sanofi pasteur Secci6n 3.2.8.5
Antigeno de superficie de la hepatitis B Estandares o materiales de referencia

Lista de abreviaturas: vea la seccion 2,3 Resumen general de calidad, introduccion. NG 2

La informacion sobre los estandares o materiales de referencia se presenta en los capitulos
siguientes. Se incluyen ejemplos de certificado de analisis si estdn disponibles.

1 Estéindar de referencia de albtimina de suero bovino

El esténdar de referencia utilizado para determinar el contenido proteico mediante el método de
Lowty es un material de referencia de estandar de albimina de suero bovino (BSA)
proporcionado por el NIST (Instituto Nacional de Estandares y Tecnologias) de los Estados
Unidos de América o cualquier otra organizacién oficial. Este estindar internacional para la
determinacion de las proteinas se compra con un certificado de anélisis que indica la
concentracion proteica certificada. La temperatura de almacenamiento es de entre +2°C y +8°C.

Un ejemplo del certificado de andlisis se presenta al final de esta seccidn.

2 Estandar de referencia para la sacarosa

El estandar de referencia utilizado para determinar el contenido de carbohidratos es un material de
referencia de estandar de sacarosa en polvo proporcionado por el NIST (Instituto Nacional de
Estandares y Tecnologias) de los Estados Unidos de América o cualquier otra organizacién
oficial.

Dado que el estandar de referencia de la EDQM (Direccion Europea sobre la Calidad de los
Medicamentos) para la sacarosa en polvo se utiliza s6lo para la identificacién, no estd disponible
ningtn titulo especifico. Pot este motivo no se utiliza el estandar de referencia de la EDQM .

La temperatura de almacenamiento es de entre +20°C y +25°C.

Un ejemplo del certificado de analisis se presenta al final de esta seccidn.

3 Material de referencia para los lipidos

El matetial de referencia empleado para la prueba de contenido de lipidos es un aceite de oliva
altamente refinado, de baja acidez, suministrado por un proveedor externo. La temperatura de
almacenamiento es de entre +20°C y +25°C.

Un ejemplo del certificado de analisis se presenta al final de esta seccion.

4 Estandar de referencia interna de HBsAg

De acuerdo con la recomendacion de la OMS, el estdndar de referencia que se utilice para hallar
el contenido de HBsAg en el antigeno purificado puede ser un granel representativo de contenido
conocido de HBsAg y protenas o un preparado altamente purificado de HBsAg de contenido
conocido de HBsAg y proteinas.
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sanofi pasteur Seccién 3.2.8.5
Antigeno de superficie de Ia hepatitis B Estandares o materiales de referencia

De acuerdo con la monograf ia 1056 de la Ph. Eur.: “la cantidad y especificidad del HBsAg se
determina por comparacién con el estandar internacional para el subtipo ad de HBsAg o una
referencia interna”.

Dado que ¢l estandar internacional es adsorbido, no es representativo del HBsAg de

sanofi pasteur. Por este motivo, el estandar de referencia actual utilizado para determinar el
contenido de antigeno de superficie de [a hepatitis B (HBsAg) y para la identificacién mediante
ELISA es un estandar de referencia interno que cumple con la revisién del informe TRS 786
Anexo 2 de la OMS adoptado por el ECBS en octubre de 2010 y con los requisitos de la
monografia 1056 de la Farmacopea Europea.

El titulo de las dos primeras referencias (RA07/00 y L039) utilizadas durante el desarrollo se
determind mediante calibracion respecto de un lote de vacuna Genlevac.

En cuanto al tercer estandar de referencia (AA004), su titulo se definié mediante la determinacién
del contenido proteico total (método de Lowry) y la pureza, de la siguiente manera:

Titulo = contenido proteico x pureza (%) /100

Se prefiere este célculo absoluto, dado que estd basado en métodos ortogonales independientes del
método ELISA en si.,

4,1 Estandar de referencia RA(G7/00

4.1.1 Preparacion y uso del estandar de referencia

La referencia RA07/00 se elaboré el 28 de marzo de 2000 en la planta de Caaguazi siguiendo el
proceso de elaboracién de Rhein Biotech (vea la seccion 3.2.8.2.6 Desarrollo del proceso de
elaboracion).

La referencia se almacend a +5°C + 3°C y se monitored utilizando graficos de control.
Este estandar de referencia se utilizé en el analisis ELISA Monolisa Plus para lo siguiente:

e Estudio de estabilidad de los lotes de la primera tanda de produccion L006, LO08 y LO09
hasta el momento de medicion de 24 meses;

e Iiberacion de los lotes LO04 a 1.048.
4.1.2 Calificacion del estandar de referencia

El estandar de referencia se liberd de acuerdo con las especificaciones vigentes en ¢s¢ momento.

Esta referencia se calibrd respecto de un lote de la vacuna GenHevac; el titulo obtenido con
12 determinaciones mediante el andlisis ELISA Monolisa Plus fue de 7,76 mg/ml

El contenido proteico (método de Lowry) era de 1,54 mg/ml.
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4,2 Estindar de referencia L039

4.2.1 Preparaciony uso del estandar de referencia

La referencia 1039 se elabord el 20 de mayo de 2003 ¢n la planta de Caaguazu siguiendo el
proceso de elaboracion de los lotes de la primera tanda de produccion (vea la seccion

3.2.8.2.6 Desarrollo del proceso de elaboracién). Esta referencia se caracterizo utilizando métodos
analiticos distintos. '

La referencia se almacend a +5°C % 3°C y se monitoreé utilizando graficos de control.
Este estandar de referencia se utilizé en el andlisis ELISA Monolisa Plus para lo siguiente:

e Estudio de estabilidad de los lotes de la primera tanda de produccién L006, L008 y 1.009 a
partir del momento de medicién de 30 meses;

e Estudio de estabilidad de los lotes de la segunda tanda de produccion AA0O1, AA002
y AA003 hasta los 23 meses;

¢ Liberacion de los lotes de la primera tanda de produccion L049 a LO53;

o Liberacién de los lotes de la segunda tanda de produccién AA00L a AAO1Q.

Este estandar de referencia se utilizé en el analisis ELISA Rhein Biotech para lo siguiente:

o Estudio de estabilidad de los lotes de la segunda tanda de produccién AA001, AAGO2
y AA003 a partir los 24 meses.

4.2.2 Calificacion del estandar de referencia

El estandar de referencia se liberé de acuerdo con las especificaciones vigentes en ese momento.

Esta referencia se calibr6 respecto de un lote de la vacuna GenHevac; el titulo obtenido con
14 determinaciones mediante el analisis ELISA Monolisa Plus fue de 6,11 mg/ml.

El contenido proteico (método de Lowry) era de 1,38 mg/ml.
4.3 Estandar de referencia AAGO4

4.3.1 Preparacién y uso del estindar de referencia

La referencia AAQ04 se elabord el 08 de junio de 2005 en la planta de Pilar siguiendo el proceso
de elaboracién de los lotes de la segunda tanda de produccién (vea la seccién 3.2.8.2.6 Desarrollo
del proceso de elaboracién).

Este lote estaba incluido en un lote de Hexaxim utilizado en un estudio clinico de fase III,
La teferencia se almaceno a +3°C + 3°C y se monitoreé utilizando graficos de control.
Este estindar de teferencia se utilizé en el analisis ELISA Rhein Biotech para lo siguiente:
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e Estudio de estabilidad de los lotes de la tercera tanda de produccién AC004 y AC00S hasta el s <
momento de medicién de 18 meses y del lote de la tercera tanda de produccion AC007 hasta

el momento de medicion de 12 meses;

e Liberacién de los lotes de la tercera tanda de produccién AC001 a AC046.

4.3.2 Calificacién del estandar de referencia

4.3.2.1 Calibracién

El estandar de referencia se liberé de acuerdo con las especificaciones vigentes en ese momento.

El titulo de la referencia se obtuvo considerando los datos de proteinas totales (método de Lowry;
promedio de 18 resultados = 1,398 mg/ml) y pureza (promedio de 10 resultados = 97,17%):

Titulo = Lowry x pureza/100 = 1,36 mg/ml
4.3.2.2 Caracterizacion

Se desarrollaron diversos métodos biogquimicos, inmunoquimicos y biofisicos para caracterizar y
documentar la particula de HBsAg, como se describe en la seccién 3.2.8.3.1 Ejucidacién de la
estructura y otras caracteristicas. En base al conocimiento adquirido a partir de todos los datos de
caracterizacion, seleccionamos los pardmetros clave para que se documenten de todos los
estandares de referencia a fin de caracterizar todos los aspectos del antigeno de HBs relacionados
con la estructura primaria (amino4cidos y secuencia N-terminal), estructura secundaria (contenido
de hélice &) v estructura terciaria (fluorescencia intrinseca, enlaces disulfuro) de la proteina S y la
estructura de la particula (composicién de lipidos, tamafio y antigenicidad).

En la Tabla 1 se presenta un resumen de los resultados obtenidos con el estandar de referencia
AA004.
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Seceion 3.2.8.5
Estindares o materiales de referencia

Tabla 1: Caracterizacion del lote AA004

Caracteristicas

Método

Resuftado

Tamafio de la particula

Microscopia elecirénica

21-25 nm

Composicién de lipidos de la particula

Gravimetria

0,82 g de lipidos totales/pg de proteinas totales

Ensayo del fosforo

0,54 pg de fosfolipidos/ug de proteinas totales

GLC

Acidos grasos totales: 0,74 ug de 4cidos grasos
totales/ug de proteinas totales

Acidos grasos libres: 0,04 g de 4cidos grasos
libres/ug de proteinas totales

Esteroles totales: 0,002 g de esteroles totales/ug
de proteinas totales

Triglicéridos: 0,01 pg de triglicéridos/pg de
proteinas totales

Composicion de 4cidos grasos: mayorfa de 4cidos
grasos no saturados C18:1 (34,0%) y

C18:2 (25,7%)
Antigenicidad de la particula Resonancia de plasmones | RF-1 Mab:
superficiales ka 7.3 10°M s
kd 2.9 10% s
KD 4,1 10°°M

Estructura primaria de la proteina S
(integridad de la secuencia N-terminal)

Secuenciacion N-terminal

Integridad de N-terminal confirmada

Estructura primaria de Ia proteina S
(secuencia AA)

MS/MS

Secuencia AA teorica confirmada

Estructura secundaria de la proteina §
(contenido de la hélice o)

Espectroscopia infrarroja
de transformada de Fourier

59,8% hélice a

Estructura terciaria de la proteina 8

Fluorescencia intrinseca

Emisidén méxima: 332 nm

Estructura terciaria de enlaces disulfure de

a proteina S (cuantificacién de tioles
libres)*

Método de Ellman

Tioles libres/proteina S {sin SDS). 0,19
Tiotes libres/proteina 3 {con SDS): 0,26

* El andlisis se realizé 22 meses después de la producclén del lote, dado gue el método no estaba disponibie

¢n este momento.

4.4 Estandar de referencia AC012

4.4.1 Preparacién y uso del estandar de referencia

La referencia AC012 se elaboré el 03 de mayo de 2008 en la planta de Pilar siguiendo el proceso
de elaboracion de los lotes de la tercera tanda de produccion (vea la seccion 3.2.5.2.6 Desarrollo

del proceso de elaboracion).

Este lote estaba incluido en un lote de Hexaxim utilizado en un estudio clinico de fase III.

La referencia se almacena a +5°C £ 3°C y se monitorea utilizando gréficos de control.
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sanofi pasteur Seccion 3.2.8.5
Antigeno de superficie de la hepatitis B Estandares 0 materiales de referencia

Este estandar de referencia se utilizé en el anélisis ELISA Rhein Biotech para lo siguiente:

¢ Estudio de estabilidad a +5°C de los lotes de la tercera tanda de produccion AC004 y ACO0S
a partir del momento de medicién de 24 meses y del lote de la tercera tanda de produccién
ACO007 a partir del momento de medicién de 18 meses;

e Liberacion de los lotes de la tercera tanda de produccion AC047 a AC106.

4.4.2 Calificacion del estandar de referencia

4.4.2.1 Calibracion

El estandar de referencia se liber6 de acuerdo con las especificaciones vigentes en ese momento.

El titulo se obtuvo considerando los datos de proteinas totales (método de Lowry; promedio de
28 resultados = 1,47 mg/ml) y pureza (promedio de 18 resultados = 97,7%).

Titulo = Lowry x pureza/100 = 1,44 mg/ml
4.4.2.2 Caracterizacién
Se aplico el mismo paquete de caracterizacién definido en el parrafo 4.3.2.2 para la

caracterizacion del lote AC0012,

En la Tabla 2 se presenta un resumen de los resultados obtenidos con el estandar de referencia
ACO012.
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Tabla 2: Caracterizacion del lote AC012

Caracteristicas

Método

Resultado

Tamafio de la particuia

Microscopia electronica

21-25 nm

Composicién de lipidos de la particula

Gravimetria

0,94 ;g de lipidos totales/pg de proteinas totales

Ensayo del fosforo

0,49 g de fosfolipidos/ug de proteinas totales

GLC

Acidos grasos rotales: 0,65 ug de acidos grasos
totales/ug de proteinas totales

Acidos grasos libres: 0,06 ug de 4cidos grasos
libres/pg de proteinas totales

Esterotes totales: 0,003 ug de esteroles totales/ug de
protelnas totales

Triglicéridos: 0,02 pg de esteroles totales/ug de
proteinas totales

Composicion de acidos grasos: mayoria de acidos
grasos no saturados C18:1 (32,4%) y C18:2 (29,3%)

Antigenicidad de la particula

Resonancia de

RF-1 Mab:

plasmones superficiales ka 1,7 10°M°1s
kd 2,4 1075
KD 1,4 10°*M
Estructura primaria de Ia proteina 8 Secuenciacion N- Integridad de N-terininal confirmada
(integridad de la secuencia N-terminal) terminal
Estruetura primaria de !a proteina 8 MS/MS Secuencia AA tedrica confirmada

(secuencia AA)

Estructura secundaria de ia proteina §
(contenido de la hélice o)

Espectroscopia infrarroja
de transformada de
Fourier

59,6% hélice o

Estructura terciaria de ia proteina 8

Fluorescencia intrinseca

Emision maxima: 334 nm

Estructura terciaria de ia proteina §:
enlaces disulfuro (cuantificacion de los

Meétode de Ellman

Tioles libres/proteina S (sin SDS): 0,39
Tioles libres/proteina S (con SDS): 0,53

ticles libres)

4.5 Estandar de referencia AC079

4.5.1 Preparacion y uso del estindar de referencia

La referencia AC079 se elabord el 02 de junio de 2010 en la planta de Pilar siguiendo el proceso
de elaboracion de los lotes de la tercera tanda de produccion.

La referencia se almacena a +5°C £ 3°C y se monitorea utilizando gréficos de control.

Este estandar de referencia se utilizo para el estudio de estabilidad de los lotes de la tercera tanda
de produccién AC004, AC005 y AC007 en el momento de medicién de T36 meses y comienza a
utilizarse para el control de los Iotes a partir de la temporada de elaboracion 2011 (liberacién del

lote AC107 y subsiguientes).
I
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4.5.2 Calificacion del estandar de referencia

4.5.2,1 Calibracién

‘Estandares o materiales de refereneid .3

El estandar de referencia se liberd de acuerdo con las especificaciones vigentes en ese momento.

El titulo se obtuvo considerando los datos de proteinas totales (método de Lowry; promedio de
30 resultados = 1,53 mg/ml) y pureza (promedio de 18 resultados = 97,4%).

Titulo = Lowry x pureza/[00 =

4,5,2,2 Caracterizacién

1,49 mg/ml

Se aplico el mismo paquete de caracterizacion definido en el parrafo 4.3.2.2 para la

caracterizacion del lote AC0079,

En la Tabla 3 se presenta un resumen de los resultados obtenidos con el estandar de referencia

ACO79.

Tabla 3: Caracterizacion del lote AC0079

Caracteristicas

Método

Resultado

Tamaiio de la particula

Microscopia elecirdnica

21-25nm

Composicion de lipidos de la particula

Gravimetria

1,03 pg de lipidos totales/ug de proteinas totales

Ensayo del fosforo

0,61 pg de fosfolipidos/jLg de proteinas totales

GLC

Acidos grasos totales: 0,58 pg de 4cidos grasos
totales/pug de proteinas totales

Acidos grasos libres: 0,04 g de acidos grasos
libres/ug de proteinas totales

Esteroles totales: 0,003 ug de esteroles totales/ug
de proteinasg totales

Triglicéridos: 0,02 pg de esteroles totales/ng de
proteinas totales

Composicion de dcidos grasos: mayoria de acidos
grasos no saturados C18:1 (33,6%) y C18:2 (31,7%)

Antigenicidad de la particula

Resonancia de

RF-1 Mab:

plasmones superficiales | 9.6 10°Ms"!
kd 1,2 10 s
KD 1,2 10°M
Estructura primaria de la proteina 8 Secuenciacion N- Integridad de N-terminal confirmada
(integridad de la secuencia N-terminal) terminal
Estructura primaria de la protefna 5 MS/MS Secuencia AA tedrica confirmada

(secuencia AA)

Estructura secundaria de [a proteina 8
(contenido de la hélice @)

Espectroscopia infrarroja
de transformada de
Fourier

61,4% hélicea

Estructura terciaria de la proteina 8

Fluorescencia intrinseca

Emisién maxima: 333 nm

Estructura terciaria de enlaces disutfuro de
la proteina S {cuantificacién de tioles libres)

Meétodo de Ellman

Tioles libres/proteina S (sin SDS): 0,29
Tioles libres/proteina 8 (con SDS): 0,50
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Seccidén 3.2.8.5
Estandares o materiales de referencia

sanofi pasteur
Antigeno de superficie de la hepatitis B

4.6 Procedimiento para calificar nuevos estindares

Un nuevo lote que se utilice como estandar de referencia debe ser un lote que cumpla con todas
las pruebas de liberacién y se califique de la siguiente manera.

4.6.1 Calibracién de un estandar de referencia

La calibracion de un nuevo estandar de referencia se lleva a cabo mediante un método absoluto.
Tomando en cuenta un promecho del contenido de proteinas totales (método de Lowry) y el
promedio correspondiente de pureza, el titulo de una nueva referencia se determina de la siguiente
manera:

Titulo del estandar de referencia = Contenido de proteinas totales (Lowry) x pureza/100
4,6.2 Caracterizacién de un estandar de referencia

En base al conocimiento adquirido a partir de todos los datos de caracterizacion (vea la

seccién 3.2.8.3.1 Elucidacion de la estructura y otras caracteristicas), se seleccionaron los
pardmetros clave para que se documenten de todos los estandares de referencia a fin de
caracterizar todos los aspectos del antigeno de HBs relacionados con la estructura primaria
(amino4cidos y secuencia N-terminal), estructura secundaria (contenido de hélice o) y estructura
terciaria (fluorescencia intrinseca, enlaces disulfuro) de Ia proteina S y la estructura de la particula
(composicidn de lipidos, tamafio y antigenicidad).

Por consiguiente, cada lote que se utilice como estandar de referencia debe caracterizarse de la
siguiente manera:

Tabla 4: Caracteristicas de un estindar de referencia

Caracteristicas Método

Tamafio de la particula Microscopia electronica

Composicién de lipidos de la particula Gravimetria

Ensayo del fosforo
GLC

Antigenicidad de la particula

Resonancia de plasmones superficiales

Estructura primaria de la proteina S (mtegrldad de la
secuencia N-terminal)

Secuenciacion N-terminal

Estructura primaria de la proteina S (secuencia AA)

MS/MS

Estructura secundaria de la proteina S (contenido de la
hélice o)

Espectroscopia infrarroja de iransformada de Fourier

Estructura terciaria de la proteina $

Fluorescencia intrinseca

Estructura terciaria de la proteina St enlaces disuifuro
(cuantificacidn de los tioles libres)

Método de Ellman

Los métodos se enumeran a modo de ejemplo. Pueden utilizarse métodos equivalentes.
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4.6.3 Condiciones de almacenamiento N o e

Los estandares de referencia deben almacenarse a +5°C = 3°C y utilizarse durante no mads de
30 meses (misma vida 1til que el producto).

S5 Material de referencia marcador de bajo peso molecular

Se utiliza un marcador de bajo peso molecular (LMW), proporcionado por un proveedor externo,
en el estudio SDS-PAGE, en condiciones reductoras y no reductoras, con tincién con azul de
Coomassie, a fin de determinar el peso molecular de las distintas bandas de HBsAg (mondmero,
dimero y trimero). La temperatura de aimacenamiento es de entre +2°C y +8°C.

Un ejemplo del certificado de analisis se presenta al final de esta seccidon.

6 Material de referencia para las endotoxinas

El material de referencia usado para el contenido de endotoxinas bacterianas es un polvo
liofilizado de endotoxinas de E. coli adquirido a un proveedor externo estadounidense. La
potencia de esta referencia se determina respecto de un estandar de referencia internacional
siguiendo el método descrito en la guia sobre la validacién de la prueba de lisado de amebocitos
de Limulus publicada por la FDA de EE.UU.

La solucidn se almacena a entre +2°C y +8°C una vez reconstituida.

Un ejemplo del certificado de anélisis se presenta al final de esta seccidn.

o
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