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Validacion y/o evalpagion del

Tabla 39: Resultados del contenido

mezcla
Serien.” 1 Serie n.° 2 Serlen.® 3
Antes de Despuss de Antes de agitar Después de Antes de Después de
agitar agitar T = 0 min agitar ngitar agitar
T =0min T = 30 min T = 30 min T =0 min T = 30 min
Contenido de 137-112-130- 119-125-121- 108-107-126- i23-121-128- 134-130-131- 117-119-121-
sacarosa (R1- 132-74 132-126 134-86 126-121 133-78 116-122
R2-R3-R4-R5)
(g/L)
Criterios de [106 ; 128] [113; t37] [101; 123] [112;136] [110; 133} {108 ; 130]
aceptacién
Conclusién Heterogeneidad | Homogeneidad | Heterogeneidad | Homogeneidad | Heterogeneidad | Homogeneidad
de la solucién. | de la solucidn. de la solucion. de la solucién, de la solucion, { de la solucidn.

Los resultados de 1a densidad dptica y del contenido de sacarosa obtenidos para los tres lotes antes
de la agitacidn se encuentran fuera de los criterios de aceptacion. Esto confirma la heterogeneidad
de 1a solucion antes de la agitacion,

Los resultados de la densidad 6ptica y del contenido de sacarosa obtenidos para los tres lotes
despuds de la agitacién se encuentran dentro de los criterios de aceptacion y demuestran que las
soluciones elaboradas son homogéneas tras un minimo de 30 minutos de agitacién.

No hubo ninguna desviacién (menot o mayor) del protocolo durante la realizacion de los estudios

de validacién.

3.23

Conclusién de la validacién del paso de agitacién durante la mezcla

Todos los resultados de validacién cumplen con los criterios de aceptacién. Por lo tanto, el paso
de agitacion durante la mezcla queda validado para el tamafio de lote de 300 L.

3.3

Validacion del paso de mezcla

El paso de mezcla del trivalente concentrado se validé para el tamafio de lote de 300 L, pata
garantizar que el producto elabotado cumple las especificaciones vigentes en el momento del
estudio de validacion, de forma reproducible y comparable.

3.3.1

Resumen del protocolo para la validacién del paso de mezcla

Para el estudio de validacion se elaboraron tres lotes de trivalente concentrado.

Resumen del protocolo de validacién

La validacion del paso de mezcla se demuestra por la ausencia de degradacion del producto y se
basa en el cumplimiento de las especificaciones del trivalente concentrado (reproducibilidad).
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Se analizaron dos caracteristicas: el contenido de antigeno D y la medicion del pH. Se llgyph £ 4
cabo una comparacion de resultados analiticos con intervalos de confianza establecidos-¢d RN
datos histéricos. Los intervalos de confianza se determinaron estadisticamente a partir de 1 o g5 -
resultados analiticos de lotes elaborados en el afio 2000.

Pardmetros operativos para el estudio de validacién y para los lotes de validacion

Entre los tres lotes de validacion de trivalente concentrado, un lote (FA074603) se elabord en
condiciones desfavorables (maxima velocidad de agitacién) para la calidad del producto. En la
tabla 40 se presentan los parametros operativos utilizados para el estudio de validacion
dependiendo de los lotes {estos lotes no se elaboran con monovalentes incluidos en la validacion
de la produccién de los monovalentes tipo 1, 2 y 3 presentada previamente).

Tabla 40: Pardmetros operativos y lotes de validacién utilizados en la validacion de la
mezcla

Niimero de [ote Fecha de elaboracién Tamaiio del lote Velocidad de Duracion de la
agitacién ngitacién
FA074603 19 abr 2001 300L 310 rpm 30 min
FA076901 03 may 2001 300L 290 rpm 30 min
FA081248 20 jun 2001 300L 290 rpm 30 min

3.3.2  Datos de validacién del proceso de mezcla

Los resultados de las pruebas de libetacion de los lotes deben estar dentro de las especificaciones
de liberacion. Las pruebas de control de calidad pata la liberacion de los tres lotes de trivalente
concentrado y sus especificaciones se presentan en la tabla 41,
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SR VR
Tabla 41; Resultados de control de calidad para los lotes de trivalente concentrado -y, q{i’
- op et
Pruebas Criterios de aceptacion Resultados
FA 0774603* FA 076901* FA 081248*
Aspectot Transparente, incoloro, Transparchte, Transparente, Transparente,
incoloto. Ineoloro, incoloto,
Medicién de! pH 6,5-75 7,10 7,18 116
Contenido de 5200 pg/mlL 49,78 46,82 52,21
formaldehido residual
Contenido de albdmina | £100 ng/mL <3,9 <3,9 <3,9
de suero bovino
Contenido de $1000 U/l <0,3 <0,5 <0,5
endotoxinas
bacterianas
Prueba de esterilided No se observa crecimiento ‘Cumple Cumple Cumple
bacteriana y fiingica icrobiano.
Contenido de antigeno | Tipo 1: unas 400 UD§/mL. 390 3% 409
D (por e} método de Tipo 2: unas 80 UD/mL. 75,2 78,4 86,5
Jineas paralelas) Tipo 3; unas 320 UD/mL. 330 332= 335
Prueba de inactivacién | Sin efecto citopético. Cumple, Curtiple Cumple
efectivat

*  Los tres lotes, no destinados al metcado europeo, no s¢ controlan de conformidad con las especificacioties
europeas. E1 método de lineas paralelas para el contenido de antigeno D se describe en la seccion 3.2.8.7.3 Datos de

estabilidad.

% De actierdo con el perfil de control de calidad vigente estas pruebas ya no se tealizan,
1 Los criterios de aceptacion para el contenido de antigeno D hat sido revisados para el tercer lote FA081248 y sot:

Tipo 1: 400 UD/mL + 30 %; es decit, 280 - 520 UD/mL.
Tipo 2: 80 UD/mL % 30 %, es decir, 56 ~ 104 UD/mL.
Tipo 3; 320 UD/mL # 30 %; es decir, 224 - 416 UD/mL.

Todos los resultados obtenidos para los tres lotes se encuentran dentto de los nuevos criterios de aceptacion.
El método aplicado fue el método vigente en el momento del estudio (método actual: método sigmoideo),

§ UD: unidad de antigeno D.
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Todos los resultados analiticos obtenidos para 3 lotes industriales cumplieron los critetig \ic :

aceptacion. X

O et
Las diferencias de resultados entre los 3 lotes de validacidn para el contenido de ant1geno\b ¥ para
ta medicion del pH deben estar comprendidas dentro de los intervalos de confianza basadosen .

datos historicos (media % 2 desviaciones estandar).

Estos intervalos de confianza son:

¢ Antigeno D tipo 1: [348,08 ; 461,94].
s Antigeno D tipo 2: [67,53 ; 87,73].

o Antigeno D tipo 3: [283,28 ; 380,92].
o Medicién del pH: [7,08 ; 7,28].

Todos los resultados obtenidos para el contenido de antigeno D y para la medicion del pH se
encueniran dentro de los intervalos de confianza.

No hubo ninguna desviacién (menor o mayor) del protocolo durante la realizacién de los estudios
de validacion.

El proceso de mezcla es reproducible.
3.4 Conclusion de la validacién del paso de mezcla
Todos los resultados obtenidos en lotes de trivalente concentrado demuestran que el paso de

mezcla del trivalente concentrado esta validado para un tamafio de lote de 300 L de trivalente
concentrado.
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4  Validacion del equipo

En los capituloé siguientes se describen los estudios de validacién del actual soporte cerdmico
HyperD DEAE (GM y PM) y del soporte Sepharose CL6B:

¢ La validacion de la limpieza de la columnas cromatograficas empleadas durante la
purificacion.

o La validacién del almacenamiento de las columnas cromatograficas empleadas durante la
purificacion.

 Lavalidacion de la vida util de las columnas cromatograficas.

Nota: el cambio de la concentracion de tampin de fosfato de 25 mM a 35 mM durante el paso de
purificacion no tiene impacto alguno sobre la validacion de la limpieza y la vida dtil de las
columnas cromatogrdficas con soporte cerdmico HyperD DEAE (GMy PM) y de Sepharose.

4.1 Estudios de validacién de las columnas cromatograficas con soporte ceramico
HyperD DEAE

411  Validacién de la limpieza de las columnas cromatogrificas con soporte cerdmico
HyperD DEAE

Con la introduccion del soporte cerdmico HyperD DEAE pata cromatografia utilizado en las
etapas de purificacion, las dimensiones de las columnas de cromatogtafia por intercambio idnico
(IEC), gran capacidad (GM = Grand Modéle) y pequefia capacidad (PM = Petit Modele) han
cambiado. El estudio de la dimensién de IEC para ambas columnas se presenta en la seccion
3.2.8.2.6 Desarrollo del proceso de elaboracion. El objeto de este estudio de validacion es mostrar
la eficiencia, la teproducibilidad y el control del proceso de limpieza de las columnas de IEC.

4,1.1.1 Principio de validacién de 1a limpieza

El proceso de limpieza actual que se debe utilizar para las columnas de ITEC GM y PM rellenas
con soporte cerdmico HyperD DEAE se describe en la figura 14.

Después de cada paso de purificacion, la columna de IEC se regeneta con solucién de NaCl, HCI
y NaOH sucesivamente, con objeto de eliminar las impurezas fijadas al soporte ceramico HyperD
DEAE durante la purificacién. La columna con soporte ceramico HyperD DEAE se conserva
después en solucion de acido acético / NaCl hasta su siguiente uso. Esta conservacion va seguida
siempre de un paso de equilibrado para eliminar los residuos de dcido acético antes del uso y para
ajustar con tampén de fosfato el soporte cerdmico HyperD DEAE a las condiciones depHy
conductividad de la purificacion. :
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proceso

e ™
Figura 14: Diagrama de flujo del proceso de limpieza para las columnas de IEC GM y

Paso de purificacién @ A\

l ‘\ﬂ

Regenemcion con
NaGCl
HCI

NaOH

i

Almacenamiento en
acidoacético/ NaCi

La validacion del proceso de limpieza se llevo a cabo en 3 pruebas sucesivas para las columnas de
IEC GM y PM después de un ciclo de purificacién completo. Antes de cada ciclo de purificacion
se lleva a cabo un paso de equilibrado con tampén de fosfato.

Los pardmetros seguidos para la validacion de la limpieza fueron:

e Contenido de carbono organico total (TOC) después del paso de equilibrado para comprobat
la ausencia de residuos del producto previamente purificado en la columna de IEC GM o PM.
El critetio de aceptacién es <10 ppm.

o Contenido de carbono total (T'C) después del paso de equilibrado para comprobar la
eliminacion del 4cido acético utilizado para la conservacion. El criterio de aceptacion es <10

o Carga biologica y contenido de endotoxinas después del paso de equilibrado para comprobat
1a ausencia de cualquier contaminacién biolégica. El criterio de aceptacion es <5 UFC/10 mL
pata la carga bioldgica y <0,25 Ul/mL para las endotoxinas,

41.1.2 Resultados de la validacién

Resuliados obtenidos con las columnas de 1EC, gran capacidad (GM)

Se Ilevaron a cabo tres pruebas consecutivas para la validacion de la limpieza de las columnas de
IEC de gran capacidad (GM) rellenas con soporte cerdmico HyperD DEAE. Los lotes de
suspensién viral purificada y concentrada utilizados para la validacién de la columna de IEC GM
se presentan en la tabla 42.

4.

RA_0302316 Informacidén conﬁdenciab’propietal in
Pa’g'lla 108 de 132 . - . RTFIEEERH Tay
i J0XANA UNTEMIL{.!NE CHRIS_”!T\I\)PUI'\{?_‘.*--‘;UEZ

A TEGREGA
I A, SANAF DARTEIIR §.A






sanofi pasteur Seccidn 3.2.5.2.5
Granel de vacuna antipoliomielitica trivalente inactivada en células Vero Validacién y/o evalugm_é}\

. ¥
Tabla 42: Lotes de suspensién viral purificada y concentrada incluidos en la validacioPA&E R

limpieza de las columnas de IEC GM

Ntimero de lote Fecha de elaboracion
FA334188 (tipo 2) 14 ene 2009
FA334264 (tipo 2) 21 ene 2009
FA334297 (tipo 2) 28 ene 2009

Note: el proceso de limpieza y su eficiencia no dependen del serotipo; la validacion se llevé a
cabo en los tres primeros lotes.

Los ctiterios de aceptacién y los resultados obtenidos para la validacién de la limpieza de las
columnas de IEC GM se presentan en la tabla 43.
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Todos los resultados cumplen con los criterios de aceptacion.

¢ El contenido de TOC al final del enjuague (equilibrado con tampdn de fosfato) cump% !
los critetios de aceptacidn. Los residuos del producto fueron eliminados por la limpieza y el
enjuague con tampon de fosfato.

e El contenido de TC al final del enjuague (equilibrado con tampon de fosfato) despuds del
almacenamiento cumple con los criterios de aceptacién. La eliminacion del 4cido acético y
de los productos de regeneracion quedd demostrada.

e La carga biolégica y el contenido de endotoxinas al final del enjuague (equilibrado con
tampén de fosfato) después del almacenamiento cumple con los criterios de aceptacion. El
nivel de contaminacién bioldgica se controla durante la conservacién.

Por tanto, el proceso de limpieza (presentado en la figura 14) estd validado y ha demostrado ser
adecuado para el uso rutinario para las columnas de JEC de gran capacidad (GM) rellenas del
soporte ceramico HyperD DEAE.

Resultados obtenidos con las columnas de 1EC, pequefia capacidad (PM)

La evaluacién de la limpieza de las columnas de IEC de pequefia capacidad (PM) rellenas con el
soporte cerdmico HyperD DEAE se evalué a partir de los resultados obtenidos en tres pruebas
consecutivas.

Tras un resultado fuera de especificaciones para el contenido de carga bioldgica en la tercera
prueba debido a una contaminacién que tuvo lugar durante la toma de muestras, esta tercera
prueba fue declarada invalida y se llevd a cabo, por lo tanto, una prueba adicional consecutive.

Los cuatro lotes de suspensién viral purificada y concentrada que se utilizaron para la validacién
de 1a columna de IEC PM se presentan en la tabla 44,

Tabla 44: Lotes de suspensién viral purificada y concentrada incluidos en Ia validacion de la
limpieza de las columnas de IEC PM

Nimero de lote . Fecha de elaboragion
FA334188 (tipo 2) 14 ene 2009
FA334264 (tipo 2) 21 ene 2009
FA334297 (tipo 2) 28 ene 2009
FA334339 (tipo 1) * | 06 mar 2009

Nota: el proceso de limpieza y su eficiencia no dependen del serotipo; la validacion se llev a
cabo en los primeros lotes durante la campafia de elaboracion,

Los criterios de aceptacién y los resultados obtenidos para la validacion de la limpieza de las
columnas de IEC PM se presentan en la tabla 45.
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Tabla 45: Resultados de las pruebas obtenidos durante la validacién de la limpieza de :_.

3%
woef

columnas de IEC PM A
'%&’4 DE ? “S‘g‘e‘
Pruebas Criterios de | FA334188 | FA334264 | FA334207" | FA334539 | Estado
aceptacion

TOC <10 ppm 0,82 0,68 0,64 0,90 Cutnple.

. TC $10 ppm 1,59 2,16 1,29 1,96 Cumple.
':z 2 | Contenido de carga bioldgica <5 UFC/10mL | 0 0 9 0 Cumple.

=
& S [ Contenido de endotoxinas <0,25 U/mL | <0,25 <0,25 0,25 <0,25 Cumple.

*

Prueba invélida debido al resultado fuera de especificaciones obtenido en el contenido de carga biologica.

T Nueva prueba en una muestra de archivo debido a un problema de contaminacién durante la toma de
muestiras.
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s El contenido de TOC al final del enjuague (equilibrado con tampodn de fosfato) después ey
almacenamiento cumple con los ctiterios de aceptacidn. Los residuos de productos, dcido
acético y productos de regeneracién fueron, por lo tanto, eliminados por el lavado y el
enjuague.

o El contenido de TC al final del enjuague (equilibrado con tampdn de fosfato} después del
almacenamiento cumple con los criterios de aceptacion. La eliminacion del 4cido acético
queda demostrada. '

o La carga biolégica y el contenido de endotoxinas el final del enjuague (equilibrado con
tampodn de fosfato) después del almacenamiento cutnple con los criterios de aceptacion
salvo para el lote FA334297 en el que se observé un resultado fuera de especificaciones
para el contenido de carga bioldgica. Segin la investigacion realizada, se identificé una
contaminacién durante la toma de muestras como la causa raiz de este resultado fuera de
especificaciones. Se llevé a cabo una segunda prueba en una muestra de archivo y el
resultado obtenido cumplié (0 UFC/mL). Ademés, el contenido de carga biologica cutmple
con los critetios de aceptacion en el lote adicional. El nivel de contaminacion bioldgica
estd, por lo tanto, controlado durante el alma;cenamiento.

Por consiguiente, el proceso de limpieza (presentado en la figura 14) estd validado y ha
demostrado ser adecuado para el uso rutinario en las columnas de [EC de pequefia capacidad
(PM) rellenas con ¢l soporte ceramico HyperD DEAE.

4.1.13 Conclusion
El proceso de limpieza esta validado y sera establecido para uso rutinario.

4.1.2  Validacién del almacenamiento de las columnas cromatogrificas con soporte
cerdmico HyperD DEAE

Después de cada paso de purificacion, las columnas de IEC GM y PM tellenas con el soporte
cerdmico HyperD DEAE se regeneran con solucion de NaCl, HCl y NaOH, sucesivamente.

Despuds, las columnas de IEC GM y PM se almacenan en solucion de dcido acético / NaCl hasta
el siguiente uso. Este almacenamiento va seguido de un paso de equilibrado con tampén de
fosfato 35 mM para eliminar los residuos de &cido acético antes del uso y para ajustar el gel
cerdmico HyperD DEAE a las condiciones de pH y conductividad de fa purificacién. El ciclo de
vida de las columnas de IEC (incluido el paso de almacenamiento) que se aplica de forma
rutinaria se describe en la figura 15. :
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Figura 15: Ciclo de vida de las columnas de IEC GM y PM
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Almacenamiento en
Acido acéticd soluciénNacCl

La validacion del proceso de conservacién se llevé a cabo en 3 columnas de IEC GM idénticas
rellenas con el nuevo sopotte cerdmico HypetD.

Nota: como se utiliza el mismo soporte (cerdmico HyperD DEAE), el mismo tampon y la misma
solucidn de almacenamiento durante el almacenamiento del IEC GMy PM, los resultados de
validacion obtenidos en la columna de IEC GM son también vdlidos para la columna de IEC PM.

Los pardmetros sometidos a seguithiento durante la validacion del almacenamiento pata
comprobar la ausencia de contaminacion bioldgica fueton los siguientes:

¢ Contenido de carga bioldgica. El criterio de aceptacion es <5 UFC/10 mL.

¢ Contenido de endotoxinas. El critetio de aceptacion es <0,25 Ul/10 mL.

4.1.2.1 Resultados de Ia validacion

Los niimeros de lote del soporte de relleno utilizado para estas tres pruebas y el periodo de
almacenamiento correspondiente se presentan en la tabla 46.

Tabla 46: Ntimeros de lote del soporte cerdmico HyperD DEAE de relieno y periodo de
almacenamiento

Prueba n.° | _ Prueba n.°2 Prueba n.®3
Nitmero de lote del soporte | FA346826 FA347314 FA347321
ceramico HyperD DEAE
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Prueban? 1

-Pl‘ueba n°l

Prueba n.® 3

L.,
J

Fecha de iniclo del 14 sep 2009 17 sep 2009 24 sep 2009

almacenamiento

Fecha del fin del 03 may 2010 04 may 2010 06 may 2010

almacenamiento

Perfodo de conservacion

7T meses y 19 dias.

7 meses y 17 dias,

7 meses y 12 dias.

Nota: se llevé a cabo una primera serie de pruebas pero fue invalidada debido a la toma de

muestras (foma de muestras en fase abierta con material no estéril),

Los resultados obtenidos para la validacidn del almacenamiento se presentan en la tabla 47,
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11
Todos los resultados del contenido de carga bioldgica y de endotoxinas cumplen con los ek _
de aceptacidn. El nivel de contaminacién biolégica estd, por lo tanto, controlado durante oRSq 5
almacenamiento,

4.1.2.2 Conclusion

Todos los tesultados presentados permiten concluir que el nivel de contaminacion biologica esta
controlado cuando las columnas de IEC se almacenan en solucion de acido acético / NaCl.

Por lo tanto, el almacenamiento en solucién de 4cido acético / NaCl estd validado para un periodo
méximo de 7 meses y 12 dias y ha demostrado ser aceptable para el uso rutinario en las columnas
de IEC, GM y PM, rellenas con el soporte ceramico HyperD DEAE.

41.3 Estudio de Ia vida dtil del soporte ceramico HyperD DEAE

4.1.3.1 Objeto del estudio

El objeto del presente estudio es determinar mediante una validacién concurrente realizada a
escala industrial el nimero méaximo de ciclos del soporte ceramico HyperD DEAE para
cromatografia que se pueden utilizar durante las etapas de purificacion de IEC de gran capacidad
(GM) y de pequefia capacidad (PM) sin afectar a la calidad del producto.

4.1.3.2  Principio del estudio

La validacion de la vida til del soporte cromatografico cerdmico HyperD DEAE se lanza a escala
industrial en:

» Dos pruebas (2 columnas) para la columna de IEC de gran capacidad (GM) cuando se
evaluo una vida util de 30 ciclos de purificacién durante los estudios de viabilidad (vea la
seccion 3.2.8.2.6 Desarrollo del proceso de elaboracién). La vida ttil validada del soporte
cromatografico cerdmico HyperD) DEAE para la columna de IEC GM serd el niimero
minimo de ciclos obtenidos durante ambas pruebas realizadas en el estudio de escala
industrial.

o Dos pruebas (2 columnas) para la columna de IEC de pequefia capacidad (PM). La
validacion de la vida til del soporte cromatografico HypetD cetdmico DEAE para la
columna de IEC PM serd el ntimeto minimo de ciclos obtenidos durante ambas pruebas
realizadas a escala industrial.

La validacién de la vida util del soporte ceramico HyperD DEAE para cromatografia estd
controlada por:

o Parametros de rendimiento de las condiciones de desinfeccion:
s Contenido de carga bioldgica.

s Contenido de endotoxinas.
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etapas de cromatografia con soporte cerdmico HyperD DEAE GM y PM (vea la tab
la tabla 50).

s Paradmetros de caracterizacion del producto:
¢ Contenido de ant{geno D (recuperacion de antigeno D del paso).
¢ Contenido de proteinas (tasa de eliminacion de las proteinas).
¢ Contenido de ADN residual.
s Contenido de BSA.

La validacidn estd en curso para la columna de IEC de gran capacidad (GM) y para la columna de
IEC de pequeiia capacidad (PM).

4,1.3.3 Protocolo

Para cada ciclo de purificacién, el producto que se va a purificar se inyecta tras el equilibrado de
la columna y despuds se eluye. Al final de la putificacion, el soporte cerdmico HyperD DEAE se
tegeneta con solucion de NaCl, HCl y NaOH y se almacena en solucion de dcido acético / NaCl
hasta el siguiente uso. Se evaltian diferentes pardmetros (vea los capitulos siguientes) para
controlar la evolucion de la vida atil del sopotte cetdmico HyperD DEAE.

Rendimiento de las condiciones de desinfeccion

Las pruebas adicionales y los criterios de aceptacion controlados durante el paso de equilibrado
del ciclo de putificacion pata caracterizar la evolucién del rendimiento de limpieza a lo largo del
tiempo se presentan en la tabla 48.

Tabla 48: Especificaciones para el rendimiento de las condiciones de higienizacion

Pruchas : Etapa de purificacién Criterios de aceptacién
Contenido de carga bioldgica Equilibrado de la columna GM/PM. <5 UFC/10 mL.
Contenido de endotoxinas - | Equilibrado de 1a columna GM/PM. <(),25 Ul/mL

Rendimiento del proceso de purificacion

Para caracterizar la evolucion del rendimiento del proceso de purificacién a lo largo del tiempo se
controlan pardmetros de produccién durante la cromatografia IEC GM y PM en cada ciclo de
purificacién., Los pardmetros de produccion y los criterios de aceptacion controlados durante las
cromatografias IEC se presentan en la tabla 49 para la cromatografia GM y en la tabla 50 para la
cromatografia PM, respectivamente.

Tabla 49: Pardmetros de produccién controlados durante la cromatografia con soporte
cerimico HyperD DEAE GM

Etapa / pardntetros Valores objetivo®
Columna Yolumen de gel 452 L
Equilibrado de la columna Volumen de tampén de fosfato 900L
£
RA_0302316 Informacion confidencial/propletart

Pigina 118 de 132

DIREETORY TECHGA

AOXANAMONTEMILONE cumsmr%yggﬁuzg
SRR DA G A, SANIR BAETER 5.2






sanofi pasteur

Granel de vacuna antipoliomielitica trivalente inactivada en células Vero

Seccion 3.2.8.2.5

Validacién y/o evaluam/n,d

4,

9&567‘\

Etaps / pardmetros Valores objetivé{:%q
Medicion del pH 7,0
Conductividad 3,0 mS/cm
Purificacién Caudal de elucién de la suspensién purificada 80 L/h
GM
Regeneracién de la columna Volumen de NaCl 130L
Volumen de HCI 90 L
Volumen de NaOH 130L
Almacenamiento de Ia columna | Volumen de dcido acético / NaCl 1501

de 30 lotes.

Los valotes objetivo y los intervalos asociados se definirdn de forma concutrente después de la elaboracion

Tabla 50: Pardmetros de produccién controlados durante Ia cromatografia con soporte
ceramico HyperD DEAE PM

Etapa / parémetros Valores objetivo®

Columna Volumen de'gel 5L
Equilibrado de la columna Volumen de tampén de fosfato 1001

Medicion del pH 7,0

Conductividad 3,0 mS/em
Purificacién Caudal de elucién de ln suspensién purificada PM 375LM
Regenerncion de la columna Volumen de NaCl 15L

Volumen de HCI 0L

Volumen de NaOH 6L
Conservacién de la columna Volumen de dcido acético / NaCl 9L

de 30 lotes.

At

Los valores objetivo y los intetvalos asociados se defimran de forma concurrente despuds de la elaboracion
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Caracterizacion de la suspension viral purificada y concentrada A

La evolucion de las caracteristicas del producto purificado se somete a seguimiento a lo lafggge -
tiempo para comprobar que la vida util del soporte no tiene impacto alguno sobre la calidad de’la’
suspension viral purificada y concenttada.

Los pardmetros seguidos para la caracterizacion de la suspension viral purificada y concentrada
son los siguientes:

¢ Contenido de antigeno D.

o Contenido de proteinas,

¢ Contenido de ADN residual.
¢ Contenido de BSA.

El contenido de antigeno D y el contenido de protefnas se determinan de forma rutinaria en cada
suspension viral purificada y concentrada como prueba de liberacion.

El contenido de ADN v el contenido de BSA son pruebas de caracterizacion adicionales que se
realizan cada 5 ciclos de purificacion para la columna de IEC GM. Para la columna de [EC PM, la
frecuencia de las pruebas es cada 20 ciclos de purificacion hasta el ciclo n.° 100 y después cada 5
ciclos.

Hasta la fecha, fio existen datos histéricos disponibles para establecer criterios de aceptacion para
estos pardmetros ya que se trata de un soporte reciente. Se observardn las tendencias a medida que
evolucione la validacion y después se llevard a cabo un andlisis estadistico para establecet
critetios de aceptacion para estos pardametros.

4.1.3.4 Analisis de los resultados

El uso del soporte se interrumpita tan pronto como uno de los pardmetros sometidos a
seguimiento deje de cumplir los critetios de aceptacion y si la causa del incumplimiento resulta
ser la vida 0til del soporte. En el caso de que se obsetve alguna desviacion durante la validacion
concurrente, se iniciara una nueva validacion. -

El estudio de validacién de Ia vida ntil esta basado en los resultados obtenidos a escala reducida
en la columna de IEC GM (vea la seccién 3.2.8.2.6 Desarrollo del proceso de elaboracion). Se
determing un objetivo estimado de 30 ciclos de purificacion para la columna de [EC GM y se
extrapold a 120 ciclos de purificacion para la columna de IEC PM.

La estrategia de validacion para el estudio de la vida ttil es confirmar a escala industrial la vida
Gitil estimada de ambas columnas de IEC realizando dos pruebas independientes (utilizando dos
columnas cromatogréficas). El nimero de ciclos de purificacion se validard con el valor minimo
obtenido pata las dos pruebas. Los datos obtenidos durante la validacién de la vida ttil definitan
el ntimero de ciclos industriales aplicado sistematicamente pata la columna de IEC GM y PM.

Hasta la fecha, los resultados obtenidos pata la primera prueba de la columna de IEC GM
respaldan 42 ciclos de purificacion a escala industrial, Para la segunda prueba, la validacion estd
en curso. Basdndose en estos resultados, la vida atil de la columna de IEC GM se establece en un
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méximo de 42 ciclos de purificacion y se puede reducir en funcion de los resultados obtehidos” *
para la segunda prueba. %:F ..............

Para la columna de TEC PM, se han completado 60 ciclos de purificacién y la prueba para &
estudio de 1a vida Gtil de PM sigue en curso. Por lo tanto, sanofi pasteur propone ampliar
gradualmente la vida Gtil de IEC PM baséandose en los datos procedentes del estudio de vida util
en curso. No obstante, la vida util de la columna de IEC PM se establecera en un maximo de 120
ciclos de purificacién y se puede reducir en funcion de los resultados obtenidos como parte del
estudio en curso.

4.2  Estudios de validacién de la columna cromatogréfica Sepharose CL6B

4.2.1 Validacién de la limpieza de la columna cromatogréifica Sepharose CL6B

El objeto de este estudio de validacion es mostrar la eficiencia, la reproducibilidad y el control del
proceso de limpieza de la columna Sepharose CL6B. :

4,2.1,1 Principio de validacion de la limpieza

El proceso de limpieza utilizado para la columna Sepharose CL6EB se describe en la figura 16.

Después de cada paso de purificacion, la columna Sepharose CL6B se regenera con solucidn de
NaOH, con objeto de eliminar las impurezas fijadas al soporte Sepharose CL6B durante la
putificacién, Después, la columna Sepharose CL6B se conserva en solucién de formaldehido /
NaCl hasta ¢l siguiente uso. Esta conservacién va seguida siempre de un paso de equilibrado pata
eliminar posibles residuos antes del uso y para ajustar la columna Sepharose CL6B con tampon de
fosfato a las condiciones de pH y conductividad de la purificacion.

Figura 16; Diagrama de flujo del proceso de limpieza para la columna Sepharose

Paso de purificacion

l

Regenemcién con
NaOH

Almacenamiento en
formaldehido / NaCl

La validacion del proceso de limpieza se llevé a cabo en dos columnas. En cada columna se
llevaron a cabo 3 pruebas después de un ciclo completo de purificacion. Antes de cada ciclo de

4 |
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purificacion se lleva a cabo un paso de equilibrado con tampdn de fosfato para eliminar ﬁ%@
residuos.

nnnn

Los pardmetros que se siguieron para la validacion de la limpieza fueron:

s Contenido de carbono total (TC) después del paso de almacenamiento para comprobar la
eliminacién de la solucién de limpieza utilizada para el almacenamiento. El criterio de
aceptacion es <10 ppm,

¢ Carga bioldgica y contenido de endotoxinas después del paso de equilibrado para comprobat
la ausencia de cualquier contaminacién biologica. El criterio de aceptacion es <5 UFC/10 mL
para la carga biologica y <0,5 Ul/mL para las endotoxinas.

e Contenido de formaldehido. El criterio de aceptacion es <5 pg/mlL.
¢ El contenido de antigeno D, el contenido de poliovirus y el contenido de proteinas se obtienen
para informacion. o

4.2.1.2 Resultados de la validacién

Se llevaron a cabo seis pruebas para la validacidn de la limpieza de la columna Sepharose rellena
con soporte cromatografico Sepharose CL6B. Los lotes utilizados para la validacion de la
columna Sepharose se presentan en la tabla 51.
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Tabla 51: Lotes incluidos en la validacion de la limpieza de la columna Sepharose

Columna Nuimero de lote Fechu de elaboracién
Columna 1 FA127843 (tipo 1) 29 oct 2002
FA128716 {tipo 1) 05 nov 2002
FA219007 (tipo 3) 12 nov 2002
Columna 2 FA127251 (tipo 1) 11 nov 2002
FA129794 (tipo 3) 18 nov 2002
FA130767 (tipo 3) 25 nov 2002

Nota: el proceso de limpieza y su eficiencia no dependen del serotipo; la validacion se llevo a
cabo en los tres primeros lotes para cada columna.

Los criterios de aceptacidn y los resultados obtenidos para la validacién de la limpieza de la
columna Sepharose a se presentan en la tabla 52.

-
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Todos los resultados cumplen con los criterios de aceptacion.

o El contenido de TC al final del enjuague (equilibrado con tampdn de fosfato) después del
almacenamiento cumple con los criterios de aceptacion. La eliminacion de los productos de
limpieza y regeneracion queda demostrada,

s Lacarga biologica y el contenido de endotoxinas al final del enjuague (equilibrado con
tampon de fosfato) después del almacenamiento cumple con los criterios de aceptacion. El
nivel de contaminacién bioldgica esta controlado durante el almacenamiento.

s El contenido de formaldehido al final del enjuague (equilibrado con tampén de fosfato)
después del almacenamiento cumple con los criterios de aceptacion,

o El contenido de antigeno D, la concentracién de poliovirus y el contenido de proteinas son
inferiores al umbral de cuantificacion de los métodos analiticos.

Pot consiguiente, el proceso de limpieza (presentado en la figura 16) estd validado y ha
demostrado ser adecuado para uso sistematico para las columnas Sepharose rellenas con soporte
cromatografico Sepharose CL6B.

4213 Conclusion
El proceso de limpieza estd validado y establecido para uso sistematico,
4,22 Validacién del almacenamiento de la columna cromatogrifica Sepharose CL6B

Después de cada paso de purificacién, las columnas Sepharose tellenas con soporte CL6B se
tegeneran con solucion de NaOH.

Después, la columna Sepharose CL6B se almacena en solucidn de formaldehido-NaCl hasta el
siguiente uso, El almacenamiento va seguido de un paso de equilibrado con tampén de fosfato 25
mM pata eliminar los posibles residuos antes del uso y para equilibrar la columna Sepharose antes
de la purificacién. El ciclo de vida de las columnas (incluido el paso de almacenamiento) aplicado
de forma rutinaria se describe en la figura 17.

Nota: en el momento del estudio de validacion del almacenamiento de la columna Sepharose, la

concentracion del tampén de fosfato utilizado en la produccion sistemdtica estaba establecida en
25 mM.

——

P

RA_0302316 Informacién confidencialjpropietar_'\g])ip\mh NONTEMILONE GHHI.‘J}E@D

. ; WY .
Pagina 125 de 132 é)m\%c gﬁﬁﬁfﬁ%@ﬁ gnnﬁﬁ JEEIR S






sanofi pasteur Seccitn 3.2.8.2,%
Granel de vacuna antipoliomielitica trivalente inactivada en células Vero

Ky

Validacién y/o evaluacion dal ...
proceso’ OE ©

“

Figura 17: Ciclo de vida de la columna Sepharosecl6b

Equilibio con
soluclédn de tampon de fostate

L |

Paso de purificacion

Y

Regenaracién con
solucion deNaQH

Y

Almacenamiento en
solucion deformaldelido-NaCl

La validacion del proceso de conservacion se llevé a cabo en 3 columnas Sepharose rellenas con
soporte cromatografico Sepharose CL6B.

Los parametros sometidos a seguimiento durante la validacion del almacenamiento para
comprobat la ausencia de contaminacién bioldgica fueron los siguientes:

s Contenido de carga bioldgica. El critetio de aceptacion es <5 UFC/10 mL.

s Contenido de endotoxinas. El criterio de aceptacion es <0,5 UL/10 mL.
4.2.2.1 Resultados de la validacion

Los ntmetos de lote del soporte de relleno utilizado para estas tres pruebas y el correspondienite
perfodo de almacenamiento se presentan en la tabla 53,

Tabla 53: Nameros de lote de 1a columna cromatogrifica rellena con Sepharose CL6B y
periodo de almacenamiento

Prueba n.°-1 Prueba n.°2 Prueban®3
Nimero de equipo de Ia 18894 18895 18895
columna cromatogrifica
Sepharose CL6B
Fecha de inicio del 13 jun 2003 27 jun 2003 04 dic 2003
almacenamiento
Fecha del fin del 22 ago 2003 29 ago 2003 06 ene 2004
almacenamiento
- Periodo de almacenamiento | 70 dias, 64 dias. 32 dias.

Los resultados obtenidos para la validacion del almacenamiento se presentan en la tabla 54.
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