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2.2  FEstudio de estabilidad 2: condiciones aceleradas a +25°C £ 2°C
durante 6 meses

Los resultados del estudio de estabilidad 2 que incluye tres lotes de uniformidad de la tercera

tanda de produccién de HBsAg almacenados en matraces de vidrio a +25°C =+ 2°C durante
6 meses se presentan en la Tabla 4 a la Tabla 6.

Tabla 4: Estudio de estabilidad 2: Resultados de estabilidad del lote de uniformidad AC004

Pruebas Criterios de aceptacién To 1 mes 3 meses 6 meses

Aspecto Solucién opalescente, levemente turbia y | Cumple Cumple Cumple Cumple
amarillenta

Medicidn def pH 6,0-8,0 6,9 6,9 6,9 6.9

Contenido proteico 0,75 - 1,75 mg/ml 1,46 1,46 1,57 1,62

Contenido de HBsAg 2 0,7 mg de HBsAg/mg de proteinas 1,09 1,10 0,99 0,95
totales

Pureza >95% 97 97 -] %4 93

Porcentaje de monémero libre | £3% - <2 <2 <2 <2

de HBsAg

Tabla 5: Estudio de estabilidad 2: Resultados del lote de uniformidad AC005

Pruebas Criterios de aceptacién T 1 mes 3 meses 6 meses

Aspecto Solucion opalescente, levemente Cumple Cumple Cumple Cumple
turbia y amarillenta

Medicion del pH 6,0 - 8,0 6,9 6,9 6,9 6,8

Contenido proteico 0,75 - 1,75 mg/ml 1,45 1,41 1,53 1,60

Contenido de HBsAg 20,7 mg de HBsAg/mg de protelnas 0,98 1,01 0,94 0,99
totales

Pureza 295% 96 96 96 ND*

Poreentaje de mondomero <£3% <2 <2 <2 =2

libre de HBsAg

* ND = No hay datos (vea la explicacion en la seccién 3.2.8.7.1 Resumen y conclusiones de estabilidad)

£
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Tabla 6: Estudio de estabilidad 2: Resultados del lote de uniformidad AC007

Pruebas Criterios de aceptacion . TO 1 mes 3 meses | 6 meses

Aspecto Solucién opalescente, levemente turbia | Cumple Cumple | Cumple | Cumple
y amarillenta

Medicién del pH 6,0 - 8,0 6,9 6,9 6,8 6,9

Contenido proteico 0,75 - 1,75 mg/ml 1,45 1,48 1,53 1,52

Contenido de HBsAg > 0,7 mg de HBsAg/mg de proteinas 1,23 1,17 Li0 0,97
totales

Pureza >95% 97 96 96 - 96

Porcentaje de mondmero <3% <2 <2 <2 <2

libre de HBsAg

23  Estudio de estabilidad 3: condiciones aceleradas a +37°C £ 2°C
durante 3 meses

Los resultados del estudio de estabilidad 3 que incluye tres lotes de uniformidad de la tercera

tanda de produccién de HBsAg almacenados en matraces de vidrio a +37°C % 2°C durante
3 meses se presentan en Ja Tabla 7 a la Tabla 9.

Tabla 7: Estudio de estabilidad 3: Resultados de estabilidad del lote de uniformidad AC004

Pruebas Criterios de aceptacidn T I mes 3 meses
Aspecto Solucidn opalescente, levemente turbia y Cumple Cumple Cumple
amarillenta :
Medicién del pH 6,0-8,0 6,9 6,9 6,7
Contenido proteleo 0,75 =~ 1,75 mg/ml 1,46 1,43 1,61
Contenido de HBsAg 20,7 mg de HBsAg/thg de proteinas totales 1,09 0,95 0,85
Pureza 295% 97 97 ND*
Porcentaje de mondmero libre de <3% <2 <] <l
HBsAg
* ND = No hay datos (vea la explicacion en la seccion 3.2.8.7.1 Resumen y conclusiones de estabilidad)
[\ Y/
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Antigeno de superficie de la hepatitis B

Sececion 3.2.8.7.3

Tabla 8: Estudio de estabilidad 3: Resultados del lote de uniformidad ACQ003

Pruebas Criterios de aceptacién TO 1 mes 3 meses

Aspecto Solucitn opalescente, levemente turbia y Cumple | Cumple | Cumple
amariilenta

Medici6n del pH 6,0-8,0 6,9 6,9 6,7
Contenido proteico 0,75 - 1,75 mg/ml 1,45 1,46 1,60
Contenido de HBsAg >10,7 mg de HBsAg/mg de proteinas totales 0,98 0,85 0,82
Pureza 2 95% 96 ND* ND*
Porcentaje de monémero libre <3% <2 <2 <2
de HBsAg

*

ND = No hay datos (vea la explicacién en la seccién 3.2.5.7 .1 Resumen y conclusiones de estabilidad)

Tabla 9: Estudio de estabilidad 3: Resultados del lote de uniformidad AC007

Pruebas Criterios de aceptacitn T¢ 1 mes 3 meses

Aspecto Solucién opalescente, levemente turbiay Cumple Cumple Cumple
amarillenta

Medicién det pH 6,0 - 8,0 6,9 6,9 6,7
Contenido proteico 0,75 ~ 1,75 mg/ml 1,43 1,48 1,54
Contenido de HBsAg > 0,7 mg de HBsAg/mg de proteinas totales 1,23 0,98 1,05
Pureza >95% 97 96 ND*
Porcentaje de mondmero librede | <3% <2 <2 <2
HBsAg

*

ND = No hay datos (vea la explicacién en la seccion 3.2.8.7.1 Resumen y conclusiones de estabilidad)
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3 Datos de respaldo, estudios de caracterizacion

3.1 Método de caracterizacion

El método analitico para determinar la oxidacion de los lipidos de la particula, que no se describe
en la seccién 3.2.8.3.1 Elucidacién de la estructura y otras caracteristicas, se presenta a
continuacion.

3.1.1  Oxidacién de los lipidos

Con el fin de documentar la parte de lipidos de la particula de HBsAg, se analizaron los distintos
tipos de lipidos (fosfolipidos, 4cidos grasos totales, acidos grasos libres, esteroles totales,
triglicéridos) segun se informa en la seccién 3.2.5.3.1 Elucidacién de la estructura y otras
catactetisticas. Debido a la gran cantidad de material necesario para los distintos métodos, no fue
posible implementar estos analisis para el seguimiento de estabilidad. Por consiguiente, se decidid
seguir una oxidacion potencial de los lipidos a través de la libetacidn de hexanal.

Bl hexanal es un aldehido proveniente de la oxidacion del 4cido linoleico (18:2 n-6). El &acido
linoleico es el segundo &cido graso mas abundante en el HBsAg. Por ende, la liberacion de
hexanal podria ser un buen marcador de la oxidacion de los lipidos.

La estabilidad oxidativa del HBsAg se evalud determinando el contenido de hexanal del HBsAg
utilizando una cromatografia de gas (GC) capilar con espacio de aire. Se almacenaron muestras a
diferentes temperaturas y con distinta duracion y luego se insertaron en el muestreador con
espacio de aire calentado a +30°C durante 30 min. El hexanal se identificé comparando el tiempo
de retericidn con el de un compuesto de referencia y se cuantificé (por triplicado) & partit de una
cutva estindar realizada en las mistmas condiciones experimentales que las muestras.

El porcentaje de oxidacion se calculd en base a la concentracion de acido linoleico de cada lote y
{a concentracion de hexanal liberado de la siguiente manera:

Porcentaje de oxidacién = [hexanal}/[4cido linoleico 18:2]*2/3* 100

La concentracién de 4cido linoleico en los 3 lotes de uniformidad se indica a continuacién:
ACO004: [4cido linoleico 18:2] =273 ug/ml

AC005: [4cido linoleico 18:2] =290 ug/mi

ACO007: [acido linoleico 18:2] =216 pg/ml

3.2 Resultados

Se desarrollaron métodos bioquimicos, inmunoquimicos y biofisicos para caracterizar y
documentar la estructura de la particula de HBsAg (vea la seccién 3.2.5.3.1 Elucidacién de la
estructura y otras caracteristicas).

RA_0299478 Informacion confidencial/propietar
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Seccién 3.2.5.7.3
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: AN
Algunos de estos métodos de caracterizacién se eligieron para hacer un seguimiento dela NFII
estabilidad de los lotes de la tercera tanda de produccion en distintos momentos de medicion y con-
distintas temperaturas.

sanofi pasteur
Antigeno de superficie de la hepatitis B

/

A continuacion se informan los resultados obtenidos.

3.2.1 Peso molecular y tamaifio de las particulas

32.1.1 Cromatografia de exclusién por tamaiio de alta resolucién / dispersion de luz

El peso molecular de los lotes de la tercera tanda de produccion se determiné mediante
HPSEC/LS en distintos momentos de medicion de estabilidad y con distintas temperaturas.

Los resultados obtenidos después de un aimacenamiento a +5°C £ 3°C se informan en la Tabla 10
y los resultados obtenidos en condiciones aceleradas a +37°C + 2°C se informan en la Tabla 11.

Tabla 10: Peso molecular en kDa de los lotes de la tercera tanda de produccién (AC004,
AC005 y AC007) almacenados a +5°C = 3°C

Lote TO 6 meses 18 meses 25 meses 30 meses
AC004 3747 kDa 3962 kDa 3986 kDa 4245 kDa 5168 kDa
ACO008 3618 kDa 3884 kDa 4597 kDa 3590 kDa 4903 kDa
AC007 3753 kDa NR* 4596 kDa 4454 kDa 4682 kDa
* NR = No realizado

Tabla 11: Peso molecular en kDa de los lotes de la tercera tanda de produccion (AC004,
AC005 y AC007) almacenados a +37°C £ 2°C

Lote TO 1 mes 3 meses 6 meses
AC004 3747 kDa NR* 5923 kDa 6397 kDa
AC005 3618 kDa NR 4947 kDa 5652 kDa
ACO07 3753 kDa 4837 kDa 4757 kDa NR
* NR = No realizado
3.2.1.2 Microscopia electrénica (EM)

El tamafio de lote de los lotes de la tercera tanda de produccion se determiné mediante EM en
distintos momentos de medicion de estabilidad y con distintas temperaturas. Los resultados

obtenidos a +5°C = 3°C se presentan en la Tabla 12. Los resultados obtenidos en condiciones
aceleradas a +37°C + 2°C se presentan en la Tabla 13.

RA_0299478
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Tabla 12: Distribucién en tamafio (nm) de los lotes de la tercera tanda de produccién
(AC004, AC005 y AC007) almacenados a +5°C % 3°C determinados mediante microscopia
electrénica

Periodo Lote 18om | 19nm | 20nm | 21nm | 22nm | 23nm | 24nm | 25nm | 26 nm 27 nm

T0 ACO004 | - - 3% 24% 35% 29% - 9% - -
ACO005 | - 14% 35% 38% 11% 2% - - - -
ACO007 | - 1% - 27% - 41% - 27% 4% -

6 meses AC004 § - - 14% 35% 26% - 21% 4% - -
ACO05 | - - - 2% 33% 28% - 21% - 6%

24 meses AC004 | - - 11% 41% 30% 15% 3% - - -
ACO005 | - 14% 49% - 29% 7% 1% - - -
AC007 | - %% 39% 37% - 13% 2% - - -

30 meses ACO004 | - - - 19 42 27 11 11 1 -
ACQ05 | - - - 10 39 33 16 16 2 -
AC007 | - - 8 39 35 16 2 2 - -

Tabla 13: Distribucién en tamafio (nm) de los lotes de la tercera tanda de producclon
(AC004 y AC005) almacenados 3 meses a +37°C determinados mediante microscopia
electrénica

Lote 18 nm 19 nm 20 nm 21 nm 22 nm 23 nin 24 nm 25nm | 26 nm 27 nm

ACO04 | - 5% W% 3% 2% | 2% |- : : .
AC005 - 11% 35% 3%% 14% 1% - = - -
RA_0299478 Informacién cOnﬁdencial/propie
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Figura 1: Andlisis de microscopia electronica mediante tincion negativa del lote AC003
después de 3 meses de almacenamiento a +37°C £ 2°C :

3.2.2 Lipidos de la particula

3.2.2.1 Proporcion lipidos/proteinas totales

Se hizo un seguimiento de la proporcién lipidos/proteinas totales de los lotes de la tercera tanda de
produccién en distintos momentos de medicidn de estabilidad a +5°C £ 3°C.

Los resultados se presentan en la Tabla 14.
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Tabla 14: Proporcion lipidos/proteinas totales de los lotes de la tercera tanda de producci(’)}r-
(AC004, ACOOS y AC007) almacenados a +5°C +£3°C

Lote T 6 meses 9 meses 12 meses 18 meses 24 meses 30 meses
AC004 0,80 NRY 0,64 0,70 0,70 0,67 0,71
AC005 0,81 NR 0,63 0,69 0,70 0,63 0,75
AC007 0,75 0,69 0,69 0,77 0,72 0,70 0,68
* NR = No realizado
3.2.2.2 Oxidacién de los lipidos de la particula

Se hizo un seguimiento de la concentracion de hexanal de los lotes de la tercera tanda de
produccion almacenados a distinta temperatura. La concentracion de hexanal y el porcentaje de
oxidacién resultante a +5°C £ 3°C y a +37°C + 2°C se informan en la Tabla 15 y la Tabla 16,
respectivamente, para ¢l lote AC004. La concentracion de hexanal y el porcentaje de oxidacion
resultante a +5°C £ 3°C y a +37°C % 2°C se informan en la Tabla 17 y la Tabla 18, respectivamente,
para el lote AC005. La concentracién de hexanal y el porcentaje de oxidacion resultante a +5°C'y 2
+37°C se informan en la Tabla 19 y la Tabla 20, respectivamente, para el lote AC007.

Tabla 15: Concentracién de hexanal y porcentaje de oxidacion del lote AC004 almacenado
a +5°C £ 3°C

AC004 — Periode Hexanal nmol/mi % de oxidacidén
T0 0,2 0,01
2 meses 0,1 0,01
5 meses 0,3 0,02
18 meses 0,2 0,01
26 meses 0,1 0,01

Tabla 16: Concentracién de hexanal y porcentaje de oxidacién del lote AC004 almacenado
a +37°C % 2°C

AC004 ~ Periodo Hexanal nmol/ml % de oxidacidn
TO 0,2 0,01
1 mes ' 0,2 0,01
3 meses 0.7 0,04
6 meses 0,6 0,03
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Tabla 17: Concentracion de hexanal y porcentaje de oxidacion del lote AC005 almacena..__}d\
a +5°C £3°C N7 |

AC005 — Periodo Hexanal nmol/ml % de oxidacién
T0 0,3 0,02
2 meses 0,3 0,02
5 meses 0,2 0,01
11 meses 0,2 0,01
18 meses 0,1 0,01
26 meses 0,0 0,02

Tabla 18: Concentracién de hexanal y porcentaje de oxidacién del lote AC003 almacenado

a+37°C £2°C
AC005 = Periodo Hexanal nmol/ml %, de oxidacibn
T 0,3 0,01
1 mes 0,2 0,01
3 meses 0,7 0,04
6 meses 0,9 0,05

Tabla 19: Concentracién de hexanal y porcentaje de oxidacién del lote ACO007 almacenado

a+5°Cx3°C
AC007 — Periedo Hexanal nmol/mi % de oxidacion
TO 0,2 0,01
2 meses 0,2 0,01
5 meses 0,2 0,01
11 meses 0,1 0,01
24 meses 0,2 0,01

Tabla 20: Concentracién de hexanal y porcentaje de oxidacién del lote AC007 almacenado

a+37°C £2°C
AC007 — Periodo Hexanal nmol/ml % de oxidaciin
TO 0,2 0,01
1 mes 0,6 0,04
3 meses 0,7 0,04
6 meses 1.8 0,11
RA_0299478
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Antigenicidad de la particula

Se evaluaron las afinidades de unién de RF-1 Mab en los lotes de la tercera tanda de produccién
en TO y después de 30 meses de almacenamiento a +5°C & 3°C. Se determinaron las constantes de
asociacién y disociaci6n de equilibrio (ka y kd) y la constante de afinidad (KD), y se resumen en

la Tabla 21,

Tabla 21: Constantes de afinidad de los lotes de la tercera tanda de produccion (AC004,
ACO005 y AC007) para RF-1 Mab en T0 y después de 30 meses de almacenamiento

a +5°C + 3°C
RE-1 Mab
Lote Periodo
ka (M5! kd (s1) KD (M)

AC004 T0 1,40 10° 2,57 10% 1,84 10°

30 meses 1,49 10° 4,00 10” 2,69 10°
ACO005 T0 1,34 10° 2,60 10% 1,95 10°*

30 meses 1,24 10* 3,18 10 2,57 108
AC007 TO 1,58 10* 2,43 10" 1,54 10°8

30 meses 1,37 10* 2,63 107 1,93 10
3.2.4 Estructura secundaria de la proteina §

Los porcentajes de hélice o deducidos del espectro FTIR de los lotes de la tercera tanda de
produccién almacenados a diferentes temperaturas se presentan en la Tabla 22 para el estudio
realizado a +5°C £ 3°C y en la Tabla 23 para el estudio realizado a +37°C = 2°C.

Tabla 22: Porcentaje de hélice « calculado a partir del espectro FTIR de los lotes de la
tercera tanda de produccién (AC004, AC005 y AC007) almacenados a +5°C £ 3°C

Lote TO 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses 30 meses
AC004 59,6% 58,0% 58,4% 58,1% 58,0% 58,1%
AC005 59,7% 57,3% 57,5% 56,9% 56,9% 55,9%
ACO07 60,1% 58,6% 58,6% 59,2% 58,9% 58,4%

Tabla 23: Porcentaje de hélice o y limina p calculado a partir del espectro FTIR de los lotes
de la tercera tanda de produccién (AC004 y AC005) almacenados a +37°C £ 2°C

Lote TO 1 mes 3 meses
ACO004 (hélice o) 59,6% 56,6% 47,9%
AC004 (l4mina f§) 0,6% 3,6% 7.4%
ACO05 (hélice u) 59,7% 55,2% 46,6%
AC005 (Jamina P) 0,4% 4,3% 8,4%
N
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3.2.5 Estructura terciaria de Ia proteina S

3.2.5.1 Fluorescencia infrinseca

Los resultados de fluorescencia intrinseca de los lotes de la tercera tanda de produccién en T0 y
después de un almacenamiento de 30 meses a +5°C =+ 3°C se presentan en la Tabla 24.

Tabla 24: Fluorescencia maxima de emision (nm) de los lotes de la tercera tanda de
produccién (AC004, AC005 y AC007) almacenados a +5°C £ 3°C

Lote T 30 meses
AC004 334 nm 333 nm
AC005 334 nm 334 nm
ACO07 334 nm 333 nm

3.2.5.2 Formacién de enlaces disulfuro

Se registr¢ la cantidad de tioles libres por protefna S de los lotes de la tercera tanda de produccién
almacenados a diferentes temperaturas. Los resultados del estudio realizado a +5°C + 3°Cse
presentan en la Tabla 25 y del estudio realizado a +37°C £ 2°C se presentan en la Tabla 26.

JAY
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Tabla 25: Cuantificacién de tioles libres por proteina S (con y sin SDS) de los lotes de la
tercera tanda de produccién almacenados a +5°C £ 3°C

Lote Periodo Tioles libres/proteina S (sin SDS) Tioles libres/proteina S (con SDS)
ACO004 TO 0,41 0,76
6 meses 0,28 S| 0,54
12 meses 0,21 0,34
18 meses 0,22 0,24
24 meses 0,27 0,28
30 meses 0,20 0,23
AC008 TO 0,41 0,68
6 meses 0,27 0,40
12 meses 0,17 0,26
18 meses 0,18 0,19
24 meses 0,21 0,20
30 meses 0,22 0,20
AC007 TO 0,48 0,76
6 meses 0,27 0,50
12 meses 0,33 ' 0,44
18 meses 0,20 0,28
24 meses 0,22 0,20
30 meses 0,22 0,28
“h
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Tabla 26: Cuantificacién de tioles libres por proteina S (con y sin SDS) de los lotes de la
tercera tanda de produccion almacenados a +37°C £2°C

Lote Periodo Tioles libres/proteina S (sin SDS) Tioles libres/proteina S (con SDS)
ACO04 T0 0,41 0,76
2 meses 0,19 0,20
4 meses 0,31 0,33
7 meses 0,43 0,44
AC005 T0 0,41 0,68
2 meses 0,18 0,17
4 meses 0,33 0,35
7 meses 0,41 0,44
AC007 T0 0,48 0,76
2 meses 0.14 0,16
4 meses 0,22 0,24
7 meses 0,39 0,45
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