 2 _ Intervalo
Lote #1 16 16 16 16 16 16 192
Referencia 16 16 16 16 16 16

Los lotes de vacunas utilizados para dicho experimento de validacién fueron:

. Lote 1= Vacuna MNNZ_050 partida 112801
. Lote 2= Vacuna MNNZ_050 partida 113001

. Referencia = Vacuna MNNZ_050 partida 101601
Los suercs de cada corrida de inmunizacién fueron preparados por el analista de AE y luego referidos al
laboratorio QC- FLU para la prueba de ELISA:

. ELISA OMVNZ (SOP 290746)
. ELISA rP {SOP 290609)

Criterios de Aceptacién

Deben cumplirse los criterios de aceptacidn para la prueba de ELISA proporcionados en los SOPs 290609
¥ 280746, '
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Los titulos de potencia relativa se considerardn solo si se respetan todos los criterios
de validacidn para el anélisis.

3} Discusién de los resultados

Se asignard un valor de potencia relativa y sus limites de confianza del 95% {como se
sefiala en el documento ATLAS 297524) al lote 112801 al compararlo con el lote
antiguo de vacuna de referencia 101601. Los resultados combinados se obtuvieron de
8 ratcnes por grupo extrapolados a partir de la jaula 1 (ratones 1 a 8) para cada
muestra del estudio de validacién, Los datos disponibles para el lote 112801 se
refieren a los experimentos realizados por 2 operadores en 4 sesiones analiticas
{corridas) y corresponden a un méaximo de 16 valores RP, de acuerdo con el siguiente
esquema (tabla 2).

Tabla 2: NGmero de valores de potencia relativapara cada antigeno

Corrida
1 2 3 4

1] 2 2 2 2

Operador

Los resultados de validacion obtenidos para el lote 112801 se muestran a continuacién
{Tabla 3). Los datos en bruto se informan en el informe de validacién 290462 VR 1 y en el
TR 297612-01. Se informaron los valores de potencia relativa y los intervalos de confianza
relativos del 95% sobre el total de los ensayos vélidos solamente,
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Tabla 3: Valores de potencia relativa e intervalos de confianza del 95% relativos sobre el
total de ensayos validos, extrapolados para 8 ratones.

Intervalo de Confianza
N°® de Potencia
Lote Antigeno ensayo relativa LCL 95% UCL 95%
vilido (Media)
rp287-953 11 0,9 0,7 1,2
rp936-741 15 1,1 0,9 1,3
112801 .
rp96lc 13 1,2 1,0 1,4
omv 13 0,8 0,7 1,0
4) Conclusiones y recomendaciones

El valor de potencia relativa (RP) y el intervalo de confianza del 95% de la partida 112801
en el ensayo de inmunogenicidad del producto farmacolégico Bexsero se calcularon de
acuerdo al TR 297524, Se informan los resuitados para cada antigeno en la tabla 3. Todos
l0s resultados estdn dentro de los limites segiin la especificacién (ver SOP 274959).

La aplicacidén de un valor especifico de potencia relativa para cada antigeno puede ser
problemética debido a la variabilidad en el método {ver el informe de validacién 280462
VR1} y a la recoleccidon de una cantidad de datos significativa pero limitada. El uso de
factores de conversién puede llevar a la introduccidn de sesgos en los ensayos. Por lo
tanto, s preferible aslgnarja potencia en base al intervalo de confianza,
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El intervalo de confianza del 95% calculado para todos los antigenos incluye el valor de 1,0.
En base a esto, el lote 112801 no puede ser considerado significativamente diferente del
lote 101601. Por lo tanto se asigna un valor de 1,0 para cada antigeno es asignado al lote

112801 como nueva referencia para el ensayo MDRP.

5). Estabilidad

El lote MNNZ_050 112801 fue producido en Julio del 2011 y conservado a una
temperatura de +2/8 °C. Dado que la vacuna ser4 utilizada como referencia en la prueba
de inmunogenicidad de Bexsero (MDRP) la tendencia al deterioro se produciré a partir de
Octubre del 2012, la fecha de finalizacidn y validacién de MDRP an base a los datos de
potencia relativa disponibles. De acuerdo al TR n® 304968 la vacuna 112801 puede
considerarse estable hasta 31 meses y puede utilizarse hasta enero del 2014, Desde al
primer punto de estabilidad hasta los 24 meses, la comprobacién de la estabilidad se

llevard a cabo con una cadencia periédica de al menos 4 meses. Los pardmetros a ser

utilizados para la evaluacion de la tendencia al deterioro de la vacuna 112801 son los

siguientes:

» Titulos para 8 ratones de la vacuna de referencia a la dilucién més cercana a la ED50

®  Asintota superior del modelo

SOP Fecha Tiempo (meses)
290608, Junio 2013 24
290746, Octubre 2013 28
305566, Febrero2014 32
305567, Junio 2014 36
]

En la definicién de tendencia de la vacuna de referencia sdlo se utilizan los valores que
cumplen todos los criterios/d’g;aeptacién para la prueba de ELISA (ver el pdrrafo 2).
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Revision 03

Considerando que el primer lote de referencia 101601 no mostré una tendencia
significativa para ninguno de los antigenos hasta los 37 meses (ver TR 304968-03) y que
el analisis de los datos del lote 112801 actual no mostré una tendencia significativa para
ninguno de los antigenos hasta los 29 meses (ver TR 311825-01), la vacuna 112801
puede considerarse estable por hasta 36 meses y puede utilizarse como referencia para
los SOPs 305566 y 305567 hasta finales de Junio del 2014,

La vida Gtil del lote de referencia 112801 serd monitoreada como se describié en el
SOP303007. Este enfoque sustituird al enfoque descripto antes en este capitulo.

6) Homogeneidad de las alicuotas
N/C

7) Documentos Adjuntos
N/C
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