Descripcion del proceso productivo y de los controles en proceso

La produccién se basa en un sistema de lote semilla, Se utilizan semillas de tabajo de E. coli
BL-21 (DE3) 936-741K (que contiene el pldsmido codificante para la proteina recombinante de
fusion FHbp) para prepata el indculo. Durante el paso de fermentacién, se expande el cultivo de
E. coli, luego de la induccidn la proteina recombinante se expresa intracelularmente y se
cosecha. El lote de fermentacion se define como el producto de una opetacién de fermentacién
simple hasta la cosecha.

Una vez cosechado el caldo las bacterias se separan del sobrenadante via centrifugacién y la
pasta celular resultante se homogeniza. Luego de la homogenizacién el material se centrifuga y
el sobrenadante se hace pasar por una serie de columnas de cromatografia, se ultrafiltra y se
filtra por 0,2 .

El granel concentrado se distribuye en botellas PETG de 1 litro que se congelan y almacenan a
ternperatura menor a -15°C

Validacién del Proceso: Se han definido parimetros operacionales para controlar el
desempefio del proceso y pueden categorizarse en dos grupos: criticos y no criticos.

Se ha validado la reutilizacién de las columnas de cromatografia, el periodo de vida Gtil de las
metnbtanas y el transporte del granel desde Austria a la planta de Rosia

Control de materiales: La existencia de semillas usadas para elaborar los lotes clinicos y los
lotes para la camparia actual se elabord de acuerdo con los procedimientos estindar bajo GMP.
Se han definido las especificaciones para la Semilla Maestra y para la Semilla de Trabajo.

Las materias primas usadas en el proceso de elaboracién se adquieren a proveedores aprobados.
Una vez recibidas las materias primas se almacenan y liberan de acuerdo a procedimientos
vigentes.

i

No se udlizan matetiales de origen animal o humano durante las etapas de inoculacién y
fermentacidn. El medio de cromatografia Sepharosa XLI compuesto por Dextrano nativo se
elabora con pequeflas cantidades de leche en polvo descremada proveniente de Estados Unidos
y cuya fuente son animales aptos para consumo humano.

Controles de Pasos criticos y de Intermedios: Se han definido las pruebas realizadas sobre
intermediarios de elaboracién:

" .- Inéculo: Contaminacién microbioldgica
.- Fermentacidn principal: C-ontarninacién microbioldgica, Contenido de proteinas
- Homogenizacién y centrifugacién: Pureza y Contenido de proteinas
~ Cromatografia de Caprura: Carga Bioldgica, Endotoxina, Pureza y Contenido de proteinas

- Cromatografia de Intercambio idnico: Carga Bioldgica, Endotoxina, Pureza, Contenido de
proteinas y Rendimiento de etapa.

- Cromatografia de Interaccién hidrofdbica: Carga Biolégica, Endotoxina, Pureza, Contenido
de proteinas y Rendimiento de etapa.

= Ulteafiltracién/Diafiltracién It Carga Biolégica, Endotoxina, Pureza, Contenido de proteinas y
Rendimiento de etapa
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2.2.a.4, ESPECIFICACIONES

Caracterizacién: Se evaluaron las estructuras primarias, secundarias, terciarias y cuaternarias de
la proteina 287-953. La secuencia de aminoAcidos fue confirmada por digestién enzimatica y S-
carboximetilacién (RPC) bajo condiciones de reduccién, seguido por cromatografia liquida de
alto rendimiento de fase inversa (RP-HPLC), Espectroscopia de masas ESI q-TOF. Las
estructuras secundarias y terciarias fueron confirmadas por dicrofsmo circular y fluorescencia.
La estructura cuaternaria se evalud por HPLC- Dispersién de Luz Laser de Angulos Multiples
con Exclusién de Tamafio que confirmé que el PM lote a lote y el radio hidrodindmico eran
consistentes.

IMPUREZAS: Las impurezas relacionadas con el proceso exégeno incluyen Isopropil-B-D-
tiogalactopiranosida (IPTG), polipropilen glicol (PPG) y kanamicina, IPTG y PPG se tomaron

en cuenta en la validacién de la depuracion.

Las impurezas relacionadas con los procesos endégenos incluyen ADN, Proteinas de células
huésped (HCP) y Endotoxinas. Se ha validado la eliminacién de las tres impurezas.

CONTROL DEL IFA
Prueba M¢étodo de Analisis Especificacion

Pureza SDS-PAGE 2 88%

Pureza SE-HPILC = 90%

Contenido de Proteinas Valoracién  de  proteinas | 900-2700 pg/ml
Totales BCA

Identddad Western Blot Positiva

HCP/Proteina ELISA/cilculo < 100 ppm

Osmolaridad Osmometrfa,  punto  de | 240-360 mOsm/kg
congelamiento

Endotoxina/Proteina Prueba cromogénica | < 0,16 UI/100 ml
cinética/cilculo

Biocarga Filtracién de membrana = 10 UFC/100 m!

pH Potenciometria 6,3-7,5

Conductividad Potenciomettia 15.000-17.300 uS/em

Materiales de Referencia y estindares: A la fecha de emisién del presente informe se utiliza
como estindar de referencia de proteina fHbp el lote B043447. Siempre que se establezca un
nuevo estindar de referencia se deben cumplir con los procedimientos establecidos

2.2.a.5, Estabilidad

Se realizé un estudio de estabilidad para confirmar la vida Gtil de 36 meses a < -15°C para el
granel concentrado de fHbp. Se generaron también datos en las siguientes condiciones:

- 48 meses a -20°C * 5°C

- 48 meses a -70°C £ 10°C

- 3 meses a 5°C 1 3°C

Denominacién Comin Internacional (DCI): Protefna recombinante NadA.

Estructura: La proteina recombinante NadA (proteina 961c) es un fragmento de Neisseria
adhesina A (NadA), una proteina oligomérica de supetficie expuesta perteneciente a la familia
de adhesina oligomérica de doble espiral (OCA), La NadA es una molécula involucrada en la
unién a células epiteliales,
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La proteina deriva de la cepa 2996 del serogrupo B de Nedsseria meningitdis ¥ se expresa via
fermentacién bacteriana por métodos de tecnologia estindares de ADN recombinante en

Escherichia coli.

La secuencia codificadora 961¢ se amplificé por PCR por el uso de ADN cromosomal de la cepa
2996 del serograpo B como una plantilla. El producto se clond en el vector de expresién pET-
24b(+). El clon resultante, 961cL-K, se introdujo postetiormente en la cepa BL21 (DE3) de
E.coli, donde la expresion del antigeno 961c se indujo por Isopropil-B-D-tiogalactopiranosida
(IPTG).

La secuencia de aminodcidos predicha a pardr de la secuencia de nucledtidos conocida da
cuenta de una cadena de polipéptidos de 327 aminodcidos con un punto isoeléctrico tedrico de
4,62.

El principio activo NadA tiene un peso molecular tedrico de 34.558 Da con base en la
secuencia de aminoicidos derivada a partir del cilculo por el servidor de protedmicas del
sistema de andlisis Expasy. La masa molecular promedio de 34,6 kDa se confirmé por anilisis
de masa ESI-Q-tof '

Descripcion del proceso productivo y de los controles en proceso

La produccion se basa en un sistema de lote semilla. Se utilizan semillas de trabajo de E. coli
961cL-K (que contiene el plismido codificante para la proteina recombinante NadA) para
prepara el indeulo. Durante el paso de fermentacion, se expande el cultivo de E. coli, la proteina
se expresa y secreta en el sobrenadante y se cosecha. El lote de fermentacién se define como el
producto de una operacién de fermentacién simple hasta la cosecha.

Una vez cosechado el caldo la proteina recombinante se separa de las bacterias via
centrifugacion y pasos de filtracién. La proteina se hace pasar por una serie de columnas de
cromatografia y se filtra,

El granel concentrado se distribuye en botellas PETG de 1 litro que se congelan y almacenan a
temperatura menor a -15°C

Validacién del Proceso: Se han definido parimetros operacionales para controlar el
desempefio del proceso y pueden categorizarse en dos grupos: criticos y no criticos.

Se ha validado la reutilizacién de las columnas de cromatografia, el periodo de vida ditil de las
membranas y el transporte del granel desde Austria a la planta de Rosia

Control de materiales: Ta existencia de semillas usadas para elaborar los lotes clinicos y los
lotes para la campafia actual se elaboraron de acuerdo con los procedimientos estindar bajo
GMP. Se han definido las especificaciones para la Semilla Maestra y para la Semilla de Trabajo,

Las materias ptimas usadas en el proceso de elaboracién se adquieren a proveedores aprobados.
Una vez recibidas las materias primas se almacenan y liberan de acuerdo a procedimientos
vigentes.

No se utilizan materiales de origen animal o humano durante las etapas de inoculacién y
fermentacion. El medio de Cromatografia I estd compuesto por Dextrano nativo se elabora con
pequefias cantidades de leche en polvo descremada proveniente de Estados Unidos y cuya
fuente son animales aptos para consumo humano.

Controles de Pasos ctiticos y de Intermedios: Se han definido las pruebas realizadas sobre
intermediarios de elaboracidn:

.~ Indculo: Contaminacion microbiolégica







- Fermentacion: Contaminacién microbioldgica, Contenido de proteinas

~ Centrifugacién y Filtracién : Pureza, Integridad y Contenido de protefnas

~ Ultrafiltracién/Diafileracién I: Biocarga, Pureza y Contenido de proteinas

- Cromatografia I: Biocarga, Endotoxina, Pureza, Integridad y Contenido de proteinas
- Cromatografia 1I: Biocarga, Endotoxina, Pureza, Integtidad y Contenido de protefnas
- Cromatografia II1: Biocarga, Endotoxina, Pureza, Integridad y Contenido de proteinas
- Ultrafiltracién/Diafiltracién IT: Biocarga, Pureza, Integridad y Contenido de proteinas
- Filtracion: Pureza, Integridad y Contenido de proteinas

2.2.a.4. ESPECIFICACIONES

Caracterizacion: El andlisis de masa molecular experimental de la proteina recombinante
NadA se llevd a cabo por infusion directa en un espectrémetro de masa ESI-q-Tof cuadrupolo
de electropulverizacién que reveld la presencia de 5 formas relacicnadas de peso molecular
menor en el perfil de masa experimental, que podsfa atribuirse a las formas de eliminacién del
exttemo C terminal de la secuencia principal. El andlisis de SDS-PAGE bajo condiciones de
reduccion, utilizado para determinar la pureza e integridad de la proteina recombinante NadA
en el granel, ha confirmado la presencia de un polipeptido de peso molecular aparente de 37-40
kDa, con 2 bandas con PM menor pertenecientes a la familia de las 5 formas eliminadas del
extremo C terminal,

La estructura tridimensional del antigeno NadA se organiza en tres dominios: un dominio del
ancla del extremo C terminal que forma hebtas 8 transmembranales, un dominio de tallo con
doble espiral que contiene una cremallera de leucina que estd involucrada en la oligomerizacién,
y una region globular del extremo N terminal.

Se evaluaron las estructuras primarias, secundarias, terciarias y cuaternarias de la proteina NadA;
el espectro UV CD lejano de la proteina recombinante en el granel muestra dobles minimos
(209 y 222 nm) que sugieren que la porcién principal de la proteina podtia disponerse en una o
hélice. La estructura cuaternaria se evalué por Cromatografia de Exclusidén molecular acoplada
con andlisis Difusién de Luz Laser a Angulos Maltiples (SEC-MALLS). Los datos obtenidos
indican que los lotes de proteina recombinante son consistentes con el valor tedrico para una
organizacion estructural trimérica (PM 94,9 kDa), aunque la desnaturalizacién térmica causa el
desacoplamiento de la proteina a su estructura monomérica,

IMPUREZAS: Las impurezas relacionadas con el proceso exdgeno incluyen Isopropil-p-D-
tiogalactopiranosida (IPTG), polipropilen glicol (PPG) y kanamicina. IPTG y PPG se tomaron
en cuenta en la validacion de la depuracién.

Las impurezas relacionadas con los procesos enddgenos incluyen ADN, Proteinas de células
huésped (HCP} y Endotoxinas. Se ha validado la eliminacién de las tres impurezas.

CONTROL DELIFA

Prueba Método de Andlisis Especificacién
Pureza SDS-PAGE 2 90%
Integridad = 70%







Pureza SE-HPLC = 89%

Contenido de Proteinas Valoracién  de  proteinas | 1000-3000 pg/ml
Totales BCA

Identidad Western Blot Positiva

HCP/Proteina ELISA /cilculo < 50 ppm

Osmolaridad Osmometefa, punto  de | 240 - 360 mOsm/kg
congelamiento

Endotoxina/Proteina Prueba cromogénica | £ 0,16 UT/100 mi
cinética/cilculo

Biocarga Filtracion de membrana = 10 UFC/100 m]

pH Potenclomertia 6,5-7,5

Conduetividad Potenciomettia 15.000-17.300 pS/cm

Materiales de Referencia y estdndares: A la fecha de emisién del presente informe se utiliza
como estindar de referencia de proteina NadA el lote B034741. Siempre que se establezca un
nuevo estandar de referencia se deben cumplir con los procedimientos establecidos

2.2,a.5. Estabilidad

Se realizé un estudio de estabilidad para confirmar la vida il de 36 meses a < -15°C para el
grane! concentrado de NadA. Se generaron también datos en las siguientes condiciones:

.- 48 meses a -20°C + 5°C

-~ 48 meses a -70°C = 10°C

- 3 meses a 5°C + 3°C

Denominacién Comun Internacional (DCI): Vesfculas de membrana externa (OMV)

Estructura: Tas vesfculas de la membrana extetna se extraen via detergente de la membrana
bacteriana de la cepa NZ98/254 del serogrupo B de Nedsseria meningitidis. Los componentes
inmunogénicos principales de las OMV son las proteinas de la membrana externa (OMP) y los
lipopolisacitidos unidos a membranas (LPS).

Las proteinas principales de la membrana externa (OMPs) de N. meningitidis se han designado de
Clase 1 (Por A, Serotipo P1.4) a Clase 5 (Opa). Las proteinas clase 1, 2 y 3 son porinas que
muestran una variabilidad antigénica significativa. La OMP clase 4 es antigénicamente invariable y
estd estrechamente relacionada con las moléculas de porina.

La proteina Clase 5 es una proteina de superficie que forma trfmeros o tetrdimeros en la
membrana externa.

E! LPS meningocéccico es estructuralmente diferente de los de bacilos gram negativos

Descripcién del proceso productivo y de los controles en proceso

La produccién se basa en un sistema de lote semillas, Se utilizan semillas de trabajo del
serogrupo B (cepa NZ 98/254) de N. meningitidis para prepara el inéculo. Durante el paso de
fermentacion, se expande el cultvo de N. meningitidis y se cosecha por centrifugacién. Los
solidos celulares, que contienen las vesiculas de la membrana externa (OMV) se inactivan por
agregado de desoxicolato de sodio y se lavan. Luego el cultivo se centrifuga y se recupera el
sobrenadante. Las OMV se purifican y se someten a una serie de operaciones de concentracién,
diafiltracién, filtracién y sonicacién para finalizar con una Filtracidn esterilizante distribucién
en botellas de vidrio de 10 litros que se almacenan a temperatura 2 a 8°C,

Validacién del Proceso: Se han definido parimetros operacionales para controlar el
desempefio del proceso y pueden categorizarse en dos grupos: criticos y no criticos.

0(9 _






Se ha validado la reutlizacién de las columnas de cromatografia, el periodo de vida util de las
membranas y el transporte desde Siena a Rosia,

Control de materiales: La existencia de semillas usadas para elaborat los lotes clinicos y los
lotes para la campaiia actual se elabotaron de acuerdo con los procedimientos estdndar bajo
GMP. Se han definido las especificaciones para la Semilla Maestra y para la Semilla de Trabajo.

Las materias primas usadas en el proceso de elaboracién se adquieren a proveedores aprobados.
Una vez recibidas las materias primas se almacenan y liberan de acuerdo a procedimientos
vigentes. El desoxicolato de sodio es de origen animal.

Controles de Pasos criticos y de Intermedios: Se han definido las pruebas realizadas sobre
intermediarios de elaboracién:

-~ Inéeulo I Medicidn de la densidad optica, Tincién de Gram

- InSeulo IT: Medicién de la densidad 6ptica, Tincién de Gram

.- Fin de la Fermentacién: Medicién de la densidad optica, Tincion de Gram, Pureza del Cultivo
- Concentracién e Inactivacién: Control de Inactivacion

.- Concentracion/Diafiltracién: Biocarga de la Fraccién retenida

~ Ultracentrifugacién: Concentracién de proteinas

- Pre Granel Concentrado de OMV luego de la Sonicacion: Biocarga

- Pre Granel Concentrado Filtrada de OMV: Biocarga

- Pre Granel Concentrado de OMV (filtracién pre-estéril): Biocarga

2.2.a.4. ESPECIFICACIONES

Caracterizacion: Las vesiculas intactas tienen un didmetro en el rango de 50-200 nm y denen
una estructura compleja. Si bien los fragmentos de OMV varfan en tamafio v estructura, la
membrana estd 2 grandes rasgos intacta dentro de los fragmentos. Por el uso de anticuerpos
ant-LPS e inmunotincién con oro, se localizd el LPS sobre la superficie externa de OMV. Si
bien las vacuna OMV generalmente contienen mas de 40 proteinas diferentes una SDS-PAGE
unidimensional de vacunas OMV generalmente revela entre 20 y 30 proteinas.

IMPUREZAS: Las impurezas pueden consistir en los restos de otros camponentes bacterianos,
restos de materiales utilizados para el tratamiento del cultivo o durante la purificacion de las
vesiculas. Se llevan a cabo pruebas para la pureza bacteriana como controles del proceso

Las impurezas relacionadas con los procesos enddgenos incluyen ADN, LPS y endotoxinas
que surgen del cultivo de Neisseria. El ADN residual se elimina durante la purificacién, LPS es
patte de las vesiculas extraidas de las bacterias y cumple un rol en la inmunogenicidad de la
vacuna.

El desoxicolato se agrega durante el procéso de elaboracién. Se ha determinado un rango de 0,1
a 0,4 pg/ug de proteina para la liberacidn del granel que se corresponde a 2,5 a 10 pg/dosis de
la vacuna formulada,
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COoNTROL DEL IFA

Método de Analisis

Prueba Especificacion

Pureza SDS-PAGE 2 67%

Patrén de proteinas Presencia y porcentaje de
proteinas de OMV
confirmadas
80 kD (Omp85) 1-4 %
70 kD (FrpB) = 5%
Clase 1 17 2 25%
Clase 3 + FbpA  29a55%
Clase 4 4a10%
Clase 5 1a5%
NspA 1a7%
70 kD (FrpB) presente

Concentracion de proteinas | Lowry 450-1320 pg/ml

Identidad

Western Blot

Presencia de proteinas de
OMYV confirmadas

Clase 1 (PorA P1.4)

Clase 3 (Serotipo 4)

Clase 5 (Opc)

LIPS 379

Apariencia Inspeccién Visual Liquido opalescente, incoloro
2 ligeramente amatillo, libre
de precipitados visibles

pH Potenciometria 7,0-8,3

Endotoxina/Proteina Prueba cromogénica | £ 1.000 Ul/ug

cinética/cdleulo

ADN/Proteina

Espectrofluoromettia/cilculo

< 0,010 ug/pe de proteina

Desoxicolato/Proteina

Reaccién y colorimetria de
enzimas/cilculo

0,1-0,4 pg/pg de proteina

LPS/Proteina RP-HPLC/ cilculo 0,05-0,15 pg/ue de proteina
Sacarosa Especttofotometria/cilculo | 2,7-4,1 %
Esterilidad Filtracidén por membrana Estéril

Materiales de Referencia y estindares: A la fecha de emisién del presente informe se utiliza
como estindar de referencia los lotes 02-041(Western Blot) y 02-057 (SDS-PAGE), Siempre
que se establezca un nuevo estdndar de referencia se deben cumplir con los procedimientos

establecidos

2.2.a.5. Estabilidad

Se realizé un estudio de estabilidad para confirmar la vida Gti} de 36 meses a 2-8°C para el
granel concentrado de NadA. Se generaron también datos durante 1 mes a 5°C + 3°C

2.2.b. ASPECTOS RELACIONADOS CON EL PRODUCTO TERMINADO

2.2, b.1, CARACTERISTICAS GENERALES

Principio activo/ Nombre comiin

Contenido/ dosis

Prateina recombinante de fusién NHBA

30 ug

Proteina recombinante NadA

30 ug
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