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Lista de abreviaturas: vea la seccidon 2.3 Resumen general de calidad, introduccion. "\ o\ .o

1 Introduccion

La produccion del antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg) mediante la levadura
recombinante Hansenula polymorpha puede dividirse en tres pasos principales de produccidn,
aunque no existe ningin producto intermedio durante este proceso de elaboracion:

s Fermentacién de una cepa recombinante de Hansenula polymorpha para lograr una mayor
densidad celular y expresion de la proteina de HepB;

e Cosecha: El HBsAg se desprende de la levadura mediante la fragmentacidn celular, Luego, el
ant{geno se separa de los restos celulares y se purifica en forma parcial para obtener un
producto de desorbato clarificado ajustado con el que se sigue el procesamiento;

¢ Purificacidon y maduracion: el HBsAg se purifica de manera consecutiva a través de 4 pasos
principales (cromatografia de intercambio i6nico, ultracentrifugacion, diafiltracién y
cromatografia de filtracién en gel). Al final del proceso, se obtiene una pureza igual o superior
al 95 %. Después de la filtracidn final, se introduce un paso de maduracién para garantizar la
reproducibilidad del proceso con respecto a la maduracion de las particulas,

Todo el proceso de elaboracién se ha validado mediante la produccién y el andlisis de 5 lotes
industriales (denominados lotes de uniformidad), para lo cual se evaluaron los siguientes puntos:

¢ Parametros de produccién: los definidos en la seccidn 3.2.8.2.2 Cultivo y cosecha celular y en
la 3.2.8.2.2 Reacciones de purificacion y modificacion, y también los pardmetros de
produccién adicionales definidos como importantes para respaldar el proceso de validacion
(vea lag distintas tablas de esta seccidn).

¢ Controles durante el proceso (IPC): los definidos en 3.2.5.2.2 Cultivo y cosecha celular y en
Reacciones de purificacion y modificacion (vea las distintas tablas de esta seccion),

¢ Pruebas adicionales definidas como importantes para respaldar el proceso de validacion (vea
las distintas tablas de esta seccion). :

o Pruebas de control de calidad sobre el principio activo: las que se definen en la seccién
3.2.8.4.1 Especificaciones.

Todos estos puntos se eligieron considerando el conocimiento sobre el proceso de elaboracion
acumulado durante las distintas fases del desarrollo de la elaboracién presentadas en la
seccion 3.2.8.2.6 Desarrollo del proceso de elaboracion.

También se evalud el rendimiento durante el gjercicio de uniformidad y los resultados se
compararon con los obtenidos durante la elaboracién de la segunda serie de lotes de produccion.

El estudio de validacién de la uniformidad se basa particularmente en los resultados obtenidos en
los pasos criticos del proceso que se han definido y presentado en la seccion 3.2.8.2.4 Controles
de los pasos criticos e intermedios.

Fa 4 4
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producir de manera uniforme HBsAg de la calidad requerida (como se describe en la sdgfA0]
3.2.8.4.1 Especificaciones) y se definié la estrategia de validacion del proceso para validgy 2.
forma global todos los pasos del proceso de elaboracion. Ademds, el desarrollo del proceso d

elaboracion respalda la robustez del proceso, que se incluye en la seccidn 3.2.8.2.6 Desarrollo del
proceso de elaboracion,

Asimismo, la validacion de la eliminacién de las impurezas se ha demostrado mediante estudios
especificos de depuracion que se presentan en la seccién 3.2.5.3.2 Impurezas. Estos estudios
justifican que el proceso puede producir de manera efectiva y reproducible un principio activo que
cumple con los atributos de calidad en relacién con a las impurezas.

Por tltimo, se han evaluado y validado la limpieza, sanitizacion, almacenamiento y ciclo de vida

de las columnas de cromatografia mediante estudios especificos que se presentan al final de esta
seccion,

Las secciones siguientes describen estos resultados de validacidn, e incluyen su discusidn y
conclusion,
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2 Lotes de uniformidad

Los lotes utilizados en el estudio de uniformidad pertenecen a la familia de lotes de la tercera serie
de produccion (lotes ACxxx), segtin la lista de la tabla 1. Estos lotes se produjeron siguiendo el
proceso de elaboracion que se describe en las secciones 3.2.8.2.2 Cultivo y cosecha celular

y 3.2.8.2.2 Reacciones de purificacién y modificacién.

Tabla 1: Lotes de uniformidad

Lote Fecha de produccidn Planta de produccién Tamaiio de lote Estudio
AC002 07 dic 2007 Pilar (Argentina) iermentacién industrial = 50 | Uniformidad del proceso
ACO004 26 dic 2007 Pilar (Argentina) Eennentacién industrial =50 | Uniformidad del proceso
ACO0S 29 dic 2007 Pilar (Argentina) iermantacién induskrial =50 | Uniformidad dél proceso
AC006 | 04 enc 2008 Pllar (Argentina) Fermetacion ndustrial = 50| Uniformidad del procens
AC007 22 mar 2008 Pilar {Argentina) Eermentacién industrial = 5¢ | Uniformidad del proceso

El estudio de uniformidad se evalué considerando los lotes AC002 a AC007, A raiz de una falla

de los equipos, ¢l lote AC003 fue rechazado y reemplazado por el lote AC007 sin que se afectara
la uniformidad:

o Lote AC003: este lote fue rechazado debido a un problema técnico. Se produjo un bloqueo en
el filtro de la linea de agua refrigerada, lo cual redujo la velocidad de flujo durante el proceso
de fermentacion en el fermentador industrial, con el consiguiente aumento de la tempetatura,
Este problema técnico no estd relacionado con el proceso en s y no se considera que el
techazo del lote AC003 haya afectado la uniformidad.

N4
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¢/ Fouo
3 Validacion del proceso de fermentacién

e

3.1 Introduccién

Esta seccion abarca la validacion del proceso de fermentacién de Hansenula polymorpha, desde la
preparacion del primer precultivo (paso 1.1) hasta la fermentacién industrial (paso 1.3) para
expresar ¢l gen de HBsAg.

3.2 Principio

Durante el programa de validacidn, en todos los pasos del proceso de fermentacién, todos los
pardmetros de produccion deben circunseribirse a los rangos operativos y los controles durante el
proceso deben cumplir con los criterios de aceptacion segin se describe en las secciones
3.2.8.2.2 Cultivo y cosecha celular y 3.2.8.2.2 Reacciones de purificacion y modificacion.

Los siguientes capitulos presentan los valores de los pardmetros de produccion, los tesultados de
los controles durante el proceso y los resultados de las pruebas adicionales observados durante el
ptoceso de fermentacion.

3.3  Parimetros de produccion

Los valotes de los pardmetros de produceion tegistrados durante el proceso de fermentacion de
Hansenula polymorpha se presentan en la tabla 2,

Todos los valores cumplen con los rangos operativos definidos,

3.4  Controles durante ¢l proceso
Los resultados de los controles durante el proceso obtenidos durante el proceso de fermentacion
de Hansenula polymorpha se presentan en la tabla 3,

Todos los resultados cumplen con los criterios de aceptacion definidos.

3.5 Prueba adicional

Se llevd a cabo una prueba de catacterizacion adicional de pureza microscdpica al final del
segundo precultivo (paso 1.2) con los 5 lotes de uniformidad; vea la tabla 4, Esta prueba adicional
se realizd para verificar en forma preliminar que el cultivo celular no estuviera contaminado con
otros microorganismos.

Todos los resultados cumplen con los criterios de aceptacion definidos.
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Tabla 3: Resultados de los controles obtenidos durante el proceso de fermentat

Hansenula polymorpha
Etapa de Prueba Criterios de ACG02 AC004 AC005 AC006 AC007
elaboracién aceptacion
Etapa 1.3: Pureza Curnple Cutnple Cumple Cumple Cumple Cumple
Cultive industrial | microbioldgica (Ausencia de
contaminacion
microbiana)
Identificacién de Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple
H. polymorpha

Tabla 4: Prueba de caracterizacién adicional realizada durante el proceso de fermentacién
de Hansenula polymorpha

Etapa de Prucha Criterios de ACO(2 AC004 AC005 AC006 ACOD?
elaboracién aceptacién '
Etapn 1,2: | Pureza CumpleCumple | CumpleCumple | CumpleCumple | CumpleCumple | CumpleCumple | CumpleCumy
Segundo microsceopica
precultivo

3.6 Discusion y conclusion

Los valores registrados para los pardmetros de produccién durante el proceso de fermentacion de
Hansenula polymorpha con 5 lotes industriales se encuentran dentro de los rangos operativos
definidos previamente y en particular para la fase de induccién del cultivo industrial (paso 1.3),
que es un paso critico (vea 3.2.8.2.4 Controles de los pasos criticos e intermedios).

Los controles durante el proceso y la prueba adicional cumplén también con los criterios de
aceptacién definidos previamente.

En conclusidn, el proceso de elaboracion propuesto para el proceso de fermentacién de Hansenula
polymorpha a escala industrial se considera validado.
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