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Tabla 10.
Filtros empleados en la fabricacién de la vacuna contra el VPH y ensayos asociadas de
validacion
Ensayos
Composicion del fillro Funcién del filtro Retencidn
Extraibles microbiana Integridad? | Enjuague
Fluoruro de esterilizacién, reduccion kb Ce G E
olivinilideno (FPVD) de |a carga biolégica
Polipropileno clarificacién E N/Ad N/A E
Esteres de ¢elulosa e E NIA NfA E
mixtos clarificacién
Polietersulfona, N C N/A N/A c
celulosa y FPYD recoleccion ealular
Polietersulfona ultrafiitracién C NIA N/A C
Polisulfona microfiltracidn o] NIA N/A G
Polisulfona ultrafitracién C N/A N/A C

2 £l punto de burbuja se eslablecié exparimentaimente,
E: Validados con base en la equivalencla con los filtros que se emplean aglualmenta en olros
procesos de fabricacién aprobados. .
C: Validacién completa ejecutada bajo sl nusvo protocolo,

Y N/A: no aplicable. No se requiers la ensayo Indicada para el filtro especificado.

255 Reutilizacién do los filtros

Se realizaron estudios de validacién de la vida Ctil para los filtros que entran en contacto con
los productos y que estén dastinados a usarse en repetidas ocasiones, En tales astudios, se
analizaron los parametros de Integridad y performance en los procesos a lo large de varios
ciclos de produccién normales, para 1) demostrar el almacenamiento y sanitizacién efectivos
de los filtros de ultrafiltracion (UF) mediants el control de la carga biolégica y la endotoxina en
los filtros reutilizados; 2) demostrar la vida (il de ios fitros UF con respecto a los
requerimientos de los procesos de purificacion; y 3) demostrar la limpieza efectiva de los filtros
UF después de su uso en los procesos. En dichos estudios se validaron un total de diez usos
del mismo filtro, un periodo maximo de vigencia sucia de 24 horas y un periodo de vigencia
post-sanitizacién (humeda) de 31 horas entre 2y 8 °C,

25,6 Sanitizacion y reutilizacién de las columnas

Se valido la reutilizacion de los medios para las columnas de crométografia HS y de
cromatografia HA en los procesos de purificacion, Las columnas se emplearon para dos pases
diferentes de la purificacion y se validaron de manera independlente, usando un método

similar. Una columna empaquetada se reutilizd s/élo para el -mismo tipo de VPH. Esta
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validacion incluye la regeneracion y la sanitizacion de las columnas usadas, asi como Ia
sanitizacion de las columnas recién empaquetadas. Los estudios de validaciéh de la
reutilizacién de las columnas demostraron una performance uniforme (consistents) de la
cromatografia HS o HA a lo largo de los usos repetidos, una regeneracién efectiva de Ja
columna a lo largo del control de las proteinas residuales entre usos sucesivos y un
almacenamlento y sanitizacién efectivos de la columna de cromatografia a lo largo del conirol
de la caga biologica y la endotoxina en las columnas reutilizadas. La reutilizacién de las
columnas de cromatogratia HS se validd exitosamente hasta por diez usos para los tipos 11,
16y 18 y hasta por cinco usos para el tipo 6. La reutilizacion de las columnas de cromatografia
HA se valido exitosamente hasta por cinco usos para todos los tipos de VPH.

2.5.7  Analisis para los estudios de validacién

La Tabla 11 presenta los métodos empleados durante los estudios de validacion, Para algunos
procedimientos se mencionan dos nimeros de procedimiento diferentes, En estos casos, los
dos métodos son idénticos en cuanto a los procedimientos. El uso de nimeros de
procedimiento diferentes refleja el hecho de que los ensayos se realizaron en diferentes
laboratorios, En cuanto a la potencia relativa in vitro v ¢l grado de adsorcién, los ntimeros de
procedimiento diferentes también reflejan el empleo de diferentes patrones de referencia. Cada
analisis no registrado en las farmacopeas ha sido validado. En fa Tabla 12 se presentan las
descripciones de aquellos andlisis usados exclusivamente para Ja validacion de los procesos.
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Tabla 11.
Resumen de los andlisis empleados en los estudios de vaiidacion
Nombre del anélisis Procedimiento’ Estudio de validacién cuando se
emples el andlisis
Peso celular seco PEOQ 204-204W Farmentacion
Fermentacion
Concentracién de proteinas PA 919.6032/PC £110,768 Purificacién
Reutilizacion de liliros
Hematdcrito (hiomasa) PEQ 204-204 Femmentacién
Ruptura celular ' PEQ 204-205KK Purificacion-
' b Puiificacion
Porcentale de pureza def PHS y del PHA PA 919.3040 Reullizacir de columnag
Purificactén
Porcantaje de pureza (pureza de las proleinasje PA 819.3029/PC 9110.767 Aeutiizacién da filros
Purificagion
Productividad HS/MA PA $19.6032/PC 9110.768 Reutizscién de columpas
: Purifleacion
pH PA §19.7007PEQ 224-388 Reullizacidn de firos
PED 255-PWT-021' Beullizacion da filres
Desensamblado {porcentaje de reansamblado da PPY) PA 818.1088 Purificaclon
Enlaces cruzados PA 9181087 ] Purilicacion ,
|_Potencia ralativa it vitro (antigenicidad) i PA519.4048/PC 9110.769__ | Purificacion-Raullizacion de firos
Tamaflo da tas parliculas ¥ poildispersidad PA 919,6038 Purificacion
] Purilicacidn
Polisortato 80 o PA 919.2018 Reutlizacién de filros
Histldina PA 8181091 Puttfleacion
Punto de congelacién PEO 160-l80/ Purifloagian
PEQ 224-384% Reullizalén de fos flliros
Grado de adsdrelén PA919.4035/PC 8110.760 | Purificacién-Reutlizacion de fitros
Carga blolégica PC 9110.679 Purifieacién
Reudtilizaclén de tos Hitros
Rautliizacién de las columhas
Estarilidad PA 8110001 Purificagion
Alumtinlo PC 91106898 Purificacion
AEN PA 918.5043 Puriffeacisn
, Reutilizasion de las solumrias
ARN PA 919.5044 Purificacion
Reulilizacion de las columnas
Lipidos PA 3192022 Purificacion
Reutliizacion de las columnas |
Carbohidratos PA 819.2021 Purifleacion
Heutillzacidn de las columnas
DT PA 918,1085 Burificacién
Porcentaje de mondmeros irtactos PA 19,3029/ Purificacién
PC 9110.767 Reutilizacion de fos filtros
Endotoxina PC 9110,678/ Purificacion
PEO WGMO30 Rautilizacién da fos filtros
Reutillzacion de [as columnas
Carbono organico total PEQ 223-280 Reutilizacion de los filtros
PEC 223.2944
Conductividad PED 255-PWT-002 Beutllizacion de fos fillros

PA: procedimiento analitico; PC: procadimiento de control; PEG: pracedimlento esténdar de operacién,
® PHS: producto de la cromatograffa HS; PHA: producto de la cromatogratia HA.
 El PA 919.3040 describe el procedimiento para realizar la precipitacién del Acldo tricloroacetico requerida para el
andlisis de los pasos intermedios del procesos. El PA 919.3029/PC 9110.767 describa of procedimiento para reallzar
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al andlisls de SDS-PAGE (siglas en Ingiés de “slectroforesis an gel de pollacrilamida con dodecilsulfato de sodio”).
El PEO 223-280 desaribe el procedimiento de manejo de las m 'éstras. El PEO 223-294 describe el procedimlento







Tabla 12.

 Descripeién de los andlisis de validacién de fos procesos

Nombre del anélisis

Procedimiento

Descripeion

Peso celular seco

PEO 204-204W

Se emplea para cuantificar la masa bioldgica de levaduras en muestras
del caldg de fermentacion, Se pipatean alicuatas de un volumen conocido
en papeles filtro destarados, que Se secan con microondas y se pesan, £l
pasa celular seco s¢ expresa en gramos de peso celular seco por litrg,

Hematocrito {biomasa)

PEO 204-204

Se emplea para determinar el porcentsje de células en muastras de los
proceses del VPH. Se transfleren muestras a tubos capilares y se
centrfugan. La fraccién celular se les con un aparate lector de
hernatocrito,

Ruptura caluiar

PEOQ 204-205KK

Se emplea para determinar la eficiencia de la ruptura de tas célulag, Se
trangfleren muestras de la suspension ceiular, tomadas antes y despuds
de |a homogeneizacion, a tubes capilares que se ceniriugan, Se calula
ol porcentale da céiulas integras para cada musstre, y el porcentaje de
ruptura celular 8e calcula a partir de laTraccién de células integras en las
Mmuesiras pravias v postariores 4 la homogeneizaclon,

Dessnsamblado {porcetitaje de
reensamblade de PPVY)

PAg19.1088

Sa emplea para madi¢1as cantidadas relativas de pariclas parecicas a
virus, capssimeros y protelnas L1 de muestras del PHAR y del produgto
&eueeo final. Las muesiras se separan ah Una columna de excluslan por
tamafos. Las particulas parecidas a vinis se siuyen an ef volumen vacio,
seguidas por los capsdmeros y of pleo de protefnas L1 qua contiens las
gspecies subcapsoméricas,

Enlaces cruzados

PA919.1087

86 emplea para evaluar las cantidades relativas de monémeros, dimerce,
trimeros y multimeros de L1, Las muestras se estudian en condiclones
desnaturafizadas y no reductoras, calantandolas en dodesiisuliato de
sudio &l 5% durants 10 minutos a un pH bajo, A continuacion se separan
las especies de L1 en una columna de exclusion por tamafios, ton
detecolon UV a 220 y 280 nm. La cantidad relativa de cada aspecie a8
obtiene dividiando el drea dal pico entre el drea tolal daf plco. Cuando los
hay, los multimeros mayores da un rimero se coeluyan en el volumen
vacio de la columna,

Tamario de las particulas y
polidispersidad

PA 919.6039

Se emplaa para medir ¢l radio idrodindmico medio de las particulas en
solucin. Las muestras se diluyen hasta cleta concentracion da proteinas
0 50 pg/ml antas del andlisis. A pantir de los resullacios obtenidos de tres
muestras (con cinco mediciones de cada una, se calculan un didmetro
higrodindmico premedio (Dn) y un valor de polidispersidad,

Palisorbato 80 (PS-80)

PA 819.2018

Se empiea para medir la concenitracion de PS-80 con base en a
formacian de Lin complejo entre fos grupos de estearato de polioxietileno
del PS-80 y la fraccién amilosa del almidén de pape. La amilosa libre se
cembing cuanlitativamente con el yodo para formar un complejo amilosas
yodo de color azul, con una absorbancia maxima a 605 nm. L.a
absorvancia a §05 nm disminuye en prasencia da PS-80. La
concentracin se mide comparando fa absorbancia de la muestra con una
curva esténdar del PS-80,

Histidina

PA919.1091

Se emplea para medit la conceniracion de hisliding. Las muestras se
filtran y se inyectan en una columna €18 usando una fase movil da 10
mM de lostalo de sodio que contiene 0.5 M de cloruro da sodio. La
coneentracion de histidina se mide comparando ef &rea pico de la muestra
{datectada por la absorbancia de fa luz UV a 220 nm) con !a da una curva
esténdar de la histidina,

Carga bioldgica

PC 9110679

Se emplea para determinar el nimero total de microorganismos por
unidad de volumen de la muestra. Se colocan sendas alicuotas de Ia
fuestra en dos placas de Pelri estériles que contienan agar ds soya con
Tryplicase® y se incuban entre 30 y 35 °G durante dos dias.
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Tabla 12,

Descripcién de los andlisis de validacién de los procesos
Nombre del andlisis | Procedimiento _ Descripeion
ADN PAB10.5043 | Se emplea para medir el ADN gendmico residual de s levaduras.

Las muestras se tratan con proteinasa K para facilitar la libsracion
de los Acidos nucleicos y se realiza la axtraceion. A continuacion,
los granulos de 4cidos nucleicos se lavan con etanol y se
fesuspenden en agua. La cantidad de ADN genémico residual de
las levaduras e determina mediants RCPe cuantitativa en tlempo
real, usando el sisterma TaqMan® de fluardtoro Indicador (reporfer)
y grupo extintor de la fiuorescencia (quencher} (Perkin-Elmar
. : Applied Biosystems).
ARN PA910.5044 1 Se emplea para medir ol ARN residual de las levaduras. Las
muaestras Se tratan con proteinasa K para facilitar la liberacion de
los &cidos nucleicos y se realiza la extracclon, A continuacion, los
granulos de &cidos nucleicos e tratan con desoxiribonucleasa
para digerir of ADN residual, Las concentracionas da ARN da lag
muestras s¢ determinan comparando los valores de fluorescancla
_ contra una curva estdndar de refsrencla de ARN ribosémico,
Lipidos PA819.2022 | S¢ emplea para medir sl contenido total de lipidos, Los Tpidos
reatclonan con la tosfovalniliina en presencia de Acldos sulfCirico y
. fostdrico para formar un producto da color, que se detecta a 530 nm
' _ y 8e cuantifica por comparacin con una curva estandar lineal.
Carbohidratos PA918.2021 | Se emplea para medir &l contenido total de carbohidratos por un
método colorimétrico basado en la reaccién def fenol y o dcido
sultlrico con los carbohidrates, La concentracion se determina
1 comparanda las absarbanclas con una curva esténdar, _
Ditiotraltol {(DTT) PA819.1085 | Método de cromatografie liquida de alia fesciucién para mexr as
concentraciones de DT reducido v total {reducido + oxidads). &l
contenide de DTT total se calcula reduciendo las muestras antes
del analisis. La deteccion se realiza usando una sonda fluorescente
que reacclona con el DTT reducido. La cuantificacion se lleva a
cabo comparando la sefial de la muestra con una curva estandar,
Punto de PEQ 224-384X | Sa emplea para deterninar la depresion dei punto de congelacion
-| eongelacién : de Ja sustancia farmacéutica y del producto farmacdutico. £l
instrumento se calibra con soluciones patrén comerciales, y sa
calcula [a depresién del punto de congelacion multiplicando el
nirnere de millmoles medidos en la muestra analizada por el factor
de depresion del punto de congelacion.
PA: procedimiento analllico; PC: procedimiento de control; FEQ: procadimiento estandar ge operacidn,
® PRV: parliculas pargcidas a virus

® PHA: producto de la cromatografla HA
° ACP! reaceion en cadana de ia polimerasa
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1. Productos de degradacion y limites de deteccién: .

1.1 Presentar validacién del método para demostrar que el DTT resldual en el producto
terminado no causa efectos adversos en humanos:
Impurezas: _
EI DTT cotresponde a un tipo de impureza derivada de los residuos de los procesos,
Se utilizo para monitorear los niveles de DTT un métado de valoracion por cromatografia
liquida de alta resolucién (HLPC) con deteccion de fluorescencia. Esta valoracion se valido,
de manera de sopotar los procesos de validacién, Mas adelante se muestra la validacion de
este método.
El DTT se elimino de manera consistente a niveles por debajo del limite de validacién del
proceso de 200 nM. '
A continuacion se explica que el DTT residual en ef producto terminado se encuentra por
debajo de lo limites establecidos por FDA/ EMEA:
Justificacién:
No se han establecido atn limites especificos para el DTT residual en productos
administrados por via intramuscular; sin embargo, para tratar dicho tema se puede utifizar el
concepto de los niveles de seguridad convenidos intemacionalmente  (umbral de
preocupacién toxicolégica, o TTC). El TTC es un principio que se refiere a un valor de
exposicion para todos los productos quimicos por debajo del cual no habria ningah riesgo
apreciable para la salud humana [1]. Tanto la Food and Drug Administration [FDA] (Direccién
de Alimentos y Medicamentos de EE.UU.), como la Agencla de Evaluacion de Medicamentos
Europea (EMEA) utilizan un umbral de regulacion, el cual se refiere a la concentracion de Ia
dieta dando un limite de ingesta de 1,5 Mg por persona por dia para contaminantes
alimentarlos Indirectos (incluldos ios carcinbgenos genotdxicos) durante el transcurso de la
vida de una persona [2). Para compuestos con ofros li‘pos de toxicidad (neurotoxicidad,
toxicidad reproductora, e inmunotoxicidad) los TTCs son superiores a dicho limite y varfan
hasta 120 ug/dia [3). Debe hacerse notar que el limite TTC de 1,5 pgldia es muy
conservadpr (protector de la salud) por los efectos compuestos de Jas diferentes
suposici /donservadoras ulilizadas para derivar dicho limite {41, Bi bigh este_limita ea

Merckshgrp&{lmﬁ (Aigartina) e, = o SH ORME ARG ING
JORE Ngrane et SebEhan Darie Goldent
DIREGTCR TECNICO

Apogerado
pa “ MATRIGULA NACIONAL 15436







o | S N
€IMERCK SHARP & DOHME Argentina Inc - R © Comentat -

ST Omrtted acoess

desarrolié para 'impurezas administradas por via oral, el limite TTC de 1,5 pg/dia se puede
tomar en consideracién cuando se comparan los efectos posibles del DTT residual en este
producto,

Sélo tres de los cuatro procesos de produccién de los principios activos utilizan DTT. E| DTT
s@ remueve en forma subsiguiente a través de diafitrado. La validadcién del proceso de
purificacién del proceso de manufactura ha sido validada para confirmar un clearance
consistente del DTT. Tadas las partidas analizadas se han encontrado por debajo del limite
de cuantificacin del ensayo (200 nM). Se efectian dilucionss adicionales para producir al
Producto Cuadrivalente en Contenedor Final, el cual contiene 200 g de proteina L1/mi de’
los tres componentes que utilizan DTT (diluido de una concentracién tipica de 900 g de
proteina L1/ml). De tal modo el factor de dilucién acumulado de los tipos de virus HPV que
pueden contener DTT es de aproximadamente 0,22 (200 pg/ml + 900 pg/ml). Si se asume
una concentracion maxima de DTT de 200 nM para los tres de dichos tipos de MPY, ol
maximo de DTT en el producto final es 44 nM (0,22 x 200 nM). Esto se traduce en un

méximo de 3,4 ng DTT por dosis de 0,5 mi, tal coma se observa en 6} calculo continuacion,

[(44x10°mol/L)x(154,25g/mol)x(1000mg/g)x{1x1 03L/mL)x(0,5mL)x(1x108ng/mg)] = 3.4 ng

Este nivel de menos de 3,4 ng de DTT logrado en el producto final es al menos 440 veces
Inferior al limite de TTC de 1,5 pg/dia. Ademas, este producto se administra Gnicamente en
tres ocasiones cuando se compara con la dosis diaria que se tiene en cusnta para el limite
de TTC, Por lo tanto, aln cuando las drogas administradas por via intramuscular cuentan
con un rlesgo mayor de TTC que las drogas administradas por via oral, los bajos niveles de
DTT en el producto y fa dosificacion poco frecusnte deberfan hacer que los residuos de DTT
sean de Inquietud toxicolégica minima a nula. Respecto a cualquier preocupacion referida a
postbles efectos locales, son necesarias concentraciones milimolares de DTT para provocar
citoloxicidad o dafio al ADN in vitro [5], por lo tanto, los niveles nanomolares que podrian
encontrarse presentes en el producto no plantean ninguna inquietud.

HME ARG, INC.
stign Darlo Goldentui

DIRECTOR TECNICO
MATRICULA NACIONAL 15436







Restricted ‘-1%
€ Contidential L

€»MERCK SHARP & DOHME Argentina inc R

Hmited access

Referencias: .

1. R.Kroes et al, "Structure-based thresholds of toxicological concern (TTC): guidanca

for application to substances present at low levels in the diet” Food and Chemical
Toxicology 42 (2004) 65-83. |

2. CHMP Guideline on the Limitls of Genotoxic Impurities,  23-Jun-2004.
CHMP/SWP/5199/02.

3. L. Mliller et al. “A rationale for determining, testing and controlling specific impurities In

pharmaceuticals that possess potential for genotoxicity” Regulatory Toxicology and
Pharmacology, 43 (2006) 198-211.

4. D. G Dolan st al. “Application of the threshold of toxicological concern concept to

pharmaceutical manufacturing operations” Regulatory Toxicology and Pharmacelogy
43 (2005) 1-9.

5. Threitol, 1,4-dithio-, DL. Registry of Toxic Effects of Chemical Substances (RTECS).

A continuacién se agrega la validacién de esta valoracién.

Validacion del método de valoracion del DTT: -

ELAP 919.1085, el ensayo por Cromatograffa Liquida de Alla Performance (HPLC) para la
Cuantificacion de la Goncentracion de_Ditiotreitol (DTT) en las Muestras de Proceso de la
Vacuna contra el Papilomévirus Humano (HPV), describe el método para cuantificar las
concentraciones de DTT fanto reducidas como totales (reducidas y oxidadas) en las
muestras Tipo 6, 11 y 16, El conlenido fotal de DTT se determiné reduciendo las muestras
antes de su anéfisls. El método consliste en un ensayo por HPLC de fase reversa, La
detecclon se llava a cabo utilizandc' un detector de fluorescencia que reacciona con el DTT
reductdo. La cuantificacion se lleva a cabo comparando la sefial de la muestra con una Clrva
estandar. La concentracion residual de DTT podifa afactar tanto ol ensamble ds los VLPS
como la unién cruzada molecular inter-L1.

Este ensayo fue validado en tres expérimentos. Primero, se analizo un buifer de filtracién
estéril (el controf negativo) y muestras de HPV FAP (Producto acusoso final) preparadas
tanto solas como mezcladas con DTT en tres niveles {200 nM, 300 nM, y 500 nM), y en seis
corridas del ensayo. Los datos resultantes se utilizaron para’ evaluar la exactitud,
repetitivilidad, precisién' y especificidad. En un segundo experimento, se prepararon y
analizaron en forma independiente curvas estandar extendidas de DTT en siele hiveles de
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partida de fa columna se evalu6 realizando dos corridas utilizando cada una de fas dos
partidas diferentes de columnas. Ademas, se analizaron cinco combinaciones diferentes de
tiempos de reduccidn y derivatizacion. -

Los parametros analizados, lgs criterios de aceptacion, y los resultados se observan en |a
Tabla 1. Los criterios de aceptacion se establecieron sobre la base del desemperio exigido
por la aplicacién. En este caso el ensayo se utilizé para medir ! contenido residual de DTT
para respaldar la validacién del proceso. Como tales, los criterios especificados se
consideraron aceptables. '

Tabla 1

Validation Summary for AP 919.1085 (DTT)

Valislation Parameter Acceptance Criteria Validatton Results
Linearity Prop on;?;::ﬂui::? g 3;’ : wofold Propartional bins per hvofold dilution = 6.3%%
Avernge Recovery" - Spike Average recovery
Accurncy 200 nM: 100 £ 50% 200 oM . 86%
300 nM: 100 £ 40% 300 nM 93%
500 uM: 100 £30% 300 nM 105%
Spike RSD
unspiked 1.0%
- 200 oM £.5%
Repentability BAD < 20% 300 nbl 470
3500 nif 0.13%
Overall 3.7%
" Spike RSD
tnspiked 14%%
. ‘ , 200 nM , 4.5%
Precision RSD =20% 100 ndd L75%
500 nM 2.6%
Overall 9.4%
Speclficity A\femlge intespolated Ulirafiltration Buffer: 71,5 nM
concentration of DTT < LOD FAP: 97.9 nM
Lowest concentration in a
Limit of Quantitation | range across which RSD will 200 oM
be <20%
Limit of Detection LOD SLOQ 100 nM
Varlable Difference
Ruggedness Differeace < 20% R.ed.uch‘on '.I‘nne. 6.1%
Derivatization Time 4.6%
Column Lot® 4.4%

b
¢ Percent recovery calculated by subtracting the mensured DT concentration for unspiked satnples from the mensired
concentration for spiked saple and dividing by the spike level. :
This value represents the maximum percent difference across all samyples,

Linealidad

Lg linealidad-sq evaiud calculando e! efecto datilucién (sesgo porcentual por ungdilucion de

dos veces), el cual se define como: Herck Shann s mé(Arge
058 Rerone
Apoderago
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Dilution Effect =100 (2 ~1)

donde" b es la pendiente de la linea obtenida de la regresion de la concentracion
pronosticada respecto a la concentracion esperada en las muestras mezcladas. El efecto

global de la dilucion fue 6,3%. En la Figura 1 se observa un grafico de las curvas estandar
amphadas

A Figura 1
Graph of Extended Standard Curves for the DTT Assay
3.0E+08 -
2. 5E+08 -+
A 2.0E+08 A
g
S 158408
b 1.0E+08 -
SOE+07 o
0.0E400 hem—y ey — : :
0 200 400 500 800 1000 1200 1400
DTT Cancentration (uhf)
Exactitud

La exactitud se evalué utilizando los datos provenientes del experimento de recuperacion. La

exactitud del método se expresd en términos de recuperacion porcentual de la mezcla de
DTT, la cual se define como:

DTT Concentration After Spiking - DTT Concentration Before Spiking
Percent Recovery = :
s DTT Spike Level

Donde las concentraciones de DTT se obtuvieron interpolando las curvas estandar

ajustadas. Las recuperaciongs globales de mezelado fueron 86%, 83% y 105% para los
hiveles de mezclado de 200-nM, 300-nM, y 500-nM, respectivamente.

Motk Sharp & Dorie (Argenfna) .
Jose Huoin
Apogerse
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Repetibilidad y precisién

Asumiendo un modelo lineal mixto, se llevd a cabo un analisis de los componentes de
variancia sobre las concentraciones interpoladas da DTT por nivel de mezclado y & lo fargo
de todos los niveles de mezelado combinados. La repetibilidad y Ia precisién se evaluaron
por desvio estandar relativo (RSD) Intra-corrida & inter- corrida, respectivamente. E| RSD
para repetibilidad y precision fue 8,7% y 8,4%, respectivamente,

Especificidad

La especificidad se evalud demostrando que las concentraciones interpoladas promedio del
butfer de filtracién estéril derivado (0,5 M de cloruro de sodio y polisorbato al 0,05%) y de
HPVP11PRO901 FAP (producto final acuoso) derivado, se encontraban por debajo de Imite
de deteccion (LOD) del ensayo (100 nM). Las concentraciones de DTT promedio fueron
72 nM para el buffer de filtracién estéril ¥ 98 nM para el producto final acuoso (FAP),

Limite de deteccién (LOD)

El limite de deteccién (LOD) se definié como la menor concentracion que puede detectarss,
pero que no necesarfamente se cuanlifica en forma precisa. Este se deflne por una
concentracion correspondients a una respuesta que se encuentra 3,3 desvios esténdar por
encima de la respuesta de fondo. El desvio estandar se tomé como Ig talz del error
cuadratico medio del anéllsm de regresion lineal. Esta es la variacién en los datos que aln
no se tomd en cuenta después de ajustar la curva estandar, De este modo, el LOD se
caleula como;

3.38
LUD-—_——
b .

En donde b es la pendiente estimada Y s es la raiz del error cuadratico medio. Para cada
corrida de la curva estandar ampliada, se determinG un LOD. Los resultados del LOD
variaron de 25 a 37 nM, todos los cuales se hallaron por debajo del punto inferior de la curva

estandar, Por lo tanlo, el LOD se tomé como 100 nM, el punto mas bajo de la curva
estandar,

Limite de Cuantificacién (LOQ)
El limite de cuanlificagién (LOQ) se define como la concentracién de DTT mas ba 3 en una

.-g, [:CH el LOQ se denvé de ung férm i aprpdimad
; (AR !ﬂ \-! bt
Jase menng _ MERCK S >
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variancia de una concentracidn interpolada. Ello se I!évé a cabo a través de una
aproximacion de serles de Taylor de primer orden. Como todos los puntos de la curva
estandar cumplieron con el requisito de precisién, el ensayo puede 'éuantificar la
concentracién de DTT en forka precisa hasta la preparacion estandar més baja analizada en
oste estudio, 100 nM. Sin embargo, dado que la exactitud sélo se analizé a niveles de
mezcla tan bajos como 200'nM, el LOQ se tomé como de 200nM,

Robustez .
Se evaluaron los parametros de rdbustez: partida de coiumna, tiempo de reduccién y tiempo
“de derivacion. Durante la validacion se evaluaron dos partidas de columnas diferentes. Se
llevaron a cabo dos corridas en dos columnas diferentes para un total de cuatro corridas,
Las concentraciones de DTT en las muestras de prueba se obtuvieron interpolando las
curvas estandar ajustadas. La robustez entre las dos columnas se evalué por diferencia
porcentual en las concentraciones interpoladas promedio. Las diferencias en las
concentraciones interpoladas promedio entre las dos columnas variaron de 0,65% a 4,40%,
con una diferencia global de 0,00%.

El tlempo de reduccion y el tiempo de derivatizacion se evaluaron reduciendo un estandar de
DTT de 600 nM con borohidruro stdico durante 12, 15 y 17 minutos, como asi también
derivando el estandar de igual concentracién con mBiB durante 2,5, 3,0 y 3,5 minutos. La
diferencla porcentual méaxima fue de 6,14% a través de los tiempos de reduccion y fue de
4,65% a través de los tiempos de derivacion.

Conclusién,

Los resultados generados durante el estudio da validacién cumplieron con todos los crilerios
de aceptacion. Por ello, sl ensayo se considerd validado para ef rango de 200 a 500 nM.

1.2 Modelos de certificados para materias primas:

<
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RESULTS WORKSHEET :

User Submisslon ID 20040524981 '
oo Submlsen 0 200 A DN A AR
Material Name WATER FOR INJECTION ‘ !
Materlal Typs WATER FOR INJECTION tE I emaien
Sample Pian 204T4170.01 : ' iaslon 1D 101230961
Logln DatefTime 24-MAY-04 12:02 AM Logger I SGCHEDULER Submission iD
Sampling Site WT4 ’ )
Sample Plan Description TANK 4170 HOT CHEMISTRY DEPARTMENT 57204_BTMC CHEMISTRY

: (8.60) NUMBER_DESCRIPTION .
BUILDING_ROOM 60_6327 TEAM Utllities

IMathod UTILITIES SAMPLING INFO . Method ID

Value ' Unlts Speclfication

SAMPLING DATE.DATETIME 05/24/2004 03:16 mm?ﬂrlvwv NIA
24.
SAMPLING INFO.COMPLETE YES YES/NO
[Mothod WATER FILTRATION/SAMPLE PREP ‘, Method ID ' |
- TR N e B R R BT

[FILTRATION DATE DATETIME 06/24/2004 10;11 MM/DOAYYY N/A

_ _ , HH24:MI

WATER CONTROLS NUMBER.NUMBER 04148 NONE N/A

FILTRATION INFO.COMPLETE | YES YESMNG ] ,

FILTRATION.INTERVAL 6,88 HOURS =24 )
Method WATER MICRO TESTING . , "Mothod 1D

BACTERIA.COUNT 0 CFU - NIA
|MOLD.COUNT 0 CFU N/A
ACTION BUM.BAGTERIA + MOLD 0 CRU Less than 20
ALERT SUM.BACTERIA + MOLD 0 CFU _lessthans
INCUBATION INTERVAL HOURS 142.2 HOURS Greater than of equal 1o 120
Immon CONBUCTIVITY MEL, COMPLETE Method ID ““““““]
LAB GROUP MEL _
Component _ Value Units ' Specification
DATE.ON TEST DATE.DATE 05/25/2004 (0;00 MM/DDYYYY NA
‘ HH24:Mi
NST.CONDUCTIVITY. EQUIPMENT NUMBER Gt NONE NIA
ND.CONDUCTIVITY.CONDUCTIVITY 1.0 uSfem N/A
ACTION IND.CONDUCTIVITY.CONDUCTIVITY 1 pSiem Less than or equal to 2.1
LERT IND.CONDUCTIVITY.CONDUCTIVITY 1 pS/om Less than or equal 10 1.8

Morck Sharg & Tohnk {raenting) Inc,
José ndrone
Apoderan:







o A NN
. e MERCK " WEST POINT QUALITY OPERATIONS Page 2 of 2 |
' RESULTS WORKSHEET - .
it g .
. Materlal Typs ( WATER FCR INJECTION Sample ID 200872168 ‘
ls-::}zlla'.\rll:lr':‘lmo gmﬁgf }2:02 AM LoggeriD SCHEDULER Submission ID 101230961
[Wethod _ CONDUGTIVITY MEL. COMPLETE Method ID ]

LA GROUP MEL

Componen Valus  Unite Specifization
TXT.COLOR AND APPEARANCE.GOLOR CONFORMS PASS/FAIL CONFORMS ‘
DATE.ON TEST DATE.DATE 05/26/2004 D0:00 MM/DDIYYYY N/A 1
HH24:Mi A
" 'Method TOTAL ORGANIC CARBON.WATER Method 1D | g
A ‘ "| ';_‘._:.;,g-;-‘: o IR ey R RN BN ARG N R i) N S b Ii}
LAB GROUP BK .
Component Yalue Units Spacification
ND.TOC RESULT.RESULT 120 ppb ' N/A ]
CTION IND,TOO RESULT.RESULT 120 } “ppb Lass than or equal 1o 500
ERT IND.TOC RESULT.RESULY 120 ppb Less than or equal to 300
ND.TOG SAMPLE RSD.RSD 1 , % N/A B
INST.TOC ANALYZER EQUIPMENT NUMBER 223256 i . NONE NFA '
DATE.ON TEST DATE.DATE 05/25/2004 00:00 MMID!:‘NYYYI N/A
) Hi24:
DATE.OFF TEST DATE.DATE 05/26/2004 00:00 MM/DDAYYYY N/A
: HHz4:MI
Method LAL FOR WFLWATER ' Method ID LALWATER
LAB GROU 8K
Compopent ‘Yalue Ynilts lon
UND.LAL_RESULT,CONCENTRATION <005 EUMI N/A
ACTION IND.LAL,_RESULT.CONCENTRATION  <(0.05 ) EU/mi Leas than of equal to .25
ERT IND.LAL_RESULT.CONCENTRATION < 0,08 EL/mi Less than of aquat 10 0,10 :
IND.LAL_SPIKE RECOVERY.RECOVERY 91.785 % §0<mx<nniE) '
INST MICROPLATE READER.NUMBER 223033 NONE N/A :
IDATE.ON TEST DATE.DATE 05/25/2004 00:00 MM/DDIYYYY N/A
HH24:M|
i
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