sanofi pasteur Seccién 3.2.8.2.5
Vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd) Validacién y/o evaluacién del proceso

Las caracteristicas de los antigenos adsorbidos (PTxd purificado adsorbido y FHA purifig
adsorbida) se analizaron de acuerdo con las especificaciones de liberacion descritas eney
Especificacion, con el fin de evaluar la calidad del principio activo obtenido.

Los resultados se presentan en la tabla 30 y tabla 31. Los 6 lotes de uniformidad cumplen con los
critetios de aceptacion para liberacion.
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sanofi pasteur

3.5 Pruebas de caracterizacion

3.5.1 Factores de virulencia

Se sabe que la Bordetella pertussis produce una cantidad de determinantes de virulencia entre los
cuales se encuentran la toxina adenilato ciclasa (ACT), la pertactina (proteina PRN de 69 kD), las
fimbrias, la citotoxina traqueal (TCT), la endotoxina de lipopolisacaridos (LPS) y la toxina
dermonecrdtica (DNT), tal como se describe en el articulo de Wardlaw y Parton (Pharm. Ther.
19:1-53, 1983). _

Para validar el proceso de purificacidn, se ha realizado un seguimiento de los contenidos de estas
posibles proteinas contaminantes, con el fin de confirmar la eficacia de la purificacion.

Los ensayos para ACT, PRN y fimbrias no se realizan de manera rutinaria, ya que la Farmacopea
Europea considera estos ensayos sofisticados como pruebas de caractetizacidn.

Los LPS se determinan de manera rutinaria en el PTxd purificado en solucién y en la FHA
purificada en solucién, segiin se describe en 3.2.8.2.4 Controles de los pasos criticos e
intermedios.

La prueba para DNT se realiza de manera rutinaria en la etapa de FHA purificada adsorbida,
seglin se describe en 3.2.8.4.1 Especificacion. Esta prueba no se realiza de manera rutinaria en la
etapa de antigenos nativos, s6lo se realiza en la validacion del proceso de elaboracion en caso de
un cambio en el proceso principal, segin lo exige la Farmacopea Europea (Ph. Eur.) y la OMS.

3.5.1.1 Adenilato ciclasa, pertactina y fimbrias

Las pruebas para el adenilato ciclasa, la pertactina y las fimbrias se realizan en los 6 lotes de
uniformidad de PT purificada nativa y de FHA putificada nativa, y en 3 lotes histéricos de PT
purificada nativa y de FHA purificada nativa. Los lotes probados se presentan en la tabia 32.
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sanofi pasteur Seccién 4. 7 \
Vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd) Validacién y/o evaluacién d

Tabla 32: Lotes probados para ACT, PRN, fimbrias y TCT

Producto Lotes histdricos Lotes de uniformidad

PT purificada nativa FAQ88663 FA109849
FA109850

FAD88664 FA109851

FA109852

FA088665 FA109853

FA109854

FHA purificada nativa FA072951 FA109856
FA109857

FA071443 FA109858

FA109859

FAQ71444 FA109860

FA109861

El analisis se realizé en un laboratorio de referencia en el Institut Pasteur (Dr GUISO ~ Institut
Pasteur, Laboratoires des Bordetella ~ 28, rue du Dr Roux — 75724 Paris - Francia).

Deteccion de AC-Hly, PRN y fimbrias

Los resultados se muestran en la figura 4 y figura 5 para la PT purificada nativay en la figura 6 y
figura 7 para la FHA purificada nativa,

No se detectd pertactina en ninguno de los lotes analizados.

Los anticuerpos motoclonales y policlonales no detectaron AC-Hly ni fragmentos de AC-Hly en
ninguno de los lotes analizados.

La sensibilidad del método era demasiado baja como para determinar si existla contaminacion con
fimbrias (Fim 2 y Fim 3).
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sanofi pasteur Seccion 3.2.5.2.5

Vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd) Validacién y/o evaluacion del

Figura 4: Resultados de ACT, PRN y fimbrias para los lotes de PT purificada nativa
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sanofi pasteur Seccion 3.2.8.2.5

— -~
g . ¥
]
L oan
4
= -
=4
B
£
-t ~
o .-
&F
4]
g w
3
= -
%
< ”
: .
1
oo =
§ 3
g
B85
[» e
. EEEH
E' - . 5 o898 g
i I
5 EESEES
o 7 S RZEES D
I - SEEELZE
L. EELEEE 2
K mompzoen
g T EEEZEEE
£ ,ﬂ/{w
RA_0301918 Informacion confidencial/propietari

ONTEMILONE cﬁnusy_;%%gggngg@uez
RATEGHICA oo PASTEUR S.4

Pégina 56 de 72






sanofi pasteur Seccién 3.2.8.2.5
Yacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd) Validacién y/o evaluacién del proceso
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Seccién 3.2.8.2.5

VYacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd) Validacién y/o evaluacién del proges

Figura 7: Resultados de ACT, PRN y fimbrias para los lotes de FHA purificada nati\’&"
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sanofi pastenr Seccidn 3.2.8.2.5
Vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd) Validacion y/o evaluacion del proceso

Determinacion de la actividad de adenilate ciclasa

Los resultados de la actividad de ACT se presentan en la tabla 33.

Tabla 33: Resultados del ensayo de la actividad de ACT

Niimeros de lote Ensayo de ACT
PT purificada nativa Lotes histéricos FA088663 0a0,15 0,3a0,17
FA088664 020,28 0a 0,07
FAO088665 Ga04 0,1a0,07
Lotes de uniformidad | FA109849 0a0,33 0,1a0,15
FA109350 0,5a0,5 0,33a20,32
FA109851 0,120,52 0,220,32
FA109852 0a0,3 0,3a0,27
FA109853 0a0,22 0,2a0,28
FA109854 0,320,227 0,380,25
FHA purificada Lotes histéricos FA071443 L,lal 1,1a1,02
nativa FA071444 8,7a8,7 8,0329,13
FA072951 0,5a0,75 0.9 4 0,87
Lotes de uniformidad | FA109856 0,4a0,57 0,9a0,7
FA109857 0,1 40,27 0.3a0,38
FA109858 0a0,3 0,4 20,4
FA109859 0,5 a 0,66 L1 20,78
FA109860 020,28 04ad,3
FA109861 0,120,338 0,6 20,43

No se informé actividad de adenilato ciclasa, excepto en una muestra de FHA (de un lote
histérico). La actividad observada, la cual corresponde probablemente a fragmentos de
degradacion fue menor que 1 ng/dosis, es decir, mucho menor a la especificacion de la
Farmacopea Europea de 500 ng/dosis.

Conclusion
El anélisis de los 6 lotes de uniformidad demuestra que el proceso de purificacion garantiza la
eliminacion de adenilato ciclasa y pertactina.

3.5.1.2 Citotoxina traqueal

Se realizd un ensayo de TCT en los 6 lotes de uniformidad de PT purificada nativa y de FHA
purificada nativa, y en 3 lotes histéricos de PT purificada nativa y de FHA purificada nativa, con
el fin de detectar la posible presencia de TCT residual. Los nimeros de los lotes probados se
presentan en la tabla 32. '

El anélisis fue realizado por HPLC en un laboratorio de referencia (laboratorio de W. E. Goldman
— Washington University School of Medicine).

Los resuitados se presentan en la tabla 34.
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sanofi pasteur Seccion 3.2.5.2.5
Yacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd) Validacién y/o evaluacién del proceso

Tabla 34: Resultados del contenido de TCT

Nuamero de lote ’ Contenido de TCT
(pmol)

PT purificada nativa | Lotes histéricos FA088663 <10 pmol ;
FA088664 <10 pmol '

FA088665 <10 pmol

Lotes de uniformidad FA109849 <10 pmol

FA109850 <10 pmol

FA109851 <10 pmol

FA109852 <10 pmol

FA109853 <10 pmol

FA109854 <10 pmol

FHA purificada Lotes histéricos FA071443 <14 pmol

nativa FAOTI44d <10 pmol

FA072951 <10 pmol

Lotes de uniformidad FA109856 <10 pmol

FA109857 <10 pmol

FA109858 <10 pmol

FA109859 <10 pmol

FA109860 <10 pmoi

FA109861 <10 pmol

Segun el limite de deteccién del método (10 pmol) y la concentracién de proteina de las muestras
de prueba, el nivel de TCT fue menor que 0,2 pmol/25 pg de proteina (equivalente a la dosis
humana) en los lotes analizados de PT purificada nativa y de FHA purificada nativa,

Conclusion

El andlisis de los 6 lotes de uniformidad demuestra que el proceso de purificacién garantiza la
eliminacion de la citotoxina traqueal.

3.5.1.3 Contenido de endotoxina lipopolisacarida

El contenido de endotoxina lipopolisacarida (LPS) se determing por medio de la prueba de
pirdgenos en congjos y de la prueba de lisado de amebocitos de Limulus (LAL).

Nota: La prueba de LAL se realiza de manera rutinaria en el PTxd purificado en solucion, en la
FHA purificada en solucién y en el producto finalizado (vea 3.2.8.2.4 Controles de los pasos
criticos e intermedios).

Resultados

Los resultados obtenidos de los 6 lotes de uniformidad se resumen en la tabla 35.
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