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2.6.2.2 Pruebas de IPC, control de calidad, adicionales y de caracterizacion

En la tabla 35 se presentan los resultados de las pruebas de IPC, de control de calidad, adicionales
y de caracterizacion realizadas desde la cosecha cruda hasta la suspension viral purificada y
concentrada.
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¢ IPC y pruebas de control de calidad:

Los tesultados de los IPC y de control de calidad realizados en la cosecha cruda, en la cosecha
tnica y en los productos intermedios de la CPVS cumplen los ctitetios de aceptacion para cada
lote.

¢ Pruebas adicionales:
Resultados del contenido de proteinas

Los resultados del contenido de proteinas obtenidos desde la cosecha ctuda hasta la CPVS
muestran que €l perfil de eliminacion de proteinas obsetvado para todo el proceso de purificacion
para los cinco lotes industriales purificados con tampon de fosfato 35 mM es comparable con el
perfil de eliminaci6én de proteinas observado pata los lotes de uniformidad. La cindtica de
eliminacién de proteinas correspondiente se muestra en la figura 7. Esto demuestra la eliminacion
de las protefnas, especialmente para las etapas de concentrado 1 y de suspension purificada GM.

Figura 7: Eliminacién de proteinas durante el paso de purificacion

800000000 |

500000000

400000000

300000000

200000000

Cantidad total de proteinas en

21100000000

Concentrado 1 Concentrado 2 8. purificada CPVS
Cosecha 8. purificada Suspensidn M

bruta GM Sepharose

~—= Lotes de uniformidad. ~—  Lotes purificados con tampén de fosfato 35 mM.

Por lo tanto, el uso de tampén de fosfato 35 mM no tiene impacto sobre todo el proceso de
purificacion en cuanto a la eliminacion de proteinas.

Resultados del contenido de antigeno D

Se compararon los resultados del contenido de antigeno D para los 5 lotes purificados con uha
concentracion de tampon de fosfato 35 mM con los resultados del contenido de antigeno D

/-
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obtenidos en los lotes de uniformidad durante el paso de purificacién para cada serotipo. Los .
resultados se expresan en cantidad total de unidades de antigeno D.

En la figura 8 a la figura 10 se muestta la evolucion homogénea del perﬁl del antigeno D para
cada serotipo dutante ¢l paso de purificacion.

Figura 8: Comparacién entre los resultados del antigeno D obtenidos del lote purificado con
solucion de tampén de fosfato 35 mM y los resultados del antigeno D obtenidos de los lotes
de uniformidad: tipo 1

500000000 |.-
450000000
400000000
350000000
300000000
250000000
200000000
160000000
100000000

Unidades de antigeno D

50000000 _
0 L ' ’ '
Cosecha bruta Suspension Suspensién cevs
GM Sepharose Suspensién
Concentrado 1 Concentrado 2 PM
| ~— |otes de uniformidad. ~~— Lotes purificados con tampén de fosfato 35 mM.

Nota: para el lote FA360797 se observé un resultado atipico de antigeno D en la etapa de
concentrado 2. Este resultado no fue confirmado por el resultado obtenido para la etapa
siguiente, esto es, la suspension purificada Sepharose. Se estimé que el resultado del antigeno D
en la etapa de concentrado 2 era aceptable para el estudio complementario y se considerd que no
tenta impacto sobre la calidad del producto.
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Figura 9: Comparacion entre los resﬁltados del antigeno D obtenidos de los 3 lotes
purificados con solucién de tampén de fosfato 35 mM y los resultados del antigeno
obtenidos de los lotes de uniformidad: tipo 2
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Figura 10: Comparacmn entre los resultados del antigeno D obtenidos del lote purific "&0
con solucién de tampodn de fosfato 35 mM y los resultados del antigeno D obtenidos di
lotes de uniformidad: tipo 3

300000000 [~

250000000 |

200000000 |

150000000 |

100000000

50000000

Unidades de antigeno D

0 Cosecha bruta Suspgnsién Suspenslén g cPVS
M uspension
Concentrado 1 Concentrado ZSepharose pPM

| ~--Lotes de unlformidad. ——Lotes purificados con tampédn de f?q_fat@ a5 mM , 7

Como quedd demostrado en el estudio complementario y en el estudio de robustez presentados en
la seccidn 3.2.8.2.6 Desatrollo del proceso de elaboracion, el cambio de la concentracion del
tampén de fosfato tiene impacto sobre el serotipo 2. Los petfiles de antfgeno D para el serotipo 2

confirman un ligero aumento de los resultados del antigeno D en la suspension purificada PM
(vea la figura 9).

Fn la figura 11 se ilustran los resultados de la recuperacion de antigeno D para el serotipo 2.
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Figura 11: Resultados de la recuperacion de antigeno D para el serotipo 2

140

120

100

80
%
80
40

20

Suspensién

ol S A ] e

Suspensién

Concentrado 1 GM Concentrado 2 Sepharose CPVS
Lotes de uniformidad. Lotes putificados con tampon de fosfato 36 mM.

Los resultados obtenidos para el contenido de antigeno D y la correspondiente recuperacion para
los tres serotipos durante el paso de purificacion demuestran que el cambio de la concentracion de
tampon de fosfato de 25 mM a 35 mM pettmnite obtener tesultados aceptables para el rendimiento
del proceso.

s Pruebas de caracterizacion:
Albtimina bovina residual

El contaminante BSA queda esencialmente eliminado durante la etapa de suspension purificada
GM. El perfil de eliminacion de BSA de los cinco lotes industriales purificados con tampdn de
fosfato 35 mM es comparable con el perfil de eliminacion de BSA observado para los lotes de
uniformidad (vea la figura 12).
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Figura 12: Eliminacion de BSA durante el paso de purificacion

80000000000 |-
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Cosecha bruta Suspensién GM __ Suspension Sepharose Suspension PM

. Lotes da uniformidad., ——- Lotes purificades con tampén de fosfato 36 mM.

N

Acido desoxirribonucleico celular

El perfil de efiminacion de ADN de los cinco lotes industriales purificados con tampén de fosfato
35 mM es comparable con el petfil de eliminacion de ADN observado para los lotes de
uniformidad (vea la figura 13) excepto para el lote FA357183 en la etapa de suspensidén GM. Se
observa un resultado atipico para el contenido de ADN (17 400 pg/mL, vea la tabla 35). Se
considerd que este resultado no tenfa impacto sobre la calidad del producto ya que los resultados
del contenido de ADN para los productos intermedios posteriores demuestran la eliminacién del
ADN.

/\
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Figura 13: Eliminacién de ADN durante el paso de purificacién

Cantidad total de ADN en pg

Cosecha bruta Suspensién GM  Suspensién Sepharoae Suspension PM

——  Lotes de uniformidad. ~—  Lotes purificados con tampon de fosfato 36 mM,

La cinética de eliminacién del ADN demuestra la disminucion de residuos de ADN,
especialmente durante el primer paso cromatogtafico.

Los datos obtenidos para las pruebas de caracterizacién (contenido de BSAy ADN, SDS Page) y
los resultados del contenido de proteinas para los 5 lotes confirman la eliminacién de impurezas
durante ¢l proceso de purificacion (vea la figura 7, figura 12, figura 13 para la eliminacién de
protefnas, BSA y ADN, respectivamente, y los resultados para SDS Page en la tabla 35).

2.6.3 Conclusion

El estudio complementario realizado con 5 lotes industriales de CPVS purificados en condiciones
notmales con una concentracion de tampon de fosfato 35 mM muestra que [a eliminacion de las
impurezas para los cinco lotes industriales es comparable a ia observada para los lotes de
uniformidad purificados con una concentracién de tampén de fosfato 25 mM. Los resultados del
contenido de antigeno D y de la recuperacién de antigeno D son aceptables en particular para el
tipo 2. La calidad del producto, el rendimiento del proceso y la reproducibilidad de los lotes
purificados con tampon de fosfato 35 mM son comparables a los obtenidos para los lotes de
uniformidad purificados con una concentracion de tampon de fosfato 25 mM.

A

N
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3  Validacién de la produccion del trivalente concentrado

3.1 Introduccion
Para elaborar el trivalente concentrado, se valido el paso de agitacion durante la mezcla para
comprobar la homogeneidad de la mezcla.

El paso de mezcla del trivalente concentrado se validé para asegurar que el producto elaborado
cumple las especificaciones actuales, de forma reproducible y comparable,

3.2  Validacién del paso de agitacién durante la mezcla

3.2.1 Resumen del protocolo para la validacién del paso de agitacién durante la mezcla

El objetivo de esta validacion es demostrar el control y la reproducibilidad del paso de agitacién
dutante la mezcla del trivalente concentrado.

Durante la validacion del paso de agitacién se comprobd el sigulente pardmetro:

o Homogeneidad del producto después del paso de agitacion (al final de la mezela), Se
midié el contenido de sacarosa y la densidad dptica de un elemento matcadot (rojo de
fenol) antes y después de la mezela,

Las condiciones operativas y los lotes utilizados para la validacion se resumen a continuacion,
Condiciones operativas

La validacion del paso de agitacidn durante la mezcla se llevo a cabo en las peores condiciones
para la homogeneidad del producto (méximo tamafio del lote, minima velocidad de agitacién y
minima duracién de la agitacion). En la tabla 36 se ptesentan las condiciones operativas utilizadas
durante la validacion.

Tabla 36: Condiciones operativas para la validacién de Ia agitacién durante la mezcia

Volumen de mezela Velocidad de hgitaci(m ' Duracitn de Ia agitacion

3001, 280 rpm 30 min
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Lotes de validacion

Se elaboraron tres lotes consecutivos de solucién simulada para este estudio de validady ¥
tabla 37).

Tabla 37;: Soluciones simuladas finales

Serie Tamatfio del lote Fecha de elaboracién
N°1 300L 23 feb 2001
N2 300L 01 mar 2001
N.23 300 L 07 mar 2001

La solucién simulada estd compuesta por una solucién de sacarosa (al 20 %) y una solucion de
rojo de fenol (al 0,0004 %) que son representativas de los componentes del trivalente concentrado,
en cuanto a sus caracteristicas fisicoquimicas. La solucion simulada final tiene mayor viscosidad
que Ia viscosidad tedrica del trivalente concentrado; representa el peor de los casos para la
validacion de la agitacion durante la mezcla.

3.2.2 Datos de validacién de la agitacion durante la mezcla

Para comprobar la homogeneidad del producto después del paso de agitacién (al final de la
mezcla), se midi6 la densidad 6ptica del rojo de fenol, que es el elemento marcador de la solucion
simulada final, y el contenido de sacarosa de cinco muestras (fondo del tanque R1, centro
izquierdo y derecho junto a las paredes R2, R4, centro de la solucidn R3 y superficie de la
solucién RS) antes y después del paso de agitacion (a TO y a T30 min).

Criterios de aceptacion

Para el contenido de rojo de fenol: los resultados obtenidos son homogeneos en el tanque si todos
se encuentran en ¢l rango “media de los cinco valotes + 2 %”.

Para el contenido de sacarosa: los resultados obtenidos son homogéneos en el tanque si todos se
encuentran en el rango “media de los cinco valores £ 10 %",

Antes de afiadir la solucién de sacarosa a la solucion de rojo de fenol se comprueba la
homogeneidad de la solucién de rojo de fenol midiendo su densidad 6ptica. La adicion de la
solucién de sacarosa es el TO del paso de agitacion.

Los resultados se presentan en la tabla 38 y en la tabla 39.
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Tabla 38: Resultados de la densidad dptica para comprobar Ia homogeneidad de latde

Serien,” 1 Serien.°2 Serie n.” 3
Antes de agitar Después de Antes.de agitar Después de Antes de agitar Después de
T = min agitar T = 0 min agitar T += 0 min agitar
T =30 min T = 30 min : T = 30 min
DO* (R1-R2- | 0.219-0,334- 0,281-0,280- 0,231.0,235- 0,275-0,276- 0,231-0,237- 0,275-0,274-
R3.R4-R3) 0,229-0,236-0,451 | 0,280-0,281- 0,234-0,234- 0,277-0,278- 0,237-0,236~ 0,274-0,274-
0,280 4,396 0,275 0,429 0,274
Criterios de | [0,285; 0,299] [0,275,0,286] | [0,261;0,271] | [0,271;0,281] | [0,269;0,279] | [0,269;0,279]
aceptacion
Conclusion Heterogeneidad Homogeneidad | Heterogeneidad | Homogeneided | Heterogeneidad | Homogeneldad
1 de 1a solucion, de la solucidn, | dela solucion, | delasolucion, | de la soluciés. de la solucién,

*

DO equivale a densidad ptica.
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