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de todas las areas pico asignadas a sustancias e impurezas
relacionadas con el producto de la proteina recombinante de
fusion NHBA vy la proteina recombinante de fusion NHBA, Se
hace nofar que los picos fuera de los intervalos de azul dextrano
y NaN3 no se &tilizan para integracion. La identidad se confirma
por la comparacion de tiempos de retencién de muestras con el
estandar de referencia de MenB proteina recombinante de fusion
NHBA. Se verifican criterios adecuados de idoneidad del sistema
para confirmar la validez de la corrida analitica.

Valoracién de Novartis, para estabilldad del granel
concentrado:

Para la separacién cromatogréfica, se preparan los mismos
estandares y referenclas que los usados por Sandoz. Ademas,
una solucion de PABA (&cido para-aminobenzoico), se prepara
en un tampon de fosfato de potasio v sulfato de sodio y se utiliza
para la determinacion de la eficiencia de la columna. Se analizan
muestras de prueba no diluidas.

La columna de resina de gel de silice se equilibra con la fase
movil antes del uso. Cada secuencia de inyeccidn incluye una
inyeccién simble minima del estandar de referencia de la
proteina recombinante de fusion NHBA, el estandar de PM, la
muestra de PABA, la muestra de azul dextrano/azida de sodio, y
el blanco. Una Inyeccion doble se utiliza para cada muestra del
granel concentrado probada. La columna se opera & las
condiciones validadas, con deteccion a una absorbancia de UV
de 214 nm y 280 nm (para eficiencia de columna). Peak
integration is performed by the Empower system (or equivalent),
La pureza se determina por la evaluacién del &rea pico
porcentual def pico principal asignada a la proteina recombinante
de fusion NHBA con respecto a la totalidad de las &reas de pico
asignadas a sustancias e impurezas relacionadas con el
producto de la proteina recombinante de fusion NHBA y Ia
proteina recombinante de fusion NHBA. 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
comparacién de ios tiempos de retencion de Ja muestra con el
estandar de referencia de MenB proteina recombinante de fusion
NHBA. Se verifican criterios adecuados de idoneidad del sistema
para confirmar [a validez de |a corrida analitica,

Consistencia a Farmacopeas
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3.3 Justificacién de las especificaciones

La justificacion de las especificaciones para la elaboracién del Granel Concentrado para la proteina

recombinante de fusién NHBA se proporcionan a continuacion,

Método de L o
Prueba Espaecificacion Justificacién de Especificaciones
Andlisis

SDS-PAGE moniterea la pureza del producto por la
separacion de proteinas y péptidos de acuerdo con la masa
bajo condiciones de desnaturalizacién y reduccién. La
—_— SDS-PAGE | > 50% especificacion corriente se ajusta con base en la experiencia
clinica y de produccion por el uso de los 20 lotes producidos
| en Sandoz en 2007-2010. Con base en los lotes analizados,
los valores de pureza por SDS-PAGE oscilaron de 91-98% v,

por fo tanto, fa especificacion final se ajusto a 2 90%.

SE-HPLC también monitorea la pureza del producto, pero
proporciona informacién referente al estado nativo de la
proteina y es capaz de detectar agregados no covalentes que
podrian no observarse por el uso de SDS-PAGE.

La presencia de una pequefia fraccion de formas agregadas
en el perfit de elucién de todos los principios activos de
proteina recombinante de fusién NHBA producidos hasta
aqui y probada en investigaciones preclinicas y clinicas no se
considera portadora de un impacto negativo sobre la calidad
ni sobre la seguridad de la vacuna final formulada. La
Compaiiia considera estas sustancias variantes relacionadas
con productos y ha conducido estudios funcionales invivoy
Pureza SEHPLC |2 70% de caracterizacion para probar que estas formas fuesen
seguras e inmunogénicas.

Como parte del trabajo para confirmar la seguridad e
inmunogeneicidad, ambas proteinas recombinante de fusion
NHBA agregadas y monoméricas se aislaron y analizaron por
el uso de valoraciones funcionales fisico-quimicas e in vivo;
se ha demostrado a través de las respuestas que no son
estadisticamente diferentes. Dado que la especificacion
refleja la contribucion de las especies relacionadas con
productos que han demostrado ser comparables a partir de
un punto de vista inmunoldgico, 1a especificacién se ha
ajustado a at = 70%, con la comprension de que la

contribucidn principal a la proteina recombinante de fusién
NHBA no nativa surgej%ias formas agregéaﬂe la
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proteina que han demostrado ser funcionalmente
equivalentes,

Impurezas

inespecificas

<9%

En base a [a evaluacién de los datos de los lotes producidos
en Sandoz entre 2007 y 2010, se propone un limite de < 9%
para los picos distintos al pico principal de la proteina
recombinante de fusién NHBA, Agregado 1 proteina
recombinante de fusion NHBA y Agregado 2 proteina
recombinante de fusién NHBA, y se implementara a partir de
la campafia 2013.

Contenido de
Proteinas

Valoragion
de
Proteinas
Totales
BCA

500-1100 pg/ml

La valoracién BCA mide el Contenido Total de Proteinas en
el granel purificado y los resultados obtenidos se utilizan para
formular el medicamento. La especificacion menor de 500
Kg/m! se ha ajustado para asegurar que la conductividad que
surge de la formulacion del Granel Concentrado de proteina
recombinante de fusién NHBA no afecte las interacciones
antigeno-adyuvante durante la formulacién del

medicamento. Si bien se ha demostrado que los oligdmeros
de la proteina recombinante de fusion NHBA son
comparables desde un punto de vista inmunolégico, la
especificacion mayor de 1100 ug/ml se mantiene para
asegurar un perfil de estabilidad aceptable de la proteina
recombinante de fusién NHBA durante e! almacenamiento del
Granel Concentrado. -

identidad

Western
Blot

Positiva

El Western blot es una prueba altamente sensible y
especifica que cuenta con la capacidad confirmar la identidad
y el peso molecular de la proteina recombinante de fusion
NHBA. La especificidad combinada conferida por &l
reconocimiento de anticuerpos y el peso molecular toma a
esta valoracién apropiada para confirmar la identidad de
antigenos individuales en el principio activo y en el
medicamento.

HCP/Proteina

ELISA/

calculo

<50 ppm

La cantidad de HCP residual se determina via el uso de una
inmunovaloracién enzimatica tipo sandwich comercial directa,
con la cantidad de proteinas de E. cofi extrapoladas de la
curva estandar proporcicnada con el kit. El limite de
especificacién de < 50 ppm se basa en los resultados de diez
lotes de la proteina recombinante de fusion NHBA elaboradas
entre 2007 y 2010.

Osmolaridad

Osmometri

al punto de

600-750
mQOsm/kg
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congelamie
nto

que la sacarosa se utiliza como un crioprotector durante
almacenamiento a largo plazo a-200C.

El uso de sacarosa 1-10% como un crioprotector durante la
liofilizacion es un método ampliamente conogido y
frecuentemente utilizado de a estabilizacion de soluciones
congeladas que contienen proteinas, Se ha establecido una
especificacion de 600-750 mOsm/kg con base en fa
experiencia clinica y de produccion dado que una
concentracion de sacarosa 10% representa el rango superior
tipicamente utilizado para la estabilizacion de proteinas
durante el congelamiento,

Endotoxina/
Proteina

Prueba
cromogeénic
a
cinética/cal
culo

= 0,16 [U/ug

El limite de especificacion de < 0,16 1U/ug de proteina se
deriva del limite de Ph.Eur/USP de un total de 25 IU por

dosis de vacuna, tomando en cuenta que una dosis de la
vacuna Bexsero contiene 150 g totales de proteina.

Biocarga

Filtracion
de
membrana

<10 CFU/00
ml

Un nuevo limite de biocarga para el antigeno de la proteina
recombinante de fusion NHBA se aplicara luego de la
campafia de elaboracién def granel de proteina recombinante
de 2010; el limite de = 25 CFU/100 m! se reducira a <10
CFUM00 ml,

Esto cumple con los requerimientos del Manual de Calidad de
Novartis y de la Nota CPMP para la Guia de Elaboracién de la
Forma de Dosificacion Terminada (CPMP/QWP/486/95).

pH

Potenciom
etria

6,5-7,5

Se ha demostrado que la formulacion corriente para el Granel
Concentrado de la proteina recombinante de fusién NHBA
confieren estabilidad adecuada cuando se almacena a-20°C
£5°C0a~70°C £ 10°C durante hasta el final de la vida Gtl,
La especificacion del pH se disefia para demostrar que la
operacion final de la unidad de ultrafiltracion/diafiltracion
intercambi6 exitosamente la proteina recombinante de fusion
NHBA en un sistema de tampén donde se ha demostrado la
estabilidad del Granel Concentrado.

. | Conductividad

Potenciom
etria

11.000-14.500
uS/iem

En forma similar a la justificacion de la especificacion dei pH
descripta con anterioridad, la especificacion de conductividad
se disefia para demostrar que ia proteina recombinante de
fusion NHBA se ha intercambiado por tampén en ia
formulacion donde se ha demostrado la estabilidad del Granel
Concentrado. [

BCA: Acido Bicinconinico; CFU: Unidades de Formacién de Colonias; E. coli: Egcherichia coli; EJISA:
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Internacionales; US: Micro-Slemens; mOsm: Mifi-Osmoles; Ph, Eur.: Farmacopea Europea; ppm: partes por
millon; SE-HPLC: Cromatografia liguida de alto rendimiento con exclusién de tamafio; SDS-PAGE:
Electroforesis en gel de dodecil sulfato de sodio-pollacrilamida; USP: Farmacopea de los Estados Unidos.
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4) VALIDACION PROCEDIMIENTOS ANALITICOS

La sintesis para la validacién de procedimientos analiticos para el grane! final se describe en la
siguiente seccion,

Maviriis Argentina S.A.
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