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U NOVARTIS

Control de Biocarga

El ingreso de biocarga en las soluciones de proceso/producto se controla via las instalaclones,
equipamiento, y procesos designados para mantener bajos niveles de Blocarga durante la
elaboraclon, Los limites de accion se han establecido en base a los resultados de las campafias
2008 y 2010.

Vida Util de la Resina

Para establecer la maxima vida Ufil de la columna, se ilevd a cabo un estudio de duracion de la
resina de la protelna recombinante de fusion fHbp de pasos cromatograficos, por el uso de un
modelo calificado de reduccion a escala y muestras de intermediarios recolectadas durante la
campafia de 2009 y 2010 llevada a cabo en Sandoz, El modelo reducido a escala llevado a cabo
con estos intermediarios se ha calificado para comparabilidad con el proceso a escala completa.
El estudio se llevd a cabo con nuevas resinas cromatograficas para captura, intercambio
anionico, y cromatograffa por interaccion hidrofébica. Con base en los resultados, la reutilizacion
de resina se demuestra como segura para todas las resinas cromatograficas hasta 30
operaciones.

Vida Util de la Membrana

Las membranas utilizadas para los pasos de filtracion UF/DF se reutilizan durante cada campafia
para la elaboracion a granel de ia proteina recombinante de fusion fHbp. El desempefio de fas
membranas se comprueba antes de cada lote y se compara con nuevas membranas por una
prueba neta de permeabilidad en agua de acuerdo con las recomendaciones del provedor. Las
membranas se descargan una vez que se completa cada campafia.

Validacion del Transporte

El granel concentrado de la proteina recombinante de fusion fHbp se congela a < ~15°C en el
siio Sandoz, en Kundl, Austria, y se frasladan via camiones con control de temperatura a
Novartis Vaccines and Diagnostics, ubicado en Rosia, Htalia, para el proceso de eiaboracién
adicional. Todas las cargas se transportan con dos monitores de temperatura en el producto y
una sonda de temperatura en el camion. Para confirmar que el granel con control de temperatura
se mantenga a s -15°C (punto de inicio —~20°C) durante el transporte, se llevd a cabo una
validacion del traslado.

Una ruta representativa se seleccioné como representativa de todas las ofras rutas de traslado.
Se llevaron a cabo tres operaciones de mapeo térmico, que consistian en dos cargas a escala
completa y una carga a escala reducida, en tres trailers refrigerados. El estudio se llevé a cabo
en febrero de 2009, por el uso de registradores automaticos de la temperatura calibrados y
certificados. Se cumplieron todos los criterios de aceptacién,

@iﬁ RFQ@““‘;S'A' Nbvartis Argentinag B:A,
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3) CONTROL DE CALIDAD - METODOS CONTROL

31  Especificaciones

Se proporciona en a tabla a continuacién una sintesls de las pruebas y especificaciones para
liberacion del granel concentrado de la proteina recombinante de fusién frbp. Todas las pruebas,
con la excepcion de HCP/ELISA y Osmolaridad, se llevan a cabo por cuenta de Sandoz. La
liberacion final def granel concentrado para elaboracion adicional se lleva a cabo por cuenta de
Novartis Vacunas & Diagnéstibos.

Con base en un pedido de AFSSAPS posterior a la reunién y discusiones intenas del dia 24-Oct-
2008, el término “integridad” ha sido reemplazado por “pureza” para los analisls llevados a cabo
vla SE-HPLC, en alineacion con la directriz Q6B de ICH QBB. No se han hecho cambios a la
terminologla para las valoraciones por RP-HPLC y SDS-PAGE. La terminologia propuesta se
detalla en Ia Tabla 19.

Tabla 18 Especificaciones de Liberacidn para el Granel Concentrado de la proteina
recombinante de fusién fHbp

Prueba Método de Analisis Referencia Especificacion
Pureza SDS-PAGE Interna = 88%
Pureza - |SE-HPLC Interna z 90%
, . Valoracion de Proteinas

Contenido de Proteinas Totales BCA Interna 800-2700 pg/ml
|dentidad Western Blot Interna Positiva
HCP/Proteina’ ELISA/caleulo Interna =100 ppm

, Osmometria, punto de

1 | R

Osmolaridad congelamiento Ph. Eur/USP |240-360 mOsm/kg

, . Prueba cromogénica
Endotoxina/Proteina cinética/caloulo Ph, Eur/USP |<0,16 IU/ug
Biocarga . |Filtracién de membrana | Ph. Eur./USP |< 10 CFU/100 ml 2
pH Potenciometria Ph. Eur/USP |6,5-7,5
Conductividad Potenciometria Ph. Eur/USP | 15,000-17,300 uiS/cm

BCA: Acido Bicinconinico; CFU: Unidades de Formacion de Colonias; ELISA: Valaracion Inmunoabsorbente Vincufada con
Enzimas; 1U: Unidades Internacionales; pS: Micre-Slemens; mOsm: Mill-Osmoles; Ph, Eur.: Farmacopea Europea; ppm: partes
por millon; SE-HPLC: Cromatografia liquida de alto rendimiento con exclusion de tamafio; SDS-PAGE: Electraforesis en gel de
dodecil sulfato de sodio-poliacrilamida; USP: Farmacopea de los Estados Unidos

!|.a prueba se llava a cabo por cuenta de Novartls Vacunas & Diagnésticos.

Za egpecificacion para |2 Biocarga de < 15 CFUAMO0 mi sera reducido a s 10 CFUM00 ml y se aplicara comenzando desde fa
campafia 2013,

Dr. Lugio Jeronci Farm. Sergio Imirtzian
Dirmc&o; I i Gle. ge Asuntos Regulatorios
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32  Procedimientos Analiticos
Se describen en las sigulentes tablas procedimientos anallticos para el granel concentrado e
intermediarios de la protelna recombinante de fusion fHbp.

Tabla 20 Biocarga

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

Un volumen de 100 mi del granel concentrado se fiitra a través de
un filtro de membrana estéril de 0,45um. Luego, el fitro se
enjuaga 3 veces con 100 ml de solucion estéril de cloruro de
sodio-peptona, El filtro se transfiere asépticamente a agar de soja
friptica para el crecimiento de bacterias aerdbicas, levaduras, y
moldes. El tampén de peptona sirve como un control negativo
diario, La incubacién se fleva a cabo durante no menos que 7 dias

a30x2°C.

Valoraclén de Novartls, para establlidad de granel
Descripelion de la concentrado:
Valoracion Un volumen especificado de muestra de prueba se filira a través

de un filtro de membrana esténil de 0,45 um. Luego, el fitro se
enjuaga 3 veces con 100 ml de Solucion de Enjuague, y se
transfiere asépticamente a placas TSA y SDA. La Solucién de
Enjuague filtrada de la misma manera que las Muestras de Prueba
sirve como el control negative. La incubacion se lleva a cabo a 30-
35°C durante 3-5 dias para las placas TSA y a 20-25°C durante 5-
7 dias para las placas SDA. Al final del periodo de incubacion, se
cuentan las colonias formadas sobre las placas. Si se detecta
crecimiento microbiano, los contaminantes se identifican e
investigan. La prueba se considera véiida si el control negativo no
muestra crecimiento.

Valoracién de Sandoz:

Ph. Eur, Capitulo 2.6.12 Examinacién Microbiana de Productos no
Estériles: Pruebas de Enumeracion Microbiana [Método de
Prueba: Recuentos Microbiancs Aerdbicos Totales (TAMC)]
Consistencia a
Valoracién de Novartis:
Farmacopeas ) e
Ph. Eur. Capitulo 2.6.12 Examinacién Microbioldgica de Productos
no Estériles: Pruebas de Enumeracion Microbiana

USP Capitulo <61> Examinacion Microbioldgica de Productos no

Estériles; Pruebas de Enumeracion Microbiana

- N tis Argentind S.
Nt Fafm 0 Imirkzian
Novarti enti Gte/de Asuntos Regulator
. Lucio Je,é:?ca SA. Codirector Técnico - MM, 115
Diractor Técnieh Aprderas
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Tabla 21 Conductividad

Muestras de Prueba Granel Concentrado

Estandares y Controles de | Soluciones Estandares de Conductividad Certificada NIST y PTB
Referencia para Calibracién

Descripcion de la

Valoracién de Sandoz:

L& célula constante en el conductivimetro se calibra por el uso de
la solucion estdndar mas cercano a la conductividad de la
solucion a medir. La muestra de prueba se vierte en el recipiente y
las sondas de temperatura y conductividad se colocan en la

solucion de prueba y se mide [a conductividad. La sonda se

Valoracion enjuaga con agua desionizada entre las muestras de prueba. Se
toma una lectura simple para cada muestra a temperatura
ambiente. El andlisis es valido si la conductividad de la solucion
estandar de referencia esta dentro de £ 5% del valor certificado, a
menos que se espeficique lo contrario por parte del fabricante.

Consistencia a Ph. Eur, Capitulo 2.2,38 Conductividad

Farmacopeas USP <645> Conductividad en Agua

Tabla 22 Endotoxina

Descripcion de la
Valoracién

Valoracion de Sandoz (para controles durante el proceso y
liberacién del granel concentrado) y Valoracion de Novartis
{para [a estabilidad del granel concentrado):

Se lleva a cabo en la prueba de rutina una prueba de
inhibicion/aumento. Las muestras se diluyen y los pogillos que
contienen muestran se enriquecen con una cantidad conocida de
endotoxina por propdsitos de revision de factores interferentes. La
curva estandar se prepara a partir de una solucion estandar de
endotoxina de control (CSE) incluida en el kit comercial. Para
generar la curva estandar, se llevan a cabo cuatro diluciones
serfales en diez veces de CSE, comenzando en una concentracion
de CSE de 5 [U/ml (Valoracion de Sandoz) o 50 Ulml (Valoracion
de Novartis).

La muestra y las diluciones de la curva estandar y el controf
negativo (agua o tampén usado para la preparacion de fa muestra)
se siembran en una placa de microtitulacion de 96 pocillos y se
preincuban antes de la adicion del reactivo LAL a cada pocilio

durante 10 minutos a 37 x 1°C. Luego de la adicién del reactivo

LAL, las placas se agitan durante 30 segundos a 37 + 1°C anFs

y
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Tabia 21 Conductividad

Muestras de Prueba

Granel Concentrado ]

Estandares y Controles de
Referencia

Soluciones Estandares de Conductividad Certificada NIST y PTB
para Calibracion

Descripcion de Ia

Valoracién

Valoracion de Sandoz:

La celula constante en el conductivimetro se calibra por el uso de
la solucién estdndar mas cercano a la conductividad de la
solucion a medir. La muestra de prueba se vierte en ef recipiente y
las sondas de temperatura y conductividad se colocan en la
solucion de prueba y se mide la conductividad. La sonda se
enjuaga con agua desionizada entre las muestras de prueba. Se
toma una lectura simple para cada muestra a temperatura
ambiente. El analisis es valido si la conductividad de a solucién
estandar de referencia esta dentro de + 5% de! valor certificado, a

menos que se espeficique lo contrario por parte del fabricante.

Consistencia a
Farmacopeas

Ph. Eur. Capitulo 2.2.38 Conductividad
USP <645> Conductividad en Agua

Tabla 22 Endotoxina

Descripcién de la

Valoracion

Valoracién de Sandoz (para controles durante el proceso y
liberacion del granel concentrado) y Valoracion de Novartis
(para la estabilidad del granel concentrado):

Se lleva a cabo en la prueba de rutina una prugha de
inhibicién/aumento. Las muestras se diuyen y los pocillos que
contienen muestran se enriquecen con una cantidad conocida de
endotoxina por propdsitos de revisién de factores interferentes. La
Curva estandar se prepara a partir de una solucién estandar de
endotoxina de control (CSE) incluida en el kit comercial. Para
generar la curva estandar, se llevan a cabo cuatro diluciones
seriales en diez veces de CSE, comenzando en una concentracion
de CSE de 5 IU/ml {Valoracién de Sandoz) o 50 Ul/mi (Valoracién
de Novartis).

La muestra y las diluciones de la curva estandar y el control
negativo (agua o tampén usado para la preparacion de la muestra)
se siembran en una placa de microtitulzcién de 96 pocillos y se
preincuban antes de la adicién del reactivo LAL a cada pocillo
durante 10 minutos a 37 + 1°C. Luego de la adicién def reactivo

LAL, las placas se agitan durante 30 segundos a 37 x 1°C anfes
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405 nm y las concentraciones de muestra se calculan a partir de
los tiempos de reaccion respectivos contra una curva estandar, Se
verifican los criterios adecuados de idoneidad del sistema para

confirmar la validez de la corrida analitica.

Consistencia a

Farmacopeas

Valoraciones de Sandoz y Novartis:
Ph. Eur. Capitulo 2.6.14 Endotoxinas Bacterianas
USP-NF. <85> Prueba de Endotoxinas Bacterianas

Tabla 23 Proteinas Residuales de las Células Huésped

Muestras de Prueba

Granel Concentrado

Descripcion de la
Valoracién

Para generar la curva estandar, se agregan seis concentraciones
del estandar de referencia de HCP de E, coli HCP proporcionado en
el kit comercial a la placa de microtitulacién por triplicado, en 0, 1,3,
12, 40, y 100 ng/ml. Un Control Positivo separado, pET de E. coli se
diluye en tampdn a una concentracién predeterminada para el lote
de control, y se agrega por triplicado a la placa de microtitulacién.

Se diluyen muestras de prueba en un tampén de dilucién de |
muestra a una concentracion que cae dentro del rango validado. Las
muestras de prueba correspondientes se enriquecen con control
positivo de HCP de E. coli. Las muestras de prueba y las muestras
enriquecidas correspondientes se agregan por cuadriplicado a la
placa de microtitulacion, La placa se incuba sobre el agitador de
placas a 20-25°C durante 90 + 2 minutos. Luego de la incubacion,
los pocillos se lavan cuatro veces con tampén de lavado. Luego, se
agrega sustrato de TMB a los pocillos, y la placa se incuba a 20-
25°C durante 30 + 1 minuto a oscuras. La reaccion se termina porla
adicion de una solucién gquelante a todos los pocillos. La
absorbancia de cada pocillo se lee en una longitud de onda doble de
450/590-630 nm, y se promedia para cada grupo de resultados. Las
densidades opticas (OD) para cada estandar de referencia se
utlizan para construir una curva estandar, por el uso de un ajuste
logistico de 4 parametros. La absorbancia de las muestras de
prueba se interpola de la curva estandar. La cantidad de sustrato
hidrolizado es directamente proporcional a la concentracién de HCP
en la muestra. Se verifican los criterios adecuados de idoneidad del
sistema para confirmar la validez de la corrida analitica.

Consistencia a

No aplicable
Farmacopeas
l/ 7. g -A'
. ‘artis Argenti
Novartls Argsntifia §.A Ge, da Asunios “?Eau.u. 1821 -
BT Jatoncle C°d*f@ﬂ‘°'13§?s§3aé” '
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