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Tampén 20 mM NaH2POy + .
75 mM NaCl (pH 7.0 £ 0,1) Lavado despues de la carga
Limpieza después del uso (después del
t M NaCH paso de regeneracion con 2 M NaCl)
9 MNaCl Pre equilibramiento de la columna,

regeneracion de la columna

Equilibramiento de la columna,
enjuague después de la carga,
Tampon de Elucion

AEX/Q Sepharosa XL Tampdn 20 mM NaH:PO4 (pH 7,0 £
0,1)

Limpieza después del uso (después del

1 M NaOH paso de regeneracion con 2 M NaCi)

” nj i
Agua para Inyeccion Enjuague de la columna previc ala

carga
Tamp6n 20 mM NaHzPQs + 1,5 M —_— .
HIC/Fenil Sepharosa | NaCl (pH 7,0  0,1) Equilibramiento y tampén de enjuague
6 Flujo Rapido
Tanap%n 20 mM NaHzPOq (pH7,0 2 Tampén de Elucién
: Limpieza de la columna después de la
1M NaOH glucion

Tampén 10 mM KH2PO4
UF/DF conteniendo Tampén de Digfiltracion
150 mM NaCl, pH 7,0 £ 0,1

AEX: Cromatografla de Intercamblo anidnico; BIC: Cromatografia de interaceion hidrofébica; KH2ROx; fosfato de potasio; NaCl: Cloruro
de sodlo; NaOH: hidréxido de sodio; NaHzPQs: Fosfato de sodio;

Tris: Trig (hidroximetil)-aminometano; UF/DF; Ultrafiliracién/Diafiltracian;

Por favor notar que el periodo de caducidad para los tampones esta asignado de acuerdo a! SOF,

244  Control de Materiales Fuente y Materiales de Inicio de Origen Biologice
No se utilizan materiales de inicio de origen animal o humane durante la etapa de preparacion de la

incculacion o la fermentacion.

El medio de cromatografia Sepharosa XLI compuesto por dextrano nativo, se elabora con pequefias
cantidades de leche en poivo descremada. El pais de origen de la leche en polvo descremada es los
Estados de Unidos de América y su fuente son animales considerados aptos para consumo humano o
considerados sanos, que estan de acuerdo con los requerimientos expuestos en la Guia CPMP
revisada (EMEA/410/01 Rev. 2). Se hace notar que el uso de leche en polvo descremada en la
elaboracion de dextrano esté siendo reemplazado por material de origen no animal por el elaborador
de resina. Sin embargo, el producto a granel fabricado con resina preparada con leche en polvo
descremada aln es parte del inventario.

245 Especificaciones

Especificaciones para la Semilla Maestra y la de Trabajo
Las especificaciones utilizadas para liberar las Semillas Maestra y de Trabajo y para controlar

periddicamente estas semillas se enumeran en fa Tabla 3 y Tabla 4, respectivamente.
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Tabla 3 Especificaciones de la Semilla Maestra
. Liberacién o
Prueba Método de Andlisls | Referencla| Reprueba Especificacion
Periodica
Identidad Métodos ntema | Liberacién |Positiva
bioquimicos
. Liberacion
IdK:’;;daeige Western Blot Interna Reprugba |Positiva
g periddica
Vitalidad Métodos Liberacién |2 108 CFU/ml (Liberacion)
(Recuento de microbioldgicos Interna Reprugba |2 108 CFU/m| (Reprueba
colonias) (Placas de agar) peribdica | periddica)
Métodos Liberacion
Pureza microbioldgicos Interna Reprueba | Ausencia de contaminantes
(Placas de agar) periédica
Estabilidad Métodos Liberacién
segregacional dei |  microbiolégicos Interna Reprueba |=10% Km-
plasmido 1 (Placas de agar) periddica
" Métodos
Estabilidad R
microbioibgicos , o Cumple con el estandar
estr:JécSt;rizlodel (Placas de agar)/ Interna Liberacion (Perfil de fragmento de ADN)
P Electroforesis en gel
Secuencia del Secuenciacion de , , Cumple con el estandar
plasmido ADN Interna Liberacion {Sin mutacién de nucledtidos)
Métodos
. ‘ microbioldgicos .
Numero’de copia (Placas de agar)/ Interna Liberacién Rgsultados delr egistro
del plasmido Métodos (numero por bacteria)
bioguimicos
Métodos .
. o . e Cumple con el estandar
Bacteriéfagos (r;;g‘r;c;t;u%!g%;g% Interna Liberacién (Ausencia de placas litcas)
. Métodos
Vitalidad e Cumple
{Crecimiento (g:g:sblgéoglc;)rs Interna R:ﬁgé?:: (Crecimiento de E. cofi sin
confluente) gary p. contaminantes)

coloracion de Gram)

CFU: Unidad de Formacion de Colonias; Km - : colonias sin plasmido e confiera resistencia a kanamicina
! La estabilidad segregacional del plésmido también se conoce como retencién del plasmido

Tabla 4 Especificaciones de la Semilla de Trabajo
Liberacion o
Prueba Método de Andlisis | Referencia| Reprueba Especificacion
Periddica
dentidad Métodos intema | Liberacion |Positva
bioquimicos
. Liberacion
ldzgi}dzi:e Western Blot Interna Reprueba | Positiva
g periddica
Vitalidad Métodos Liberacion |2 108 CFU/ml (Liberacién)
(Recuento de microbiologicos tnterna Reprueba FU/mI (Reprueb
colonias) (Placas de agar) periodica
Is rgent
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Métodos Liberacion
Pureza microbiolégicos Interna Reprueba | Ausencia de contaminantes
(Placas de agar) | periddica
Metodos
, . microbiolégicos .
Nimero de copia : . Resultados del registro
oo | (Placas de agar)/ Interna Liberacion : .
del plasmido Métodos : {ntmero por bacteria)
bioquimicos
o Metodos
Vitalidad LT Cumple
(Crecimiento microbiologicos Interna Reprugba (Crecimiento de E. colisin
confluente) (Placas de agar y periodica contaminantes)
tincién de Gram)
Estabilidad Métodos
segregacional del |  microbioldgicos Interna RZFEE:!?S: <10% Km-
plasmideo! (Placas de agar) P

"CFU: Unidad de Formacién de Colonias: Km -

1 £l plasmido segregacional también es conocido como retencion del plasmido

2.5 Controles de Pasos Criticos e Intermedios

 colonias sin plésmido que confiera resistencia a kanamicina

Las pruebas realizadas sobre Intermediarios durante la elaboracion del principic activo, protelna

recombinante de fusion fHop, se proporcionan en la Tabla 5. Todas las pruebas se llevan a cabo por
parte de Sandoz. Las pruehas especificadas como ‘Informacién Unicaments” se reallzan para
monitorear y/o ajustar el proceso y son necesarias para el calculo de otros parametros definidos,

Tabla 5 Pruebas scbre Fases Intermedias para la Elaboracién del Granel Concentrado de

Proteina recombinante de fusion fHbp

Prueba Método de Analisis | Referencia Especificacion
Indculo
Prueba de contaminacion . o
microbiolégica Prueba de placade agar |Interna Sin contaminacion

Fermentacion principal (Cald

o de cosecha, o HB)

Prueba de contaminacion
microbioldgica

Prueba de placa de agar

Interna

Sin contaminacion

Contenido de Proteina

SDS-PAGE

Interna

20150

Homogeneizacion y centrifugacién (Carga de Captura, o CAP.L)

Para calculo del

Pureza SDS-PAGE Interna rendimiento de efapa
. Ensayo de Proteina Total Para célculo de carga de
Contenido de Proteina oor BCA Interna columna
Cromatografia de Captura (Eluato de Captura, o CAP.E)
Pureza RP-HPLC Interna 2 75%
Para célculo de carga de
Contenido de Proteina RP-HPLC Interna columna y del rendimiento
de etapa
o | Método de filtracién por Para informacién
Carga biologica membrana Ph. Eur. solamente
. - .. |Ph, Para informacion
1
Endotoxinas Test cinético cromogénico EurJUSP | solamente
Cromatografia de intercambio aniénico{Intercambio aniénico-No-adsorbido, 0 AEX, NA)
Pureza RP-HPLC Interna > 85%
o . célculo de c e
Contenido de Proteina RP-HPLC Interna | m mna y delrendimishto
. . Nu . LAIS Argentma*S':‘ZA
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de etapa
Carga biolégica Metodo de filracion por | ppy & | <100 GFUMI
membrana
, e .. | Ph, Para informacion
{
Endofoxinas Test cinético cromogénico Eur/USP | solamente
Rendimiento de etapa? Calculo interna >70%
Cromatografia de Interaccion Hidrofdbica(HIC-Eluato, o HIC.E)
Pureza RP-HPLC interna > 88%
Para carga de membrana
Contenido de Proteina RP-HPLC Interna y calculo del rendimiento
de etapa
g Método de filtracion por
Carga biolégica membrana Ph.Eur.  |= 100 CFU/mI
, - , Ph. Para informacion
1
Endotoxinas Test cinético cromogénico Eur/USP | solaments
Rendimiento de etapa? Calculo Interna > 50%
Ultrafiltracién/diafiltracién (Diarretentato, o DR)
' Para informacién
Pureza RP-HPLC Interna solamente
Para calculo de
rendimiento de etapa y
Contenido de Proteina RP-HPLC Interna célculo del volumen para
lograr [a concentracién
objetivo
o Metodo de filtracion por
Carga bioldgica membrana Ph. Eur.  |<100 CFU/ml3
, o -~ Ph. Para informacion
Endotoxinas! Test cinético cromogénico Eur/USP | solamente
Rendimiento de etapa? Caleulo Interna >70%

BCA: Acido Bicinconinico; CFU: Unidades formadoras de colonias; IU: Unidades Intemacionales; Ph, Eur.: European Pharmacopoeia;
SE-HPLC: Cromatogrfia liquida de alta performance por exclusion de tamafio; SDS-PAGE: Electroforesis en ge! de poliacrilamida con
dodecit suifato de sodio; USP: United States Pharmacopeia

Por favor notar que la terminologia para pureza mediante los métodos SDS-PAGE y RPHPLC se define en
Seccion control de Calidad - Especificaciones.

! Para material en proceso, los resultados de endotoxinas se informan en |U/ml; para granel concentrado, los resultados de endoloxinas

se informan en [U/mg.

Z Los rendimientos de etapa son valores objetivos. La especificacion adecuada se definiré en fecha futura, una vez que haya sido
elaborade un numero suficiente de lotes,

* Basado en los dates obtenidos hasta |a fecha, se aplicara un limite en camparias fuiuras.

2.6 Validacion y evaluacion de los procesos

Parametros de Proceso y Controles durante ¢l Proceso

Se han definido parametros operacionales para controlar el desempefio del proceso, y pueden
categorizarse en dos grupos - criticos y no criticos. Dentro de cada categoria, el monitoreo del
proceso de elaboracién también se divide en parametros de proceso y controles durante el proceso,
de acuerdo con lo descripto a continuacion.

Los Parametros Criticos del Proceso, o CPP, se definen como procesos variables para los que una
desviacion del rango predeterminado tiene un potencial significativo para causar una falla de un
aspecto de calidad critico (CQA). Las imposbilidades para cumplir un CPP daran lugar a una
investigacion para determinar el impacto potencial sobre el CQA. Los controles durante el proceso
(IPC), especificados por criterios de aceptacidn definidos (AC), se llevan a cabo durante ia elaboracion
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del principio activo para monitorear el proceso y pueden afectar la calidad final del principio activo. Las

Imposibllidades para cumplir estos criterios de aceptacion darén lugar al rechazo del lote,

Los Parametros No Criticos del Proceso se definen como procesos variables los cuales no tienen
impacto sobre los aspectos criticos de calidad del producto resultante; se monitorean para obtener una
mejor compresién del procesc que dara lugar a mejoras no relacionadas con la calidad (por €.,
optimizacion economica de un proceso). Los controles durante el proceso (IPC), Iimites de accién de
vias controlados {AL), se llevan a cabo durante la elaboracién del principio activo para monitorear el
proceso, En 10s resultados que no cumplan los requerimientos de los parametros de proceso o IPC, se
inicia una investigacion para evaluar la causa raiz y descartar cualquier efecto perjudicial sobre la
calidad y seguridad causado por la desviacion observada del limite de accion.

Por dltimo, pueden llevarse a cabo parametros no criticos de prueba e IPC por su valor informativo,
esto es, por el propésito de monitorear y/o ajustar el proceso y que son necesarios para, por €j., el
calculo de otros parametros especificados. Estos datos pueden utilizarse como datos de apoyo para la
investigacidn de desviaciones en ios limites de accidn o los criterios de aceptacion.

Los parametros criticos del proceso y los controles en proceso (AC), y los parametros no criticos del
proceso y los controles en proceso (AL), y los resultados de la validacion de proceso para los procesos
de fermentacion, aislamiento, y purificacién se proporcionan en la Tabla 6 a Tabla 11. Los tiempos de
espera a 5 + 3°C para todos los intermediarios desde captura hasta las etapas de
ultrafilfracion/diafiltracion, para los procesos de aislamiento y purificacion y adicionalmente 20 + 3°C
para el eluato de la Cromatografia en Ceramica Hidroxiapatita se proporcionan en la Tabla 12,
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