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Tabla 11 Identidad por Western Blot

Muestras de Prueba Granel Congentrado

Se opera un westemn blot con anticuerpos policlonales dirigidos
contra la protelna recombinante de fusibn NHBA. Las

concentraciones de muestra y estandar se ajustan a una
concentracion nominal, se fratan con un agente reductor, y se
calientan para reducir los puentes de disulfuro de la proteina.
Un volumen especificado para la muestra y el estandar, igual a
aproximadamente 1,0 pg de proteina se carga sobre el gel de
poliacrilamida; el estandar de la proteina recombinante de
fusion NHBA sirve como el estandar de identidad en el anélisis
de western blot. Un segundo volumen del estandar
recombinante, con una menor cantidad de proteina
{aproximadamente 2% de la cantidad nominal de proteina), se
carga sobre el gen para llevar a cabo una prueba de
sensibilidad. El tampén de muestra se aplica a los geles como
muestra blanco.

Las muestras se aplican al gen por duplicado. Ademas, se
Descripcion de la Valoracion | cargan un marcador del peso molecular, estdndares, y
blancos, sobre un gel de poliacrilamida y se separan por
electroforesis {separacion en un campo eléctrico). Luego de la
electroforesis, el gel se transfiere sobre una membrana de
transferencia, transfiriendo las protefnas separadas, Luego, el
blot se sondea con anticuerpos policlonales anti-proteina
recombinante de fusion NHBA. El anticuerpo secundario se
agrega, seguido por una serie de pasos de lavado y la
solucién de desarrollo, que contiene el sustrato para la tincién
basada en enzimas de las bandas de proteina especificas.

Los Western Blots estan cualitativamente evaluados por la
comparacion visual de las bandas para las hileras estandar,
blanco y de muestra. La identidad de [a proteina recombinante
de fusion NHBA se confirma cuando una banda a la misma
distancia de migracion en la muestra de referencia es visible.
Se verifican criterios adecuados de idoneidad del sistema para
confirmar la validez de Ja corrida analitica.

| Consistencia a Farmacopeas No aplicable
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Descripcion de la Valoracién

Se seleccionan y utllizan dos estandares de calibracién para la
calibracion del instrumento. Se miden cuatro viales del control
positivo adecuado y de las muestras de prueba; Ia primera
medicion para cada grupo se utiliza para enjuager la maquina
y no se incluye en los calculos. Los resultados se Informan
como el promedio de las tres mediciones. El anélisis es vélido
si el control positivo esté dentro de + 4 mOsmikg del rango de

titulacion tedrico.

Consistencia a Farmacopeas

Ph. Eur. 2.2.35 Osmolaridad
USP <785> Osmolaridad y Osmolaridad

Tabla 13 RP-HPLC

Muestras de Prueba

Granel Concentrado

Descripcion de la
Valoracién:

Se preparan dos soluciones de estandar de referencia (SST1 en una
concentracion alta y SST2, que contenga 0,010 mg/mi) como muestras de
adecuacion del sistema para evaluar el desempefio de separacion del
sistema cromatografico. La fase movil (mezcla de acetonitrilo y agua con
acido trifluoroacético) o el tampén de dilucién sirve como el blanco, o el
control negativo. |

La columna se equilibra con fase mévil antes del uso. Cada secuencia de
inyeccion incluye una inyeccion simple minima de SST 2 al comienzo de la
secuencia para verificar la sensibilidad del sistema de deteccion, inyeccion
de SST 1 antes y después de las primeras muestras de calibracién, y en
intervalos variables durante la secuencia. Las muestras de calibracion se
inyectan por duplicado para obtener la curva de calibracién. El blanco se
inyecta entre los grupos de muestra de tipicamente 10 muestras para
evitar la contaminacion. Las muestras de prueba se inyectan una vez, La
columna se opera en las condiciones validadas, con deteccidn de
absorbancia de UV a 214 nm. La integracién pico se lleva a cabo con la
ayuda del sistema de evaluacion de datos Chromeleon (o equivalente).

La proporcion Ox-Red se determina por la evaluacién del 4rea pico
porcentual (integracién) de la forma oxidada a la suma de las tres &reas
pico para formas oxidadas, parcialmente reducidas y completamente
reducidas de la proteina recombinante de fusién NHBA. Se verifican
criterios adecuados de idoneidad del sistema para confirmar la validez de
la corrida analitica.

Consistencia a
Farmacopeas

No aplicable
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Tabla 14 nH

Valoracion de Sandoz, para liberacion del granel
concentrado:

El medidor del pH se calibra con un minimo de dos tampones
estandar de modo tal que la medicién de pH cae dentro del
rango definido por los esténdares_. El electrodo se lava antes
de la inmersién en cada solucién estandar. Luego de la
calibracion, se lleva a cabo una prueba de control por el uso
de tampones de calibracion y al menos un tampén adicional.
La calibracién se considera valida si las lecturas del estandar
de control estan dentro de un rango de tolerancia de + 0,02
unidades de pH segln lo comparade con el valor certificado
para cada estandar, Una lectura simple se toma para cada
muestra a temperatura ambiente (23-25°C) para determinar el
pH.

. N Valoracion de Novartis, para estabilidad de granel
Descripcion de la Valoracion
concentrado:

El medidor del pH se calibra en tres puntos estandar, por ej,,
pH 4, pH 7, y pH 10; el electrodo se lava antes de la inmersidn
en cada solucion de tampén estandar. Luego de la calibracion,
se lleva a cabo una prueba de control por ef uso de estandares
de pH 9 y pH 6. La calibracién se considera valida si las
lecturas del estandar de control estan dentro de un rango de
tolerancia de = 0,02 segln lo comparado con el valor
certificado para cada estandar

Para cada muestra, se foman tres lecturas de pH, y se
calculan fa media, la desviacion, y el coeficiente porcentual de
variacion (CV %). Todas las lecturas de pH se toman en un
rango de temperatura de 23-25°C. Se verifican criterios
adecuados de idoneidad del sistema para confirmar la validez
de la corrida analitica.

Ph. Eur. 2.2.3 Determinacién Potenciométrica del pH

Consistencia a Farmacopeas
USP <791> pH

Tabla15 Concentracion de Proteinas

Prueba en Tubo de Ensayo llevada a cabo por Sandoz, para
Descripcion de la liberacién del granel concentrado y por Novartis, para
Valoracion estabilidad del granel concentrado:

Los estandares de referencia BSA se diluy)en en agua pfra iar
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cuatro concentraciones para la curva estandar: 20, 15, 10, y 5
ug/ml. Todas las muestras del granel concentrado de la proteina
recombinante de fusion NHBA se colocan a temperatura ambients,
se diluyen en agua para ajustar al rango de concentracién de ia
curva estandar. Ademas, una muestra de prueba se enriquece con
BSA § ng/ml para cada dilucién probada; la muestra enriquecida
sirve como un control de la adecuacién del sistema (control de
recuperacion),

Reacfivos de Trabajo A (mezcla de carbonato de sodio, bicarbonato
de sodio y tartrato de sodio), B (BCA 4% en agua), y C {pentahidrato
de sulfato cUprico en agua 4%) se agregan a los tubos para todas
las muestras (esténdares, blancos, muestras de prueba y muestras
de prueba mas enriquecimientc), se agitan, e incuban a 60°C
durante 60 £ 2 minutos. Todas las muestras se preparan por
duplicado. Luego, los tubos se enfrlan a temperatura amblente
durante 20 + 2 minutos y se lee la absorbancia a 562 nm luego de
llevar a cabo el autocero con el blanco. Se prepara una curva
estandar lineal, se traza la lectura de absorbancia promedio para
cada estandar BSA contra su concentracién correspondiente, en
ng/ml. La concentracién de proteinas se determina por calibracion
externa a partir de la curva estandar de BSA, Se verifican criterios
adecuados de idoneidad del sistema para confirmar la validez de la
corrida analitica.

Valoracién de Placas de Microtitulacién llevada a cabo por
Sandoz, para controles durante el procesos:

Se diluyen estandares BSA en agua para dar dos concentraciones a
30 y 40 pg/ml. Los estandares de referencia BSA para la curva
estandar se preparan a partir de estas dos soluciones, que se
diluyen a 20, 15, 10, y 5 nug/ml. Todas las muestras intermedias de
proteina recombinante de fusion NHBA se diluye con agua o tampén
de fosfato, correspondiente al tipo de muestra, para ajustarse al
rango de concentracién de la curva estandar, Cada dilucién
estandar BSA vy el blanco se agrega por duplicado a los pocillos.
Cada muestra diluida se agrega por ftriplicado los pocillos
adecuados.

Reactivos de Trabajo A (mezcla de carbonato de sodio, bicarbonato
de sodio y tartrato de sodio), B (BCA 4% en agua), y C (pentahidrato
de sulfato clprico en agua 4%) se agregan a cada pocillo
(estandares, blancos, y muestra de prueba), se mezclan, e incuban
a 37°C durante 2 horas. Luego, la placa 37/ ﬁyfrla ate ﬁﬁ |
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ambiente durante 20 minutos y se lee la absorbancia a 562 nm
luego de llevar a cabo el autocero con el blanco. Se prepara una
curva estandar lineal, se traza la lectura de absorbancia promedio
para cada estandar BSA contra su concentracion correspondiente,
en pg/ml. La concentracion de proteinas se determina por
calibracion externa a partir de la curva estandar de BSA. Se
verifican criterios adecuados de idoneidad del sistema para
confirmar la validez de la corrida analitica.

Consistencia a ,
No aplicable

Farmacopeas

Tabla 16 SDS-PAGE

Valoracion de Sandoz, para controles durante el proceso y
liberacién del granel concentrado:
Determinacién de Pureza

El esténdar de referencia protelna recombinante de fusién NHBA se
diluye apropiadamente, se calienta, y agrega a los pocilos
adecuados en dos concentraciones diferentes; las concentraciones
superiores e inferiores sirven como los estandares de identidad Y
valor 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 pociiios con gel. Se incluye un estandar
de peso molecular sobre cada gel {en cada operacion de valoracion)
y el tampon de muestra diluido en agua y calentado sirve como el

Descripcion de la blanco y el control negativo. Las muestras por duplicado, junto con
Valoracién un marcador del peso molecular, estandares, y blancos, se someten
a electroforesis,

Para visualizar las bandas, el gen se tifie con azul de Coomassie en
etanol y se destifie por el uso de una mezcla de etanol y 4cido
acetico. El gel se barre con un densitémetro. Para la proteina
recombinante de fusion NHBA, existe una banda principal
correspondiente al estandar de proteina recombinante de fusién
NHBA. La pureza se expresa como la suma de fa cantidad relativa
porcentual de la banda identificada como proteina recombinante de
fusion NHBA, cuando se compara con la intensidad densitométrica
global de la totalidad de la hilera.

Se verifican criterios adecuados de idoneidad del sistema para
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confirmar |a validez de la corrida analitica.
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La cuantificacién se lleva a cabo Gnicamente par a las muestras de
caldo de culivo. El estandar de referencla se diluye
apropiadamente, se calienta y volimenes lguales a cuatro cargas de
proteina diferentes (0,6, 1,2, 1,8, y 2,4 png) se aplican a los pocilles
con gel adecuados. Las muestras de prueba se fratan con se
describe anteriormente para la pureza. Las muestras por duplicado,
junto con un marcador del peso molecular, estandares, y blancos, se
cargan sobre el gel de SDS gel y se someten a electroforesis. Los
geles se tifien y barren de acuerdo con lo descripto con anterioridad
para pureza. La cuantificacion se lleva a cabo por [a evaluacion de
la banda principal para la proteina recombinante de fusion NHBA.,
Los valores de cantidad de sefiales {densidad optica x mm) de los
estandares de referencia se utilizan para el andlisis de regresion
lineal. La cuantificacion de la muestra de caldo de cultivo debe
corregirse para el factor de dilucion. Se verifican criterios adecuados
de idoneidad del sistema para confirmar la validez de la corrida
analitica.

Valoracion de Novartis, para estabilidad del granef
concentrado:

Determinacion de Pureza

El estandar de referencia proteina recombinante de fusién NHBA se
diluye con PBS o agua y se mezcla con un tampon de muestra y
agente reductor, se calienta, y agrega a los pocillos adecuados. Se
diluyen muestras de prueba en tampon de muestra y agente
reductor para dar un rango de concentracion especificado de
proteinas fotales por pocillo; las muestras se calientan y agregan,
por duplicado, a los pocillos. 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 blancos, 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
etanol 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 de fusion NHBA, hay una banda principal. La pureza
se expresa como la proporcidn porcentual de |a banda identificada
como proteina recombinante de fusién NHBA cuando se compara
con la intensidad densitométrica total de la hilera. Se verifican [
criterios adecuados de idoneidad del siste /‘ﬂ)ara confirmar la[/'\

e e’

24

VNMArgentina S.A
Farm. Sergio Imirtz

ova Sf\'rgenﬁna S.A Gte. de Asuntos Regulatorios
I NSZtucio Jerghei Codirector Técnico - MN. 11521
¥ector Téohicg Apoderado
MN 1484p






