sanofi pasteur

Granel de vacuna antipoliomielitica triva

lente inactivada en células Vero

Seccidn 3.2.5.2.2
Cultivo celular y cogeitha

Figura 1: Diagrama de elaboracion de la cosecha iinica

D incitn del Parametros de elaboracién c )
escripeion del procesa Rangos operativos ontroles
Bance de células Vero de trabajol 137° pasaje)
A 1 vial
- T2C: +35°C-+38 °C
A
Paso 6875
+ « Duracidn4 - 8 dias
Células Vero en 1 138° pasaje Conh‘ol?s durante el
Cultivo de 2 litros en biorreactor preceso:
Numeracitn cefular
# -TeoC +35°C - +38 °C
- pH: 6,875
Paso B - Dwracion4 - § dias
A Células Vero en el 139° pasaje Controles durante el
.;3, Cultivo de 7 litros en biorreactor proceso.
“ Numeracion celular
z
= 5 5
é Pasa G -ToC: +35°C-+38 °C
= - pH: 68-75
Z * - Duracitén4 - § dias
-]
g ) _
Ce.l ula; ve“{.en el 140. pasaye Controles durante el
Cultivo de 28 litros en biorreactor proceso:
Numeracion celular
-TC: +35°C- 38 °C
Pasc D - pH: 6875
- Duracidén4 - 8 dias
Preparacion de [ o Células Vero en ] 141° pasaje Pruebas de control de
céjulas de controt Cultivo de 18 litros en biorreactor Ebidedles durante el
proceso:
Numeracion celular
Paso E - ToC: +35°C . 438 °C
- pH:6,8-75
- Duracidn4 - 7 dias
x Células Vero en &l 142° pasaje
Cultivo de 1500 litros en biorreactor
Controles durante el
proceso;
Lote de siembra viral de | . Numeracion celular
trabajo (tipo 1,2 6 3)
Etapa 1: Cultivo viral - pll: 6,874
G Cultive industrial de1500 litros - Duracién24 - 72 horas
=
E Controles durante el
a proceso:
Cosecha cruda Concentracion del
poliovirus
Filtracidn

v

Cosecha tinica

Pruebas de control de
calidac*

* Las prucbas de liberacion de control de calidad se detallan en la seecién  3.2.5.2.4 Controles de los pasos criticos ¢ intermedios

A

RA_0302306 oS Y

CHRISTIAN DQRHNGUEZ
T

Informacién confidencial/propietaria
Pdgina 4 de 10 RO







sanofi pasteur Seccion 3.2.5.2.2
Granel de vacuna antipoliomielitica trivalente inactivada en células Vero Cultivo celular y coggcha

o BNy
/ P

1.1  Cultivo de células Vero: pasos Aa E

Se descongela un vial del banco de células de trabajo Vero (es decir, en el pasaje 137°) y se
cultiva en microesferas portadoras en biorreactores de tamafio creciente hasta el pasaje 142°. La
multiplicacién a partir del banco de células de trabajo hasta el pasaje 142° incluye cinco pasajes y
aproximadamente de 13 a 17 duplicaciones celulares y da como resultado el sustrato celular para
la multiplicacion viral.

La amplificacién celular se lleva a cabo en biorreactores de acero inoxidable. Cada biorreactor y
los tubos correspondientes se esterilizan con vapor antes de ser utilizados. Los biorreactores estdn
equipados con un sistema de agitacion y un control automatico de pH, temperatura y presion
parcial de oxigeno.

En la tabla 1 se enumeran los medios de cultivo adecuados asi como las caracteristicas de
amplificacion.

Tabla 1: Parametros del cultivo de células Vero

Paso Caracteristicas de amplificacién Medios de cultivo

(volumen del medio de cultivo)

A 1vialde5mbL — 2 litros Medio A: Iscove + 5% de suero de ternero
B 2 litros — 7 litros Medio A: Iscove + 5% de suero de ternero
C 7 litros — 28 litros Medio B: lscove + 4% de suero de ternero
D 28 litros — 180 litros Medio B: Iscove + 4% de suero de ternero
E 180 litros — 1500 litros Medio C: Iscove + 3 % de suero de ternero

Las células Vero necesitan una superficie a la que se puedan adherir para poder crecer. Por lo
tanto, se utiliza un cultivo que contiene microesferas portadoras para sostener las células en la
etapa de amplificacion y en la etapa de multiplicacion viral.

Las células se incuban a entre +35 °C y +38 °C bajo agitacion, presion y flujo de oxigeno en los
medios apropiados durante 4 a 8 dias para cada paso desde el A hastael D y durante 4 a 7 dias en
el paso E con el pH conservado entre 6,8 y 7,5.

El medio se puede cambiar total o parcialmente durante el cultivo celular si los patrones de
crecimiento lo exigen. Al final de cada paso de cultivo desde el A hasta el D, las células se
separan de las microesferas portadoras por tripsinizacién (vea la solucion de tripsina en el capitulo
3.2). Los parametros controlados durante el cultivo incluyen la temperatura, el pH y el
crecimiento celular (recuentos de células en alicuotas).

Para planificar la produccion, se almacena a veces una suspension celular obtenida a partir de un
cultivo completo del paso C en estado de congelacién (nitrégeno liquido) durante un maximo de
24 meses y después se utiliza para inocular directamente un biorreactor en el paso D.
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1.2 Preparacion de las células de control

Segiin las recomendaciones de la OMS, justo antes del final de la amplificacién y antes\d?la'
inoculacion viral, se toma una muestra celular (de unos 500 mL) para los cultivos celulares de
control que se ejecutan en paralelo con las células de produccion en medio de mantenimiento (vea

el medio en el capitulo 3.1.2). Estas células de control se encuentran en el mismo nivel de pasaje
que las células de produccion (142%).

Se inoculan 32 matraces; se conserva una muestra de células en nitrégeno liquido (en "criotubos™)
como muestras de archivo. Estos matraces se incuban a entre +36 °C y +38 °C hasta el dfa de la
inoculacion viral (4-7 dias). Las pruebas realizadas en los cultivos celulares de control se
describen en 3.2.5.2.4 Control de los pasos criticos e intermedios,

1.3  Produccion de la cosecha unica

e Cultivo viral

Del dia 4 al 7 del crecimiento celular, la agitacion del biorreactor se detiene y se dejan asentar las
microesferas y las células adheridas. Se retira el sobrenadante.

Se dejan asentar nuevamente las microesferas y las células y se retira el sobrenadante. Después, se
ajusta el volumen con el medio de multiplicacién viral (ver el capitulo 3.1.3).

Se afiade el medio de multiplicacion viral y el volumen adecuado del lote de siembra de trabajo
(tipo 1, 2 6 3) al biorreactor y se incuba el cultivo a entre +35,5 °C y +36,5 °C.

e (Cosecha cruda

Al final del cultivo viral, las células Vero son lisadas por el virus de la poliomielitis y por tanto no
hay pasos de fripsinizacion. La replicacién viral finaliza entre 24 y 72 dias después de la
inoculacidn viral, dependiendo del tipo de virus.

Se detiene la agitacién y se recoge el sobrenadante que contiene el virus en un tanque, el cual
constituye la cosecha cruda.

La cosecha cruda obtenida se homogeneiza con tierra de diatomeas para desechar las microesferas
portadoras residuales y eliminar los residuos celulares y otros componentes de alto peso
molecular. Después se filtra el material por varias membranas con tamafios de poro entre 2 um y
0,2 um para obtener la cosecha tinica. Se toman muestras como controles (vea la secciéon 3.2.8.2.4
Control de los pasos criticos e intermedios).
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2 Controles durante el proceso

2.1  Controles durante el proceso aplicados para el cultivo de células Vero

En la tabla 2 se presentan los controles durante el proceso aplicados para el cultivo de células
Vero.

Tabla 2: Controles durante el proceso aplicados para el cultivo de células Vero

Paso de elaboracién Controles durante el proceso
Prueha Criterios de aceptacién Justificacion
Células Vero en el pasaje Recuento de células >0,59 x 10° células/mL Garantizar un cultivo celular
138° (después del paso A} {método interno). optimo en cada paso.
Células Vero en ¢l pasaje Recuento de células | 21,4 x 10° células/mL
139 (después del paso B) (método interno).
Células Vero en el pasaje Recuento de células >1,8 x 10° células/mL

140° (después del paso C) (método interno).

Células Vero en el pasaje Recuento de células >1,8 x 10° células/mL
141° (después del paso D) (método interno).
Células Vero en el pasaje Recuento de células >1,5 x 10° células/mL
142° (después del paso E} (método interno).

2.2  Control durante el proceso aplicado para la inoculacién y la cosecha viral

En la tabla 3 se presenta el control durante el proceso aplicado para la inoculacién y la cosecha
viral. :

Tabla 3: Control durante el proceso aplicado para la inoculacién y la cosecha viral

Paso de elaboracién Control durante el proceso
Prueba Criterios de aceptacién Justificacién
Paso de cultivo viral; Concentracidon de >107 CCIDgy/mL Controlar la produccién viral.
cosecha bruta poliovirus
{método interno)

i
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3  Medios de cultivo, tampones y otros aditivos utilizados durante e['”
cultivo de células Vero y durante la produccion de la cosecha tnica.

3.1 Medios de cultivo utilizados durante el cultivo de células Vero y durante la
produccion de la cosecha tnica

Los medios utilizados para los pasos de cultivo de células Vero y para la produccién de la cosecha
Unica estan basados en los medios patentados en polvo estandar: Iscove y M199 Earle.

Los polvos patentados se mezclan con otros aditivos y se filtran (a través de una membrana de
0,2 pm) para obtener medios personalizados para pasos de produccion concretos, p. j.,
crecimiento celular o mantenimiento celular.

Todas las soluciones se filtran a través de una membrana de 0,2 pm antes de su uso.

3.1.1 Medios de cultivo celular

Composicion del medio A, medio B y medio C diluidos en agua purificada (Iscove-suero de
ternero-antibidticos):

Medio Iscove

NaCl

KCl

NaHCO;

HEPES

Solucioén de antibidticos

Suero de ternero

3.1.2 Medio de cultivo celular: mantenimiento

Composicion de M199-suero de ternero-antibidticos diluidos en agua purificada (utilizado para la
preparacion de células de control):

M199 Earle

Glucosa monohidrato

NaHCO;

L-Glutamina

Solucidn de antibioticos

Suero de ternero
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3.1.3 Medio de multiplicacién viral . "R

Composicion de M199-antibidticos diluidos en agua purificada (utilizado pata cultivo viral):
M199 Earle

Glucosa monohidrato

NaHCO;

L-Glutamina

Solucidn de antibidticos

3.2 Tampones y otros aditivos utilizados durante el cultivo de células Vero y
durante la produccion de la cosecha unica

e Composicion de solucidon de antibidticos diluida en agua purificada (utilizada en el cultivo
celular)

Estreptomicina (sulfato de dihidroestreptomicina)

Neomicina (sulfato de neomicina)

Polimixina B (sulfato de polimixina B)

e Composicion de solucidn de citrato sédico diluida en agua purificada (utilizada en el cultivo
celular)

Na(Cl

KCl

NaHPOy; 2H,0

KH,PO4

Citrato sodico; 2 H,O

e Composicion de solucidn de tripsina diluida en agua purificada (utilizada en el cultivo celular)
NaCl

Tripsina

Agua purificada

Hidréxido de sodio

¢ Composicién de solucién salina tamponada con fosfato (PBS) diluida en agua purificada
(utilizada en ¢l cultivo celular y en la cosecha)

NaCl
KCl
Na;HPOy; 2H,0
KH,PO,
Infi i fid I/ t A ]L///{
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¢ Composicion de la solucién de tampdn de fosfato diluida en agua purificada (utilizada'e
cultivo viral)

Na;HPO4; 2H,0

KH,PO4

» Composicién de las microesferas portadoras (utilizadas para el cultivo celular)
Microesferas

Hidratadas y esterilizadas en solucién salina tamponada con fosfato.

* Suspension de tierra de diatomeas preparada en solucion de PBS (utilizada para la produccién
de la cosecha Umica)

3.3  Otras soluciones

Las soluciones que se presentan a continuacion se utilizan para preparar medios, otras soluciones
o para ajustar el pH.

¢ Solucidn de clorhidrato

e Solucion de hidréxido de sodio
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Seccion 3.2.S.2.2 Descripcion del proceso de elaboracié
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Reacciones de purificacion y modificacion, llenado, almacenamiento y
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Lista de abreviaturas: vea la seccién 2.3 Resumen general de calidad, Introduccmn1

Listay descnpcmn de los materiales y del equipo utilizado durante este proceso de elab Z '
vea la seccidn 3.2.A.1 Instalaciones y equipo. &

El proceso de elaboracion que se describe a continuacion se completa mediante los programas de
validacién presentados en la seccion 3.2.8.2.5 Validacion y/o evaluacion del proceso con
estudios sobre los pardmetros de produccion y sobre los controles durante el proceso.

1  Preparacion de los monovalentes

Para la etapa de monovalente, la cosecha Unica se debe someter a:
s concentracion,
¢ purificacion,

e inactivacion.

Para el mismo serotipo se pueden agrupar de una a tres suspensiones virales purificadas y
concentradas con el fin de producir un lote del monovalente correspondiente.

Nota: los lotes de suspension viral purificada y concentrada se agrupan para obtener un volumen
minimo necesario por condicionantes industriales en el paso de inactivacion.

En la Figura 1 y en la figura 2 se presenta el diagrama de flujo del proceso para la preparacion de
monovalentes de tipo 1, 2 y 3 a partir de la cosecha tnica.
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Figura 1: Diagrama de preparacion del monovalente (tipo 1, 2 6 3)

Descripeidn del procesa Pari;::;zs; (;;::;':i:';:mdn Controles

Cosecha Unica Pruebas de control de

¢ calidad *

Concentracién
- Ultrafiltracién (100 kDa)
= Diafiltracion

P —— Concentracion ——

| Concentrado 1

l

Cromatografia GM en cerdmica Hyper Dy DEAE - g}:nizl;i‘:‘i’;::té:f:;iiifégsl' 2 504,65 mS/
Equilibracién de la columna am ’ ’

. Volumen del gel: 45,21

. Velocidad de flujo para la elucion del virus 80 L/

[

Cromatografia de intercambio idnico

'

GM de la suspension viral

v

Concentracién
Primera ultrafiltracién (100 kDva)
Segunda uitrafiltracién (10 kDa)

,

Concentrado 2

v

Cromatografia con CL6B Sepharose
Equilibracién de ia columna

. Volumen del gel: 25,7-28,7 L.
. Velocidad de fiujo del tampdn de fosfato({baja): 0,40 L/

Cromatografia de filtracién en gel . Velocidad de fiujo del tampén de fosfata{alta): 1,80 L/h

l

| Sepharose de la suspension purificada

'

Purificacién

* Las pruebas de liberacion de contol de calidad se detallan en la seccién  3.2.5.2.4 Controles de

los pasos criticos e intermedios
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Figura 2: Diagrama de preparacion del monovalente (tipo 1, 2 6 3}, continuac '

Descripeién del proceso

Pardmetros de elaboracién

. Controles
Rangos operativos

Cromatografia PM en cerdmica Hyper D y
DEAE )

- pH de la suspensidn purificada de
Sepharose 6,95-7,05
- Volumen de gel: 4,5-5,5L

E Equilibracién dela columna - Velocidad de flujo para la elucién del virus :
k- 37,5Lh
2 Cromatografia de intereambio idnico
| l
PM de lz suspensién purificada
Estabilizacién
Adicidn del medio de inactivacion
concentrado
Controles durante €l procsso
. Contenido de antigeno D
Fiitracidn (0,2 pm) . Contenido proteico
. Prueba de esterilidad bacteriana
y fungica
x Suspension viral purificada concentrada P]:-ﬁg gﬁi‘g%gﬁ@ﬁrﬁéﬂ
calidad *
"Dilucién de la suspension
adicién del medio de inactivacién
£ |?uspensién viral purificada diluida
‘B
g Filtracion (0,2 pm).
o
£
Inactivacién
Primera etapa de inactivacién
Dia 0 al dia 6
. - Contenido de formaldehido
Filtracion (0,2 um) en el dia 6 . T?’IZ‘J:T% 5°C-+37,5°C
Segunda ctapa de inactivacién - Duracion de la inactivacion , al menos 284
k
Dia 6 al dia 12
Controles durante el proceso :
.Cinética de la inactivacién
] .Célculo de Ja pendiente (TO, T24h, T48h)
Filtracién (0.2 um) en el dia 12 Prueba de la inactivacion efectiva
+ (Dia 9, dia 12}
Y Pruebas de control de

Monovalente de tipo 1,2 63

calidad *

* Las pruebas de controf de calidad se detallan en la seccion  3.2.5.2.4 Controles de los pasos

criticos e intermedios
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1.1  Concentracion de la cosecha unica N

La cosecha tinica se concentra para facilitar la purificacion por cromatografia. raote”
¢ Ultrafiltracién

La concentracion se logra al pasar la suspensién viral a través de membranas de ultrafiltracion
(corte de 100 kDa). Se desecha el ultrafiltrado y se conserva el liquido que contiene particulas con
un peso molecular superior a 100 kDa; es decir, la suspensién viral concentrada.

s Diafiltracidon

La suspensidn viral concentrada se diafiltra frente a un tampén de fosfato para obtener el
“concentrado 1.

1.2  Purificacion del concentrado 1

El concentrado 1 se somete a purificacién para eliminar residuos de proteinas bovinas, protefnas
celulares y acido desoxirribonucleico (ADN). Se utilizan tres columnas para lograr la purificacion
y se lleva a cabo la purificacidn intermedia entre la primera y la segunda columna. Para las tres
columnas, el tampdn de elucién se define como tampdn de fosfato de 25 mM a 35 mM.

Los pasos de purificacién se realizan a temperatura ambiente. Para purificar un volumen
determinado de concentrado 1, se llevan a cabo los siguientes pasos:

1.2.1  Cromatografia GM en ceriamica HyperD con DEAE

A continuacion se ofrecen datos de la columna utilizada:
e Columna cromatogréfica de intercambio idnico, gran capacidad (GM = Grand Modéle).

¢ Columna que contiene un volumen de gel: 45,2 L. Rellena con soporte ceramico HyperD con
DEAE.

Tras la equilibracidn, el volumen se introduce en la columna de intercambio idnico de gran
capacidad utilizando el tampoén de elucidn. La fraccion que contiene las particulas virales se
detecta y se llama suspension purificada GM.

Después de su uso, la columna cromatografica GM con soporte ceramico HyperD con DEAE se
regenera.

1.2.2  Concentracién por ultrafiltracion

La suspension purificada GM se somete a concentracion mediante dos ultrafiltraciones sucesivas:
la primera con un punto de corte de 100 kDa y la segunda con un punto de corte de 10 kDa.

1.2.3  Cromatografia en CL6B Sepharose

A continuacion se ofrecen datos de la columna utilizada:

¢ (Columna de filtracion en gel para el tamizado molecular.
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s Columna que contiene un volumen de gel: 25,7 - 28,7 L. Rellena con un gel de a

ejemplo, Sepharose CL 6B). 5 -

El material eluido concentrado; es decir, el concentrado 2, se introduce en la columna'&
en gel con un caudal de entre 0,40 L/hora (caudal bajo) y 1,80 L/hora (caudal alto). Las
que contienen las particulas virales se recogen para obtener la suspension purificada Sepharose.

Después de su uso, la columna cromatografica Sepharose CL6B se regenera.
1.2.4 Cromatografia ceramica HyperD con DEAE (PM)

A continuacion se ofrecen datos de la columna utilizada;
¢ Columna cromatografica de intercambio i6nico, pequefia capacidad (PM = Petit Modéle).

e Columna de vidrio que contiene un volumen de gel: 4,5 - 5,5 L. Rellena con soporte cerdmico
HyperD con DEAE.

La suspension purificada Sepharose se pasa a través de la columna de intercambio 1énico de
pequefia capacidad utilizando el mismo tampdn de elucion. La fraccion que contiene las particulas
virales se recoge para obtener la suspension purificada PM.

Después de su uso, la columna cromatografica PM con soporte ceramico HyperD con DEAE se
regenera.

1.2.,5  Estabilizacion y filtracion

La suspension purificada PM se mezcla con un medio de inactivacién concentrado (medio M199
Hanks). Esta suspension se filtra (a través de una membrana de 0,2 pm) y se almacena a

entre +2 °C y +8 °C durante un maximo de 3 meses en espera de la etapa de inactivacion. La
suspension obtenida representa la suspension viral purificada y concentrada.

Se recogen muestras para los controles durante el proceso y para las prueba de control de calidad
para liberacién.

Se calcula la proporcién de proteina frente al antigeno D para obtener una indicacion de la pureza
de la suspension viral purificada y concentrada. Para cada tipo de virus, los siguientes limites son
aceptables:

¢ Tipo 1: <0,027 pg de proteinas/unidad de antigeno D (ng/UD).
¢ Tipo 2: <0,0875 ug de proteinas/unidad de antigeno D (ug/UD).
¢ Tipo 3: <0,030 pg de proteinas/unidad de antigeno D (ug/UD).
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