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Einleitung

1 Einleitung

Die Verpackung eines Arzneimittels soll dieses primar vor au3eren Einflissen schitzen,
beispielsweise vor Licht oder Feuchtigkeit, und insbesondere dessen Integritat in
mikrobiologischer Hinsicht bewahren. Neben der Schutzfunktion muss durch die Verpackung
jedoch auch die Arzneimittelsicherheit gewéhrleistet werden. Die Verpackung soll sich also
moglichst inert gegenuber dem Arzneimittel verhalten, sodass weder toxikologisch relevante
Stoffe aus der Verpackung in das Arzneimittel migrieren noch andere Wechselwirkungen
zwischen Arzneimittel und Verpackung auftreten, die die Wirksamkeit des Arzneimittels
negativ beeinflussen. Fungiert die Verpackung nicht nur als Behaltnis, sondern auch als Teil
der Applikation, muss diese Funktion ebenfalls dauerhaft gewahrleistet werden [1].

Die genannten Aspekte betreffen hauptsachlich die Primarverpackung eines Arzneimittels,
welche in direktem Kontakt mit dem Arzneimittel steht und daher besonders kritisch
betrachtet werden muss. Die Sekundarverpackung (Umverpackung) steht wiederum in
direktem Kontakt zur Primarverpackung, weist aber keinen direkten Kontakt zum Arzneimittel

selbst auf, erfillt jedoch unter Umstanden weitere Schutzfunktionen [2].

Da die Verpackung auch aus behdordlicher Sicht entscheidend fiir die Arzneimittelsicherheit
ist, definieren unter anderem das Europaische Arzneibuch (Ph. Eur.), die United States
Pharmacopeia (USP) und das Japanische Arzneibuch (JP) in eigenen Kapiteln
Qualitatsstandards fir gangige Materialien zur Herstellung von Verpackungskomponenten.
Zusatzlich werden im USP Empfehlungen zur Durchfiihrung entsprechender Kompatibilitats-
prifungen zur Feststellung von Extractables und Leachables gegeben [2] [3]. Im Rahmen
des Zulassungsverfahrens eines Arzneimittels missen jedoch nicht ausschlieflich
Materialien eingesetzt werden, die diesen Qualitdtsstandards entsprechen. Stattdessen
kénnen von dem Antragsteller auch entsprechende In-House-Spezifikationen vorgelegt
werden. Die Kompatibilitat von Arzneimittel und Verpackung muss jedoch in jedem Fall durch
entsprechende Untersuchungen belegt werden.

Im Ph. Eur. befasst sich Kapitel 3 [4] ausschlieBlich mit dem Qualitdtsstandard von
Materialien, die als Komponenten zur Herstellung der Primérverpackung von Arzneimitteln
verwendet werden, sowie der Primarverpackung selbst. Beziglich der spezifizierten
Materialien nehmen hierbei Kunststoffe, Kunstststoffadditive sowie weitere Hilfsmittel wie
Silikondl groRen Raum ein, da Kunststoffe neben Glas einen Grol3teil der pharmazeutischen

Primarverpackungen ausmachen.
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So spezifiziert Ph. Eur. 3.1.13 Kunststoffadditive wie beispielsweise Weichmacher, die in
Kunststoffmaterialien eingesetzt werden konnen, und erschien im Januar 2019 als
Uberarbeitete Fassung mit vier zusatzlichen Kunststoffadditiven. Grund fir die Uberarbeitung
war die Einstufung des Weichmachers Diethylhexylphthalat (DEHP, Kunststoffadditiv 01) als
sehr bedenkliche Substanz [5], welche aktuell noch in vielen Arzneimittelbehaltnissen auf
Polyvinylchlorid-Basis eingesetzt wird. Um den Herstellern Alternativen zu diesem potentiell
fortpflanzungsschéadigenden Stoff aufzuzeigen, wurden die vier Weichmacher Cyclohexan-
1,2-dicarboxylsdure,  Diisononylester  (Kunststoffadditiv. = 24),  Butyryl-tri-n-hexylcitrat
(Kunststoffadditiv.  25),  Triethylhexyltrimellitat (TOTM, Kunststoffadditiv 26) sowie
Diethylhexylterephthalat (DEHTP, Kunststoffadditiv 27) in das Kapitel 3.1.13 aufgenommen.

Fur Arzneimittel, die in parenteraler Form verabreicht werden, wie es bei vielen
rekombinanten Proteinformulierungen der Fall ist, ist das gangigste Verschlusssystem der
Gummistopfen. Dementsprechend befasst sich das Kapitel 3.2.9 ausfuhrlich mit diesem und
wurde im Juli 2018 in seinem Geltungsbereich noch um beschichtete Gummistopfen,
Doppelschicht-Dichtungen und gleitfahige Verschliisse erweitert, um die Vielfalt an
kommerziell erhaltlichen Verschlusssystemen auf Gummibasis besser abbilden zu kénnen
[6]. Neben dem klassischen Einsatz als Verschluss von Glasvials, werden Gummistopfen
auch als Komponenten in Injektionssystemen oder in medizinischen Einwegartikeln
eingesetzt. Beispielsweise werden fur Arzneimittelformulierungen mit rekombinanten
Proteinen oft Fertigspritzen als Injektionssystem verwendet, in welchen der Plunger (also das
Drucksttick) im Spritzenkorper aus Gummi ist und demnach mit dem Arzneimittel in direktem
Kontakt steht.
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2 Theoretischer Hintergrund

2.1 Gummistopfen als Teil der Primarverpackung

Gummistopfen sind aufgrund ihrer physikalischen Eigenschaften ein essentieller Bestandteil
der Primarverpackung von Arzneimitteln und Medizinprodukten. Dank ihrer Elastizitat dichten
sie sehr gut ab und zeigen auch bei wiederholtem Durchstechen mit einer Nadel eine hohe
WiederverschlieBbarkeit. Dadurch sind Gummistopfen insbesondere fir parenterale
Arzneimittel (Parenteralia) wie Injektions- und Infusionslésungen als Teil des
Verschlusssystems geeignet. Die gute WiederverschlieBbarkeit der Gummistopfen schiitzt
Parenteralia bei Entnahme vor dem Eindringen von Verunreinigungen, Feuchtigkeit und
Sauerstoff, wodurch auch nach mehrmaliger Entnahme die Integritat der Parenteralia

gewahrt bleibt.

Mit dem Begriff ,Gummi“ wurde urspriinglich das elastomere Endprodukt bezeichnet,
welches mittels Vulkanisation aus Naturkautschuk hergestellt wurde. Der hierflr verwendete
Naturkautschuk wurde hauptséchlich aus dem in Mittel- und Sidamerika verbreiteten
Kautschukbaum (Hevea brasiliensis) gewonnen. Da Naturkautschuk jedoch als Naturprodukt
ein erhohtes Allergierisiko aufweist und zusatzlich auch seine Qualitat saisonalen
Schwankungen unterliegt, wird heute in der pharmazeutischen Industrie hauptsachlich
synthetischer Gummi zur Herstellung von Bestandteilen der Primarverpackung verwendet.
Ein Grof3teil der kommerziell erhéltichen Gummistopfen besteht aus Butyl- bzw.
Halobutylgummi, welcher neben den bereits genannten Vorteilen zuséatzlich eine wesentlich
geringere Gaspermeabilitat als Naturkautschuk aufweist. Bei Butylgummi handelt es sich um
das mittels kationischer Polymerisation hergestellte Copolymer aus Isobuten und Isopren,

das an den verbliebenen Doppelbindungen vulkanisierbar ist (siehe Abbildung 2.1).

Bei der Vulkanisation werden die einzelnen Polymerketten miteinander durch Schwefel-
Briicken-Bindungen verbunden, wodurch eine dreidimensionale Struktur entsteht. Da
Halogenatome eine bessere Abgangsgruppe darstellen als Wasserstoffatome, ermdglicht
eine vorherige Halogenierung von Butylgummi zu Halobutylgummi (siehe Abbildung 2.2) eine
anschlieRende Vulkanisation unter milderen Bedingungen. Im Vulkanisationsprozess wird
neben hohem Druck und Temperatur eine Vielzahl von Chemikalien eingesetzt, um die

gewilnschten Materialeigenschaften — priméar Elastizitat — zu erreichen.
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Abbildung 2.1: Herstellung von Butylgummi (lIR) aus Isobuten und Isopren (entnommen von Schéfer [7]).
Die Herstellung erfolgt hauptsachlich mittels Fallungsverfahren. Hierbei werden Isobuten und Isopren in
Chlormethan gelést und auf -100 °C abgekihlt. Anschlieend wird durch die Zugabe der Lewis-Saure
Aluminiumtrichlorid (AICls) als Initiator die kationische Polymerisation ausgel6st. Die nach der Polymerisation
noch vorhandenen Doppelbindungen kdnnen mit oder ohne vorherige Halogenierung direkt zur Vulkanisation

verwendet werden.

Grundlage der Elastizitat ist die bereits angesprochene Vernetzung der einzelnen
Polymerketten in die dreidimensionale Struktur, wofiir Vulkanisatoren und Beschleuniger
bendtigt werden. Bei dem vorherrschenden Verfahren der Schwefelvulkanisation werden
hierfir Schwefel oder Schwefel-abspaltende Verbindungen eingesetzt. Es existieren jedoch
auch alternative Vulkanisationsverfahren unter anderem (u. a.) basierend auf Peroxiden,
Phenol/Formaldehydharzen [7], die aber aufgrund der geringeren Wirtschaftlichkeit weniger
verbreitet sind. Weiterhin kdnnen fiur die schwefelfreie Vulkanisation auch Metalloxide

verwendet werden.

Als Vulkanisationssystem hat sich hierbei Zinkoxid in Kombination mit Phenolharzen
bewahrt, wobei sich die erforderliche Vulkanisationszeit merklich reduziert. Neben dem
Vulkanisationssystem werden weitere Chemikalien eingesetzt, die zur Optimierung der
Materialeigenschaften beitragen. So werden Weichmacher (u. a. Phthalate und Paraffine)
eingesetzt, um den Gummi weicher und biegsamer zu machen. Mineralische Fllstoffe wie
Magnesiumoxid oder -silikat beeinflussen physikalische Eigenschaften wie Bruchfestigkeit
und Harte des finalen Gummimaterials. Als klassische Antioxidantien werden Phenole und
Amine als Schutz gegen den oxidativen Abbau eingesetzt. Dies ist insbesondere bei
Naturkautschuk notwendig, da dieser aufgrund seiner ungesattigten Struktur besonders
anfallig fur oxidativen Abbau ist. Bei Butylgummi und Halobutylgummi kann hingegen auf den
Einsatz von Antioxidantien nahezu verzichtet werden, da diese eine gesattigte Struktur
aufweisen und sehr widerstandsfahig gegeniber oxidativem Abbau sind. Fiur die Farbgebung
enthalt der fertige Gummi zusétzlich noch Pigmente, bei denen es sich entweder um

anorganische Salze oder organische Farbstoffe handelt [8].
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Abbildung 2.2: Halogenierung von Butylgummi (entnommen von Schéfer [7]). Die Halogenierung von
Butylgummi mit elementarem Chlor oder Brom findet in Hexan als Losungsmittel statt. Es werden verschiedene
Produkte gebildet, hauptséachlich jedoch das exo-allylische Produkt (zu etwa 80 %).

Fur die Herstellung von Gummistopfen sind mehrere Prozessschritte notwendig. Zunachst
werden die erforderlichen Materialien eingewogen und in einem Mixer unter
Temperaturerwdrmung miteinander vermischt. Die resultierende Mischung  wird
anschliel3end gewalzt und mittels Extruder zu Pellets, Fellen oder Strédngen gepresst. Diese
werden in die entsprechende Vulkanisierform eingebracht und bei hohem Druck und
Temperatur vulkanisiert. Abschlieend werden die Gummistopfen aus den nun vorliegenden
vulkanisierten Gummifellen ausgestanzt und gewaschen. Zusammen mit dem
Waschvorgang wird meist eine Silikonisierung kombiniert, da ohne diese die Gummistopfen
einerseits aufgrund ihrer Materialeigenschaften zusammenkleben wirden, andererseits
erhoht die Silikonisierung die Gleitfahigkeit und Maschinengéngigkeit des Gummistopfens
[9]. Die eingesetzten Chemikalien liegen nach der Vulkanisation im Butyl- bzw.
Halobutylgummi und damit auch im fertigen Gummistopfen als ungebundene Molekiile vor
und kdnnen sich durch diesen frei bewegen (siehe hierzu auch Kapitel 2.2). Diese
ungebundenen Molekile aus dem Gummistopfen kénnen ebenso wie anhaftendes Silikondl
in das Arzneimittel migrieren, wodurch ungewollte Wechselwirkungen zwischen diesem und

dem Arzneimittel ermdglicht werden.
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Eine Alternative zu den traditionellen silikonisierten Gummistopfen stellen zunehmend
laminierte bzw. beschichtete Gummistopfen dar, da die Fluoropolymer-Beschichtung als
Barriere fungiert und damit die Migration von Substanzen aus dem Gummistopfen in das
Arzneimittel reduzieren kann. Zusétzlich kann bei beschichteten Gummistopfen oft auf eine
Oberflachensilikonisierung verzichtet werden [9].

Da Gummistopfen/Gummiteile als Bestandteil der Primarverpackung in direktem Kontakt mit
dem Arzneimittel stehen und ungewollte Wechselwirkungen auftreten konnen, definieren die
Arzneiblcher einen Qualitatsstandard fur diese. Fir den europaischen Raum ist dieser
Qualitatsstandard im Ph. Eur. 3.2.9 Rubber closures for containers for aqueous parenteral
preparations, for powders and freeze-dried powders [10] definiert, fir den amerikanischen
Raum gilt hingegen das USP <381> Elastomeric closures for injections [11], flr den

asiatischen Raum gilt das JP 7.03 Tests for Rubber Closures for Aqueous Infusions [12].

Neben Prifungen zur ldentifikation und Funktionalitat (auf die an dieser Stelle nicht weiter
eingegangen werden soll) enthalten die genannten Monographien verschiedene
Reinheitspriufungen, die alle mit einer Priflésung durchgefihrt werden, welche zuvor aus
den zu prifenden Gummistopfen hergestellt werden muss. Das Ph. Eur. und USP
unterscheiden hierbei abhangig von ihrer Reinheit zwischen Gummistopfen des Typs 1 und
2. Typ 1-Gummistopfen missen den héchsten Anforderungen entsprechen und daher die
Spezifikationen aller definierten Reinheitsprifungen erfillen. Typ 2-Gummistopfen muissen
hingegen nicht allen Spezifikationen entsprechen, da bei diesen die mechanischen
Eigenschaften im Vordergrund stehen und sie daher eher fur spezielle Anwendungen
gedacht sind. Die Optimierung der mechanischen Eigenschaften lasst sich jedoch oft nur auf
Kosten der Reinheit durch den Einsatz weniger ,sauberer® Hilfsmittel beim
Vulkanisationsprozess bewerkstelligen. Meist werden diese Gummistopfen dann auch aus

Naturkautschuk als Ausgangsstoff hergestellt.

Wahrend sich Ph. Eur. und USP beziiglich der Prifung von Gummistopfen weitestgehend
entsprechen, unterscheidet sich die entsprechende Monographie im JP merklich. So ist im
JP keine Unterscheidung der Gummistopfen in Typ 1 und Typ 2 vorgesehen und auch der
Prifumfang unterscheidet sich hinsichtlich der vorgeschriebenen Parameter und
Spezifikationen von Ph. Eur./USP. Vor Publikation der komplett tiberarbeiteten Monographie
in der 17. Edition des JP stellte jedoch die Herstellung der Priflosung den markantesten
Unterschied dar. GemaR JP erfolgte diese gewichtsabhangig, d. h. pro 1 g Gummistopfen

wurden 10 ml Wasser zugesetzt und autoklaviert. Ph. Eur. und USP schreiben hingegen eine

6
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oberflachenabhangige Herstellung der Priflésung vor, d. h. die Verwendung von 2 ml
Wasser pro 1 cm? Gummistopfen. Insbesondere bei kleineren und leichteren Gummistopfen
resultierte dadurch bei der Priflosung gemdR JP ein relativ groBes Oberflachen-
Losungsmittel-Verhaltnis, verglichen mit der Priflosung gemanR Ph. Eur. und USP. Dadurch
fielen diese Gummistopfen oft bei der Prifung gemaf JP durch, wahrend sie gleichzeitig den
im Ph. Eur. und USP vorgegebenen Spezifikationen entsprachen.

In der 17. Edition (Veroffentlichung: 01.04.2016) des JP wurde daher die Praparation der
Priflosung an Ph. Eur. und USP angeglichen, sodass seither auch nach JP die Herstellung
der Pruflésung oberflachenabhéngig erfolgt. Zusétzlich wurde der Schaum-Test im Zuge der
Uberarbeitung gestrichen. Mit der wassrigen Priiflosung werden anschlieBend verschiedene
Prifungen durchgefihrt, die jedoch nicht auf die Identifikation spezifischer extrahierbarer
Substanzen abzielen, stattdessen handelt es sich hauptsachlich um die Erfassung einzelner
Substanzklassen, die Ruckschlisse auf die eingesetzten Vulkanisationssysteme zulassen.
Die zum Zeitpunkt der praktischen Arbeiten geforderten Parameter gemaf Ph. Eur., USP

und JP sind in Kapitel 9.1.6 detailliert aufgeschlisselt.

2.2 Interaktion zwischen Arzneimittel und Primarverpackung

An die Primarverpackung von Arzneimitteln werden hohe Anforderungen gestellt, wobei die
FDA empfiehlt, diese risikobasiert zu definieren [1] und die Wahrscheinlichkeit einer
Wechselwirkung zwischen Arzneimittel und Primarverpackung mit der Kritikalitdt der
Darreichungsform des Arzneimittels zu kombinieren. Gemalf Tabelle 2.1 besteht fir feste
Darreichungsformen wie Tabletten oder Kapseln nur eine geringe Wahrscheinlichkeit einer
Wechselwirkung mit dem Packmittel, fur flissige und halbfeste Darreichungsformen wird die

Wahrscheinlichkeit hingegen als hoch eingeschatzt.

Grund hierfir ist, dass eine mdgliche Interaktion zwischen der Primarverpackung und dem
Arzneimittel als Fillgut letztendlich immer auf kinetischen Diffusionsprozessen und
thermodynamischen Verteilungsprozessen beruht. Diese kénnen dazu filhren, dass Stoffe
aus der Primarverpackung in das Arzneimittel diffundieren (Migration) oder aus der
Umgebung durch die Primarverpackung hindurch in das Arzneimittel gelangen (Permeation).
Es ist jedoch auch der umgekehrte Weg denkbar, d. h. dass Stoffe aus dem Arzneimittel in
die Primarverpackung hineindiffundieren (Absorption) oder durch diese hindurch diffundieren

(Permeation) oder physikochemisch an diese gebunden werden (Adsorption) [13].
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Tabelle 2.1: Wahrscheinlichkeit von Interaktionen zwischen Arzneimittel und Primé&rverpackung in
Abhéngigkeit von der Darreichungsform (entnommen aus Guidance for Industry [1]). Die
Wahrscheinlichkeit einer Wechselwirkung von Packmittel und Darreichungsform ist abhéngig von der
Beschaffenheit des Arzneimittels, wobei fur flissige Arzneimittel eine hdhere Wahrscheinlichkeit der
Wechselwirkung angenommen wird als flr feste Arzneimittel. Die Einschétzung der Kiritikalitat einer moglichen
Wechselwirkung ist abhéngig von der Applikationsform. Demnach werden Wechselwirkungen zwischen
Packmittel und Arzneimittel als besonders kritisch fur Inhalations-, Injektions- und Infusionslésungen eingestuft.

Examples of Packaging Concerns for Common Classes of Drug Products

Degree of Concern Likelihood of Packaging Component-Dosage Form Interaction
Associated with the
Route of High Medium Low
Administration
Highest Inhalation Aecrosols Sterile Powders and
and Solutions: Powders for
Injections and Injection: Inhalation
Injectable Powders
Suspensions?
High Ophthalmic Solutions
and Suspensions:
Transdermal

Ointments and
Patches: Nasal
Aerosols and Sprays

Low Topical Solutions and | Topical Powders: Oral Tablets and Oral
Suspensions: Topical | Oral powders (Hard and Soft
and Lingual Aerosols: Gelatin) Capsules
Oral Solutions and
Suspensions

Die Diffusion von Molekllen beruht auf der Brown’schen Molekularbewegung und findet
aufgrund der besseren Teilchenbeweglichkeit in Gasen und Flissigkeiten mit einer
wesentlich hdheren Geschwindigkeit als in Feststoffen statt (ausgedrickt durch den
Diffusionskoeffizienten), weshalb fur flussige Arzneimittelformen sowie Aerosole zur
Inhalation eine Interaktion mit dem Packmittel wahrscheinlicher ist als bei festen

Arzneiformen.

Kinetisch beschrieben wird die Diffusion ungebundener Molekile durch das Packmittel,
beispielsweise durch einen Gummistopfen, mit dem 2. Fick’schen Diffusionsgesetz [14],
welches besagt, dass der Massentransport in Richtung eines Konzentrationsgradienten
stattfindet um diesen auszugleichen. Da dieses Konzentrationsgefélle weder zeitlich noch
ortlich  konstant ist, resultiert eine Differentialgleichung, welche die 0&rtliche

Konzentrationsanderung dc als Funktion von der Zeit t beschreibt:
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dc _ . 0%c D= kT
ot ox2 m ~ emnr

Abbildung 2.3: Diffusion nach dem 2. Fick’schen Gesetz mit Konzentration c, Zeit ¢, Diffusionskoeffizienten D,
Abstand x, Boltzmann-Konstante k, absolute Temperatur T, Kreiszahl 7z, Viskositat der Matrix 7 und dem

Molekilradius r

Nach der Diffusion durch das Packmittel wird das Ausmalf3 der Migration an der Grenzflache
zwischen Packmittel und Fillgut hauptsachlich durch den Verteilungskoeffizienten Kpr
bestimmt, welcher definitionsgemall das Verhaltnis der Konzentration einer Substanz im
Packmittel P zu der Konzentration im Fullgut F in einem geschlossenen System im
thermodynamischen Gleichgewicht darstellt. Dieser ist sowohl von der Ld&slichkeit der
Substanz im Packmittel und dem Fillgut als auch von der Viskositat des Fullguts abhangig
[13].

K PF= Cp,0PP
" CF,pF
Abbildung 2.4: Verteilungskoeffizient Kpr mit der Gleichgewichtskonzentration einer Substanz in Packmittel

und Fiillgut Cpeo/Cre und der Dichte p von Packmittel P und Fillgut F

Das Ausmalf der Migration einer Substanz aus dem Packmittel in das Fullgut lasst sich

folgendermal3en abschatzen [15]:

Cc _ mg _ mpo
o Ve T Vet (Ko x Axd)]

Abbildung 2.5: Gleichgewichtskonzentration CF,c einer Substanz im Fillgut F mit der Masse der Substanz
im Fullgut mr und im Packmittel zu Beginn mp, dem Volumen des Fiillguts Vr, dem Verteilungskoeffizienten

Kp r, der Oberflache des Packmittels A und der Dicke des Packmittels d

Die Kiritikalitéat einer moglicherweise auftretenden Wechselwirkung zwischen Packmittel und
Arzneimittel ist abh&ngig von der Applikationsform: So besitzen beispielsweise oral
verabreichte Arzneimittel wie Tabletten und Kapseln eine niedrige Kritikalitat, da bei diesen
einerseits der Wirkstoff langsam freigesetzt wird und andererseits die Einnahme
anwenderfreundlich fur den Patienten ist. Zu den kritischsten Darreichungsformen z&ahlen

dagegen neben Inhalationslésungen auch Parenteralia, da diese subkutan, intradermal,

9
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intramuskular oder intravents verabreicht werden. Die direkte Injektion in Kérpergewebe
bzw. Kreislauf bietet den Vorteil einer schnellen Wirkstoffaufnahme und damit
Arzneimittelwirkung, fuhrt jedoch auch dazu, dass in Verbindung mit diesen
Darreichungsformen héaufiger schwere Arzneimittelnebenwirkungen beobachtet werden,
wobei hierbei auch praktische Anwendungsfehler eine Rolle spielen [16].

Unabhangig davon, ob die Bestandteile der Primarverpackung dem in den Arzneiblchern
definierten Qualitatsstandards entsprechen oder eine andere Qualitdt gewahlt wurde, muss
im Rahmen des Zulassungsverfahrens eines Arzneimittels die Eignung der
Primarverpackung hinsichtlich der Faktoren Schutz, Kompatibilitat, Sicherheit und
Funktionalitat gezeigt werden [1].

Fur Komponenten der Primarverpackung auf Kunststoffbasis ist der Umfang der
einzureichenden Eignungsprifungen in der Guideline on Plastic Immediate Packaging
Materials [17] ndher erlautert. Diese Guideline bezieht sich auf das Zulassungsverfahren von
Human- und Tierarzneimitteln und wurde 2005 von der EMA publiziert, um weiterfihrende
Informationen zu den Direktiven 2003/63/EC (Verbesserung der Direktive 2001/83/EC zu
Medizinprodukten im Humanbereich) und 2001/82/EC (zu Medizinprodukten im
Veterinarbereich) bereitzustellen. Appendix |l dieser Guideline beschreibt einen
Entscheidungsbaum zu den fir die Zulassung erforderlichen Unterlagen in Abhangigkeit von

der Darreichungsform und ist in Abbildung 2.6 vereinfacht dargestellit.

Wird beispielsweise die Primarverpackung eines parenteralen Arzneimittels aus Materialien
hergestellt, die weder im Ph. Eur. noch in der Pharmakopde eines Mitgliedsstaates definiert
sind, sind bei der Zulassung neben allgemeinen Informationen und Spezifikationen auch
Extraktions- und Interaktionsstudien sowie die toxikologischen Informationen vorzulegen.
Sind die Materialien hingegen im Ph. Eur. oder in der Pharmakop0de eines Mitgliedsstaates
definiert, kann auf die Vorlage von Extraktionsstudien und toxikologischen Informationen
verzichtet werden, Interaktionsstudien missen jedoch auch in diesem Fall eingereicht

werden.

Bei Extraktionsstudien werden die finale Priméarverpackung, ihre einzelnen Komponenten
oder das unverarbeitete Kunststoffmaterial unter Laborbedingungen mit unterschiedlichen
Extraktionsmitteln versetzt, mit dem Ziel, potentielle organische oder anorganische
chemische Substanzen freizusetzen (Extractables). Die angewandten Laborbedingungen

kbnnen weitaus aggressiver gewahlt werden als die spateren anwendungsgemalien

10
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Lagerbedingungen des finalen Arzneimittels in seiner Priméarverpackung, da sie lediglich

dem Zwecke dienen, das Maximum an Informationen bzw. Extractables zu erhalten [2].

Oralis, Topika Parenteralia, Inhalanda,

Ophthalmika
Darreichungsform fest halbfest, flssig fest halbfest, flussig
Material beschrieben Ph.Eur,, Pharmakopoe eines Ph.Eur. oder Pharmakopde
i Mitgiedsstautes odes eines Mitgliedsstaates?
= zugelassen fiir LM? :
ja nein ja nein
Allgemeine Information X X X X X X
Spezifikation X X X X
Interaktionsstudien X X gef. X X
Extraktionsstudien X X
Toxikologische Information X X

Abbildung 2.6: Im Rahmen der Zulassung vorzulegende Unterlagen in Anlehnung an Appendix Il der
Guideline on Plastic Immediate Packaging Materials (entnommen aus [13]), LM: Lebensmittel

In der Guideline on Plastic Immediate Packaging Materials versteht man unter
“Interaktionsstudien” generell Studien bei denen die finale Priméarverpackung, einzelne
Komponenten von dieser oder das unverarbeitete Kunststoffmaterial mit dem spateren
aktiven pharmazeutischen Wirkstoff (API) oder der finalen Arzneimittelformulierung selbst in

Kontakt gebracht werden und wechselwirken kénnen.

Migrationsstudien sind Interaktionsstudien, bei denen Extraktionsbedingungen gewahit
werden, die der spateren anwendungsgemalien Lagerung der finalen
Arzneimittelformulierung entsprechen, mit dem Ziel festzustellen, ob und in welcher
Konzentration wahrend der spéteren definierten Haltbarkeitsdauer (auch als Laufzeit
bezeichnet) organische oder anorganische chemische Substanzen aus der
Priméarverpackung in das Arzneimittel migrieren koénnen (Leachables). Im Rahmen einer
Migrationsstudie festgestellte Leachables sind daher immer als Teilmenge der zuvor
festgestellten Extractables zu verstehen. Dementsprechend missen Migrationsstudien
zwingend durchgefihrt werden, wenn bei vorhergegangenen Extraktionsstudien Extractables

gefunden wurden.

Fur die Wahl der Extraktionsbedingungen einer Migrationsstudie kann die ICH Guideline

Q1A (R2) Stability Testing of new Drug Substances and Products [18] zur Orientierung

11
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dienen. Diese gibt Hinweise zur Durchfihrung von Stabilitdtsstudien flr Arzneimittel, die im
Rahmen des entsprechenden Zulassungsverfahrens vorgelegt werden mussen. Fur
Arzneimittel, die eine Kuhllagerung erfordern, wird die Durchfiihrung von entsprechenden
Langzeitstabilitatsstudien bei 5 + 3 °C fur eine Mindestdauer von 12 Monaten und
beschleunigten Stabilitatsstudien bei 25 + 2 °C / 60 + 5 % r. F. fir eine Mindestdauer von
sechs Monaten als notwendig erachtet. Die ICH Guideline Q5C Quality of Biotechnological
Products: Stability Testing of Biotechnological/Biological Products [19] enthalt weitere
Vorgaben fir Biopharmazeutika, insbesondere beziiglich zusétzlicher Analysentechniken,
und entspricht weitestgehend der ICH Guideline Q1A (R2). Jedoch wird explizit betont, dass
die in der ICH Guideline Q1A (R2) genannten Lagerbedingungen fiir beschleunigte
Stabilitdtsstudien bei Biopharmazeutika ungeeignet sein kénnen und bezogen auf den

Einzelfall ausgewahlt werden missen.

Auch die 2017 in der USP erschienenen Monographien <1663> und <1664> bieten
Empfehlungen zur Durchfiihrung von Extraktions- und Migrationsstudien (bezeichnet als
Extraction studies und Leachables studies) [2] [3], haben jedoch lediglich informativen
Charakter und beinhalten keine spezifischen Methoden oder Spezifikationen. Dies ist der
Komplexitat der Thematik geschuldet, da die Zusammensetzung von Primérverpackung und
Arzneimittel selbst eine hohe Variabilitat aufweist. So kann selbst bei Vorliegen einer
vollstdndigen Liste der eingesetzten Rohmaterialien nicht auf die Durchfihrung einer
Extraktionsstudie verzichtet werden, da die potentiellen Extractables auch ungewollt in den
eingesetzten Rohmaterialien vorliegen kénnen, beispielsweise in Form von
Verunreinigungen. Ebenfalls denkbar ist die Entstehung von Extractables durch chemische
Reaktionen zwischen Arzneimittelformulierung und Primarverpackung [20]. Hinzu kommen
Extractables, die wahrend des Herstellungsprozesses in die Primarverpackung eingetragen
werden [21].

Die Durchfiihrung einer Extraktionsstudie ist komplex, da aufgrund der chemischen Diversitét
der mdglichen Extractables verschiedene Parameter wie die Polaritat des
Extraktionsmediums, die Extraktionsdauer, die Extraktionstemperatur und auch das
Verhéltnis von Oberflache zu Volumen die Konzentration, Art und Anzahl der gefundenen
Extractables beeinflussen kdnnen. Zudem richtet sich die Wahl der eingesetzten
Extraktionsparameter nach dem definierten Ziel der Extraktionsstudie. So kann bei einer
Extraktionsstudie mit dem Ziel der Materialcharakterisierung von Komponenten der

Primarverpackung der Einsatz organischer Lésungsmittel sinnvoll sein, wahrend bei einer
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Extraktionsstudie mit dem Ziel eines worst case Profils der spateren potentiellen Leachables
die Arzneimittelformulierung selbst ein sinnvolles Extraktionsmedium sein kann [2]. Die
anschlieRend erfolgenden Migrationsstudien sind zeitaufwendig, und die dabei
resultierenden Leachables liegen meist nur in sehr niedriger Konzentration vor, was eine
anschlieRende Identifikation und toxikologische Bewertung erschwert. In diesen Fallen
empfiehlt das USP die Durchfiihrung einer Simulationsstudie, bei der es sich eigentlich um
eine Extraktionsstudie handelt, da bei dieser die Arzneimittelformulierung durch ein
geeignetes Simulationsmedium (beispielsweise durch den entsprechenden Placebo) ersetzt
und die Lagerbedingungen deutlich aggressiver gestaltet werden, um ein hdheres Leaching

in einer kirzeren Zeitspanne zu erreichen [3].

Leachables sind insofern von Interesse, da sie unter Umstanden die Wirksamkeit, Sicherheit
und Qualitat eines Arzneimittels negativ beeinflussen [3], indem sie entweder selbst ein
toxikologisches Risiko darstellen oder mit dem pharmazeutisch aktiven Wirkstoff bzw.
anderen Bestandteilen der Arzneimittelformulierung wechselwirken kénnen. Ein Beispiel fur
toxikologisch relevante Leachables stellt Bisphenol-A-Diglycidylether (BADGE) dar, welches
zur Herstellung der Innenschutzbeschichtung von Aluminiumtuben fir den pharmazeutischen
Gebrauch verwendet wird. Im Rahmen von Migrationsstudien wurde diese Substanz, die
vom Bundesinstitut fur gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterinarmedizin (BgVV) als
bedeutendes Kontaktallergen bewertet wird, als Leachable in verschiedenen halbfesten
Darreichungsformen detektiert [13]. Ebenfalls als Leachable bekannt ist das bereits erwéhnte
DEHP (siehe hierzu auch Kapitel 1), welches als Weichmacher in Medizinprodukten auf
Polyvinylchlorid-Basis eingesetzt wird und als potentiell fortpflanzungsschéadigend [5] gilt. In
verschiedenen Studien wurde das Leaching von DEHP aus Medizinprodukten nachgewiesen
[22]. Insbesondere das Leaching aus Infusionsbeuteln in parenterale Erndhrungslosungen
besitzt eine hohe Kritikalitat, da diese meist Uber einen langeren Zeitraum hinweg

verabreicht werden, wodurch Patienten einer erhdhten Exposition ausgesetzt sind [23].

Es existieren auch verschiedene Untersuchungen zu ungewiinschten Wechselwirkungen von
Leachables mit dem pharmazeutisch  aktiven  Wirkstoff selbst in  einer
Arzneimittelformulierung. So fanden Seidl et al. l8sliches Wolfram als Kontaminanten in
vorgeflllten Spritzen, das von den Pins stammte, mit welchen wéahrend der Produktion der
Fluid path der Spritze hergestellt wird. Diese festgestellten Wolfram-Spezies verursachten
Proteindenaturierung und -aggregation wahrend einer klinischen Studie vor Markteinfiihrung

eines Biosimilar Epoetins [21]. Neben Wolfram wurden in verschiedenen Studien auch
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andere Metallionen in den Arzneimittelformulierungen festgestellt, die primar von den
Glaskomponenten der Primarverpackung und des Herstellungsprozesses stammen und

mitunter zu Proteinaggregation und Prézipitation fihren kénnen [24].

Doch auch die verschiedenen Membranfiltersysteme, die im Rahmen von Herstellung,
Aufreinigung und Abfullung proteinhaltiger Losungen eingesetzt werden, kénnen die Quelle
von Leachables im spateren Arzneimittel sein. Eine Studie mit den gangigen Membranfilter-
Typen Polyvinylidenfluorid (PVDF), Polyethersulfon (PES) und Cellulose-Mischester (MCE)
und einer 1IgG2-Modellformulierung zeigte, dass nicht nur Leachables aus dem Filtermaterial
in der Modellformulierung detektiert werden konnten, sondern dass diese auch
oberflachenaktive Eigenschaften ahnlich eines Loslichkeitsvermittlers aufwiesen und auf das

Modellprotein einen destabilisierenden Effekt hatten [25].

Auch bei einem bereits zugelassenen und seit Jahren etablierten Arzneimittel kbnnen bereits
geringfligige Veranderungen der Arzneimittelformulierung oder der Primarverpackung zu
einem veranderten Leachables-Profil fihren. So flhrte ein Austausch von humanem
Serumalbumin (HSA) als urspriinglichem Ld&slichkeitsvermittler gegen Polysorbat 80 in
Eprex® zu einem vermehrten Leaching aus dem unbeschichteten Gummistopfen in das

Arzneimittel [26] (siehe hierzu auch Kapitel 2.3.4).

2.3  Arzneimittelformulierungen mit rekombinanten Proteinen

2.3.1 Technische Herausforderungen einer stabilen

Arzneimittelformulierung

In den letzten Jahren hat die Zahl der zugelassenen Biopharmazeutika stetig zugenommen.
Ende 2020 waren in Deutschland insgesamt 339 Biopharmazeutika zugelassen, wobei
davon 25 Biopharmazeutika allein im Jahr 2020 neu hinzukamen, was 45 % aller
Neuzulassungen in 2020 entspricht. Da sich zu diesem Zeitpunkt weitere 657
Biopharmazeutika in der klinischen Entwicklung befanden, ist mit einer weiteren Zunahme an

Neuzulassungen zu rechnen [27].

Definitionsgemal handelt es sich bei Biopharmazeutika um Arzneimittel, die von
gentechnisch veranderten, lebenden Mikroorganismen, tierischen oder pflanzlichen Zellen
produziert werden. Dies bedeutet, dass diese Organismen erst durch das kinstliche

Einschleusen eines entsprechenden Gens dazu befahigt werden, die gewlinschten Proteine,
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Peptide oder Nukleinsduren zu bilden, die anschlieBend u. a. zur Therapie von Krebs,

Autoimmunerkrankungen oder Stoffwechselstdrungen eingesetzt werden [28].

Da es sich bei Proteinen um Makromolekile (ab einer Kettenlange von 100 Aminosauren
spricht man von einem Protein) mit dreidimensionaler Struktur handelt, deren
pharmakologische Wirksamkeit auf ihrer biologischen Aktivitat beruht, sind sie verglichen mit
chemischen Wirkstoffen weitaus empfindlicher.

Ami
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amino acids
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(a) Amino acids in a polypeptide (b) «-Helix (c) p-Sheet

Abbildung 2.7: Sekundarstruktur in Polypeptiden. (@  Schematische  Darstellung  der
Wasserstoffbriickenbindungen, durch welche sich dreidimensionale Strukturen wie die alpha-Helix (b) oder auch
das beta-Faltblatt (c) ausbilden. Enthnommen aus [29].

Die Klassifizierung der Proteinstruktur erfolgt auf vier Ebenen: Die Primarstruktur stellt die
einfachste Ebene dar und bezeichnet die blof3e Abfolge der Aminosauren in den
Polypeptidketten. In den vorliegenden Polypeptidketten bilden die durch Peptidbindung
miteinander kovalent verbundenen Atome das Polypeptidriickgrat, an welchem die
Aminosaurereste, d. h. die Seitenketten der einzelnen Aminosauren, héngen. Da die
vorliegenden Carbonyl- und Amino-Gruppen des Polypeptidrickgrats untereinander
Wasserstoffbriickenbindungen eingehen, bildet sich hierdurch die Sekundarstruktur aus
(siehe Abbildung 2.7). Aufgrund der Vielzahl der mdglichen Wasserstoffbriickenbindungen
ergibt sich eine nahezu unbegrenzte Anzahl an mdéglichen Proteinkonformationen, von
denen jedoch die alpha-Helix, das beta-Faltblatt und das Random Coil die bekanntesten

Sekundarstrukturelemente darstellen.
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—— A chain

(@) Insulin (b) Ribonuclease

Abbildung 2.8: Darstellung der Tertiarstruktur in den Proteinen Insulin (a) und (b) Ribonuclease.
Entnommen aus [29]

Da auch die Aminoséaurereste der verschiedenen Sekundarstrukturelemente untereinander
kovalente und nicht-kovalente Bindungen eingehen, ergibt sich durch diese
Wechselwirkungen die dreidimensionale Anordnung eines Proteins, d. h. seine
Tertiarstruktur. Bei den Bindungen handelt es sich hauptséchlich um Disulfidbriicken
zwischen verschiedenen schwefelhaltigen Aminosduren, ionische und hydrophobe
Wechselwirkungen  und  Wasserstoffbriickenbindungen. Lagern  sich  mehrere
Tertiarstrukturen, d. h. dreidimensionale Untereinheiten, zu gréf3eren Einheiten zusammen,
bilden sie die sogenannte Quartarstrukur, welche durch Wasserstoffbriickenbindungen, van-
der-Waals-Krafte und Coulombsche Kréfte stabilisiert wird. Proteine mit Quartarstruktur

werden unterschieden in Faserproteine, globulare Proteine und Proteinkomplexe.

Die biologische Aktivitat von Proteinen beruht auf deren nativer Tertidr- bzw. Quartarstruktur,
sodass schon geringflgige strukturelle Veréanderungen zu einer Verminderung oder im
schlimmsten Fall zu einem Verlust der biologischen Aktivitdt fihren kdnnen.

Proteininstabilitaten werden in chemische und physikalische Instabilitaten unterschieden.

Chemische Instabilitditen (u. a. Hydrolyse, Deamidierung, Oxidation) beruhen auf einer
Veranderung der kovalenten Bindungen, wobei dies sowohl die Bildung neuer Bindungen als

auch den Bruch bereits bestehender Bindungen einschlief3t.

Physikalische Instabilititen hingegen veréandern die raumliche Proteinstruktur, wéhrend die

kovalenten Bindungen unverandert bleiben [30]. Zu den physikalischen Instabilitaten zahlen
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etwa die Denaturierung, Aggregation, Ausfallung und Adsorption von Proteinen wobei
insbesondere die Proteinaggregation intensiv erforscht wird, da diese im schlimmsten Fall zu
einer korpereigenen lebensbedrohlichen Immunantwort fihren kann (siehe hierzu auch
Kapitel 2.3.3).

Aufgrund der empfindlichen Proteinstruktur sind biopharmazeutische Formulierungen
komplex in ihrer Zusammensetzung und enthalten eine Vielzahl an Stoffen, die in ihrem
Zusammenspiel das Protein schitzen und Instabilitaten vermeiden sollen [31]. Bestandteile
solcher Formulierungen sind u. a. Puffersalze, Natriumchlorid, Zucker, Co-Solventien,
Antioxidantien und Loslichkeitsvermittler.

Puffersalze sind notwendig, da schon geringfligige Anderungen des pH-Wertes die
Proteinstabilitat und -léslichkeit negativ beeinflussen kénnen und die Loslichkeit
insbesondere am isoelektrischen Punkt auf ein Minimum abfallt [32]. Natriumchlorid und
Zucker dienen hauptsachlich zur Einstellung von lonenstarke und Osmolaritat, da eine
Arzneimittelformulierung bei intravendser Verabreichung isotonisch sein muss. Besonders
Proteine, die die schwefelhaltigen Aminoséauren Methionin, Cystein oder Cystin enthalten,
sind anféllig fur oxidativen Abbau, weshalb oft Antioxidantien wie Bisulfite, Butylhydroxytoluol

(BHT) oder Ascorbinsaure zugesetzt werden.

Um ein Protein verlasslich in Lésung zu halten, kann mit Co-Solventien wie Glycerol
gearbeitet werden. Die Wirkung von Co-Solventien beruht auf zwei unterschiedlichen
Mechanismen, abhangig von dem jeweiligen Protein. Entweder das Co-Solvent bindet direkt
an das Proteinmolekil, wodurch die der Umgebung zugekehrte Proteinoberflache reduziert
und dadurch die native Proteinkonformation thermodynamisch begtinstigt wird. Méglich ist
aber auch, dass das Co-Solvent eine vollkommene Hydrathille um das Protein herum bildet,

wodurch dieses ebenfalls seine native Konformation behalt [31].

Als nichtionische Loslichkeitsvermittler werden in Biopharmazeutika insbesondere die
Polysorbate 20 und 80 in einem Konzentrationsbereich von etwa 0,001-0,1 % m/v
eingesetzt. Die chemische Struktur von Polysorbaten beruht auf einem Sorbitanring, dessen
Hydroxylgruppen durch Polyethylenoxid-Einheiten substituiert und anschlieRend mit einer
Fettsaure verestert wurden, d. h. es handelt sich um ethoxylierte Sorbitanfettsdureester. Die
Polysorbate 20 und 80 unterscheiden sich lediglich in ihrem Fettsdureester an der z-Position,
wobei dies bei Polysorbat 20 der Laurinsiureester und bei Polysorbat 80 der Olsdureester

ist. Ihren amphiphilen Charakter erhalten die Polysorbate durch den hydrophilen
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ethoxylierten Sorbitanring, wahrend die Kohlenstoffkette der Fettsaure die hydrophobe
Struktur bildet [33].

Aufgrund ihrer Struktur ordnen sich Polysorbat-Molekiile in wassriger Umgebung so an, dass
der Kontakt zwischen hydrophiler Umgebung und ihrem hydrophoben Anteil auf ein Minimum
reduziert wird. Da Luft-Wasser-Grenzflachen hydrophober Natur sind, bilden die Polysorbat-
Molekile an diesen eine Monoschicht aus, bei welcher nur der hydrophile Molekdlteil dem
Wasser zugekehrt ist. Mit steigender Polysorbat-Konzentration werden allméhlich alle Platze
an der Luft-Wasser-Grenzflache besetzt, bis ab einer gewissen Konzentration, der kritischen
Mizellbildungskonzentration (CMC), die vollstéandige Sattigung der Grenzflachen erreicht ist
und die nun noch freien in der Losung vorliegenden Polysorbat-Molekiile damit beginnen,
Mizellen auszubilden, bei welchen der hydrophile ethoxylierte Sorbitanring in die Ldsung
zeigt, wahrend die hydrophobe Kohlenstoffkette der Fettsaure in das Mizellinnere ragt. Die
CMC st fUr Polysorbat 20 etwa 0,007 % m/v und fur Polysorbat 80 etwa 0,002 % m/v, sie ist
jedoch von verschiedenen Faktoren wie beispielsweise der Konzentration anderer

Ldsungsbestandteile abhangig und kann daher variieren [34].

Antriebskraft flr dieses Verhalten ist der sogenannte hydrophobe Effekt. Die
Wassermolekiile, die den hydrophoben Polysorbat-Teil umgeben, kbnnen mit diesem keine
Wasserstoffbriickenbindungen eingehen und muissten sich daher starker um diesen ,herum
strukturieren®, d. h. sie missten von einem ungeordneten in einen geordneten Zustand
ubergehen, was gleichbedeutend mit einer Abnahme der Entropie wéare. Dies widerspricht
jedoch dem 2. Hauptsatz der Thermodynamik, nach welchem in geschlossenen Systemen
niemals die Entropie abnehmen kann, d. h. als Konsequenz lagern sich die Polysorbat-
Molekile zusammen und verringern dadurch die hydrophobe Oberflache, wodurch sich auch

die Anzahl der geordneten Wasser-Molekiile verringert. Thermodynamisch lasst sich dieser

Sachverhalt auch tber die Gibbs-Gleichung der freien Enthalpie AG darstellen:

AG =AH - TAS

Bei konstantem Druck p und konstanter Temperatur T laufen Reaktionen freiwillig ab, wenn
die damit verbundene Zustandsanderung zu einer Abnahme der freien Enthalpie fihrt. Freie
Wassermolekile bilden untereinander Wasserstoffbrickenbindungen aus, was zu einer

Abnahme der Enthalpie AH fuhrt, gleichzeitig kdnnen sich die Molekile frei in der Losung

bewegen, d. h. die Entropie 4S nimmt zu, wodurch AG abnimmt. Liegen nun aber auch
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hydrophobe Molekiile in der Lésung vor, wird die Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen den Wassermolekilen erschwert und zusatzlich werden die Wassermolekile in der
Néahe der hydrophoben Oberflachen in eine starre Struktur gezwungen, d. h. die Entropie 4S
nimmt ab, wodurch die freie Enthalpie AG zunehmen wirde. Da durch die Mizellbildung die
hydrophobe Oberflache so weit wie moglich reduziert wird, nimmt die Zahl der

Wassermolekile wieder zu, die frei beweglich in der Losung vorliegen, dementsprechend

nimmt auch die Entropie A4S zu und 4H ab.

Polysorbate als Loslichkeitsvermittler schitzen in der Arzneimittelformulierung das
entsprechende Protein hauptsachlich vor Adsorption an den hydrophoben Grenzflachen,
entweder zwischen Flussigkeit und Luft oder zwischen Flussigkeit und der Oberflache der
Priméarverpackung, und halten es hierdurch in LOsung. Hierbei sind zwei Mechanismen
denkbar, einerseits kénnen die Polysorbat-Molekile mit den Protein-Molekilen um die
verfluigbaren Grenzflachen konkurrieren und diese dadurch verdrangen, andererseits besteht
die Moglichkeit, dass die Polysorbat-Molekiile mit den hydrophoben Regionen von Protein-
Molekilen wechselwirken und diese damit absattigen [35]. Es wird angenommen, dass der
Verdrangungsmechanismus an den Grenzflachen die dominierende Rolle spielt, da sich
dieser auch thermodynamisch gunstig auswirkt. Bei einer Reihe von Untersuchungen
wurden jedoch auch Wechselwirkungen zwischen Polysorbaten und verschiedenen
Modellproteinen nachgewiesen, beispielsweise mit rekombinant hergestelltem Somatropin
(rhGH) [36] oder EPO [37].

Ein Nachteil von Polysorbaten ist deren Neigung zu Autooxidation und anderen
Abbaureaktionen wie beispielsweise der Hydrolyse von Esterbindungen [33], wodurch
Peroxide und kurzkettige Sauren wie Ameisensaure gebildet werden, die folglich als
unerwunschte Verunreinigungen vorliegen. Da insbesondere Peroxide spéater in
Arzneimittelformulierungen zur Oxidation von Proteinen fihren kdnnen [38], sollte die
Lagerung von Polysorbat-Lésungen mdglichst unter Ausschluss von Licht und Sauerstoff
stattfinden, auch die Zugabe von Butylhydroxytoluol als Antioxidans unterbindet ungewollte

Abbaureaktionen.

2.3.2 Proteinaggregation

Proteinaggregation  bezeichnet die Ansammlung von zwei oder mehreren

Proteinmonomeren, die  hauptsachlich durch  non-kovalente = Wechselwirkungen
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zusammengehalten werden [39]. Die Ursachen von Proteinaggregation sind vielfaltig und oft
finden verschiedene Aggregationsmechanismen gleichzeitig nebeneinander statt,
hauptsachlich scheinen jedoch finf unterschiedliche Mechanismen eine Rolle zu spielen
[40]:

1. Die reversible Assoziation nativer Monomere: Mit zunehmender Grol3e der Oligomere
steigt hierbei jedoch auch die Wahrscheinlichkeit der Ausbildung von Disulfidbrucken,
was final zu einer irreversiblen Aggregation fuhren kann. Da mit zunehmender Gro3e
des Oligomers auch dessen Stabilitdt und damit Loslichkeit abnimmt, ist auch eine
Ausfallung des Oligomers mdglich.

2. Die Aggregation nicht-nativer Monomere: Proteine sind bezuglich ihrer Konformation
keine starren Molekile, sodass angenommen wird, dass die native
Proteinkonformation im Gleichgewicht mit der entsprechenden denaturierten,
vollkommen entfalteten Proteinkonformation steht. Der Weg dorthin fuhrt Uber
verschiedene intermediare teilweise entfaltete Proteinkonformationen [31]. In ihrer
nativen Konformation haben Proteine einen hydrophoben Kern, d. h. hydrophobe
Aminosaurereste zeigen nach innen und wechselwirken miteinander, wahrend die
hydrophile Proteinoberfliche nach auf3en seiner meist hydrophilen, beispielsweise
wassrigen Umgebung zugewandt ist. Bei der Entfaltung kehrt das Protein nach und
nach seine hydrophoben Aminosaurereste nach aullen, wodurch sich ein
thermodynamisch unginstiger Zustand ergibt. Daher neigen die hydrophoben
Aminosaurereste nun dazu, mit den hydrophoben Aminosaureresten anderer
denaturierter Proteine zu wechselwirken und dabei Aggregate zu bilden. Bei diesem
Reaktionsmechanismus ist die Entfaltung des Proteins, d. h. seine
Konformationséanderung, der geschwindigkeitsbestimmende Schritt und die
Aggregation mit grof3er Wahrscheinlichkeit irreversibel.

3. Die Aggregation von chemisch veranderten Monomeren: Verandern sich durch
chemische Instabilititen die kovalenten Bindungen innerhalb des Monomers, flhrt
dies unter Umstédnden zu besonders aggregationsanfdlligen Regionen an der
Proteinoberflaiche, was zu einer maoglicherweise irreversiblen Aggregation fuhren
kann.

4. Die Nukleations-kontrollierte Aggregation: Liegen in einer Losung kleinere Oligomere
vor, haben diese nur eine geringe Tendenz zur Bildung groRRerer Aggregate. Bildet
sich jedoch zufallig ein grof3eres Aggregat, kann dieses der Ausldser (Nucleus) einer

explosionsartigen weiteren Aggregation sein, sodass unter Umstanden auch eine
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Ausfallung bzw. Partikelbildung erkennbar ist. Der Nucleus kann aber auch eine
unbeabsichtigte Verunreinigung sein, beispielsweise von Glas- oder Metallpartikeln
und auch Silikonoltropfchen.

5. Die Proteinaggregation an Oberflachen: Bei diesem Mechanismus adsorbiert ein
natives oder teilweise entfaltetes Proteinmonomer zunachst an einer Oberflache,
beispielsweise an der Primarverpackung und erfahrt hierdurch eine
Konformationsénderung. Die Adsorption erfolgt hauptsachlich durch hydrophobe
Wechselwirkungen, weshalb die Adsorptionsneigung von teilweise entfalteten
Monomeren hoher ist als die von nativen Monomeren [30]. Anschlieend bilden sich
analog zum 2. Mechanismus Aggregate. Da die Luft-Wasser-Grenzflache wie eine
hydrophobe Oberflache wirkt, kénnen auch an dieser Grenzfliche Proteine
adsorbieren und anschlieBend aggregieren. Dieser Aggregationsmechanismus wird
u. a. bei mechanischem Stress wie beispielsweise Rihren oder Schitteln

beobachtet, weil sich hierdurch die Luft-Wasser-Grenzflache vergrofl3ert [41].

2.3.3 Immunogenitat

Unter Immunogenitét versteht man die Féhigkeit einer Substanz, eine Immunantwort im
Korper auszulésen [42]. Eine Immunantwort erfolgt entweder in Form einer
Immunsuppression oder Immunstimulation, wobei die Immunstimulation bei der Therapie mit
Biopharmazeutika im Fokus steht. Die Gabe von Biopharmazeutika kann zur Bildung von
antigenspezifischen Antikérpern gegen den Wirkstoff [43] fuhren, welche selbst wiederum in
neutralisierende und nicht-neutralisierende Antikdrper unterschieden werden konnen.
Neutralisierende Antikorper (NAbs, neutralizing antibodies) binden direkt an das
therapeutische Protein, wodurch sie die Wirksamkeit von diesem beeinflussen oder auch
direkt aufheben. In seltenen Féllen richten sich die gebildeten NAbs nicht nur gegen das
therapeutische Protein, sondern auch gegen die endogen vorliegende Variante, was eine
komplette Neutralisation des entsprechenden Proteins im Koérper zur Folge haben und daher

lebensbedrohlich fir den Patienten sein kann.

Haufiger wird bei der Therapie mit Biopharmazeutika jedoch die Bildung von nicht-
neutralisierenden  Antikérpern  (NNAbs, non neutralizing antibodies) gegen das
therapeutische Protein beobachtet. Diese binden zwar ebenfalls an das Protein, jedoch an

Positionen, welche nicht die Wirksamkeit des Proteins beeinflussen [44]. Ob ein
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Biopharmazeutikum eine immunogene Reaktion auslést, ist von produkt-, patienten- und

behandlungsspezifischen Faktoren abhangig (siehe Abbildung 2.9).

Duration Route
. Treatment
Size
Frequency Dose
Formulation
Contaminants Concurrent
. e - lliness & medication
& impurities Immunogenicity
Protein modificaV
Protein sequence Genetic
Product & structure background ’ Patient ‘
Presence of T (MHCQ)
Aggregation 2 b‘arlge1': | Disease state
|o'o'g|ca being treated
activity

Abbildung 2.9: Einteilung verschiedener Einflussfaktoren auf die Immunogenitat eines
Biopharmazeutikums (entnommen aus [42]). Die Immunogenitat wird von patienten- und produktspezifischen

Faktoren beeinflusst, sowie von der Behandlung selbst, MHC: Major histocompatibility complex

Zu den patientenspezifischen Faktoren zahlen sowohl der genetische Hintergrund als auch
die Art und Anzahl der vorliegenden Krankheiten einschlielich deren Medikation. So
reagieren beispielsweise Patienten mit geschwachtem Immunsystem oft mit einer weniger

stark ausgepragten Immunantwort auf die Gabe eines therapeutischen Proteins [44].

Bei den behandlungsspezifischen Faktoren spielt neben der eingesetzten  Dosis,
Behandlungsdauer und Verabreichungsfrequenz vor allem die eingesetzte Darreichungsform
eine entscheidende Rolle. Biopharmazeutika werden vorwiegend parenteral in Form von
Injektions- oder Infusionsldsungen verabreicht, wobei bei der subkutanen Injektion die
Wabhrscheinlichkeit einer Immunantwort am hochsten ist. Grund hierfur ist vermutlich, dass
bei einer subkutanen Injektion das therapeutische Protein in unmittelbarer Nahe zu
Lymphknoten platziert wird, welche als Teil des Immunsystems B- und T-Zellen enthalten
[44].
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Die produktspezifischen Faktoren, welche die Immunogenitat beeinflussen kénnen, sind
vielfaltig und spiegeln damit auch die Komplexitat biopharmazeutischer Formulierungen
wider. Einerseits ist die Proteingrof3e und die Proteingewinnung (siehe hierzu auch Kapitel
2.3.4) entscheidend, andererseits spielt auch die Vielzahl an erforderlichen Prozessschritten
bei der Produktion von Biopharmazeutika (u. a. Fermentation, Vireninaktivierung,
Aufreinigung, Formulierung, Filtration und Abfillung) eine Rolle. So kdnnen wahrend der
Produktion sowohl Verunreinigungen in das finale Biopharmazeutikum gelangen als auch
ungewollte chemische Modifikationen des therapeutischen Proteins ausgeltst werden (siehe
hierzu auch Kapitel 2.3.1).

Diese chemischen Modifikationen kdnnen einerseits direkt die Immunogenitat beeinflussen,
indem die chemisch modifizierte Position selbst eine Immunantwort auslést. Andererseits ist
es ebenso mdglich, dass durch die chemische Modifikation die Tertirstruktur des
therapeutischen Proteins verandert und dadurch eine Immunantwort ausgeldst wird. Zu den
produktspezifischen Faktoren gehoért auch das Vorliegen ungewollter Proteinaggregate,
welche ebenfalls die Immunogenitat eines Biopharmazeutikums erhéhen kénnen, wie eine

Vielzahl von Publikationen nahelegt [42].

Grund fir die erhohte Immunogenitdt von Proteinaggregaten ist die erhdhte Anzahl
repetitiver Epitope verglichen mit der monomeren Form des Proteins, wodurch
Proteinaggregate in ihrer Struktur Pathogenen dhneln und vermutlich vom Immunsystem als
solche erkannt werden, wodurch eine Immunantwort ausgelost wird [43]. So konnten
beispielsweise Fradkin et al. zeigen, dass Aggregate des rekombinanten menschlichen
Wachstumshormons (rhGH), welche zuvor durch Gefriertrocknung oder Ruhren erzeugt
worden waren, in verschiedenen Mausmodellen zu einer erhéhten Immunogenitat fihrten
[45]. Ebenfalls in vivo im Mausmodell untersuchten Pisal et al. Aggregate vom
Blutgerinnungsfaktor VIII und kamen zu dem Schluss, dass diese verglichen mit dem

monomeren Faktor VIII Molekil immunogener waren [46].

Ein prominentes Beispiel einer Immunogenitatsreaktion aus der klinischen Praxis stellt
jedoch der Eprex®-Vorfall dar, dessen Ursache nicht abschlieBend geklart werden konnte.
Im Jahr 1989 erfolgte die erstmalige Zulassung eines rekombinanten EPO-Praparats mit
Epoetin alpha als Wirkstoff zur Behandlung von Anamie bei Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz. Ab 1998 wurde ein vermehrtes Auftreten von Antibody mediated pure red
cell aplasia (PRCA, Aplasie der roten Blutkdrperchen)-Vorfallen als unerwiinschte

Nebenwirkung beobachtet, bei der neutralisierende Antikbrper sowohl gegen das
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therapeutische als auch endogene EPO gebildet werden. Diese schwerwiegende
Nebenwirkung trat hauptsachlich bei Patienten auf, die Epoetin alpha aufl3erhalb der USA als
Eprex® (in Deutschland vertrieben durch Ortho Biotech unter dem Handelsnamen Erypo®)
als subkutane Injektion erhalten hatten. Bei der anschlie3enden Untersuchung stellte sich
heraus, dass der urspriingliche Loslichkeitsvermittler HSA (Humanes Serumalbumin) durch
Polysorbat 80 ausgetauscht worden war. Dieses verstarkte die Migration von Leachables
aus dem unbeschichteten Gummistopfen [26], welche die Arzneimittelformulierung

kontaminierten.

Es existieren verschiedene Hypothesen inwieweit die vorhandenen Leachables zu der
Bildung der neutralisierenden Antikorper beigetragen haben. Mdglicherweise fungierten die
Leachables als Adjuvantien und riefen dadurch eine Immunantwort hervor [26], dieser
Hypothese widerspricht jedoch, dass bei entsprechenden Untersuchungen im Mausmodell
keine Immunantwort durch Kombination von Eprex®/Erypo® mit den entsprechenden
Leachables hervorgerufen werden konnte [47]. Hermeling et al. hingegen nahmen an, dass
die in Eprex®/Erypo® eingesetzte Konzentration von Polysorbat 80 mit 0,03 % zu der
Bildung von Mizellen gefihrt hatte, welche einen geringen Anteil an EPO-Molekilen
enthielten und dadurch eine Immunantwort hervor gerufen hatten [48]. Auf demselben
Versuchsansatz basierend fuhrten Villalobos et al. [37] eine weitere Untersuchung durch und
verwarfen diese Hypothese wieder. Eine weitere Hypothese ist die verstarkte
Aggregatbildung von EPO und eine damit erhdhte Immunogenitat, hervorgerufen durch die
relativ hohe Konzentration an Polysorbat 80 [49].

2.3.4 Eingesetzte Modellproteine

Immunoglobulin G (IgG) ist ein Protein mit einem Molekulargewicht von 150 kDa und gehort
zu der Klasse der Antikdrper. Der Anteil von IgG betrdgt 10-20 % des gesamten
Plasmaproteins im menschlichen Blutserum. IgG lasst sich nochmals in die vier Subtypen
IgG1, IgG2, IgG3 und IgG4 unterteilen, wobei mit aufsteigender Nummerierung deren Anteil
am Plasmaprotein abnimmt. Hinsichtlich ihrer Aminosauresequenz stimmen die vier
Subtypen zwar zu 90 % uberein, unterscheiden sich jedoch in ihrer physiologischen Wirkung

wie beispielsweise Antigenbindung, in-vivo-Halbwertszeit und Plazentagangigkeit [50].

Das IgG Molekul besteht aus vier Polypeptidketten, zwei davon bilden mit jeweils 50 kDa
identische schwere Polpeptidketten, bei den anderen zwei Polypeptidketten handelt es sich

um identische leichte Ketten mit jeweils 25 kDa. Die schweren und leichten Polpeptidketten
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sind miteinander Uber Disulfidbricken verbunden und bilden gemeinsam eine y-férmige
Struktur aus. Die leichten Ketten bestehen jeweils aus einer variablen und einer konstanten
Domane (VL und CL), wahrend die schweren Ketten aus einer variablen und drei konstanten
Domaéanen bestehen (VH, CH1, CH2, CH3). Jeweils eine VL-Doméne assoziiert mit je einer
VH- und einer CH1-Domane und bildet hierbei einen Fab (fragment antigen binding)-Arm aus
und ist entscheidend fur die Antigenbindung. Die CH2- und CH3-Domé&ne bilden den Fc
(fragment crystalline)-Arm, welcher unter anderem mittels Bindung an Fc-Rezeptoren den
Transport der Antikdrper durch das Epithelgewebe bedingt. Zwischen den Domanen CH1
und CH2 befindet sich zusatzlich die sehr flexible Hinge-Region, in welcher sich auch die
Disulfidbriicken zwischen den beiden schweren Polypeptidketten befinden.

N-Terminus

konstante Region
Gelenkregion
(Hinge-Region)

C-Terminus

Abbildung 2.10: Struktureller Aufbau eines IgG-Molekils. IgG besteht aus zwei schweren Ketten (Heavy
chains, H) und zwei leichten Ketten (Light chains, L) — V: Variable Doméane, C: Konstante Doméane, H: Schwere
Kette, L: Leichte Kette

Mit steigender Temperatur beginnt sich IgG zu entfalten, wobei sich die Fab- und Fc-Arme
unabhangig voneinander verhalten. Die Schmelztemperatur Ty, der Fab-Arme liegt in einem
Bereich von 63-71 °C und fur den Fc-Arm bei 78-82 °C [51] Ty ist definiert als die
Temperatur, bei der die Halfte der vorhandenen Proteinmolekiile in einem entfalteten,
denaturierten Zustand vorliegt. Die Schmelztemperatur kann mittels verschiedener
analytischer Verfahren wie Dynamischer Differenzkalorimetrie (DSC — differential scanning

calorimetry), Circulardichroismus (CD)-, FTIR- sowie extrinsischer und intrinsischer
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Fluoreszenz-Spektroskopie ermittelt werden. Die thermisch induzierte Entfaltung von IgG ist
ein irreversibler Prozess, wie anhand von IgG des Subtyps 2b gezeigt werden konnte [51].
Grund hierfur sind die sich an die Proteinentfaltung anschlieRenden Folgereaktionen wie
Aggregation oder auch chemische Reaktionen. Abh&ngig von pH-Wert, lonenstéarke und dem
vorliegenden  Subtyp sind fur IgG unterschiedliche  Aggregationswege und
Aggregatstrukturen bekannt [52].

Antikdrper sind Teil der induzierten Immunantwort des Korpers auf eingedrungene
Pathogene, wobei sie an die Oberflache der Pathogene binden und diese damit markieren
und fur den korpereigenen Abbau zugénglich machen. Mit Muromonab-CD3 wurde 1986
erstmals ein industriell hergestellter Antikdrper zur Therapie akuter Abstof3ungsreaktionen im
Rahmen von Organtransplantationen zugelassen. Die Herstellung erfolgte klassisch mittels
Hybridom-Technologie, welche es ermdglicht monoklonale Antikdérper zu gewinnen, also
Antikorper die auf einen einzigen B-Lymphozyten zurlickgehen und daher nahezu identisch
sind und eine gleichbleibende Spezifitdt aufweisen. Die Gewinnung des B-Lymphozyten
erfolgt hierbei aus immunisierten Versuchstieren (beispielsweise aus Mausen), weshalb die
resultierenden monoklonalen Antikérper leicht vom Korper als korperfremd erkannt werden

und daher in der Therapie oft Immunogenitétsreaktionen als Nebenwirkung ausldsen.

Um die Immunogenitét tierischer Antikorper zu senken, kann dessen tierischer Anteil durch
Chimarisierung bzw. Humanisierung reduziert werden, indem Teile des tierischen
Antikdrpers gegen humane Anteile mittels Gentechnologie ausgetauscht werden [53]. Da
jedoch auch chiméare bzw. humanisierte Antikdrper zu Imunogenitatsreaktionen fiihren
kénnen, werden mittlerweile vollhumane rekombinante Antikorper hergestellt, d. h. diese
enthalten keinen tierischen Anteil mehr und werden meist mittels Phagen-Display-

Technologie in vitro in Sdugerzellen produziert.

Erythropoietin (EPO) ist ein Glykoprotein bestehend aus 165 Aminosduren, an die vier
Kohlehydratreste gebunden sind. EPO hat ein Molekulargewicht von 30 kDa, wovon 40 %
auf die Kohlehydratreste entfallen, von denen drei Reste N-glykosidisch Uber die Aminoséure
Asparagin und ein Rest O-glykosidisch Uber Serin angebunden sind. EPO weist beziglich
der Kohlehydratreste eine Mikroheterogenitat auf, d. h. diese bestehen aus einer Abfolge der
Monosaccharide Mannose, Galactose, Fucose, N-Acetylglucosamin, N-Galactosamin und
endstéandigen Sialinsduren, jedoch kann sowohl die Anordnung der Monosaccharide als

auch die Anzahl der endstandigen Sialinsauren variieren [54].
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Physiologisch handelt es sich bei EPO um ein Hormon, welches bei Erwachsenen
hauptséachlich in der Niere, in der fotalen Phase jedoch primér in der Leber produziert wird
[55] und entscheidend zur Bildung von Erythrozyten beitrégt, indem es von der Niere durch
den Blutkreislauf zu spezifischen Oberflaichenrezeptoren gelangt und dort die
Ausdifferenzierung dieser Zellen zu Erythrozyten und Retikulozyten ermdglicht.

EPO hat verglichen mit anderen globularen Proteinen eine relativ niedrige
Schmelztemperatur Ty von 53 °C [56], was an sich ein Indiz fur ein thermodynamisch
instabiles Protein ist. Jedoch zeigen Messungen, dass sich EPO kinetisch sehr stabil gegen
Hitzestress erweist und die hitzebedingte Entfaltung in hohem MalRe reversibel ist [56].
Arakawa et al. beobachteten demnach mittels CD-Messung und Gelelektrophorese eine
Aggregatbildung erst bei einer Erhitzung auf 79 °C fir 15 Minuten. Endo et al. hingegen
inkubierten EPO bei 60 °C fur 24 Stunden und verfolgten mittels SEC-Technik die Bildung
des entsprechenden Dimers und eines Aggregats, bestehend aus 20 EPO-Monomeren [57].
Im Rahmen dieser Studie wurde auch festgestellt, dass die Kohlehydratreste maf3geblich fur

die Hitzestabilitat von EPO verantwortlich sind.

2.3.5 Verwendete Analysentechniken zur Analyse von Proteinaggregaten

2.3.5.1 SEC-Chromatographie

Bei der GroRenausschluss-Chromatographie (SEC) erfolgt die Auftrennung von Analyten
anhand ihrer Gréf3e. Der Mechanismus beruht darauf, dass sehr gro3e Analyten nicht in die
Poren des Saulenmaterials eindringen kénnen und demnach im Totvolumen eluieren,
wahrend kleinere Analyten in die Poren diffundieren und dort anhand ihrer GréRe eine
unterschiedliche Verweildauer aufweisen. Je kleiner der Analyt ist, desto tiefer dringt er in die
Poren ein und desto spéater eluiert er von der Saule. Da der Analyt keinerlei
Wechselwirkungen mit dem Saulenmaterial eingeht, hat sich diese Technik insbesondere zur
Analyse von Proteinen und Proteinaggregaten etabliert, wobei Voraussetzung ist, dass diese
vollstdndig in Losung vorliegen. Fir globulare Proteine richtet sich die Elutionsreihenfolge
nach dem Molekulargewicht, da der hydrodynamische Radius dieser Proteine in Lésung mit
ihrem Molekulargewicht korreliert. Nimmt man nun eine Kalibriergerade mit mehreren
Modellproteinen  unterschiedlichen  Molekulargewichts auf, ist es mdglich, das
Molekulargewicht eines Analyten anhand seiner Retentionszeit zu berechnen. Weichen

Proteine jedoch von der idealen globularen Form ab, ist es nicht mehr mdglich ihr

27



Theoretischer Hintergrund

Molekulargewicht sicher zu bestimmen, da ihr abweichender hydrodynamischer Radius
gegebenenfalls zu einer verfriihten oder verspateten Retentionszeit fihren kann. Die
Detektion erfolgt meist photometrisch, das Absorptionsmaximum der Peptidbindung liegt bei
205 nm, das Absorptionsmaximum aromatischer Aminosaurereste liegt bei 280 nm.

2.3.5.2 Tribungsmessung

Die Erfassung von unloslichen Proteinaggregaten basiert auf einer von Eckhardt et al. [58]
vorgeschlagenen Methode, bei der es sich letztendlich um eine photometrische Adaption der
im Ph. Eur. 2.2.1 beschriebenen visuellen Methode zur Messung der Opaleszenz einer
Ldsung handelt. Da unldsliche Proteinaggregate in einer Lésung analog zu suspendierten
Partikeln Lichtstrahlen absorbieren und reflektieren, wird das Licht in alle Richtungen
gestreut. Eine Zunahme der Anzahl an unléslichen Proteinaggregaten fiihrt demnach zu
einer Zunahme der Lichtstreuung, was optisch als zunehmende Opaleszenz bzw. Tribung

der Losung wahrgenommen wird.

Die visuelle Bestimmung der Opaleszenz beruht auf einem Vergleich der Versuchslésung mit
vier Referenzsuspensionen definierter Tribung (3, 6, 18 und 30 NTU). Laut Eckhardt et al.
lasst sich die Tribung photometrisch in einem Bereich von 340-360 nm messen und
korreliert mit den Ergebnissen der visuellen Bestimmung, hat jedoch den Vorteil schneller
und objektiver durchfihrbar zu sein. In unserer Studie wurden fir jede Messserie die vier
Referenzsuspensionen gemafld Ph. Eur. hergestellt und zusammen mit den entsprechenden
Probeldsungen bei 350 nm vermessen. Das Modellprotein Immunglobulin G (IgG) zeigt bei
dieser Wellenlange keine UV-Aktivitdt, sodass allein die Tribung erfasst wird. Die
resultierenden Ergebnisse lassen keine Ruckschlisse auf exakte Konzentration, Grof3e oder
Form der entstehenden unléslichen Proteinaggregate zu, bieten jedoch die Mdglichkeit deren
Entstehung qualitativ zu verfolgen.
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3 Zielstellung

Parenteralia, also sterile Arzneimittelformulierungen, die zur Injektion, Infusion oder
Implantation bestimmt sind, werden hauptséachlich in flissiger oder lyophilisierter Form in
Glasbehaltnissen angeboten, die mit einem Gummistopfen verschlossen werden. Gummi
eignet sich aufgrund seiner Elastizitat hervorragend fur das Behaltnis-Verschlusssystem
(Primarverpackung) von Parenteralia, da sich der Gummistopfen eng an die Rander des
Glasbehaltnisses schmiegt und dieses dadurch gut verschliet. Auch bei mehrmaliger
Entnahme des Arzneimittels mittels Kandle fiuhrt die Elastizitat dazu, dass das bei der
Punktion entstehende Loch sich immer wieder selbst verschliel3t, sodass das Arzneimittel
weiterhin vor externen Verunreinigungen geschiitzt bleibt und daher seine Integritat behalt
[8]. Die besondere Elastizitdt von Gummi lasst sich auf seine quervernetzte Struktur
zurickfihren, welche das Resultat des als Vulkanisation bekannten Herstellungsprozesses
ist. FUr die Vulkanisation wird eine Vielzahl von Additiven verwendet, bei welchen es sich
meist um kleine Molekile handelt, die in der Gummimatrix nicht kovalent gebunden vorliegen
und daher potentielle Leachables darstellen. Aufgrund des direkten Kontakts des
Gummistopfens als Komponente der Primarverpackung mit der Arzneimittelformulierung,
kénnen diese kleinen unvernetzten Additive unter Umstanden in diese migrieren und
dadurch die Stabilitdt, Effizienz und Sicherheit der Arzneimittelformulierung negativ
beeinflussen. Daher schreiben sowohl die EMA [17] als auch die FDA [1] [59] [60] die
Durchfihrung von Extraktions- und Interaktionsstudien von Arzneimittel und
Primarverpackung vor, um die Kompatibilitit wahrend der spateren vorgesehenen

Lagerdauer sicherzustellen.

Neben der Prifung der Kompatibilitat definieren die verschiedenen Arzneibiicher fir
Gummistopfen in entsprechenden Monographien einen gewissen Qualitatsstandard (Ph. Eur.
3.2.9 [10], USP <381> [11] und JP 7.03 [12]), welcher fir die pharmazeutischen Hersteller
jedoch nicht verpflichtend ist. Die genannten Monographien beinhalten neben biologischen
(nur im USP enthalten) und funktionellen Prifungen auch eine Reihe von chemischen
Prufungen, die sich primar auf Summenparameter konzentrieren und Ruckschlisse auf die
verwendeten Chemikalien bei der Vulkanisation zulassen. Die entsprechende Priiflésung
wird durch Extraktion der Gummistopfen mit Wasser als Extraktionsmittel gewonnen. Dies
mag ausreichend sein, um die geforderten Summenparameter analysieren zu kénnen, diese

kénnen jedoch bestenfalls Hinweise auf spéatere Leachables geben, eine strukturelle
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Identifizierung organischer oder anorganischer Leachables aus den Gummistopfen ist nach
Ph. Eur. 3.2.9, USP <381> und JP 7.03 nicht vorgesehen. Riickschliisse auf eventuelle
Extractables und daraus resultierende Leachables im finalen Arzneimittel lassen sich nur aus
der Durchfiihrung von langwierigen Extraktions- und Interaktionsstudien ziehen. Aufgrund
der komplexen Thematik existieren hierzu jedoch keine exakten Vorgaben zur Durchfiihrung,
lediglich Empfehlungen.

Da Gummi altert, werden unter Umstédnden erst nach langerer Lagerung schwer losliche
Leachables aus dem Gummistopfen an die Arzneimittelformulierung abgegeben,
dementsprechend  missen die  Durchfuhrungskriterien  der  Extraktions-  und
Interaktionsstudien  sorgsam  gewahlt  werden. Insbesondere die  gewahlten
Extraktionsbedingungen und Extraktionsmittel missen die oft komplexe Zusammensetzung
einer Arzneimittelformulierung befriedigend widerspiegeln, da die Wirksamkeit und Sicherheit

des Arzneimittels Uber die Dauer der Lagerung jederzeit gewéhrleistet sein muss.

Insbesondere die zunehmende Entwicklung und damit verbundene Marktzulassung von
Biopharmazeutika, d. h. Arzneimittel mit proteinbasierten Wirkstoffen, stellt eine besondere
Herausforderung hinsichtlich der Formulierung, Primarverpackung, Transport- und
Lagerbedingungen dar. Aufgrund ihrer MolekilgréRe und besonderen strukturellen
Eigenschaften sind Proteine relativ empfindlich und neigen zu physikalischen und
chemischen Instabilitaten, wodurch wiederum ihre biologische Aktivitat stark beeintrachtigt
werden kann. Daher ist die Zusammensetzung der Formulierung eines Biopharmazeutikums
komplex, gleichzeitig reagiert der proteinbasierte Wirkstoff sehr empfindlich auf
Veranderungen der Umgebungsbedingungen, wie beispielsweise der Migration von
Leachables. Da proteinbasierte Wirkstoffe meist direkt in den menschlichen Stoffwechsel des
Patienten eingreifen, kénnen geringste strukturelle Veranderungen von diesen ernsthafte
Konsequenzen hinsichtlich der Immunogenitat des Biopharmazeutikums haben. So wurde im
Falle des pl6tzlichen vermehrten Auftretens von Pure red cell aplasia (PRCA) bei Patienten
mit chronischer Nierenerkrankung im Jahre 1998 in verschiedenen Publikationen ein
Zusammenhang zwischen Leachables aus dem unbeschichteten elastomeren Plunger der
vorgeflllten Spritzen und der erhdhten Immunogenitat der Eprex®-Formulierung gesehen
[26] [37] [47].

Ziel dieser Studie war daher die Untersuchung verschiedener k&uflich verfligbarer
Gummistopfen hinsichtlich der Anforderungen von Ph. Eur. 3.2.9, USP <381> und JP 7.03

und dem entsprechenden Extraktions- und Migrationsverhalten von diesen unter Einsatz
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verschiedener Extraktionsmittel und Modellformulierungen. Resultierende Leachables sollten
identifiziert und deren Einfluss auf verschiedene Modellproteine untersucht werden. Fir die
Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen den Modellproteinen und den gefundenen
Leachables sollte ein, verglichen mit den Ublichen langwierigen Kompatibilitatsstudien,
zeitsparender Versuchsansatz gewahlt werden. Die hierfir noétigen Analysenmethoden
sollten, soweit selbst entwickelt, fur ihren Einsatz validiert werden.
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4 Ergebnisse

4.1  Validierung der verwendeten HPLC-DAD-Methode

Die in Kapitel 9.1.7.1 beschriebene HPLC-DAD-Methode zur Analyse von Extractables und
Leachables der verschiedenen untersuchten Gummistopfen wurde hinsichtlich der Linearitat,
Robustheit, Prazision und der Proben- und Standardstabilitéat in Anlehnung an ICH Q2 (R1)
validiert. Zusatzlich wurde die Nachweis- und Bestimmungsgrenze ermittelt. Alle fur die
Validierung notwendigen Berechnungen wurden mit dem Programm Microsoft Excel 2007
(Redmond, USA) durchgefihrt.

Die Herausforderung bei der Entwicklung der HPLC-DAD-Methode lag darin, eine
befriedigende Auftrennung von einer Vielzahl strukturell unbekannter Extractables zu
erreichen, die aus den Gummistopfen extrahiert werden konnten. Da zum Zeitpunkt der
Validierungsarbeiten die Strukturaufklarung von diesen noch nicht abgeschlossen worden
war, wurde stattdessen fur die Validierung Pyren verwendet, da dieses auch als interner und
externer Standard diente. Als Probe fungierte ein Extrakt aus dem Gummistopfen CB1,
dessen Probenpréaparation detailliert im Anhang (siehe Kapitel 11.1.1) beschrieben ist.

4.1.1 Linearitat

Die Linearitat wurde auf den HPLC-DAD Systemen 1 und 2 anhand von Pyren und den
Extractables 1-9 zunachst bei der Wellenlange 220 nm ausgewertet. Fir alle Extractables
wurde als Bedingung fir die Linearitat der Korrelationskoeffizient R gewahlt, der mindestens
0,999 betragen sollte. Zusatzlich sollte der resultierende y-Achsenabschnitt der linearen
Funktion weniger als 5 % entsprechen, bezogen auf die Peakfliche des jeweiligen

Extractables in der Probe auf 100 %-Level.

Die Auswertung zeigte, dass bei 220 nm nicht fir alle Extractables 1-9 der definierte
Korrelationskoeffizient R eingehalten werden konnte. Auf dem HPLC-DAD System 1 ergab
sich fur Extractable 8 der Korrelationskoeffizient R = 0,998 (siehe Tabelle 11.1). Auch auf
dem HPLC-DAD System 2 resultierte fur die Extractables 7 und 8 ein zu niedriger
Korrelationskoeffizient (Extractable 7: 0,991 und Extractable 8: 0,986). Bei dem HPLC-DAD
System 2 wurden die niedrigen Korrelationskoeffizienten dadurch verursacht, dass die

Signalintensitaten der Extractables 7 und 8 das mdogliche Detektorfenster Uberschritten.
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Hierdurch war die Linearitat nicht mehr gegeben und flhrte zu dem niedrigen
Korrelationskoeffizienten und auch zu einem y-Achsenabschnitt, der nicht den definierten
Bedingungen entsprach (Extractable 7: 17,8 %; Extractable 8: 22,6 %; Extractable 9: 7,4 %).
Daher wurde die Auswertung fur die Extractables 6-9 fir beide HPLC-DAD Systeme
zusatzlich bei 254 nm vorgenommen. Aufgrund der niedrigeren Signalintensitat erwies sich
die Auswertung bei 254 nm als linear (siehe Tabelle 11.2 im Anhang).

4.1.2 Robustheit

Als MaR fir die Robustheit wurden das Extractable 5 und ein vorgelagerter Peak
ausgewahlt. Unter Standardbedingungen liel3 sich der vorgelagerte Peak von Extractable 5
zumindest mit der Funktion split peak abtrennen (siehe Abbildung 4.1) dementsprechend
wurde untersucht, inwiefern systemische Veranderungen das Elutionsverhalten der beiden
Substanzen zueinander beeinflussen (zu den Einzelheiten der getroffenen systemischen
Variationen siehe auch Kapitel 11.1.2 im Anhang). Hierbei ergab sich, dass die Methode
grotenteils stabil auf die Variation der verschiedenen Parameter reagierte, d. h. eine
Abtrennung des vorgelagerten Peaks war mdglich.

Die Erhdéhung der Flussgeschwindigkeit um 5 % fiihrte jedoch dazu, dass der vorgelagerte
Peak mit dem Extractable 5 zusammenlief und nicht mehr detektiert werden konnte (siehe
Abbildung 4.2). Die Methode wurde daher hinsichtlich einer Erhohung der
Flussgeschwindigkeit als instabil bewertet. Eine Reduktion der Flussgeschwindigkeit flihrte
hingegen zu keiner Verschlechterung der Auflésung, d. h. die Methode reagierte stabil
gegenuber dieser Variation.

Ebenfalls als instabil erwies sich die Methode bei der Variation der Gradientensteilheit des
terndren Systems, da bei Anwendung eines flacheren Gradienten (Gradient 1) der vormals
vorgelagerte Peak nicht mehr detektiert werden konnte. Unklar blieb hierbei, ob dieser mit
dem Extractable 5 oder mit dem Peak bei der Retentionszeit 34,8 min zusammengelaufen
war. Die Anwendung eines steileren Gradienten (Gradient 2) fiihrte hingegen zu einer sehr

guten Abtrennung des vorgelagerten Peaks (siehe Abbildung 4.3).
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Die Variation der Wellenlange erfolgte nur bei 220 nm, da die Auswertung von Extractable 5
standardmafig bei dieser Wellenlange erfolgte. Auf eine Variation der Wellenlange 254 nm

wurde also verzichtet.

A
Exiractable S:
32,437 min \
vorgelagerter Peak:
32,197 min \
e B . A E A et 23 O 2T - i > 0 >
B Extractable S:

32,497 min S

vorgelagerter
..-Qki:2257 min

Abbildung 4.1: Robustheit — Variation der Saulencharge. A: Ausschnitt eines Chromatogramms unter
Standardbedingungen mit Extractable 5 und dem vorgelagerten Peak. B: Chromatogrammausschnitt bei
Verwendung einer anderen Séulencharge: Das Extractable 5 und der vorgelagerte Peak zeigen vergleichbare
Retentionszeiten.

Die Variation der Ofentemperatur um + 5 °C ausgehend von 40 °C als der standardmafigen
Temperatur zeigte eine Beeinflussung der Peaktrennung. Wahrend bei 35 °C die beiden
Peaks basisliniengetrennt erschienen (siehe Abbildung 11.8 im Anhang), fihrte eine
Erhéhung der Ofentemperatur auf 45 °C zu einer merklichen Verschlechterung der
Peaktrennung. Da jedoch mittels der Funktion split peak zumindest noch eine Abtrennung
des vorgelagerten Peaks und damit die Auswertung moglich war, ist das System in einem
Temperaturbereich von 35-45 °C als stabil zu betrachten. Im Zuge der Robustheitsprifung
wurde die Analyse auch mit einer anderen Charge der Analysenséule wiederholt. Die
Auswertung ergab, dass das Trennverhalten von dem vorgelagertem Peak und dem
Extractable 5 mit den beiden eingesetzten Saulenchargen 519091-1 und 557308-1
vergleichbar und dementsprechend das System gegeniiber dieser Variation stabil reagierte.

Zusammenfassend erwies sich das HPLC-System als ausreichend robust, lediglich die
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Erhdéhung der Flussgeschwindigkeit sowie die Anwendung eines flacheren Gradienten

fuhrten dazu, dass eine Abtrennung des vorgelagerten Peaks von Extractable 5 nicht mehr

gewadhrleistet werden konnte.

A 31.857 min
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=3 33,100 min
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Abbildung 4.2: Robustheit — Chromatogrammausschnitt bei Variation der Flussgeschwindigkeit. A:
erhohter Fluss: Extractable 5 (RT = 31,857 min), ist von dem ehemals vorgelagerten Peak nicht mehr
abgetrennt. B: Reduzierter Fluss: Extractable 5 (RT = 33,100 min) ist nun von dem vorgelagerten Peak (RT =

32,680 min) basisliniengetrennt.
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Abbildung 4.3: Robustheit — Variation des Gradienten. A: Chromatogrammausschnitt mit Gradient 1. Der
vorgelagerte Peak wurde nicht detektiert, da dieser entweder mit Extractable 5 (RT = 35,613 min) oder mit dem

Peak bei RT = 34,827 min zusammengelaufen ist. B: Chromatogrammausschnitt aus einem mit Gradient 2
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aufgenommenen Chromatogramm: Der vorgelagerte Peak ist von Extractable 5 (RT = 30,277 min) klar

abgetrennt.

Tabelle 4.1: Robustheit — Ergebnisse der Variation der verschiedenen Methodenparameter hinsichtlich der
Abtrennung des vorgelagerten Peaks von Extractable 5. Das System reagierte weitestgehend stabil, die Variation
der Flussgeschwindigkeit und des Gradienten fiihrte jedoch dazu, dass der dem Extractable 5 vorgelagerte Peak

nicht mehr detektiert werden konnte.

Parameter Variation | Peak abgetrennt von Extractable 5 System
+5% nein instabil
Flussgeschwindigkeit
-5% ja stabil
+0,5 ja stabil
pH-Wert von Eluent A
-0,5 ja stabil
+2% ja stabil
Anteil ACN in Eluent B
-2% ja stabil
Gradient 1 nein instabil
Gradientensteilheit
Gradient 2 ja stabil
+2nm ja stabil
Wellenlange 220 nm
-2nm ja stabil
+5°C ja stabil
Temperatur
Saulenofen _ )
-5°C ja stabil

4.1.3 Prazision

Bei der Prézision muss zwischen Gerateprézision, Methodenprézision und intermediarer
Prazision unterschieden werden. Bei der Geratepréazision wird lediglich die Genauigkeit des

Analysengerats selbst Uberpriuft, wahrend bei der Methodenpréazision die Genauigkeit des
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gesamten Analysenprozesses, d. h. von der Probenpréaparation bis zur Analyse, untersucht
und die Variabilitdit berechnet wird. Unter intermediarer Prazision versteht man die
Genauigkeit des gesamten Analysenprozesses unter Wiederholbedingungen, der gesamte
Analysenprozess wird also nochmals von einem anderen Analysten durchgefiuhrt,
idealerweise an unterschiedlichen Tagen an unterschiedlichen Analysengeraten. Die
Ergebnisse dieser Analyse werden mit den Ergebnissen der Originalanalyse verglichen und
die resultierende Variabilitdt zwischen diesen berechnet.

Die Gerateprazision wurde aus der 6-fachen Injektion einer Pyren-Standardldsung und einer
Probe am HPLC-DAD System 1 berechnet. Hierbei ergab sich fir die Standardlésung bei der
Betrachtung der detektierten Peakflachen eine relative Standardabweichung von 0,35 %
(siehe Tabelle 11.7 im Anhang). Fur die Probe lag diese fir alle neun ausgewerteten
Extractables inklusive dem internen Standard Pyren zwischen 0,21 und 0,52 % (siehe
Tabelle 11.8 im Anhang). Auch die Methodenprazision wurde an HPLC-DAD System 1
durchgefuhrt, wobei jeweils sechs Probelésungen und sechs Standardlésungen prapariert
und als Einfachinjektion analysiert wurden. Die Ergebnisse sind ebenfalls in Tabelle 11.7 fir
die Standardlésung und in Tabelle 11.8 fir die Probelésung dargestellt und weisen fiir die
Standardlésungen eine relative Standardabweichung von 2,48 % und flrr die Probelésungen
1,44 bis 2,51 % auf.

Die intermediare Prazision wurde an HPLC-DAD System 2 durchgefiihrt und zur Auswertung
mit den Ergebnissen der Methodenprazision an HPLC-DAD System 1 verglichen. Obwohl
Proben- und Standardpraparation analog durchgefiihrt worden waren, zeigte ein Vergleich
der Ergebnisse, dass die Messreihe an HPLC-DAD System 2 fir die Extractables 1-9 eine
niedrigere relative Standardabweichung aufwies als an HPLC-DAD System 1 (siehe Tabelle
11.7 und Tabelle 11.8 im Anhang). Diese lag in einem Bereich von 0,29 bis 1,66 % fur die
Extractables, fur den internen Standard Pyren jedoch bei 2,94 %. Fir die sechs Pyren-
Standardldsungen resultierte eine relative Standardabweichung von 3,87 %. Auch an HPLC-
DAD System 2 liel3 sich der bereits aus der Robustheitsprifung bekannte vorgelagerte Peak

von dem Extractable 5 durch die Funktion split peak abtrennen.

4.1.4 Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Die Berechnung der Nachweisgrenze (LOD) und Bestimmungsgrenze (LOQ) erfolgte
einerseits gemal Ph. Eur. Uber das Signal/Rausch-Verhaltnis (S/N-Verhaltnis), andererseits

gemall ICH Guideline Q2 (R1) mittels Kalibriergeradenverfahren [61]. Fir Pyren als
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Referenzsubstanz wurden der LOD und LOQ nach beiden Verfahren bei den beiden
Wellenlangen 220 und 254 nm bestimmt, da dieses bei allen Studien als interner und
externer Standard verwendet wurde. Zusatzlich wurde fir die Referenzsubstanz TOTM als
beispielhaftes Trimellitat der LOD und LOQ mittels Kalibriergeradenverfahren fir beide

genannten Wellenlangen bestimmt.

Bei der Probenpraparation im Rahmen der Interaktionsstudien (siehe Tabelle 9.6) lag Pyren
in einer finalen Konzentration von 3,7 pg/ml in der Probenloésung vor. Fur die manuelle
Bestimmung des S/N-Verhdltnisses gemald Ph. Eur. wurden daher ausgehend von dieser
Konzentration funf verschiedene Verdiinnungen im Bereich von 0,75-1,75 % (0,028 — 0,037
— 0,046 — 0,056 — 0,065 pg/ml) hergestellt und gemessen und manuell das S/N-Verhéltnis
berechnet (alle Ergebnisse sind in den Tabelle 11.9 und Tabelle 11.10 im Anhang
dargestellt). Fir den LOD musste gemafd Ph. Eur. ein S/N-Verhéltnis von 3:1 gegeben sein,

fur den LOQ sollte ein S/N-Verhaltnis von 10:1 erfiillt werden.

Das Kalibriergeradenverfahren basierte auf der Berechnung von LOD und LOQ aus der
Standardabweichung der Residuen (o) und der Geradensteigung der Kalibriergeraden (m)

geman den Formeln:

3,3 Xo
LOD =
m
10 X o
LOQ =

Fur Pyren wurde eine Kalibriergerade mit denselben finf Konzentrationsstufen
aufgenommen und gemalR den obigen Formeln ausgewertet. Fir Pyren resultierten bei der
Berechnung mittels Kalibriergeradenverfahren ein niedrigerer LOD und LOQ als mit dem
Signal/Rausch-Verfahren (siehe Tabelle 4.2).

Bei der Referenzsubstanz TOTM wurde eine Kalibriergerade mit den finf
Konzentrationsstufen 0,050 — 0,075 — 0,100 — 0,125 — 0,175 pg/ml aufgenommen und
entsprechend ausgewertet. Da es sich bei den Extractables 6-9 um Trimellitate handelte,
wurden fur die finale Auswertung der Extraktions- und Interaktionsstudien die fiur TOTM
ermittelten gerundeten Nachweis- und Bestimmungsgrenzen bei den Wellenlangen 220 nm
(LOD: 0,05 pg/ml, LOQ: 0,14 pg/ml) und 254 nm (LOD: 0,06 pg/ml, LOQ: 0,18 pg/ml)

verwendet.
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Tabelle 4.2: LOD und LOQ der Referenzsubstanzen Pyren und TOTM. Die Ergebnisse wurden fir die
Wellenlangen 220 und 254 nm Uber das S/N-Verhéltnis gemafl Ph. Eur. und mittels Kalibriergeradenverfahren
gemal ICH Q2(R1) ermittelt.

Pyren TOTM
) LOD [pg/ml] LOQ [ug/ml] LOD [pg/ml] LOQ [ug/ml]
Wellenlange | pp, g ICH Ph. Eur. ICH ICH ICH
[nm]
220 0,026 0,005 0,087 0,016 0,047 0,144
254 0,022 0,003 0,074 0,008 0,058 0,177

4.1.5 Proben- und Standardstabilitat

Die Stabilitat von fertig praparierten Standard- und Probeldsungen im Autosampler bei
eingestellten 5 °C wurde fur einen Zeitraum von 72 h untersucht, indem der Mittelwert, die
Standardabweichung und die relative Standardabweichung aus allen 19 Injektionen fir die
einzelnen Peaks berechnet wurden. Hierbei resultierte bei der Standardlésung fiir die
Peakflache eine relative Standardabweichung von 1,44 %, wahrend diese fir die
Probenlésung in einem Bereich von 0,64 bis 2,22 % lag. Ebenfalls untersucht wurde die
Stabilitat der zur Herstellung von Standard und Probe verwendeten Stammldsungen, die im
Kihilschrank bei 5 £ 3 °C gelagert wurden. Beim Standard handelte es sich um die Pyren-
Stammldsung mit einer Konzentration von 0,37 mg/ml. Als Proben-Stammlésung wurde die
gemaly Kapitel 11.1.1 (im Anhang) praparierte Probenldésung ohne Zusatz des internen
Standards verwendet. Es wurde ein Zeitraum von 48 h betrachtet und wieder der Mittelwert,
die Standardabweichung und die relative Standardabweichung der Peakflachen aller
Injektionen (n = 3) berechnet. Hierbei resultierte fur die Standardldsung eine relative
Standardabweichung von 1,40 %, fur die Probeldsung lag diese in einem Bereich von 0,98-
2,60 %. Die einzelnen Ergebnisse konnen Tabelle 11.16 sowie Tabelle 11.17 (beide im

Anhang) entnommen werden.

4.1.6 Fazit der Validierung

Die Ergebnisse der Validierung zeigten, dass die HPLC-Methode fir die qualitative und

guantitative Analyse von Extractables aus Gummistopfen geeignet war. Wahrend die
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Extractables 1-5 bei 220 nm ausgewertet werden konnten, mussten die Extractables 6-9
jedoch aufgrund ihrer hohen UV-Aktivitat bei der Wellenlénge 254 nm ausgewertet werden,
da die gewahlten Linearitatsbedingungen bei 220 nm nicht eingehalten werden konnten.
Zusétzlich stellte sich heraus, dass trotz der Verwendung von Pyren als internem Standard
die Ergebnisse auf den zwei eingesetzten HPLC-Systemen 1 und 2 voneinander abwichen
und die berechneten Flachenverhéltnisse Flachegyracane/Flache;s auf dem HPLC-System 1
immer geringer ausfielen. Um eine Vergleichbarkeit von auf beiden Systemen erzeugten
Daten zu gewahrleisten, musste daher ein Korrekturfaktor verwendet werden, welcher als
Faktor 1,126 berechnet wurde (siehe hierzu Tabelle 11.18 im Anhang). Demnach mussten
die auf dem HPLC-System 2 erzeugten Flachenverhaltnisse durch diesen Faktor dividiert

werden, um eine Vergleichbarkeit mit den Daten auf HPLC-System 1 zu gewdhrleisten.

4.2  Qualitat der Gummistopfen

Die erworbenen Gummistopfen wurden auf Ubereinstimmung mit dem durch Ph. Eur. 3.2.9,
USP <381> und JP 7.03 definierten Qualitdtsstandard geprift. Sofern Zertifikate zur
Bestatigung der Ubereinstimmung von den Lieferanten bereitgestellt werden konnten, wurde
auf eine eigene Prifung verzichtet. Insgesamt wurden sechs Gummistopfen aus
Bromobutylgummi (BB1-BB6) und vier Gummistopfen aus Chlorobutylgummi (CB1-CB4) von
sieben verschiedenen Lieferanten bezogen (siehe Tabelle 9.1). Hierbei nahm der
Gummistopfen CB4 eine Sonderstellung ein, da es sich bei diesem um einen laminierten
Gummistopfen handelte. Die Laminierung aus Ethylentetrafluoroethylen (ETFE) stellt eine
physikalische Barriere zwischen dem Basiselastomer und dem Arzneimittel dar, wodurch die
Migration von Leachables aus dem Basiselastomer in das Arzneimittel reduziert wird. Da das
Ph. Eur. 3.2.9 zum Zeitpunkt der praktischen Arbeiten jedoch ausdricklich die Prifung von
beschichteten/laminierten ~ Gummistopfen  ausschloss und dieser Gummistopfen
hauptsachlich zu Vergleichszwecken bei den Extraktionsstudien (siehe Kapitel 4.3.2) diente,
wurde auf weitere Prifungen verzichtet. Zudem lagen fiir das Basiselastomer ohne

Laminierung auch die Zertifikate geméan Ph. Eur. und USP vor.

Der geforderte Prifumfang gemafd Ph. Eur. und USP entsprach sich weitestgehend (siehe
Tabelle 9.2). Das JP hingegen unterschied sich erheblich von Ph. Eur. und USP, sowohl
hinsichtlich des Prifumfangs als auch in der Herstellung der Pruflésung. Fir die Prifung
nach Ph. Eur. und USP wurde die Priflésung mit jeweils 10 Gummistopfen hergestellt, da

diese Anzahl der geforderten Gesamtoberflache von 100 cm? entsprach (alle gekauften
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Gummistopfen hatten 13 mm Zapfendurchmesser und eigneten sich als Verschluss flr
Injektionsflaschen mit 20 mm Bdrdelranddurchmesser). Die Priflosung nach JP wurde mit
jeweils 20 Gummistopfen hergestellt, da nach damaligem Stand gemal JP das Gewicht der
Gummistopfen bertcksichtigt wurde. Auch der Reinigungsschritt vor der Herstellung der
eigentlichen Pruflosung unterschied sich wesentlich: Wahrend die Gummistopfen gemaf Ph.
Eur. und USP vorher durch 5-minitiges Kochen in Wasser gereinigt wurden, forderte das JP
lediglich die Reinigung mit kaltem Wasser ohne definierte Anzahl an Spilschritten. Alle nach
Ph. Eur., USP und JP erforderlichen Prifungen in wassriger Priflosung wurden
durchgefuhrt. Prifungen am Gummistopfen (Bestimmung von Cadmium und Blei gemaf3 JP)
oder dem Gummimaterial selbst sowie die gemaR JP geforderten Parameter Systemische
Toxizitat, Pyrogen Test und Haemolyse Test, waren nicht Teil des aktuellen

Promotionsvorhabens.

Alle erworbenen Gummistopfen erflllten die Spezifikationen gemaf Ph. Eur. und USP. Die
im JP definierten Spezifikationen wurden jedoch nicht von allen Gummistopfen eingehalten,
so entsprachen die Gummistopfen BB3, BB4, CB1 und CB2 nicht der Spezifikation des
Parameters Transparenz, d. h. die entsprechenden Priflésungen waren nicht ausreichend
transparent (siehe Tabelle 4.4, Tabelle 4.6, Tabelle 4.7 und Tabelle 4.10). Ein direkter
Vergleich der Ergebnisse mit dem Ph. Eur. und dem USP war nicht mdglich, da dieser

Parameter lediglich gemaf JP gefordert wurde.

Tabelle 4.3: Prifung des Bromobutylstopfens BB3 nach USP

Parameter Spezifikation USP Ergebnis BB3
Opaleszenz < Referenzsuspension B entspricht
Farbe < Farbstandard entspricht

Sauer oder alkalisch

reagierende Substanzen < 0,3 mI NaCOH (0,01 M) oder = 0,8 ml HCI (0,01 M) entspricht

Absorption <0,2 AU zw. 220-360 nm 0,1 AU

Reduzierende Substanzen < 3,0 ml Natriumthiosulfat (0,01 M) 0,70 ml
Slzc)ﬁ\r,\?;i;rggl?e <2,0 mg/l < 2,0 mgl/l
Extrahierbares Ammonium <2,0 mg/l < 2,0 mgl/l
Extrahierbares Zink <5,0 mg/l 0,70 mgl/l
Fluchtige Sulfide Farbungpope < Farbungsiandard entspricht
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Tabelle 4.4: Prifung des Bromobutylstopfens BB3 nach JP. ! Der Gummistopfen BB3 entspricht nicht JP

hinsichtlich der Transparenz bei 430 nm und der reduzierenden Substanzen.

Parameter Spezifikation JP Ergebnis BB3
Klarheit klar entspricht
Farbe farblos entspricht
98,6 % (430 nm)*
Transparenz (430 nm,650 nm) 299,0 % o nm)

99,4 % (650 nm)

Absorption <0,20 AU zw. 220-350 nm 0,17 AU
Reduzierende Substanzen < 2,0 ml Natriumthiosulfat (0,01 M) 2,9 ml*
Extrahierbares Zink < 10,0 mg/l 1,0 mg/l
Verdampfungsrickstand 2,0 mg/100 ml 1,0 mg/100 ml
Schaumtest innerhalb von 3 min fast kein Schaum entspricht
mehr
pH-Wert ApH=1,0 ApH=0,1
Cadmium <0,5mgl/l nicht gepruft
Blei <1,0 mgl/l nicht gepruft

Tabelle 4.5: Priifung des Bromobutylstopfens BB4 nach USP

Parameter Spezifikation USP Ergebnis BB4
Opaleszenz < Referenzsuspension B entspricht
Farbe < Farbstandard entspricht
regg&‘l‘;fér?g:rsi"g;'gﬁ;en < 0,3 ml NaOH (0,01 M) oder < 0,8 mI HCI (0,01 M) |  entspricht
Absorption < 0,2 AU zw. 220-360 nm 0,1 AU
Reduzierende Substanzen < 3,0 ml Natriumthiosulfat (0,01 M) 1,1 ml
Extrahierbare Schwermetalle <2,0 mg/l < 2,0 mgl/l
Extrahierbares Ammonium <2,0 mg/l < 2,0 mgl/l
Extrahierbares Zink <5,0 mg/l 0,66 mg/l
Fliuchtige Sulfide Farbungpope < Farbungsiandard entspricht

Die Gummistopfen BB3 und BB4 fielen zuséatzlich noch bei einem weiteren Parameter
gemalR JP durch, namlich bei der Prifung der Reduzierenden Substanzen. Da dieser

Parameter jedoch auch gemafR Ph. Eur. und USP gefordert wurde, war in diesem Fall ein
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direkter Vergleich der Ergebnisse mdglich und zeigte, dass dieselben Gummistopfen die

Prifung gemar Ph. Eur. und USP bestanden hatten.

Auch bei der Prufung des Parameters Extrahierbares Zink mittels AAS-Technik fiel auf, dass

bei den Gummistopfen BB3 und BB4 das Ergebnis der Prifung gemanR JP immer deutlich

hoher ausfiel als bei der parallelen Prifung gemafR Ph. Eur./USP. Beide AAS-Methoden

waren aufgrund einiger methodischer Unterschiede unabh&ngig voneinander validiert

worden und fur ihren Zweck geeignet (siehe hierzu Kapitel 11.2 im Anhang).

Tabelle 4.6: Prifung des Bromobutylstopfens BB4 nach JP. ! Der Gummistopfen BB4 entspricht nicht JP

hinsichtlich der Transparenz bei 430 nm

und der reduzierenden Substanzen.

Parameter Spezifikation JP Ergebnis BB4
Klarheit klar entspricht
Farbe farblos entspricht
98,0 % (430 nm)*
Transparenz (430nm, 650nm) 2 99,0 % o )

99,3 % (650 nm)

Absorption <0,20 AU zw. 220-350 nm 0,16 AU
Reduzierende Substanzen < 2,0 ml Natriumthiosulfat (0,01 M) 2,9ml*
Extrahierbares Zink <10,0 mgl/l 1,1 mg/l
Verdampfungsriickstand 2,0 mg/100 ml -0,1 mg/100 ml
Schaumtest innerhalb von 3 min fast kein Schaum entspricht
mehr
pH-Wert ApH=10 ApH=038
Cadmium <0,5 mg/l nicht gepruft
Blei <1,0 mg/l nicht gepruft

Tabelle 4.7: Prifung des Chlorobutylstopfens CB1 nach JP. ! Der Gummistopfen CB1 entspricht nicht JP

hinsichtlich der Transparenz bei 430 nm.

Parameter Spezifikation JP Ergebnis CB1
Klarheit klar entspricht
Farbe farblos entspricht
98,7 % (430 nm)*
Transparenz (430nm,650nm) 299,0 % o )

100,2 % (650 nm)

Absorption

< 0,20 AU zw. 220-350 nm

0,06 AU

Reduzierende Substanzen

< 2,0 ml Natriumthiosulfat (0,01 M)

1,0 ml
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Extrahierbares Zink <10,0 mgl/l 0,23 mg/l
Verdampfungsriickstand 2,0 mg/100 ml -1,2 mg/100 ml
Schaumtest innerhalb von 3 mlghfrast kein Schaum entspricht
pH-Wert ApH=<1,0 ApH=04
Cadmium <0,5 mg/l nicht gepruft
Blei <1,0 mg/l nicht gepruft

Tabelle 4.8: Prifung des Chlorobutylstopfens CB2 nach USP

Parameter Spezifikation USP Ergebnis CB2
Opaleszenz < Referenzsuspension B entspricht
Farbe < Farbstandard entspricht
Sauer oder alkalisch reagierende | < 0,3 ml NaOH (0,01 M) oder < 0,8 ml entspricht
Substanzen HCI (0,01 M)
Absorption <0,2 AU zw. 220-360 nm 0,0 AU
Reduzierende Substanzen < 3,0 ml Natriumthiosulfat (0,01 M) -0,05 mll?,(lt;ilz(())gen auf
Schwermetalle <2,0 mg/l <2,0mg/l
Ammonium <2,0 mg/l <2,0mg/l
Extrahierbares Zink <5,0 mg/l < Nachweisgrenze

Fluchtige Sulfide

FarbungProbe < Farbu NQGstandard

entspricht

Tabelle 4.9: Prifung des Chlorobutylstopfens CB2 nach Ph. Eur.

Parameter Spezifikation Ph. Eur. Ergebnis CB2
Opaleszenz < Referenzsuspension Il entspricht
Farbe < Farbvergleichslésung GGs entspricht

Sauer oder alkalisch reagierende
Substanzen

< 0,3 ml NaOH (0,01 M) oder < 0,8 ml
HCI (0,01 M)

0,13 ml NaOH (0,01 M)

Absorption

0,2 AU zw. 220-360 nm

0,0 AU

Reduzierende Substanzen

< 3,0 ml Natriumthiosulfat (0,01 M)

-0,05 ml (bezogen auf

Blank)
Ammonium <2,0 mg/l < 2,0 mg/l
Extrahierbares Zink < 5,0 mg/l < Nachweisgrenze
Extrahierbare Schwermetalle <2,0 mg/l < 2,0 mg/l
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Verdampfungsriickstand

2,0mg /100 ml

0,2 mg/ 100 ml

Flichtige Sulfide

FarbungProbe < Farbu NQGstandard

entspricht

Tabelle 4.10: Prifung des Chlorobutylstopfens CB2 nach JP. ! Der Gummistopfen CB2 entspricht nicht JP

hinsichtlich der Transparenz bei 430 nm.

Parameter Spezifikation JP Ergebnis CB2
Klarheit klar entspricht
Farbe farblos entspricht
98,9 % (430 nm)*
Transparenz (430nm, 650nm) 299,0 % o )

99,8 % (650 nm)

Absorption

< 0,20 AU zw. 220-350 nm

0,02 AU

Reduzierende Substanzen

< 2,0 ml Natriumthiosulfat (0,01 M)

0,73 mi

Extrahierbares Zink < 10,0 mgl/l < Nachweisgrenze
Verdampfungsrickstand 2,0 mg/100 ml -0,1 mg/100 ml
Schaumtest innerhalb von 3 Eighf?st kein Schaum entspricht
pH-Wert ApH=1,0 ApH=1,0
Cadmium <0,5mgl/l nicht gepruft
Blei <1,0 mg/l nicht gepruft

Tabelle 4.11: Prifung des Chlorobutylstopfens CB3 nach USP

Parameter Spezifikation USP Ergebnis CB3
Opaleszenz < Referenzsuspension B entspricht
Farbe < Farbstandard entspricht
Sauer oder alkalisch reagierende | < 0,3 ml NaOH (0,01 M) oder < 0,8 ml entspricht
Substanzen HCI (0,01 M)
Absorption <0,2 AU zw. 220-360 nm 0,0 AU
Reduzierende Substanzen < 3,0 ml Natriumthiosulfat (0,01 M) 0,12 ml
Schwermetalle <2,0 mg/l <2,0mg/l
Ammonium <2,0 mg/l <2,0mg/l
Extrahierbares Zink < 5,0 mg/l < Nachweisgrenze

Flichtige Sulfide

FarbungProbe < Farbu NQGstandard

entspricht
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Tabelle 4.12: Prifung des Chlorobutylstopfens CB3 nach Ph. Eur.

Parameter Spezifikation Ph. Eur. Ergebnis CB3
Opaleszenz < Referenzsuspension Il entspricht
Farbe < Farbvergleichslésung GGs entspricht

Sauer oder alkalisch reagierende

< 0,3 ml NaOH (0,01 M) oder < 0,8 ml

0,05 ml NaOH (0,01 M)

Substanzen HCI (0,01 M)

Absorption <0,2 AU zw. 220-360 nm 0,0 AU

Reduzierende Substanzen < 3,0 ml Natriumthiosulfat (0,01 M) 0,12 ml
Ammonium <2,0 mg/l < 2,0 mg/l

Extrahierbares Zink < 5,0 mg/l < Nachweisgrenze
Extrahierbare Schwermetalle <2,0 mg/l < 2,0 mg/l
Verdampfungsriickstand 2,0 mg/100 ml -0,3 mg/100 ml

Flichtige Sulfide Farbungpope < Farbungsiandard entspricht

Tabelle 4.13: Prufung des Chlorobutylstopfens CB3 nach JP

Parameter Spezifikation JP Ergebnis CB3
Klarheit klar entspricht
Farbe farblos entspricht
99,0 % (430 nm
Transparenz (430nm, 650nm) 299,0 % o )

99,6 % (650 nm)

Absorption

<0,20 AU zw. 220-350 nm

0,04 AU

Reduzierende Substanzen

< 2,0 ml Natriumthiosulfat (0,01 M)

0,55 ml

Extrahierbares Zink <10,0 mg/l < Nachweisgrenze
Verdampfungsriickstand 2,0 mg/100 ml -0,3 mg/100 ml
Schaumtest innerhalb von 3 min fast kein Schaum entspricht
mehr
pH-Wert ApH<1,0 ApH=0,3
Cadmium <0,5mgl/l nicht gepruft
Blei <1,0 mg/l nicht gepruft
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4.3 Extraktionsversuche

4.3.1 Aufnahme der Extraktionsprofile

Von den verschiedenen Gummistopfen (siehe Tabelle 9.1) wurden Extraktionsprofile
aufgenommen, die in Abbildung 4.4 dargestellt sind. Obwohl es sich bei allen Gummistopfen
ausschlie3lich um Bromobutyl- oder Chlorobutylstopfen handelte, wies jeder Gummistopfen
ein individuelles Extraktionsprofil auf, d. h. aus jedem Gummistopfen lieRen sich mit
Isopropanol (IPA) unterschiedliche Extractables verschiedenster Polaritdt extrahieren.
Aufgrund des eingestellten Gradienten eluierten zuerst die Extractables mit der héchsten
Polaritat, eher unpolare Extractables eluierten spater.

Der Gummistopfen CB1 zeigte von allen Gummistopfen das Extraktionsprofil mit der
hochsten Anzahl und Konzentration an detektierten Extractables. Mit IPA als
Extraktionsmittel wurden aus diesem Gummistopfen Extractables verschiedenster
Polaritaten extrahiert. Diese lagen auch in weitaus héheren Konzentrationen vor, als dies bei
den anderen Gummistopfen der Fall war. Aus der Vielzahl der detektierten Extractables
wurden die pragnantesten neun Peaks ausgewéhlt und anhand von diesen eine
Quantifizierung vorgenommen. Dabei resultierte eine Konzentration an Extractables von 5,6
mg pro Gummistopfen CB1, ausgedriickt als Trimellitat (fir ndhere Informationen zur

Berechnung siehe Kapitel 11.3 im Anhang).

Zu Vergleichszwecken wurde zusatzlich eine Quantifizierung des Gummistopfens BB6
vorgenommen, da dieser ein eher unauffélliges Extraktionsprofil aufwies (siehe Abbildung
4.4, Graph ). Fur diesen Gummistopfen wurden alle detektierten Extractables zur
Auswertung herangezogen, wodurch sich eine Konzentration an Extractables von 0,03 mg

pro Gummistopfen BB6 ausgedriickt als Trimellitat ergab.

Von den Bromobutylstopfen wies BB2 das Extraktionsprofil mit der hdochsten Anzahl und
Konzentration an Extractables auf (siehe Abbildung 4.4, Graph F). Dieser Gummistopfen
wurde daher neben dem Chlorobutylstopfen CB1 auch fir die anschlieRenden

Interaktionsstudien (siehe hierzu Kapitel 4.5) verwendet.
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Abbildung 4.4: Extraktionsprofile der verschiedenen Gummistopfen. Die Extraktionsprofile wurden durch
Extraktion mit IPA (A, C-l) und Wasser (B) fur 3 h unter reflux-Bedingungen erzeugt. A, B, Chlorobutylstopfen
CB1; C, Chlorobutylstopfen CB2; D, Chlorobutylstopfen CB3; E, Bromobutylstopfen BB1; F, Bromobutylstopfen
BB2; G, Bromobutylstopfen BB3; H, Bromobutylstopfen BB4; |, Bromobutylstopfen BB6. Charakteristische
Signale: tr (Extractable 1) = 26,0 min, tg (Extractable 2) = 26,8 min, tr (Extractable 3) = 27,5 min, tr (Extractable
4) = 29,1 min, tr (Extractable 5) = 32,4 min, tr (Extractable 6) = 43,4 min, tgr (Extractable 7) = 45,7 min, tr
(Extractable 8) = 47,3 min, tg (Extractable 9) = 48,5 min, Wellenlange: 220 nm

Mit dem Gummistopfen CB1 wurde auch der Einfluss der Extraktionszeit auf die
Vollstandigkeit der Extraktion untersucht, indem jeweils ein Gummistopfen fir 1 — 3 — 6
Stunde/n unter reflux-Bedingungen mit IPA extrahiert wurde (siehe Abbildung 11.12 im
Anhang). In Abhangigkeit von der angewandten Extraktionszeit nahm die Konzentration an
Extractables zu. Nach drei Stunden Extraktion stieg die gemessene Konzentration um 75 %,
verglichen mit dem Ergebnis nach einer Stunde Extraktion. Weitere drei Stunden Extraktion
fuhrten zu einer weiteren Konzentrationszunahme von 40 %, aus qualitativer Sicht wurden
jedoch keine zusatzlichen Extractables detektiert. Daraus wurde geschlossen, dass drei
Stunden Extraktionszeit ausreichten, um ein qualitativ vollstandiges Extraktionsprofil zu

erhalten.
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Abbildung 4.5: Extraktionsprofil von Gummistopfen CB1 unter reflux-Bedingungen in Abh&ngigkeit von
der Extraktionszeit. Der blaue Graph zeigt das Extraktionsprofil nach 6 h Extraktion unter reflux-Bedingungen,
der rote Graph entspricht dem Extraktionsprofil nach 3 h Extraktion. Wellenlange: 220 nm

Um den Einfluss des verwendeten Extraktionsmittels naher zu untersuchen, wurde
Gummistopfen CB1 unter denselben Versuchsbedingungen auch mit Wasser extrahiert
(siehe Abbildung 4.4, Graph B). Unter identischen Versuchsbedingungen lieRen sich
demnach mit Wasser als Extraktionsmittel keine Extractables aus Gummistopfen CB1
extrahieren, wahrend mit IPA aus demselben Gummistopfen 5,6 mg Extractables extrahiert
werden konnten. Die vorliegenden Extraktionsprofile boten einen ersten Uberblick beziiglich
der Unterschiede, aber auch der Gemeinsamkeiten der verschiedenen Gummistopfen. So
wiesen die Gummistopfen CB2 und CB3 sowohl qualitativ als auch quantitativ betrachtet ein
nahezu identisches Extraktionsprofil auf (siehe Abbildung 4.6). Besonders pragnant waren
hierbei die Peaks bei 32,6 min und im Bereich zwischen 41-43 min, wobei sich der Peak bei
32,6 min auch in dem Extraktionsprofil von Gummistopfen CB1 wiederfand (siehe Abbildung

4.4, Graph A, gekennzeichnet als Extractable 5).
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Abbildung 4.6: Vergleich der Extraktionsprofile von Gummistopfen CB2 und CB3. Beide Chromatogramme
weisen einen Peak bei 32,6 min und zwei Peaks im Bereich von 41-43 min auf. Wellenlange: 220 nm

4.3.2 Extraktionsstudien

Parallel zu der Aufnahme der Extraktionsprofile der verschiedenen Gummistopfen und der
Untersuchung der Vollstandigkeit der Extraktion unter reflux-Bedingungen in Abhangigkeit
von der angewandten Extraktionszeit anhand von Gummistopfen CB1 wurde ebenfalls mit
diesem Gummistopfen die Extraktionskinetik unter forcierten Lagerbedingungen bei 40 °C
und 75 % r. F. und IPA als Extraktionsmittel untersucht (Einzelheiten zur Durchfiihrung siehe
Kapitel 9.1.7.2). In Abbildung 4.7 sind die Chromatogramme nach einem Tag Lagerung und
56 Tagen (acht Wochen) Lagerung dargestellt. Schon nach einem Tag Lagerung wurden alle
neun Extractables detektiert, die anhand des Extraktionsprofils von Gummistopfen CB1
bereits bekannt waren. Hierbei waren wieder die Extractables 6, 7, 8 und 9 besonders
pragnant, wahrend die Extractables 1-4 nur sehr schwach ausgeprégt waren. Extractable 5

war ebenfalls gut detektierbar.

Nach 56 Tagen Lagerung waren dann alle neun Extractables gut detektierbar. Abbildung 4.8
stellt die Ergebnisse der Extraktionsstudie von Gummistopfen CB1 unter Lagerbedingungen
den Ergebnissen der Extraktion unter reflux-Bedingungen in Abhangigkeit von der
Extraktionszeit gegenuber. Mit fortschreitender Lagerung nahm die Konzentration an

Extractables kontinuierlich zu, ohne ein konstantes Konzentrationsniveau zu erreichen. Nach
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56 Tagen Lagerung resultierte mit 1057 pg/ml  eine vergleichbare Konzentration an
Extractables zu den Ergebnissen nach 3 h Extraktion unter reflux-Bedingungen (1144 pg/ml).
Aufgrund der kontinuierlichen Zunahme der Konzentration an Extractables wahrend der
Lagerung kann angenommen werden, dass sich auch nach 56-tagiger Lagerung bei 40 °C
und 75 % r. F. noch kein Gleichgewicht zwischen Gummistopfen und Extraktionsmittel
eingestellt hatte und eine fortgesetzte Lagerung zu einer weiteren Konzentrationszunahme
gefuhrt hatte. Der Vergleich der aufgenommenen Chromatogramme unter
Lagerbedingungen mit dem Extraktionsprofil von Gummistopfen CB1 zeigte zudem, dass die
angewandten Lagerbedingungen zu einer qualitativ vollstandigen Extraktion fuhrten, d. h.
alle im Extraktionsprofil vorhandenen Extractables wurden auch nach 56 Tagen Lagerung
detektiert.

—Tag 56
—Tag 1

15 20 25 30 35 40 45 50 55
t [min]

Abbildung 4.7: Chromatogramme von Gummistopfen CB1 in Abhangigkeit von der Lagerdauer. Bereits
nach einem Tag Lagerung in Isopropanol (IPA) unter forcierten Bedingungen waren alle Extractables 1-9 in
geringen Konzentrationen nachweisbar. Nach 56 Tagen Lagerung hatte die Konzentration aller Extractables
merklich zugenommen. Wellenlange: 220 nm

Zu Vergleichszwecken wurde mit dem beschichteten Gummistopfen CB4 ebenfalls eine
Extraktionsstudie unter forcierten Bedingungen bei 40 °C und 75 % r. F. mit IPA und Wasser
als Extraktionsmittel durchgefuhrt. Die Durchfiilhrung erfolgte analog zu der mit dem
Gummistopfen CB1 durchgefiihrten Extraktionsstudie. Beide Gummistopfen CB1 und CB4
stammten von demselben Hersteller, basierten auf Chlorobutyl und wurden mittels
unkonventioneller Vulkanisation, d. h. ohne Schwefel, hergestellt. Weitere Informationen zur

genauen Zusammensetzung der beiden Gummistopfen-Typen waren nicht zuganglich. Da es
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sich bei CB1 um den Gummistopfen mit der hdochsten Konzentration an extrahierbaren
Extractables handelte, sollte mit dem laminierten Gummistopfen CB4 (fir nahere
Informationen siehe Kapitel 4.2) der Einfluss seiner Fluoropolymer-Laminierung auf die
Migration von Extractables untersucht werden. Nach 56 Tagen Lagerung bei 40 °C und 75 %
r. F. wurde bei der Verwendung von IPA als Extraktionsmittel lediglich ein Extractable mit nur
sehr geringer Signalintensitéat detektiert (siehe Graph D in Abbildung 4.9). Bei der
Verwendung von Wasser als Extraktionsmittel wurden auch nach 56 Tagen Lagerung keine
Extractables detektiert (siehe Graph B in Abbildung 4.9). Der Gummistopfen CB4 reagierte
demnach nahezu inert auf die angewandten Extraktionsbedingungen und wies dadurch die
niedrigste Konzentration an Extractables von allen gepriften Chlorobutylstopfen auf.
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Abbildung 4.8: Vergleich der Extractables-Konzentration bei Extraktion unter forcierten
Lagerbedingungen und unter reflux-Bedingungen von Gummistopfen CB1 (ausgedriickt als Trimellitat in
[mg/ml] £ SD). Unter reflux-Bedingungen resultierte nach 6 h eine Konzentration von 1607 + 72 pg/ml an
Extractables. Unter Lagerbedinungen wurde nach 56 Tagen eine Konzentration an Extractables (1057 + 12

pa/ml) gemessen, welche vergleichbar mit dem Ergebnis nach 3 h unter reflux-Bedingungen ist (1144 + 138

pa/ml).
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Abbildung 4.9: Extraktionsstudie von Gummistopfen CB4 mit Wasser und IPA als Extraktionsmittel. Bei
einer Lagerung in Wasser resultiert nach 4 Tagen Graph A, nach 56 Tagen Graph B. Bei der Lagerung in IPA
resultiert nach 4 Tagen Graph C und nach 56 Tagen Graph D. Wellenlange: 220 nm

4.4 Strukturelle Identifikation der Extractables 6-9

Die aufgenommenen UV-Spektren (siehe Abbildung 4.10) zeigten, dass es sich bei den
Extractables 6-9 (RT: 43,3 — 45,7 — 47,3 — 48,5 min) um strukturell sehr &hnliche
Verbindungen handelte. Diese wiesen bei den vier Substanzen jeweils drei
Absorptionsmaxima bei etwa 207, 232 und 283 nm auf. Diese drei Absorptionsmaxima sind
ein Indiz flr ein aromatisches System, wobei es sich bei 207 nm um die 3-Bande handelt,
einem erlaubten Ubergang, wahrend die Absorptionsmaxima bei 232 und 283 nm die
weniger intensiven p- und a-Bande darstellen, bei welchen es sich um verbotene Ubergange
handelt [62].
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Abbildung 4.10: UV-Spektren der Extractables 6-9. A: Extractable 6, B: Extractable 7, C: Extractable 8, D:
Extractable 9. Alle UV-Spektren wiesen jeweils drei Maxima bei 207, 232 und 283 nm auf.

Die aromatische Struktur wurde auch durch die resultierenden NMR-Spektren bestétigt: Das
1H-NMR-Spektrum von Extractable 6 wies drei Signale im aromatischen Bereich auf (ein
Dublett: mit dem Integral 1,0 und der Verschiebung & 8,4; ein Dublett: mit dem Integral 1,1
und der Verschiebung & 8,2; ein Singulett mit dem Integral 1,1 und der Verschiebung & 7,7).
Die Aufspaltung der Signale deutete auf einen Aromaten mit Substitution an den Positionen
1, 2 und 4 hin (siehe Abbildung 4.11). Weitere Signalgruppen (ein Multiplett mit dem Integral
6,6 und der Verschiebung & 4,31; ein Multiplett mit dem Integral 6,9 und der Verschiebung &
1,73, ein weiteres Multiplett mit den Integralen 37,8 (Extractable 6) — 42,2 (Extractable 7) —
47,0 (Extractable 8) — 54,6 (Extractable 9) und der Verschiebung & 1,30) im 1H-NMR-
Spektrum zeigten, dass es sich bei den drei Substituenten um Ester-Reste des Typs —(CO)-

O-(CH),-CHs handelte. Das zusatzlich aufgenommene 13C-NMR-Spektrum (siehe
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Abbildung 11.20 im Anhang) sowie das 1H, 1H-Cosy-Spektrum (siehe Abbildung 11.21 im
Anhang) waren in Einklang mit der angenommenen Struktur von Extractable 6.
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Abbildung 4.11: 1H-NMR-Spektrum von Extractable 6. Die Integrale sind den einzelnen Signalen zugeordnet.

CDCl3 = Deuterochloroform

Die Kettenlange der Ester-Reste liel3 sich durch die aufgenommenen MS-Spektren herleiten.
Von Extractable 6-9 nahm das [M+H]"-Signal jeweils um 28 m/z zu, wobei dies bedeutete,
dass die Molmasse des Molekiils von Extractable 6-9 jeweils um eine C,H,-Einheit zunahm.
Das MS-Spektrum von Extractable 6 wies neben dem [M+H]"-Signal der Molmasse drei
weitere Fragmente mit [M-129]": 417,4 m/z, [M-241,2]": 305,2 m/z und [M-353,2]": 193,2 m/z
auf (siehe Abbildung 4.12). 417,4 m/z resultierte bei der Abspaltung des Fragments —O-
(CH,);-CHs, nacheinander wurden auch die beiden anderen —(CH,),-CHs Reste abgespalten,
wodurch sich die Fragmente 305,2 und 193,2 m/z ergaben. Dasselbe Abspaltungsschema
wurde auch flir die Extractables 7-9 beobachtet, sodass jedes MS-Spektrum (siehe
Abbildung 11.17 bis Abbildung 11.19 im Anhang) das charakteristische Fragment 193,2 m/z
aufwies. Alle angewendeten Techniken und damit erzeugten Spekiren (siehe hierzu auch
Kapitel 11.11 im Anhang) bestétigten, dass es sich bei den vier Extractables um Substanzen
derselben Substanzklasse handelte, die sich strukturell nur geringfligig voneinander

unterschieden.
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Abbildung 4.12: MS-Spektrum von Extractable 6. Das MS-Spektrum beinhaltet das [M+H]*-Signal 547,4 m/z
sowie Fragmente mit 417,4 — 305,2 / 306,2 — 193,2 m/z.

Die gesammelten strukturellen Informationen lie3en auf die Substanzklasse der Trimellitate

schlielBen. Wahrend jedoch die Strukturen der Extractables 6 und 9 eindeutig aufgeklart

wurden, konnte aufgrund der nur geringfligigen Unterschiede in den Verschiebungen in den

NMR-Spektren nicht eindeutig aufgeklart werden, an welcher Position der —(CH,)o-CHs-Rest

bei Extractable 7 und der —(CH,),-CHz-Rest bei Extractable 8 gebunden ist.

& R
7 } ) ~
Trimellitate Structure
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peak [minj Weight [g/mol] Formula
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Abbildung 4.13: Angenommene Molekilstruktur der Extractables 6, 7, 8, 9. Basierend auf den Daten der

MS- und NMR-Messungen. Fur die Extractables 7 und 8 war es nicht mdglich, die Substitutionsposition am

Aromaten fiir die Reste —(CH>)7-CH3 und —(CH)s-CH3 eindeutig zu bestimmen
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4.5 Ergebnisse der Interaktionsstudien

In den Modellformulierungen 1 und 6 ohne jeglichen Zusatz von Polysorbat (PS) 20 oder 80
(siehe Kapitel 9.1.7.3) wurde auch nach sechs Monaten Lagerung keinerlei Migration der
Extractables 1-9 aus dem Gummistopfen CB1l heraus beobachtet, wahrend in den
Modellformulierungen mit Zusatz von PS 20 oder PS 80 (Formulierungen 2, 3, 4, 5 und 7)

eine Migration von diesen detektiert wurde (siehe Abbildung 4.14).
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Abbildung 4.14: Migration der Extractables 1-9 aus Gummistopfen CB1 in Modellformulierung 3 nach
sechs Monaten Lagerung bei 40 °C / 75 % r. F. Bei Modellformulierung 5 handelte es sich um 1,0 % PS 80 in
50 mM Phosphatpuffer pH 6,3. Im Chromatogramm des Blindwerts (Graph A) sind intensive Signale zu erkennen,
die auf das PS 80 selbst zurtickzufiihren sind. Das Chromatogramm der Probe (Graph B) zeigt zusétzlich die

Peaks der bekannten Extractables 1-9. Wellenlange: 220 nm

Die gemessene Konzentration an Extractables variierte in Abhangigkeit von der eingesetzten
Polysorbat-Konzentration (0,1 bzw. 1,0 %) und von dem verwendeten Polysorbat-Typ (PS 20
bzw. 80). Auch der pH-Wert der Modellformulierung (pH 6,3 bzw. 3,0) beeinflusste die
Migration und damit die finale Konzentration an Extractables. Eine Zusammenfassung der
nach sechs Monaten Lagerung bei 40 °C / 75 % r.F. resultierenden Ergebnisse ist in Tabelle
4.14 dargestellt (die numerischen Ergebnisse zu allen Prifzeitpunkten befinden sich fir alle

Modellformulierungen im Anhang, siehe Tabelle 11.39 bis Tabelle 11.43). Nach sechs
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Monaten Lagerung resultierte bei Einsatz von 0,1 % PS 20 eine Konzentration von 3,44
pg/ml, wahrend unter analogen Bedingungen bei 1,0 % PS 20 eine Konzentration von 23,51
pg/ml resultierte. Analog dazu verhielt es sich bei der Verwendung von PS 80. Hierbei
resultierte nach sechs Monaten Lagerung bei Verwendung von 0,1 % PS 80 eine
Konzentration von 4,30 pg/ml, wahrend die 10-fache Konzentration an PS 80 zu einer
Erhohung der Migration etwa um den Faktor 10 fuhrte (44,38 pg/ml).

Tabelle 4.14: Konzentration der Extractables 1-9 in den verschiedenen Modellformulierungen. Dargestellt

sind die Ergebnisse nach sechs Monaten Lagerung bei 40 °C / 75 % r. F. als mittlere Konzentration (n = 3) =+ SD.

Modellformulierung Summe Extractables 1-9 [ug/ml]
1 50 mM Phosphatpuffer pH 6,3 Nicht detektiert
2 50 mM Phosphatpuffer pH 6,3 mit 0,1 % PS 80 4,30 + 0,59
3 50 mM Phosphatpuffer pH 6,3 mit 1,0 % PS 80 44,38 + 4,50
4 50 mM Phosphatpuffer pH 6,3 mit 0,1 % PS 20 3,44 +£0,18
5 50 mM Phosphatpuffer pH 6,3 mit 1,0 % PS 20 2351+111
6 50 mM Citratpuffer pH 3,0 Nicht detektiert
7 50 mM Citratpuffer pH 3,0 mit 1,0 % PS 80 23,88+ 2,72

Unter Verwendung derselben Konzentration fiihrte PS 80 zu einer starkeren Migration als PS
20, da dieses aufgrund seiner Struktur einen starkeren Loslichkeitsvermittler darstellt. In
Gegenwart von 1,0 % PS 80 wurde im Citratpuffer bei pH 3,0 eine niedrigere Migration
festgestellt als im Phosphatpuffer mit pH 6,3. Bei Betrachtung der detektierten Konzentration
der einzelnen Extractables (siehe Tabelle 11.39 bis Tabelle 11.43) wurde festgestellt, dass
bei Einsatz von 1,0 % PS 80 bzw. 20 in den drei Modellformulierungen 3, 5, 7 eine ahnliche
Konzentration der hydrophilen Extractables 1-5 resultierte. Die resultierende Konzentration
der hydrophoben Extractables 6-9 wurde hingegen starker durch die Variation des
Polysorbat-Typs und des Puffers beeinflusst. So resultierte die hochste Konzentration der
Extractables 6-9 in der Modellformulierung 3 wéhrend die Verwendung von 1,0 % PS 20
(Modellformulierung 5) genauso wie die Verwendung des Citratpuffers (Modellformulierung

7) zu einer reduzierten Migration der Extractables 6-9 fiuhrte. Hinsichtlich des
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Migrationsverlaufs fiel auf, dass im Phosphatpuffer pH 6,3 in Gegenwart von 0,1 % PS 20
bereits nach einem Monat Lagerung die detektierte Konzentration an Extractables stagnierte
und auch nach sechs Monaten Lagerung keine weitere Migration festgestellt werden konnte
(siehe Graph B, Abbildung 4.15). Ein ahnlicher Migrationsverlauf zeigte sich im
Phosphatpuffer pH 6,3 auch in Gegenwart von 0,1 % PS 80, wenn auch auf einem etwas
hoheren Konzentrationsniveau (siehe Graph A, Abbildung 4.15). In Gegenwart von 1,0 % PS
20 bzw. 80 wurde hingegen auch nach sechs Monaten Lagerung keine Stagnation der
Extractables-Konzentration im Phosphatpuffer pH 6,3 beobachtet (siehe Abbildung 4.16).
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Abbildung 4.15: Migrationsverlauf in Gegenwart von 0,1 % PS 80 bzw. 20. Dargestellt ist die detektierte
Gesamtkonzentration der Extractables 1-9 in Phosphatpuffer pH 6,3 in Gegenwart von 0,1 % PS 80

(Modellformulierung 2, Graph A) bzw. PS 20 (Modellformulierung 4, Graph B) als mittlere Konzentration (n = 3) +
SD.
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Abbildung 4.16: Migrationsverlauf in Gegenwart von 1,0 % PS 80 bzw. 20. Dargestellt ist die detektierte
Gesamtkonzentration der Extractables 1-9 in Phosphatpuffer pH 6,3 in Gegenwart von 1,0 % PS 80
(Modellformulierung 3, Graph A) bzw. PS 20 (Modellformulierung 5, Graph B) als mittlere Konzentration (n = 3) £
SD. * keine Angabe der Standardabweichung (SD) mdglich, dan <3

4.6  Qualitat des hergestellten Gummistopfenextrakts

Ziel war es, einen Gummistopfenextrakt herzustellen, welcher einerseits die Extractables 1-9
mit verschiedenster Polaritdit aus dem Gummistopfen des Typs CB1 in geloster Form
enthalten wirde und andererseits aufgrund der verwendeten Lésungsmittel nicht selbst das
Aggregationsverhalten der eingesetzten Modellproteine zu stark beeinflussen und dadurch
die Beobachtung eines mdglichen Einflusses der Extractables verdecken wirde. Die
Herstellung des Gummistopfenextraktes erfolgte analog zu Kapitel 9.5. Dieser
Gummistopfenextrakt wurde fur die Proteinversuchsreihen in 0,1 % m/v PS 20 eingetropft

(ndhere Informationen in den Kapiteln 9.1.7.9 und 9.1.7.10). Dieser resultierende
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Gummistopfenextrakt in PS wurde vor jeder Versuchsreihe mittels HPLC-DAD (gemani

Kapitel 9.1.7.1) qualitativ hinsichtlich des Vorhandenseins der Extractables 1-9 analysiert.
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Abbildung 4.17: Chromatogramm des Gummistopfenextraktes des Typs CB1l. Der Gummistopfenextrakt
enthielt alle Extractables 1-9, Wellenlange: 220 nm
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Abbildung 4.18: Chromatogramm des Gummistopfenextraktes des Typs BB6. In dem Gummistopfenextrakt

wurde nur eine geringe Konzentration an Extractables festgestellt. Wellenléange: 220 nm

61



Ergebnisse

Alle neun Extractables wurden im Gummistopfenextrakt detektiert (sieche Abbildung 4.17).
Dabei liel3 sich eine Abschatzung der tatsachlichen Extractables-Konzentration mit 61,3
pg/ml (berechnet als Trimellitat) vornehmen, was aufgrund des Versuchsaufbaus einer
effektiven Extractables-Konzentration von 30,7 pg/ml bei den Studien mit Immunoglobulin
entsprach (siehe 9.1.7.9). Fir diese Abschatzung waren die neun Extractables bei 254 nm
ausgewertet worden. Die abgeschétzte Konzentration entsprach etwa der Konzentration an
Extractables, welche wahrend der Interaktionsstudien nach sechs Monaten in der
Modellformulierung Phosphatpuffer pH 6,3 mit 1,0 % Polysorbat 80 detektiert worden waren
(44,38 pg/ml).

Fur den Gummistopfen des Typs BB6 wurde in analoger Weise ein Gummistopfenextrakt
hergestellt. Aufgrund der geringen Anzahl und Konzentration an Extractables konnte flr

diesen jedoch keine Konzentration berechnet werden (siehe Abbildung 4.18).

4.7  Einfluss des Gummistopfenextrakts auf IgG

Die frisch hergestellten Probeldésungen enthielten bereits vor Versuchsbeginn, d. h. zum
Zeitpunkt Tomin, geringe Konzentrationen an Ioslichen IgG-Aggregaten (siehe Abbildung
4.19), weshalb neben dem monomeren IgG mit der Retentionszeit (RT) 14,1 min zwei
weitere Peaks mit wesentlich niedrigerer Intensitat erkennbar waren. Das Signal bei etwa
12,2 min (relative Retentionszeit (RRT) 0,87) entsprach dem dimeren 1gG, wahrend das
Signal bei etwa 10,9 min (RRT 0,78) einer héher aggregierten Spezies zugeordnet wurde.
Zur lIdentifizierung von dieser wurde der Proteinmix zur SEC-Kalibrierung verwendet und
eine molare Masse von etwa 638 kDa fiur das IgG-Aggregat ermittelt. Daraus wurde die
Schlussfolgerung gezogen, dass es sich um ein Agglomerat von vier IgG-Monomeren (150

kDa) handeln musste.

Die anschlieBend angewendeten Versuchsbedingungen waren bereits im Vorfeld ermittelt
und dahingehend optimiert worden, zu der Bildung von léslichen 1gG-Aggregaten zu fihren
und diesen Prozess mittels SEC-Analyse verfolgen zu kénnen. So nahm mit fortschreitender
Versuchsdauer die Konzentration des lgG-Aggregats in den Probelésungen, die keinen
Gummistopfenextrakt enthielten, kontinuierlich zu, wie die SEC-Analyse zeigte (siehe
Tabelle 4.15). Die gleichzeitig erfolgende photometrische Bestimmung der Tribung lieferte
keinen Hinweis auf die Bildung unloslicher IgG-Aggregate (siehe Tabelle 4.16), da diese zu

einer Zunahme der Trubung gefuhrt hatten.
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In Gegenwart des Gummistopfenextrakts von CB1 veranderte sich der Aggregationsverlauf
in der Probelésung jedoch. Zunéachst erfolgte ein kurzer Konzentrationsanstieg des l6slichen
lgG-Aggregats, mit fortschreitender Versuchsdauer sank diese dann aber ab und verblieb
auf niedrigem Niveau. Dadurch resultierte in der Probeldsung mit Gummistopfenextrakt nach
130 min nur etwa ¥ der in demselben Zeitraum erzeugten Aggregat-Konzentration ohne
Gummistopfenextrakt. Bei Betrachtung der Gesamtpeakflache, bestehend aus Monomer-,
Dimer-, und Aggregatflache, fiel auf, dass diese im Laufe des Versuchs in Gegenwart des
Gummistopfenextrakts merklich abgenommen hatte (1305 + 8 FE vs. 997 + 57 FE), obwohl
keine Zunahme an l6slichem Aggregat festgestellt worden war. Dies lie3 auf die Bildung
unldslicher 1gG-Aggregate schliel3en, welche mittels SEC-Analyse nicht gemessen werden
konnten. Da die Trubungsmessung eine Zunahme der Tribung in Gegenwart des
Gummistopfenextrakts ergab (siehe Abbildung 4.20), konnte diese Vermutung bestétigt

werden.
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Abbildung 4.19: Chromatogramme der IgG-Probelésung. Zum Zeitpunkt TO wurden das 1gG-Monomer und
seine dimere Form detektiert. Nach 130 min zeigte das Chromatogramm neben dem IgG-Monomer ein IgG-

Aggregat, die dimere Form wurde nicht mehr detektiert, Wellenlange: 210 nm
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Eine analoge Versuchsreihe wurde mit dem Gummistopfenextrakt von BB6 durchgefihrt, da
dieser Gummistopfen verglichen mit CB1 nur eine geringe Anzahl und Konzentration an
Extractables aufwies (siehe hierzu die entsprechenden Extraktionsprofile in Abbildung 4.4).
Die Versuchsreihe zeigte, dass dieser Gummistopfenextrakt die Aggregation von IgG nur in
geringem MalRe beeinflusste und daher eine ahnliche Peakflache (140 £ 5 FE vs. 187 + 15
FE) An-
Gummistopfenextrakts mittels SEC-Analyse detektiert wurde (siehe Tabelle 4.17). Da auch

an loslichem 1gG-Aggregat unabhéngig von oder Abwesenheit des

die photometrische Messung keine Tribungszunahme zeigte (siehe Tabelle 4.18), ist

anzunehmen, dass dieser Gummistopfenextrakt aufgrund der nur geringen Konzentration an

Extractables die Bildung von Islichen und unldslichen 1IgG-Aggregaten nicht beeinflusste.

Tabelle 4.15: Ergebnisse der SEC-Messung von IgG - Gummistopfenextrakt CB1 unbehandelt. Die
Ergebnisse sind dargestellt als mittlere Flache in FE + SD (n = 3), * keine Angabe der Standardabweichung (SD)
moglich, dan=1

Ansatz 1: Probelésung mit Gummistopfenextrakt CB1

TO min T3O min TSO min T70 min T90 min TllO min T130 min
Aggregat 7" 100+11 | 99+13 79+8 56 + 9 50+1 55+ 6
Monomer 1250* 961 £ 50 952 + 63 952 £ 65 936 £ 42 919 £ 42 918 + 49
Ansatz 2: Probelésung ohne Gummistopfenextrakt CB1
TO min T30 min T50 min T70 min T90 min TllO min T130 min
Aggregat g! 107 £ 14 148 + 23 176 £ 16 187 £ 19 211 +£24 217 £21
Monomer 1225* 1026 +40 | 1034 +34 | 1047 +£25 | 1035+24 | 1048 +17 | 1051 + 31

Tabelle 4.16: Ergebnisse der Tribungsmessung von IgG — Gummistopfenextrakt CB1 unbehandelt. Die
Ergebnisse sind dargestellt als mittlere Extinktion in A (n = 2), ! Die Tribung ist die Differenz der gemessenen
Extinktion von Ansatz 1 und Ansatz 3, % Die Tribung ist die Differenz der gemessenen Extinktion von Ansatz 2

und Ansatz 4

Ansatz 1: Probel6ésung mit Gummistopfenextrakt CB1

TO min T30 min T50 min T7O min T90 min TllO min T130 min

Tri]bungl 0,0168 0,1012 0,1919 0,2480 0,2979 0,3121 0,3137
Ansatz 2: Probelésung ohne Gummistopfenextrakt CB1

TO min T30 min T50 min T70 min T90 min TllO min T13O min

Trl'Jbung2 0,0054 0,0062 0,0090 0,0089 0,0111 0,0084 0,0107

Fur beide Gummistopfen fuhrte die vorherige Entfettung, d. h. die Entfernung von

anhaftendem Silikondl,
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unbehandelten Gummistopfen (siehe Kapitel 11.7 im Anhang). So verlief die Bildung der
I6slichen 1gG-Aggregate genauso wie die Abnahme der Konzentration an monomerem IgG
nahezu analog. Auch die Ergebnisse der Trilbungsmessung bestatigten, dass die Entfettung
keinen Einfluss auf die IlgG-Aggregation hatte.
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Abbildung 4.20: Messung der Idslichen und unléslichen 1gG-Aggregate in Abh&ngigkeit von
Gummistopfenextrakt CB1. Der obere Graph zeigt die Messung der loslichen Aggregate mittels SEC-Analyse
bei 280 nm in Gegenwart (schwarze Quadrate) und in Abwesenheit (graue Quadrate) des Gummistopfenextrakts
von CB1 mit Darstellung der Ergebnisse als Mittelwert £ SD (n = 3). Der untere Graph zeigt die Messung der
unléslichen 1gG-Aggregate mittels Tribungsmessung photometrisch bei 350 nm in Gegenwart (schwarze
Quadrate) und Abwesenheit (graue Quadrate mit Darstellung der Ergebnisse als Mittelwert (n = 2).
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In einer weiteren Versuchsreihe wurde dann auch mit dem von Gummistopfen CB1
entfernten Silikondl eine weitere Versuchsreihe durchgefiihrt (siehe Kapitel 11.8 im Anhang).
Nach 30 min resultierte zwar zuné&chst eine verglichen mit Ansatz 2 reduzierte Bildung der
I6slichen 1gG-Aggregate, mit fortschreitender Versuchsdauer stieg die detektierte
Aggregatflache in Gegenwart von Silikondl jedoch an, sodass nach 130 min annahrend
dieselbe Konzentration wie bei Ansatz 2 resultierte. Auch die Abnahme der monomeren IgG-
Spezies wurde durch das Silikondl nicht signifikant beeinflusst. Da die gemessene Trubung
in Gegenwart des Silikondls verglichen mit Ansatz 2 ebenfalls keine Zunahme aufwies, kann

eine erhohte Bildung an unloslichen IgG-Aggregaten ebenfalls ausgeschlossen werden.

Tabelle 4.17: Ergebnisse der SEC-Messung von IgG — Gummistopfenextrakt BB6 unbehandelt. Die
Ergebnisse sind dargestellt als mittlere Flache in FE + SD (n = 3). > n.d. = nicht detektiert, 2 keine Angabe der
Standardabweichung (SD) mdglich, dan=1

Ansatz 1. Probeldsung mit Gummistopfenextrakt BB6

TO min T30 min TSO min T70 min T90 min T110 min T13O min
Aggregat n.d.! 95+5 117 +1 124 £ 4 130+ 6 130+ 8 140 +£5
Monomer | 12532 995+82 | 1030+14 | 1023+7 | 1001 +16 | 1003+ 25 1021 + 4

Ansatz 2: Probelésung ohne Gummistopfenextrakt BB6

TO min T30 min T50 min T?O min T90 min TllO min T13O min
Aggregat n.d. 124 + 11 153+ 12 171 +10 168 + 12 174 + 12 187 + 15
Monomer | 1251% | 1005+21 | 1018 +20 | 1025+25 | 985+ 36 | 1009 + 35 1034 + 20

Tabelle 4.18: Ergebnisse der Tribungsmessung von IgG — Gummistopfenextrakt BB6 unbehandelt. Die
Ergebnisse sind dargestellt als mittlere Extinktion in A (n = 2), ! Die Tribung ist die Differenz der gemessenen
Extinktion von Ansatz 1 und Ansatz 3. Die Tribung ist die Differenz der gemessenen Extinktion von Ansatz 2

und Ansatz 4.

Ansatz 1: Probel6sung mit Gummistopfenextrakt BB6

TO min T3O min T50 min T70 min TQO min TllO min T130 min
Trubungl | 0,0009 | 0,0044 | 0,0091 0,0092 0,0111 0,0142 0,0143

Ansatz 2: Probeldsung ohne Gummistopfenextrakt BB6

To min T30 min T50 min T70 min To0 min T110 min T130 min
Triibung® | 0,0041 | 0,0090 | 0,0080 0,0086 0,0110 0,0126 0,0130

In einer letzten Versuchsreihe wurde schlieBlich auch die Aggregatbildung von IgG in
Gegenwart von TOTM als Vertreter der Substanzklasse der Trimellitate untersucht. In

Gegenwart von TOTM wurde verglichen mit Ansatz 2 allenfalls eine leichte Reduktion der
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Bildung der l6slichen lIgG-Aggregate beobachtet, auch die detektierte Konzentration der
monomeren 1gG-Spezies wies keine signifikanten Unterschiede zu den Ergebnissen in
Ansatz 2 auf (siehe Tabelle 4.19). Die Gegenwart von TOTM fuhrte nur zu einer leichten
Erhéhung der gemessenen Tribung (siehe Tabelle 4.20), weshalb lediglich von einer
leichten Zunahme an unldslichen IgG-Aggregaten ausgegangen wurde.

250

200 - o o +
150 - . f%_L,—%’ '%' %3

100 | R

area Aggregates [mAU]

50 -

o 30 60 20 120
t [min]

0.30 -

0.25 |

0.20

0.15

absorhance

0.05

0

o}
=

—
0.00= s
o 30 60 920 120

t [min]

Abbildung 4.21: Messung der Idslichen und unléslichen 1gG-Aggregate in Abhéngigkeit von
Gummistopfenextrakt BB6. Graph A zeigt die Messung der l6slichen Aggregate mittels SEC-Analyse bei 280
nm in Gegenwart (schwarze Quadrate) und in Abwesenheit (graue Quadrate) des Gummistopfenextrakts von
BB6 mit Darstellung der Ergebnisse als Mittelwert £ SD (n = 3). Graph B zeigt die Messung der unldslichen 1gG-
Aggregate mittels Tribungsmessung photometrisch bei 350 nm in Gegenwart (schwarze Quadrate) und

Abwesenheit (graue Quadrate) mit Darstellung der Ergebnisse als Mittelwert (n = 2).
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Tabelle 4.19: Ergebnisse der SEC-Messung von IgG mit TOTM. Die Ergebnisse sind dargestellt als mittlere
Flache in FE + SD (n = 3). ! keine Angabe der Standardabweichung (SD) moglich, dan =1

Ansatz 1: Probeldsung mit TOTM

TO min TSO min T50 min T70 min T90 min T110 min T130 min
Aggregat 6 107 £ 7 144 + 11 157 +3 179+ 7 187+ 6 196+ 9
Monomer 1216 1089 + 2 1076 £9 | 1063 +21 | 1065+27 | 1055+24 | 1056 =21

Ansatz 2: Probelésung ohne TOTM

TO min T30 min T50 min T70 min T90 min T110 min T130 min
Aggregat 10" 15121 1849 206 £ 18 193+ 21 226 £ 14 240 £ 16
Monomer 1222* 1041 £33 | 1032 +40 | 1021 +31 | 1021 +65 | 1007 +£44 | 1002 + 45

Tabelle 4.20: Ergebnisse der Tribungsmessung von IgG mit TOTM. Die Ergebnisse sind dargestellt als
mittlere Extinktion in A (n = 2), die Tribung wurde nur fir To min Und T130 min ZUSAMMenN mit Ansatz 3 gemessen. !
Tribung ist die Differenz der gemessenen Extinktion von Ansatz 1 und Ansatz 3, 2 Tribung ist die gemessene
Extinktion von Ansatz 2, zu dieser Messreihe wurde kein Ansatz 4 prapariert

Ansatz 1: Probeldsung mit TOTM

TO min T30 min T50 min T?O min T90 min TllO min T130 min

Tribung! 0,0023 - - - - - 0,0421
Ansatz 2: Probelésung ohne TOTM

TO min T30 min TSO min T70 min T90 min T110 min T130 min

Trubung® | 0,0051 - - - - - 0,0138

Zusammenfassend fuhrte nur der Gummistopfenextrakt des Typs CB1 zu einer erhothten
Bildung von unléslichen IgG-Aggregaten, die mit einer Reduktion sowohl der léslichen IgG-
Aggregate als auch der monomeren Spezies einherging. Anhand der erzeugten HPLC-DAD-
Daten wurde gezeigt, dass dieser Gummistopfenextrakt eine relativ hohe Konzentration
verschiedener polarer und unpolarer Extractables aufwies. Weil mit der angewandten
Methode lediglich UV-aktive Substanzen erfasst wurden, ist davon auszugehen, dass die
tatsachliche Konzentration an Extractables im Gummistopfenextrakt noch héher lag als die

mit Hilfe der Extractables 1-9 berechnete Konzentration.
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Abbildung 4.22: Entwicklung des IgG-Aggregats in Gegenwart der Gummistopfenextrakte (unbehandelt
und entfettet) sowie Silikondl und Trimellitat. Diagramm A zeigt die Aggregat-Entwicklung in Gegenwart des
CB1l-Extrakts aus dem unbehandelten Gummistopfen sowie aus den vorher entfetteten Gummistopfen.
Diagramm B stellt in analoger Weise die Aggregat-Entwicklung in Gegenwart des BB6-Extrakts dar, in Diagramm
C ist die Aggregat-Entwicklung in Gegenwart von Silikondl sowie Trimellitat dargestellt. Ansatz 2 entspricht IgG in
ACN-PS20-Lésung ohne Zugabe von Extrakt.
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Abbildung 4.23: Entwicklung des IgG-Monomers in Gegenwart der Gummistopfenextrakte (unbehandelt

und entfettet) sowie Silikondl und Trimellitat. Diagramm A zeigt die Monomer-Entwicklung in Gegenwart des

CB1-Extrakts aus dem unbehandelten Gummistopfen sowie aus dem vorher entfetteten Gummistopfen.

Diagramm B stellt in analoger Weise die Monomer-Entwicklung in Gegenwart des BB6-Extrakts dar, in Diagramm

C ist die Monomer-Entwicklung in Gegenwart von Silikondl sowie Trimellitat dargestellt. Ansatz 2 entspricht IgG in
ACN-PS20-L8sung ohne Zugabe von Extrakt.
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Abbildung 4.24: SEC-Chromatogramm von IgG in Gegenwart des Gummistopfenextrakts CB1
(unbehandelt). Graph A: 1gG in Gummistopfenextrakt-PS20-Lésung (Ansatz 1) zu Beginn der Lagerung

(Nullwert), Graph B: IgG in Gummistopfenextrakt-PS20-Ldsung (Ansatz 1) nach 130 min Lagerung bei 60-64 °C,
Wellenlange: 210 nm
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Abbildung 4.25: SEC-Chromatogramme von IgG in Anwesenheit und Abwesenheit des
Gummistopfenextrakts CB1 (unbehandelt). Graph A: 1gG in ACN-PS20-L6sung ohne Gummistopfenextrakt
CB1 (Ansatz 2), Graph B: IgG in ACN-PS20-Lésung mit Gummistopfenextrakt CB1 (Ansatz 1), Graph C: ACN-
PS20-L6sung ohne Zusatz von IgG und Gummistopfenextrakt. Alle Chromatogramme wurden nach 130 min
Lagerung bei 60-64 °C aufgenommen. Wellenlange: 210 nm
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4.8 Einfluss des Gummistopfenextrakts auf EPO

Die frisch hergestellten Probeldsungen enthielten bei der Versuchsreihe mit 0,1 % m/v PS 20
zum Zeitpunkt TO, d. h. vor Anwendung der Stressbedingungen (siehe Kapitel 9.1.7.10), das
Modellprotein ausschlief3lich in seiner monomeren Form, sodass weder eine dimere noch
eine hoher aggregierte EPO-Spezies detektiert werden konnten (siehe Abbildung 4.26,
Graph A). Nach vier Tagen hatten sich in allen Versuchsanséatzen sowohl das EPO-Dimer
als auch eine hther aggregierte Form gebildet, deren Flachen zusammengefasst und als
HMWPs (High Molecular Weight Proteins, siehe Abbildung 4.26, Graph B) bezeichnet

wurden.
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Abbildung 4.26: SEC-Chromatogramme von EPO in Gegenwart von Gummistopfenextrakt CB1
(Versuchsreihe 1). Graph A: EPO in ACN-PS20-Lésung mit Gummistopfenextrakt CB1 zu Beginn der Lagerung
(Nullwert), Graph B: EPO in ACN-PS20-Lésung mit Gummistopfenextrakt CB1 nach 8 Tagen Lagerung bei 55 °C,
Wellenlange: 214 nm, HMWPs = High Molecular Weight Proteins

Gleichzeitig hatte die Flache von monomerem EPO in allen Versuchsansétzen
abgenommen. In Gegenwart des Gummistopfenextrakts wurde eine hthere Konzentration

an HMWPs detektiert als in dem vergleichbaren Versuchsansatz, der keinen
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Gummistopfenextrakt enthielt (161 + 69 FE vs. 35 = 23 FE). Auch die Abnahme des
monomeren EPO fiel in Gegenwart des Gummistopfenextrakts starker aus (1804 + 633 FE
vs. 3891 + 337 FE). Nach acht Tagen Lagerung war die Konzentration an HMWPs in
Gegenwart des Gummistopfenextrakts weiter angestiegen (260 + 33 FE), wahrend in dem
Versuchsansatz ohne Gummistopfenextrakt die Konzentration an HMWPs verglichen mit den
Ergebnissen nach vier Tagen Lagerung stagnierte (49 + 26 FE). Die Konzentration an
monomerem EPO blieb in beiden Versuchsansatzen unverandert auf demselben
Konzentrationsniveau (siehe zu den einzelnen Ergebnissen auch Tabelle 4.21 und Abbildung
11.14 im Anhang).

Tabelle 4.21: SEC-Ergebnisse von EPO-Gummistopfenextrakt CB1 in 0,1 % m/v Polysorbat 20. Die
Ergebnisse sind dargestellt als mittlere Flache in FE + SD (n = 4). * n.d. = nicht detektiert, HMWPs = High
Molecular Weight Proteins

Ansatz 1: Probeldsung ohne Gummistopfenextrakt

To Tage Ta Tage Ts Tage
HMWPs nd.! 35+ 23 49 + 26
Monomer 9082 * 2605 3891 + 337 3257 + 703
Ansatz 2: Probeldsung mit Gummistopfenextrakt
To Tage T4 Tage Ts Tage
HMWPs nd.! 161 + 69 260 + 33
Monomer 9316 + 2965 1804 + 633 1743 + 136

In einem weiteren Versuchsansatz wurde der Einfluss der Konzentration der verwendeten
PS 20-L6sung untersucht. Dementsprechend wurde statt einer 0,1 % m/v PS 20-Lésung mit
eine Losung mit der 10-fachen Konzentration, d. h. 1,0 % m/v eingesetzt. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 4.27, Graph B dargestellt sowie in Tabelle 4.22. In Gegenwart der 1,0 %
m/v PS 20-Losung verlief die Bildung der HMWPs in beiden Versuchsansatzen analog und
fihrte auch nach acht Tagen Lagerung in Gegenwart des Gummistopfenextrakts zu keiner
erhdhten Konzentration verglichen mit dem Versuchsansatz ohne Gummistopfenextrakt. Die
Konzentration an monomerem EPO nahm jedoch auch in diesem Versuchsansatz in
Gegenwart des Gummistopfenextrakts starker ab als in der analogen Probelésung ohne
Gummistopfenextrakt (7095 + 5668 FE vs. 8164 + 5023 FE).
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Abbildung 4.27: Aggregatbildung von EPO in Gegenwart des Gummistopfenextraktes CB1 (schwarze
Balken) oder ohne Gummistopfenextrakt (graue Balken) als Mittelwert + SD (n = 4). Diagramm A zeigt die
Aggregatbildung in 0,1 % m/v PS 20-L6sung, wahrend Diagramm B die Aggregatbildung in 1,0 % m/v PS 20-
Lésung bei 55 °C flr acht Tage zeigt. Wellenlange: 214 nm

Tabelle 4.22: SEC-Ergebnisse von EPO-Gummistopfenextrakt CB1 in 1,0 % m/v PS 20. Die Ergebnisse sind
dargestellt als mittlere Flache in FE + SD (n = 4). ! n.d. = nicht detektiert, > Es wurden zwar Peaks mit den
entsprechenden Retentionszeiten detektiert, es ist jedoch nicht plausibel, dass es sich tatsdchlich um HMWPs
handelte. HMWPs = High Molecular Weight Proteins

Ansatz 1: Probeldsung ohne Gummistopfenextrakt

To Tage T, Tage Ts Tage
HMWPs 25 + 32° 39+12 335
Monomer 14096 + 8231 9669 + 8092 8164 + 5023
Ansatz 2: Probelésung mit Gummistopfenextrakt
To Tage T, Tage Ts Tage
HMWPs nd.! 41 + 36 34+25
Monomer 12877 + 5347 7913 + 4860 7095 + 5668
Ansatz 3: EPO in Puffer
To Tage T, Tage Tsg Tage
HMWPs n.d. 76 + 46 178 + 130
Monomer 7851 + 2156 4280 + 224 3917 £ 634
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5 Diskussion

Alle im Rahmen dieser Arbeit gepruften Gummistopfen, d. h. die Bromobutylstopfen BB1-
BB6 und die Chlorobutylstopfen CB1-CB3, entsprachen zwar dem in Ph. Eur. 3.2.9 und USP
<381> definierten Qualitatsstandard fur Gummistopfen Typ 1, gleichzeitig hielten jedoch die
Gummistopfen BB3, BB4, CB1 und CB2 nicht die Anforderungen gemaf3 JP 7.03 ein.

Grund hierfir war vermutlich die unterschiedliche Herstellung der Priflosung sowie die
vorherige Reinigung der Gummistopfen (siehe hierzu auch Kapitel 2.1). Bei der
oberflaichenabhéngigen Einwaage der Gummistopfen gemalR Ph. Eur./USP resultierte ein
niedrigeres Oberflachen-Volumen-Verhaltnis als bei der gewichtsabhdngigen Einwaage
gemal JP. Fur denselben Gummistopfen ergab sich demnach ein Oberflachen-Volumen-
Verhaltnis von 0,50 cm?ml gemé&R Ph. Eur./USP und 0,57 cm?ml gem&R JP, wodurch in der
gemal JP hergestellten Priflosung wahrscheinlich eine hohere Konzentration an
extrahierbaren Substanzen vorhanden war. Aus der Literatur ist bekannt, dass mit
steigendem Oberflachen-Volumen-Verhaltnis die Konzentration an Extractables zunimmt,
sofern es sich um Substanzen handelt, die gut l8slich im Extraktionsmittel sind. Grund hierfir
ist, dass sowohl der Verteilungskoeffizient als auch die Oberflache in die Berechnung
eingehen (siehe Kapitel 2.2, Abbildung 2.5). Die eingesetzte Temperatur beeinflusst die
Extraktionsrate ebenfalls, da der Stofftransport gemall dem 2. Fick’'schen Gesetz (siehe
Kapitel 2.2, Abbildung 2.3) stattfindet, in welches der Diffusionskoeffizient D einfliel3t. Da
dieser proportional zur Temperatur T ist, nimmt mit steigender Temperatur die Diffusion zu.
Indirekt beeinflusst die Temperatur aber auch die Viskositat des Extraktionsmediums und
damit auch den Verteilungskoeffizienten zwischen Gummistopfen und Extraktionsmedium.
Zuséatzlich kann ein moglicher Einfluss des vorhergehenden Reinigungsschritts der
Gummistopfen auf die spater vorliegende Priflésung nicht ausgeschlossen werden, da sich
dieser ebenfalls bei Ph. Eur./USP und JP unterschied. GemalR3 Ph. Eur./USP wurden die
Gummistopfen vor Herstellung der eigentlichen Priflosung durch 5-minitiges Kochen in
Wasser gereinigt, wahrend die Reinigung gemal JP lediglich durch Spilen mit kaltem
Wasser erfolgte. In beiden Fallen wurde das resultierende Spilwasser entfernt und mit den
gereinigten Gummistopfen weitergearbeitet. Moglicherweise hatte jedoch das 5-minitige
Kochen der Gummistopfen bereits zu einer Extraktion von Substanzen gefiihrt und damit

deren spatere Konzentration in der finalen Priflosung reduziert.
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Mit der Vertffentlichung des JP 17 (Publikationsdatum: 01.04.2016) wurde die
Probenpréaparation jedoch weitestgehend mit Ph. Eur./USP harmonisiert und erfolgt seitdem
ebenfalls oberflachenabhdngig. Ein Vorteil dieser Harmonisierung ist, dass nun die
Prifergebnisse gemal Ph. Eur./USP und JP besser miteinander verglichen werden kdnnen.
Ein weiterer Vorteil der Harmonisierung ist, dass unterschiedliche Ausfuhrungen derselben
Gummistopfenformulierung nun auch zu vergleichbaren Prufergebnissen gemafR JP fiuhren,
da die unterschiedliche Oberflache kleinerer und grof3erer Gummistopfen bertcksichtigt wird.
Der vorhergehende Reinigungsschritt wurde bei der Revision jedoch nicht bericksichtigt,
sodass dieser Unterschied weiterhin besteht.

Obwohl alle gepriften Gummistopfen dem gemalf3 Ph. Eur. 3.2.9 und USP <381> definierten
Qualitatsstandard entsprachen, wiesen die mittels HPLC-DAD aufgenommenen
Extraktionsprofile dieser Gummistopfen teilweise groBe Unterschiede beziiglich der
detektierten Extractables auf. So resultierte fir den Chlorobutylstopfen CB1 das
Extraktionsprofil mit der héchsten Anzahl an Extractables, wahrend der Bromobutylstopfen
BB6 die niedrigste Anzahl an Extractables zeigte. Durch den Vergleich der Extraktionsprofile
der verschiedenen Gummistopfen konnten jedoch auch Ahnlichkeiten festgestellt werden:
Fur die Chlorobutylstopfen CB2 und CB3 resultierten Extraktionsprofile mit einem nahezu
identischen Peakmuster und einer sehr &hnlichen Peakintensitat. Da fir diese Gummistopfen
keine Zertifikate bezlglich der Kompatibilitat mit Ph. Eur., USP und JP vorgelegt werden
konnten, waren auch die entsprechenden Prifungen selbst durchgefiihrt worden. Die
Ergebnisse dieser Prifungen (siehe Tabelle 4.8 bis Tabelle 4.13) lagen bei beiden
Gummistopfen ebenfalls in derselben GréRenordnung. Es ist daher denkbar, dass es sich
bei den Gummistopfen CB2 und CB3 um eigentlich identische Gummistopfen handelte, auch
wenn diese von unterschiedlichen Lieferanten bezogen worden waren. Da von den
Lieferanten jedoch keinerlei Angaben zu den jeweiligen Herstellern gemacht wurden, konnte

diese These nicht final bestatigt werden.

Die Extraktionsprofile der Chlorobutylstopfen CB1, CB2 und CB3 zeigten zudem
Ubereinstimmend ein Signal bei etwa 32,6 min. Fir den Gummistopfen CB1 wurde dieses
Signal als Extractable 5 benannt und bei den anschlieenden Analysen in die quantitative
Auswertung miteinbezogen. Da dieses Extractable jedoch nicht Teil der spateren
strukturellen ldentifikationsarbeiten war, konnte nicht abschlieRend geklart werden, ob es

sich letztendlich bei allen drei Chlorobutylstopfen um das gleiche Extractable handelte.
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Aus dem Gummistopfen CB1 konnte mit IPA als Extraktionsmittel die héchste Anzahl an
Extractables in der hochsten Konzentration extrahiert werden. Ein direkter Vergleich von IPA
mit Wasser zeigte bei dem Gummistopfen CB1, dass Wasser als alleiniges Extraktionsmittel
unzureichend ist, da eine Extraktion mit Wasser zu keinen detektierten Extractables fuhrte.
Die Ergebnisse stehen im Einklang mit den Empfehlungen der PQRI Arbeitsgruppe [63], die
den Einsatz mehrerer Extraktionsmittel verschiedener Polaritdten und pH-Werte zur
Durchfiihrung kontrollierter Extraktionsstudien empfiehlt. Die Ergebnisse der verschiedenen
Extraktionsprofile zeigten, dass aufgrund der komplexen Zusammensetzung von
Gummistopfen Extractables verschiedenster Polaritaten aus diesen herausmigrieren kénnen.
Die Prasenz von Extractables verschiedenster Polaritat ist nicht verwunderlich, da zur
Herstellung der Gummistopfen mittels Vulkanisation eine Vielzahl an unterschiedlichsten
Chemikalien eingesetzt werden muss, um die geforderten Materialeigenschaften zu erhalten
(siehe Kapitel 2.1).

Moéchte man ein qualitativ nahezu vollstandiges Extraktionsprofil von einem Gummistopfen
erhalten, ist Wasser als Extraktionsmittel ungeeignet, da insbesondere eher unpolare
organische Extractables eine weitaus bessere Loslichkeit in IPA aufweisen als in wassrigen
Extraktionsmitteln. Dies wurde auch durch die unpolaren Extractables 6-9 bestatigt, die
genauso wie TOTM zu der Stoffgruppe der Trimellitate gehéren. Der n-Octanol-Wasser-
Verteilungskoeffizient (log Kow) betragt fur TOTM 5,94 [64], die Extractables 6-9 weisen
aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit vermutlich einen ahnlichen log Kow auf. Folglich
konnten diese Extractables selbst bei hoher Temperatur nicht mit Wasser allein extrahiert

werden.

Bei der Bewertung der Extraktionsprofile hinsichtlich Vollstandigkeit ist neben der Wahl der
Extraktionsbedingungen auch die gewahlte Analysentechnik entscheidend. Im Rahmen der
vorliegenden Promotion wurden die Extraktionsprofile mittels HPLC-DAD-Technik
aufgenommen, mit welcher jedoch lediglich UV-aktive Substanzen mit verhaltnismagig
hohem Siedepunkt detektiert werden konnen, wahrend leichtflichtige organische
Substanzen und anorganische Salze nicht zugénglich sind. Es wird daher angenommen,
dass die tatsachliche Anzahl an Extractables der untersuchten Gummistopfen héher war als

die in den Extraktionsprofilen sichtbare Anzahl.

Die Vielfalt der Extraktionsprofile zeigte, dass die gemafR der Arzneibicher geforderten
Prifungen nicht zwangslaufig Rickschliisse auf die Menge und Konzentration spater zu

erwartender Extractables zulassen. Jedoch zielen diese Priufungen auch primar auf
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anorganische  Verunreinigungen durch das eingesetzte  Vulkanisationssystem
(Vulkanisatoren, Beschleuniger, etc.) und den verwendeten Elastomeren ab. Zusatzlich liegt
der Verwendung einer wassrigen Priiflosung die Uberlegung zugrunde, dass die gepriiften
Gummistopfen spater fiur wassrige Parenteralia eingesetzt werden und demnach eine
wassrige Extraktion ausreichend sein sollte. Dieser Ansatz vernachlassigt jedoch, dass
insbesondere Biopharmazeutika neben Wasser normalerweise eine Vielzahl von
Inhaltsstoffen  enthalten, welche unter Umstdnden das Extraktionsvermdgen des

Arzneimittels beeinflussen kdnnen.

Als Beispiel fur einen beschichteten Gummistopfen wurden auch analoge Extraktionsstudien
mit dem laminierten Gummistopfen CB4 durchgefihrt, welcher sich als nahezu inert
gegenuber IPA als Extraktionsmittel herausstellte. Da jedoch von keinem der gepriften
Gummistopfen die exakte Formulierung bekannt war, kann dieses Ergebnis nicht eindeutig
der Fluoropolymer-Beschichtung zugeschrieben werden. Aus dem gut dokumentierten
Eprex®-Vorfall ist aber bekannt, dass eine Fluoropolymer-Beschichtung tatsachlich als
physikalische Barriere wirken und die Migration aus dem Stopfen heraus unterbinden kann
[26].

Aufgrund ihrer komplexen Zusammensetzung sind Gummistopfen eine Quelle
verschiedenster organischer und anorganischer Extractables. Da das Ziel von
Extraktionsstudien sowohl die Quantifizierung als auch die Identifikation der moglichen
Extractables und damit spateren Leachables ist, werden bevorzugt chromatographische
Analysentechniken eingesetzt [65]. Ziel der entwickelten HPLC-DAD-Methode war es nun,
einen moglichst vollstandigen Uberblick tber moégliche organische Extractables zu erhalten.
Hierfir war eine robuste Methode notwendig, mit welcher organische Extractables
verschiedenster Polaritaten  zufriedenstellend aufgetrennt werden konnten. Die
anschlieende Methodenvalidierung in Anlehnung an ICH Q2 (R1) bewies, dass die
entwickelte Methode diesem Anspruch gerecht wurde.

Die vier dominanten Extractables im hinteren Bereich des Extraktionsprofils von
Gummistopfen CB1 (bezeichnet als Extractables 6-9, Abbildung 4.4) wurden mittels HPLC-
MS und verschiedener NMR-Techniken identifiziert, mit dem Resultat, dass alle vier
Substanzen der Substanzklasse der Trimellitate zuzuordnen sind (siehe Abbildung 4.13).
Trimellitate, speziell TOTM, wurden in den vergangenen Jahren zunehmend als alternative
Weichmacher bei der Herstellung von Polyvinylchlorid eingesetzt [66], da konventionelle

Weichmacher im Verdacht stehen gesundheitsgefdhrdend zu sein. Insbesondere Phthalate
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sind reproduktionstoxisch, weshalb ihr Austausch durch Alternativen empfohlen wird [5] [67]
[68]. Die vorliegenden Daten zu TOTM deuten hingegen auf eine nur geringe Toxizitat hin,
zusatzlich wird TOTM nur schlecht absorbiert und metabolisiert [69]. Um den Herstellern den
Umstieg von Phthalaten auf Alternativen zu erleichtern, publizierte das Ph. Eur. das
vollstéandig Uberarbeitete Kapitel 3.1.13, in welchem neben anderen Weichmachern nun auch
TOTM als Kunststoffadditiv 26 gelistet ist.

Bei den anschlieRenden Interaktionsstudien stellte sich heraus, dass insbesondere der
Einsatz von Polysorbaten als Ldslichkeitsvermittler zu der Migration aller neun bereits aus
den Extraktionsstudien bekannten Extractables fihrte. Es wurde hierbei ausschlief3lich die
Migration betrachtet, die Adsorption/Absorption und Permeation wurden nicht bertcksichtigt.
Ohne Zusatz von Polysorbat wurde nach sechs Monaten Lagerung bei 40 °C / 75 % r. F.
weder in Phosphatpuffer pH 6,3 noch in Citratpuffer pH 3,0 eine Migration der bekannten
Extractables beobachtet. In Gegenwart von 1,0 % Polysorbat 80 wurden hingegen die
Extractables 1-9 in einer Konzentration detektiert, die verglichen mit den Ergebnissen nach
56 Tagen Extraktion mit IPA als Extraktionsmittel etwa 4,2 % entsprach. Bei Verwendung

von 0,1 % Polysorbat 80 resultierten immerhin noch 0,41 % der Extractables 1-9.

Neben der eingesetzten Polysorbat-Konzentration beeinflusste indirekt auch der pH-Wert der
Modellformulierungen die resultierende Konzentration an Extractables, weshalb bei pH 3,0
eine niedrigere Migration beobachtet wurde als bei pH 6,3. Hierfir ursachlich ist die
Anfélligkeit von Polysorbaten fir verschiedene Zersetzungsprozesse wie Autooxidations-
und Hydrolysereaktionen in wassrigem Medium. Insbesondere die Hydrolyse des
Fettsaureesters wird durch den pH-Wert beeinflusst, da diese Reaktion sowohl sauer als
auch basisch katalysiert werden kann [33]. Aufgrund dieser Zersetzungsreaktionen wurde
die tatsachliche Polysorbat-Konzentration hdchstwahrscheinlich bei pH 3,0 reduziert und
damit auch dessen Extraktionsvermodgen. Die Reduktion der Polysorbat-Konzentration fuhrte
zu einer verminderten Migration der eher hydrophoben Trimellitate (Extractables 6-9),
wahrend die Migration der eher hydrophilen Extractables 1-5 nur wenig beeinflusst wurde.

Neben dem pH-Wert beeinflusste erwartungsgemald auch der Typ des eingesetzten
Polysorbats das Migrationsverhalten, da sich Polysorbat 20 und 80 strukturell voneinander
unterscheiden. Die dominierende Fettséure in Polysorbat 80 ist die Olsaure, wahrend bei
Polysorbat 20 die Laurinsdure dominiert, wodurch Polysorbat 80 (HLB-Wert 15,0) eine
hohere Lipophilie als Polysorbat 20 (HLB-Wert 16,7) aufweist und daher den starkeren

Loslichkeitsvermittler darstellt [70]. So fiuhrte der Einsatz von 1,0 % Polysorbat 80 nach
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sechs Monaten Lagerung zu einer detektierten Konzentration an Extractables von 44,38
pg/ml wahrend bei Einsatz von Polysorbat 20 in derselben Konzentration unter analogen
Lagerbedingungen nur 23,51 pg/ml an Extractables resultierten.

Die tatsachlich verwendete Polysorbat-Konzentration liegt jedoch bei realen proteinhaltigen
Arzneimittelformulierungen in einem Bereich von etwa 0,01-0,1 % [32], weshalb besonders
die Modellformulierungen mit 1,0 % Polysorbat nicht dazu dienen kénnen, die Realitat
abzubilden. Zusatzlich ist es unlblich diese Arzneimittel bei 40 °C / 75 % r. F. zu lagern,
weshalb in diesem Zusammenhang davon abgesehen wird, von ,Migrationsstudien unter
beschleunigten Lagerbedingungen® zu sprechen, da fir Arzneimittel, die Kihllagerung
erfordern, ublicherweise 25 °C / 60 % r. F. als beschleunigte Lagerbedingungen gewahlt
werden wirden. Die gewahlten Bedingungen veranschaulichen jedoch eindrticklich, dass der
Einsatz von Polysorbaten als Loslichkeitsvermittler das Extraktionsvermdgen einer eigentlich
wassrigen Arzneimittelformulierung entscheidend verdndern kann. Dies steht auch im
Einklang mit der Literatur, da verschiedene Untersuchungen darauf hinweisen, dass
zugesetztes Polysorbat die Migration von Extractables in eine Arzneiformulierung auslésen

oder zumindest beschleunigen kann [26] [71].

Nachdem festgestellt worden war, dass die in den Extraktionsstudien detektierten
Extractables 1-9 auch im Rahmen der Interaktionsstudien in Modellformulierungen mit
verschiedenen Konzentrationen an Polysorbat 20 und 80 detektiert werden konnten, sollte
der mdgliche Einfluss von diesen auf verschiedene Modellproteine untersucht werden. Da
sich der Gummistopfen CBL1 in allen vorhergehenden Studien als der Gummistopfen mit der
hochsten Anzahl und Konzentration an Extractables erwiesen hatte, war anzunehmen, dass
auch der entsprechende Gummistopfenextrakt eine hohe Konzentration an Extractables
enthalten wirde und daher fur die Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen diesen

und den Modellproteinen geeignet sein wirde.

Da Wechselwirkungen zwischen Leachables und Proteinen in Arzneimittelformulierungen in
der Realitat aufgrund der niedrigen Konzentration an Leachables sehr langsam stattfinden
und negative Konsequenzen meist erst nach langerer Lagerdauer sichtbar werden
(beispielsweise in Form von Verfarbungen, Ausféllungen, etc.), wurde ein Versuchsansatz
gewabhlt, bei welchem eine mdglichst hohe Konzentration an Extractables mit dem jeweiligen
Modellprotein unter aggregationsinduzierenden Bedingungen in Kontakt gebracht werden
sollten. Die Herausforderung bei der Herstellung des Gummistopfenextrakis lag in der

niedrigen Polaritdt der vier Trimellitate (Extractables 6-9), was es unmdglich machte einen
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rein wassrigen Gummistopfenextrakt herzustellen, wahrend Wasser jedoch das bevorzugte
Losungsmittel fur Proteine darstellt. Das gewaéhlte Herstellungsverfahren und die
Zusammensetzung des Gummistopfenextrakts sollten daher diese Gegensatze miteinander
vereinen, was final gelang. Alle neun Extractables konnten im Extrakt in befriedigender
Konzentration geldst werden, bei gleichzeitig stabil vorliegenden Modellproteinen.

Die vorliegenden Ergebnisse der anschlieBenden Studien zur Wechselwirkung des
Gummistopfenextrakts mit dem Modellprotein IgG lassen den Schluss zu, dass das
Aggregationsverhalten von 1gG in Gegenwart des Gummistopfenextrakts von CB1
beeinflusst wurde und zu einer vermehrten Bildung von unloslichen IgG-Aggregaten fihrte.
Unter Standardbedingungen wiesen die SEC-Chromatogramme neben dem IgG-Monomer
auch dimeres IgG auf, was den Literaturangaben entsprach [72]. Unter den gewahlten
Stressbedingungen bildete sich ohne Zugabe von Gummistopfenextrakt ein ldsliches 1gG-
Aggregat, bei welchem es sich um ein Agglomerat aus vier IgG-Monomeren handelte. In
Gegenwart des Gummistopfenextrakts verschob sich die Bildung jedoch von l6slichen IgG-

Aggregaten hin zu unléslichen Aggregat-Spezies.

Da bei der Produktion von Gummistopfen bevorzugt Silikonél als Formtrennmittel verwendet
wird und dieses an den Gummistopfen anhaftet, wurde untersucht, ob eine Entfernung von
diesem die Ergebnisse beeinflussen wirde. Die Gummistopfenextrakte der entfetteten
Gummistopfen wiesen keine merklich reduzierte Extractables-Konzentration verglichen mit
den unbehandelten Stopfen auf, und auch die Resultate bezliglich des Aggregatverhaltens

von IgG der entsprechenden Versuchsreihen verliefen analog zueinander.

Der Silikonél-Extrakt wurde ebenfalls mittels HPLC-DAD-Methode qualitativ Gberprift. Da es
sich bei Silikondl um keine UV-aktive Substanz handelt, diente die Analyse mittels HPLC-
DAD nicht dazu, die Konzentration an entferntem Silikon6l festzustellen. Die Methode wurde
stattdessen dazu genutzt, qualitativ zu bestatigen, dass bei der Entfernung des Silikondls die
Extractables aus dem Gummistopfen CB1 nur in vernachlassigbarer Konzentration in den
Silikondl-Extrakt Ubergegangen waren. Silikondl zeigte keinen Einfluss auf das
Aggregationsverhalten von IgG, was durchaus der Literatur entspricht, da unter anderem
Britt et al. den Einfluss von Silikonél auf die Aggregation von monoklonalen Antikoérpern
untersucht hatten und keinen Einfluss feststellen konnten [73]. Jones et al. hingegen halten
eine durch Silikondl ausgeldste Proteinaggregation fir maoglich, hierbei war jedoch mit den
Modellproteinen Ribonuclease A, Lysozym, bovines Serumalbumin und Concanavalin A

gearbeitet worden [74].
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Auch TOTM allein zeigte keinen wesentlichen Einfluss auf die Aggregation von IgG. Dies ist
insofern erstaunlich, da die Konzentration im Versuchsansatz mit 0,03 mg/ml analog zu der
effektiven Konzentration des Gummistopfenextrakts (siehe Kapitel 4.6) ausgewahlt worden

war.

Aus der Literatur ist bekannt, dass die thermische Stressung von IgG zu einer Veréanderung
der Sekundarstruktur fuhrt, da die eigentlich im Inneren verborgenen hydrophoben
Aminoséaurereste des Proteins nach aul3en in die hydrophile Umgebung gekehrt werden und
aufgrund des thermodynamisch unginstigen Zustands untereinander aggregieren. Es wird
angenommen, dass sich an den dadurch entstehenden Grenzflachen weitere
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Peptideinheiten ausbilden, welche wiederum
die Bildung zusatzlicher a-Helices zur Folge haben [75]. Fincke et al. konnten zeigen, dass
auch die tertiare Struktur von IgG durch thermischen Stress beeinflusst wird, da sich durch
Umfaltungsprozesse des Proteins schlie3lich hochgeordnete amyloide Fibrillen ausbilden,

welche dann als unlésliche Aggregate prezipitieren [76].

Es ist nicht zweifelsfrei geklart, Uber welchen Mechanismus Polysorbate eine stabilisierende
Wirkung auf IgG auslben, jedoch gibt es verschiedene Untersuchungen hierzu, die
mehrheitlich zu dem Schluss kommen, dass allenfalls schwache Wechselwirkungen
zwischen IgG und Polysorbat herrschen, sodass eine direkte Bindung eher vernachlassigbar
und daher vermutlich der Verdrangungsmechanismus an der hydrophoben Luft-Wasser-
Grenzflache entscheidend ist [35]. Im Rahmen der verschiedenen Versuchsreihen wurde
festgestellt, dass weder eventuell anhaftendes Silikondl noch die Anwesenheit von TOTM
allein zu einer vermehrten Bildung von unldslichen IgG-Aggregaten fuhrte. Auch der
Gummistopfenextrakt des Typs BB6 flihrte zwar zu einer reduzierten Bildung von Iéslichen
lgG-Aggregaten, jedoch waren keine signifikante Reduktion der monomeren IgG-Spezies

und auch keine vermehrte Bildung von unléslichen 1IgG-Aggregaten erkennbar.

Zusammenfassend wird angenommen, dass der Gummistopfenextrakt des Typs CB1 das
Aggregationsverhalten von IgG nicht durch eine direkte Wechselwirkung der vorhandenen
Extractables mit IgG selbst beeinflusste. Es ist eher wahrscheinlich, dass die Extractables
mit dem Polysorbat 20 wechselwirkten und damit die eingesetzte Polysorbat-Konzentration
nicht mehr fir eine vollstandige Abséattigung der hydrophoben Luft-Wasser-Grenzflache
ausreichend war. Die induzierten thermischen Stressbedingungen fiihrten allein und ohne
Zusatz des Gummistopfenextrakis CB1 bei einer Versuchsdauer von 130 min zu der

Ausbildung von l8slichen 1gG-Aggregaten bei gleichzeitiger Konzentrationsabnahme von
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monomerem IgG. Die Bildung von unloslichen 1gG-Aggregaten wurde hingegen nicht
beobachtet. Bei einer fortgesetzten Versuchsdauer ware unter diesen Versuchsbedingungen
die allm&hliche Bildung von unldslichen IgG-Aggregaten wahrscheinlich beobachtet worden.
Die Anwesenheit des Gummistopfenextrakts schien diesen Mechanismus jedoch zu
beschleunigen. Es ist denkbar, dass bei den loslichen 1IgG-Aggregaten durch Kontakt mit der
nicht  vollstandig  abgesattigten  hydrophoben  Luft-Wasser-Grenzflache  weitere
Verédnderungen der Tertiarstruktur ausgeldst wurden, welche schlief3lich zu der Bildung von
unl6slichen IgG-Aggregaten fuhrten.

Fur das Modellprotein EPO war anhand der SEC-Ergebnisse ersichtlich, dass die gewahlten
thermischen Stressbedingungen ausreichend gewdahlt worden waren, um die Bildung von
aggregierten EPO-Spezies auszuldsen, gleichzeitig bestéatigte die nur geringe
Aggregatbildung im Versuchsansatz ohne Gummistopfenextrakt, dass es sich bei EPO trotz

des niedrigen Schmelzpunktes von 53 °C [56] um ein relativ stabiles Protein handelt.

Aufgrund des geringen verfligbaren Probevolumens war es fir EPO nicht moglich, die
Bildung unléslicher EPO-Aggregate mittels Trilbungsmessung zu verfolgen, sodass nur die
Ergebnisse der SEC-Messung und damit die Bildung der I6slichen Aggregatspezies und der
monomeren Spezies ausgewertet werden konnten. Im Gegensatz zu dem Modellprotein IgG
fuhrte bei EPO die Anwesenheit des Gummistopfenextrakts des Typs CB1 zu einer erhdhten
Bildung von l6slichen Aggregat-Spezies. Aus der Literatur ist bekannt, dass EPO mit
Polysorbat 80 wechselwirkt, indem sich 12 Polysorbat 80-Molekiille an die hydrophoben
Bereiche von einem EPO-Molekil anlagern [37]. Unter der Annahme, dass ein ahnlicher
Mechanismus zwischen EPO und Polysorbat 20 ablauft, ist es moglich, dass die thermischen
Stressbedingungen zu einer Entfaltung des EPO-Molekils fuhrten, wobei die hydrophoben
Aminosaurereste nach auf3en in die hydrophile Umgebung geklappt wurden und sich die
Polysorbat 20-Molekile an diese anlagerten. Es ist denkbar, dass hierdurch eine
Stabilisierung des EPO-Molekils auftrat, wodurch wiederum die Aggregation verlangsamt
wurde. In Gegenwart des Gummistopfenextrakts konkurrierten die Extractables mit dem EPO
um das vorhandene Polysorbat 20, sodass dieses nicht mehr in ausreichendem MalRe zur
Verfiigung stand, um sowohl die hydrophoben Aminosdurereste des EPO-Molekiils als auch

die hydrophobe Luft-Wasser-Grenzflache abzusattigen.

Ein Resultat hiervon wéare die erhéhte Aggregation von EPO in Gegenwart des
Gummistopfenextrakts. Bei der Versuchsreihe in 1,0 % m/v Polysorbat 20-Lésung zeigte die

Gegenwart des Gummistopfenextrakts keine Wirkung auf die Aggregatbildung, d. h. der
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Einsatz der 10-fachen Konzentration an Polysorbat 20 unterband die Aggregatbildung. Diese
Beobachtung bestétigte die These, dass der Einfluss der Extractables aus dem
Gummistopfenextrakt auf die Aggregatbildung des Modellproteins EPO nicht auf eine direkte
Wechselwirkung zwischen Extractables und Modellprotein zurtickzufihren war, vielmehr
wechselwirkten die Extractables mit dem eingesetzten Polysorbat 20, wodurch dieses fur
eine stabilisierende Wirkung nicht mehr in ausreichendem Maf3e zur Verfligung stand.
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6 Zusammenfassung

Die vorliegende Untersuchung zeigt, dass die Kompatibilitdt von Gummistopfen mit Ph. Eur.
3.2.9 nicht zwangslaufig ausschliel3t, dass aus diesen Gummistopfen spéter Leachables in

eine Arzneimittelformulierung migrieren.

Nach dem aktuellen Kapitel Ph. Eur. 3.2.9 und USP <381> wird fur die Prifung der
Gummistopfen nur Wasser als Extraktionsmittel eingesetzt und die daraus resultierende
wassrige Priflosung einer Reihe von Prifungen unterzogen, bei denen priméar
Summenparameter erfasst werden. Dieser wassrige Extrakt enthdlt jedoch nicht das
vollstindige Spektrum an mdglichen Extractables, da diese aufgrund ihrer grol3en
strukturellen Vielfalt auch unterschiedlichste Polaritaten aufweisen konnen. In der
vorliegenden Untersuchung konnte gezeigt werden, dass IPA ein geeignetes
Extraktionsmittel darstellt, um von Gummistopfen ein Extraktionsprofil zu erhalten, welches

einen nahezu vollstandigen Uberblick tiber die moglichen organischen Extractables erlaubt.

Auch die Annahme, dass das Extraktionsvermégen von wassrigen proteinhaltigen
Arzneimittelformulierungen dem von reinem Wasser entsprechen wirde, muss Kkritisch
betrachtet werden, da diese Ublicherweise Loslichkeitsvermittler, beispielsweise Polysorbate,
enthalten. Diese kdnnen aufgrund ihrer chemischen Struktur das Migrationsverhalten von
potentiellen Leachables entscheidend veréndern. Die fir diese Untersuchung gewahlten
Versuchsbedingungen sind zwar hinsichtlich der eingesetzten Temperatur und Konzentration
an Polysorbat extrem, jedoch wurden sie bewusst gewahlt, um die Geschwindigkeit
mdglicher  Extraktions- und Migrationsvorgdnge zu beschleunigen, die unter
Normalbedingungen nur sehr langsam ablaufen. Proteinhaltige Arzneimittelformulierungen
werden normalerweise nicht Lagerbedingungen von 40 °C und 75 % r. F. ausgesetzt, da
diese Bedingungen zu einer Degradation des Proteins fuihren wirden. Jedoch beschleunigt
diese Lagerung den Migrationsvorgang, sodass erkennbar wird, dass potentielle
Extractables aus der Primarverpackung in eine geeignete Modellformulierung migrieren

kdnnen.

Auch die niedrigste in den Modellformulierungen angewandte Konzentration an Polysorbat
20 bzw. 80 liegt mit 0,1 % uber der kritischen Mizellbildungskonzentration von 0,007 bzw.
0,002 % m/v. Dies schmalert jedoch nicht die Aussagekraft der Ergebnisse, die zeigen, dass

anwesendes Polysorbat das Extraktionsvermégen einer eigentlich wassrigen Formulierung

85



Zusammenfassung

entscheidend verdndern kann. Der angewandte Versuchsaufbau hat sich als geeignet
erwiesen, um den Einfluss von mdglichen Extractables auf Modellproteine in einer relativ
kurzen Zeitspanne untersuchen zu koénnen. Durch den Einsatz von Polysorbat 20 in den
Konzentrationen 0,1 und 1,0 % m/v konnte im Falle von EPO gezeigt werden, dass die 10-
fache Konzentration an Polysorbat 20 die Aggregation unter den gewahlten
Versuchsbedingungen unterband. Es ist daher plausibel, dass die Extractables aus dem
Gummistopfenextrakt nicht unmittelbar mit dem Modellprotein wechselwirkten, sondern mit
dem anwesenden Polysorbat 20, wodurch dieses nicht mehr ausreichend zur Verfiigung
stand, um die Proteinaggregation zu unterbinden. Es bleibt hierbei jedoch unklar, nach
welchem Reaktionsmechanismus die anschlie3ende Proteinaggregation ablauft.

Da aufgrund der Versuchsreihen des Modellproteins IgG mit Trimellitat allein festgestellt
werden konnte, dass dieses verglichen mit dem Gummistopfenextrakt des Typs CB1 nicht
denselben Effekt auf die Proteinaggregation hatte, ist hdchstwahrscheinlich - zumindest in
dieser Untersuchung - die Konzentration an Extractables ausschlaggebend und nicht deren
chemische Struktur. Dies wird auch durch die Versuchsreihen mit dem Gummistopfenextrakt
des Typs BB6 bestatigt.

Insbesondere bei dem Gummistopfen des Typs CB1 zeigten sich die Schwachen bei der
Beurteilung der Gummistopfenqualitat gemanR Ph. Eur. 3.2.9 bzw. USP <381>, da dieser
Gummistopfen trotz Kompatibilitat mit den genannten Monographien ein Extraktionsprofil mit
einer Vielzahl an Extractables verschiedenster Polaritdten in unterschiedlichen
Konzentrationen aufwies. Die Kompatibilitdt eines Gummistopfens mit Ph. Eur. 3.2.9 bzw.
USP <381> lasst demnach keine Rickschlisse darauf zu, ob unter bestimmten
Lagerbedingungen Extractables aus diesem Gummistopfen in das Arzneimittel gelangen

konnten.

Ein Vergleich der Extraktionsprofile der Gummistopfen zeigte jedoch auch, dass von den
neun gepriften Gummistopfen lediglich Gummistopfen CB1 ein auffalliges Extraktionsprofil
bzgl. Anzahl und Konzentration der detektierten Extractables aufwies, wahrend bei den
restlichen Gummistopfen nur wenige Extractables detektiert werden konnten, was auf eine
eher gute Qualitat der gepriften Gummistopfen hindeutete. Ebenfalls positiv zu bewerten
waren die Ergebnisse fur den laminierten Gummistopfen CB4, da dieser erwartungsgeman
von allen gepruften Gummistopfen die niedrigste Anzahl und Konzentration an detektierten

Extractables aufwies.
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7 Ausblick

Die Prufung von Gummistopfen gemaf Ph. Eur., USP und JP basiert hauptsachlich auf der
Analyse von einzelnen Substanzklassen, die Rickschlisse auf das verwendete
Vulkanisationssystem zulassen und im Falle von Ph. Eur. und USP dadurch eine
Unterscheidung zwischen Gummistopfen des Typs 1 und 2 ermdglichen. Die bestatigte
Kompatibilitdét eines Gummistopfens mit diesen Monographien lasst jedoch aufgrund der
fehlenden Spezifitat der Prifungen keine Rickschliisse darauf zu, ob und in welchem
Ausmal aus diesem spater Extractables in das Arzneimittel migrieren konnen.

Die Erganzung dieser Monographien um spezifischere Prifungen der Gummistopfen wére
daher winschenswert. Denkbar ware hierbei die routineméRige Aufnahme eines
Extraktionsprofils nach vorheriger Extraktion mit organischen LoOsungsmitteln, da die
vorliegende Arbeit zeigt, dass die Etablierung einer geeigneten robusten HPLC-Methode

mdglich ist.
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9 Experimenteller Teil

9.1

9.1.1 Gerate

Materialien, Gerate und Methoden

9.1.1.1 Verwendete HPLC-DAD Systeme

(148369)

Version B.03.02

Hersteller /
Komponenten System 1 System 2 System 3
Dionex (Germering, . . .
Hersteller Deutschland) Agilent Technologies (Boblingen, Deutschland)
Quaternare P 680A LPG-4 G1311A G1315B
Pumpe
Degasser - G1379A G1379A
Autosampler ASI-100 T, 250l- G1329A, G1330B (Thermostat)
Probenschleife
Saulenofen STH 585" G1316A G1316A
Saule 1:
Biosep-SEC-s2000, 300 x 7.80
mm + Security Guard
Cartridges GFC—%OOO, 4 x 3.00
Saule Prodigy 3u ODS (3), 100A, 150 x 3.00 mm? mm
Saule 2:
TSKgel G3000PWXL, 300 x
7.80 mm + TSKgel PWXL
Guardcolumn, 40 x 6.00 mm?
DAD Ultimate 3000 DAD G1315B G1315B
Chromeleon Client 6.80 Chemstation
Software SR7 Build 2528 Chemstation Version 10.02 A

' von Gynkotek, Germering, Deutschland

% von Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland

% yon Tosoh Bioscience, Griesheim, Deutschland
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9.1.1.2 Verwendetes praparatives HPLC-DAD-System

Hersteller Agilent Technologies (B&blingen, Deutschland)
Binare Pumpe G1361A
Degasser -
Autosampler G2260A
Saulenofen -
Saule Prodigy 5u ODS (3), 100A, 250 x 10.00 mm*
DAD G1315B
Fraktionensammler G1364B

Software

Chemstation Version B.03.01-SR1.1

! von Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland

9.1.1.3 Verwendetes HPLC-DAD-MSD-System

Hersteller Agilent Technologies (Btblingen, Deutschland)
Quaternare Pumpe G1311A
Degasser G1311A
Autosampler G1329A, G1330B (Thermostat)
Saulenofen G1316A
Saule Prodigy 3u ODS (3), 100A, 150 x 3.00 mm*
DAD G1315A
MS G6120
Software Chemstation

! von Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland

9.1.1.4 Weitere Gerate

iCE 3500 AA DUAL Flammen-Graphitrohrofen AAS-Spektrometer

AAS-Gerat mit der Software iCE Solaar™.(Thermo Fisher Scientific GmbH,
Waltham, USA)
Kleinautoklav KL-12-2 (SANOKklav, Bad Uberkingen-Hausen,
Autoklav

Deutschland)

Gerét fur Farbmessung

Lico 400 (HACH LANGE, Dusseldorf, Deutschland)

Klimaschranke

Konstant-Klimaprufstand VC 0033 (Vétsch-Industrietechnik,
Balingen-Frommern, Deutschland)

Kiuhl-Gefrierkombination

KSV 3321/05 (Robert-Bosch Haustechnik, Gerlingen-Schillerhthle,
Deutschland)
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Magnetrihrer

IKA-Combimag RCT (IKA-Werke GmbH & Co.KG, Staufen,
Deutschland)

Microplate Reader

Safire2 (Tecan, Crailsheim, Deutschland)

pH-Messgerat

pH-Meter 780 (Metrohm, Herisau, Schweiz)

Photometer

Uvikon-XL (Biotek Instruments GmbH, Friedrichshall, Deutschland)

Micro spectrosil ®
Quarzkivetten (Wegléange
10 mm)

Rotilabo (Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe Deutschland)

Rotationsverdampfer

Rotavapor R-200, Vacuum Controller V-800, Pumpe V-500, Heating
Bath B-490 (Bichi Labortechnik AG, Flawil, Schweiz)

Trockenschrank

Heraeus kelvitron t (Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland)

Ultraschallbad

Sonorex RK 100 H (Bandelin electronic, Berlin, Deutschland)

S-concentrator BA-VC-300H mit Rotor &hnlich Typ 16-120 (H. Saur

VEL G, GRS IS Laborbedarf, Reutlingen, Deutschland)
PG 603-S (Mettler-Toledo GmbH, Giel3en, Deutschland)
Waagen AX 205 (Mettler-Toledo GmbH, GielRen, Deutschland)

AE 163 (Mettler-Toledo GmbH, Giel3en, Deutschland)

9.1.2 Chemikalien

9.1.2.1 Solvenzien

Acetonitril

gradient grade (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

Essigsaure 100% wasserfrei

zur Analyse (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Ethanol absolut

reinst (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Isobutylmethylketon

for extraction analysis (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Methanol

fur HPLC (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

2-Propanol

gradient grade (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Gereinigtes Wasser
(Aqua Purificata)

wurde bedarfsabhangig tber eine Mili-Q gradient-Anlage
(Milipore, Molsheim, Frankreich) hergestellt

9.1.2.2 Sonstige Chemikalien

Ameisensaure

p.a. (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Ammoniumacetat

Ph Eur (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Ammoniumchlorid

zur Analyse (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Ammoniumformiat

99,995+ % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Blei-Standardldsung

1000 mg/l Pb Certipur (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Blei(ll)-acetat-Trihydrat

Reag. Ph. Eur. (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Blei(ll)-nitrat

Reag. Ph. Eur. (Merck, Darmstadt, Deutschland)
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Bromthymolblau

Indikator (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Citronensaure wasserfrei

= 99,5 %, Ph. Eur. (Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland)

Glycerin etwa 87 %

reinst (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Hexamethylentetramin

zur Analyse (Merck, Hohenbrunn, Deutschland)

Hydrazinsulfat

purum p. a. (Fluka, Buchs, Schweiz)

Methylisobutylketon

for extraction analysis (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Kaliumbromat

zur Analyse, ACS, ISO (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Kaliumchlorid

zur Analyse (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Kaliumiodid

zur Analyse (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Kaliumpermanganat

zur Analyse, ACS, ISO (Merck, Darmstadt, Deutschland)

D(-)-Mannitol

reinst (Riedel-de-Haén, Seelze, Deutschland)

Natriumchlorid

p.a. (Riedel-de Haén, Seelze, Deutschland)

Natriumdihydrogenphosphat
Monohydrat

zur Analyse (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Natriumdihydrogenphosphat
Dihydrat

zur Analyse (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Natriumhydroxid

Platzchen zur Analyse (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Natriummonohydrogenphosphat

wasserfrei zur Analyse (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Natriummonohydrogenphosphat
Dihydrat

zur Analyse (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Natriumsulfid Nonahydrat

98+ % ACS (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Natriumthiosulfatlésung 0,1 mol/l

Titrisol (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Polysorbat 20

Ph. Eur. (Caesar & Loretz, Hilden, Deutschland)

Polysorbat 80

Ph. Eur. (Caesar & Loretz, Hilden, Deutschland)

Quecksilberiodid

zur Analyse (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Salzsaure rauchend 37 %

for analysis (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Schwefelsaure 95-98 %

suitable for use as excipient (Merck, Darmstadt,
Deutschland)

Starke l6slich

zur Analyse (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Thioacetamid

zur Analyse (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Zink-Standardlésung

1000 mg/l Zn Certipur (Merck, Darmstadt, Deutschland)
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9.1.3 Reagenzien

9.1.3.1 Reagenzien nach Ph. Eur./USP

Reagenz

Abweichung gegenuber Ph. Eur. / USP

Farbvergleichslosung GG5

mit Gerat (siehe Kapitel 9.1.1.4) gemessen

Referenzsuspension | bis IV (Ph. Eur. 2.2.1)

Bromthymolblau-L6sung R1

verdinnte Schwefelsaure R

verdunnte Natriumhydroxid-L6sung R

Kaliumpermanganat-L6sung (0,002 mol/l)

Natriumhydroxid-Lésung (0,01 mol/l)

durch Verdinnung aus 0,02 mol/l
Natriumhydroxid-Lésung hergestellt

Natriumthiosulfat-Lésung (0,01 mol/l)

durch Verdinnung von 0,1 mol/l Natriumthiosulfat-
Ldsung (siehe Kapitel 9.1.2.2) hergestellt

Starke-Losung R

es wurde auf die Zugabe von Hgl, verzichtet

Nellers Reagenz R

Ammonium-Lésung (1 ppm NH;) R

Salzsaure (0,1 mol/l)

Salzsaure 6 N

Ammoniak 6 N

Blei(lDnitrat-Stammlésung

Blei(lnitrat-Standardldsung

Zink-Losung (10 ppm Zn) R

aus der Zink-Standardiésung 1000 mg/l Zn
hergestellt (siehe Kapitel 9.1.2.2)

Blei-Losung (2 ppm Pb) R

aus der Blei-Standardlésung 1000 mg/l Pb
hergestellt (siehe Kapitel 9.1.2.2)

Losung von Citronensaure R (20 g/l)

Blei(ll)-acetat-Papier R

die Blei(ll)-acetat-L6sung R wurde statt in CO,-
freiem Wasser mit gereinigtem Wasser (siehe
Kapitel 9.1.2.2) hergestellt

Pufferlosung pH 3,5 R

der pH-Wert wurde erst nach dem Auffullen auf
100 ml eingestellt

Thioacetamid-Reagenz R
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9.1.3.2 Reagenzien nach JP

Reagenz

Abweichung gegeniiber JP

Kaliumchlorid-Lésung (0,01 mol/l)

verdiinnte Salpetersaure (1 in 3)

Standard Zink-Stammldsung

wurde durch die Zink-Standardlésung 1000 mg/l Zn
ersetzt (siehe Kapitel 9.1.2.2)

Kaliumpermanganat-Losung VS
(0,002 molfl)

verdinnte Schwefelséure

Natriumthiosulfat-Losung (0,01 mol/l)

wurde durch Verdinnung von 0,1 mol/l
Natriumthiosulfat-Losung (siehe Kapitel 9.1.2.2)
hergestellt

Starke-Lésung TS

9.1.4 Referenzsubstanzen sowie Stammldsungen aus diesen

Human Immunoglobulin BRP

Katalog-Nr. Y0001512 (EDQM, StraRburg, Frankreich)

IgG Stammlsg.

Human Immunoglobulin BRP wird mit Puffer (4,87 g
Natriummonohydrogenphosphat Dihydrat und 1,74 g
Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat werden mit
Wasser zu 1 L gel6st) rekonstituiert und auf eine
Konzentration von 50 mg/ml verdiinnt. Aliquote dieser
Stammlsg. werden in Reaktionsgefalien eingefroren und
bei Bedarf aufgetaut.

Erythropoietin BRP

Katalog-Nr. E1515000 (EDQM, StrafRburg, Frankreich)

EPO Stammlsg.

4 Vials Erythropoietin BRP werden mit Puffer (1,15 g
Dinatriumhydrogenphosphat , 0,2 g
Kaliumdihydrogenphosphat und 23,4 g Natriumchlorid
werden mit Wasser zu 1 | geldst) rekonstituiert und auf
eine Konzentration von 0,4 mg/ml verdunnt.

Pyren

Zur Analyse (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

Trioctyltrimellitat

99 % (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

Mix-Standard fur SEC-Analytik

Bestandteile: Bovines Thyroglobulin 670 kDa, IgA 300
kDa, 1gG 150 kDa, Ovalbumin 44 kDa, Myoglobin 17
kDa, Uridin 0,244 kDa

Katalog-Nr. AL0-3042 (Phenomenex, Aschaffenburg,
Deutschland)

Silikon6él DC200

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland,
ein Gehalt kann nicht angegeben werden
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9.1.5 Verbrauchsmaterial

Chromafil PET-45/15 MS (Macherey-Nagel, Duren,

Pl Deutschland)
Injekt 2 ml (B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
. Deutschland)
Spritzen

Omnifix 5 ml und 10 ml (B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland)

Pasteur-Plast Pipetten 3 ml makro, 150 mm (Ratiolab
GmbH, Dreieich, Deutschland)

Pasteurpipetten 150 mm (Carl Roth GmbH + Co.KG,
Karlsruhe, Deutschland)

Kunststoffpipetten

Glaspipetten

2 ml klare Bordelverschluss-Vials mit 11 mm Aluminium

FIFLE-Es = Ense Tilese Bordelkappen (Agilent Technologies, Deutschland)

5 ml Injektionsflaschen Kl.1 mit 20er Hals (Zscheile &

el Klinger GmbH, Hamburg, Deutschland)

20 mm Headspace-Bdrdelkappen ohne Septum

Aluminiumverschlisse (Wheaton, Millville, USA)

Eppendorf Safe-Lock Tubes (Eppendorf AG, Hamburg,

Reaktionsgefale 1,5 ml Deutschland)

9.1.6 Gummistopfen und deren Prufung gemal Ph. Eur./USP/JP

Es wurden sechs Gummistopfen aus Bromobutylgummi (BB1-BB6) und vier Gummistopfen
aus Chlorobutylgummi (CB1-CB4) von sieben verschiedenen Lieferanten bezogen. Bei
Gummistopfen CB4 handelte es sich um einen laminierten Stopfen mit einer Beschichtung
aus Ethylentetrafluoroethylen (ETFE), weshalb dieser nicht den Prifungen unterzogen

wurde.

Fur die restlichen Gummistopfen wurden von allen Lieferanten Zertifikate beziglich der
Kompatibilitat gemals Ph. Eur. 3.2.9, USP <381> und JP 7.03 angefragt. Lagen die
entsprechenden Zertifikate vor, wurde auf eigene Prifungen verzichtet, ansonsten wurden
diese durchgefiihrt (siehe Tabelle 9.1). Der geforderte Prifumfang variierte zwischen den
Arzneiblchern, wobei sich der Priufumfang gemal? Ph. Eur. und USP weitestgehend
entsprach (siehe Tabelle 9.2). Das JP hingegen unterschied sich erheblich von Ph. Eur. und
USP, sowohl hinsichtlich des Priifumfangs als auch in der Herstellung der Priflésung. Far
die Prufung nach Ph. Eur. und USP wurde die Priflosung mit jeweils 10 Gummistopfen
hergestellt, da diese Anzahl der geforderten Gesamtoberflache von 100 cm? entsprach (alle

gekauften Gummistopfen hatten 13 mm Zapfendurchmesser und eigneten sich als
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Verschluss fur Injektionsflaschen mit 20 mm Bérdelranddurchmesser). Die Priflésung nach
JP wurde mit jeweils 20 Gummistopfen hergestellt, da nach damaligem Stand gemaR JP das
Gewicht der Gummistopfen ausschlaggebend war. Auch der Reinigungsschritt vor der
Herstellung der eigentlichen Priflésung unterschied sich wesentlich: Wahrend die
Gummistopfen gemal Ph. Eur. und USP vorher durch 5-minttiges Kochen in Wasser
gereinigt wurden, forderte das JP lediglich die Reinigung der Gummistopfen mit kaltem
Wasser ohne definierte Anzahl an Spulschritten. Alle nach Ph. Eur., USP und JP

erforderlichen Prufungen in wassriger Pruflésung wurden durchgefinhrt.

Prifungen am Gummistopfen oder dem Gummimaterial selbst sowie die gemaR JP
geforderten Parameter Systemische Toxizitdt, Pyrogen Test und Haemolyse Test waren

nicht Teil des aktuellen Promotionsvorhabens.

Tabelle 9.1: Aufschlisselung der bestellten Gummistopfen anhand von Lieferant, Material und vorliegenden
Zertifikaten zur Ubereinstimmung mit Ph. Eur., USP und JP. Lag ein entsprechendes Zertifikat vor (+), wurde auf
eine zusatzliche Prufung verzichtet, lag kein Zertifikat vor (-), wurden die entsprechenden Prifungen
durchgefihrt. ! Der Hersteller ist der Autorin bekannt, 2 Der Hersteller ist der Autorin unbekannt, ® Der Hersteller
ist der Autorin bekannt. Da es sich hierbei jedoch um einen Lyostopfen mit abweichender Oberflache handelte,
wurde dieser fur die weiteren Untersuchungen nicht herangezogen.

Bezeichnung Lieferant Material Ph. Eur. USP JP
BB1' A Bromobutylgummi + + -
cB1! A Chlorobutylgummi + + -
BB2* A Bromobutylgummi + + -
BB3? B Bromobutylgummi + - -
BB4? C Bromobutylgummi - - -
CB2? D Chlorobutylgummi - - -
CB3’ E Chlorobutylgummi - - -
BB5° F Bromobutylgummi + + +
BB6" F Bromobutylgummi + + +
cB4! G Chlorobutylgummi Gummistopfen mit Flurotec®-Coating
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Tabelle 9.2: Gegenuberstellung der geforderten Prifungen gemaR Ph. Eur., USP und JP. Wéhrend die

Prifungen gemalRl Ph. Eur. und USP weitestgehend Ubereinstimmten, unterschied sich der Prifumfang geman

JP erheblich. (x): geforderte Priifung, (-) nicht gefordert. Stand zum Zeitpunkt der praktischen Prifungen: Ph. Eur.

6. Edition, JP 15. Edition, USP 33.

Prifung Ph. Eur. USP JP
Aussehen der Lésung X X X
Sauer oder alkalisch reagierende Substanzen X X -
Absorption X X X
Reduzierende Substanzen X X X
Ammonium X X -
Extrahierbares Zink X X X
Extrahierbare Schwermetalle X X -
Verdampfungsrickstand X - X
Fluchtige Sulfide X X -
Cadmium - - X
Blei - - X
Schaumtest - - X
pH-Wert - - X

9.1.7 Methoden

9.1.7.1 HPLC-Methode fur die Extraktions- und Interaktionsstudien

Die HPLC-Methode wurde von Andrikopoulos [77] Ubernommen und modifiziert und die

HPLC-DAD-Systeme 1 oder 2 verwendet.

Tabelle 9.3: Eluentenherstellung fur die Durchfiihrung der Extraktions- und Interaktionsstudien

konz. Ameisensaure auf pH 3,0 eingestellt.

Eluent Herstellung

110 mg Ammoniumformiat wurden in 1 I-Messkolben eingewogen und
A — Ammoniumformiat- | in 200 ml Wasser geldst. Nach Zugabe von 400 pl konz. Ameisensaure
Puffer pH 3,0 wurde mit Wasser bis zum Eichstrich aufgefillt und der pH-Wert mit

B — ACN/MeOH

Acetonitril und Methanol wurden im Verhaltnis 6:4 v/v gemischt und
400 pl konz. Ameisensaure hinzugefugt.

SRzl hinzugefiigt.

Zu 500 ml Isopropanol wurden 200 pl konz. Ameisenséaure
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Tabelle 9.4: Methodenparameter fur die Durchfihrung der Extraktions- und Interaktionsstudien

Parameter Einstellung

Injektionsvolumen 20 ul

Temperatur Autosampler | 5°C

Temperatur Sdulenofen 40 °C

220 nm, 254 nm (Bandweite 1 nm, Referenzwellenldnge 480 nm,
Referenzbandweite 1 nm*)

3D-Field: 190-800 nm

Bandweite: 1 nm, Referenzwellenlange: 800nm, Bunch Width: 1 nm'
Response time: 2 s*

Data collection rate: 5 Hz"

Detektoreinstellungen

Zeit [min] | Fluss [ml/min] Anteil B [%0] Anteil C [%]
0 0,5 52 0
5 0,5 52 0
35 0,5 100 0
Gradient 36 0,6 100 0
40 0,6 100 0
48 0,6 40 60
55 0,6 40 60
56 0,6 100 0
60 0,5 52 0

! bezieht sich auf HPLC-DAD System 1
9.1.7.2 Durchfihrung der Extraktionsstudien

Die anschlieRende Analyse erfolgte mittels HPLC-DAD (System 1 und 2, siehe Kapitel
9.1.1.1) wahlweise als Einfach- oder Doppelinjektion. Aufgrund der Ergebnisse der
Methodenvalidierung (siehe Kapitel 4.1) erfolgte die Auswertung der Extractables 1-5 bei 220
nm, der Extractables 6-9 hingegen bei 254 nm, zusatzlich flhrten die unterschiedlichen
HPLC-DAD-Systeme zu einer Varianz der Ergebnisse um den Faktor 1,126. Um die
Ergebnisse beider HPLC-Systeme verwenden und zusammenfassen zu kénnen, wurden die

Ergebnisse um diesen Faktor korrigiert.
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Tabelle 9.5: Probenpraparation fiur die Extraktionsstudien mit Gummistopfen CB1 und CB4

Vorbereitung

Proben: Glasvials wurden mit 5 ml des jeweiligen Extraktionsmittels
befillt, mit einem Gummistopfen verschlossen und einem
Aluminiumring zugebdrdelt.

Leerwert: Die Vorbereitung erfolgte analog zu den Proben, jedoch
wurden die Glasvials mit Glasstopfen verschlossen und
normalstehend gelagert.

Verwendete Gummistopfen

CB1, CB4

Extraktionsmittel

IPA, Wasser

Lagerbedingungen

40 °C /75 % r. F., kopfstehend mit Ausnahme vom Leerwert

Priufzeitpunkte

1,4,6,8, 13, 14, 21, 22, 28, 56 Tage

Entnahme

Jeweils drei Vials und ein Leerwert

Aufarbeitung der Proben fir die HPLC-Analyse

Gummistopfen CB1

25 mg Pyren wurden mit IPA zu 100 ml verdiinnt und fir 5 min im

L=l Ultraschallbad gelost (0,25 mg/ml).
2-1S2 1 mlvon IS 1 wurde mit IPA zu 50 ml verdiinnt (0,005 mg/ml).
3-1S3 1 mlvon IS 1 wurde mit IPA zu 25 ml verdiinnt (0,01 mg/ml)

Probenpraparation

Die Probe wurde mit einer 5 ml Einmalspritze aus dem Glasvial
entnommen und Uber einen 0,45 um PET-Filter in ein Becherglas
filtriert. Es wurden jeweils 250 pl von IS 1, 2, 3 vorgelegt und mit
Probe zu 1 ml aufgefiillt.

Gummistopfen CB4

1-IS1

37 mg Pyren wurden mit IPA zu 100 ml verdinnt und far 5 min im
Ultraschallbad geldst (0,37 mg/ml).

2-1S2

1 mlvon IS 1 wurde mit IPA zu 10 ml verdiinnt (0,037 mg/ml).

Probenpraparation

Die Probelésung wurde mit einer 5 ml Einmalspritze aus dem
Glasvial entnommen und Uber einen 0,45 pum PET-Filter in ein
Becherglas filtriert. Es wurden jeweils 250 ulvon IS 1, 2, 3
vorgelegt und mit Probelésung zu 1 ml aufgefullt.
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9.1.7.3 Durchfuhrung der Interaktionsstudien

Tabelle 9.6: Probenpraparation fiir die Interaktionsstudien mit den Gummistopfen CB1 und BB2

Proben: Glasvials wurden mit 5 ml der jeweiligen
Modellformulierung beflllt, mit einem Gummistopfen CB1
verschlossen und einem Aluminiumring zugebérdelt.

Leerwert: Die entsprechenden Modellformulierungen wurden in
Reagenzglaser mit Schliff gefillt und mit einem Glasstopfen
verschlossen. Die Lagerung erfolgte normalstehend, nach der
jeweiligen Entnahme wurden die Reagenzglaser wieder
eingelagert.

Vorbereitung

Verwendete Gummistopfen | CB1, BB2 (zu Vergleichszwecken)®

Modellformulierungen

1 50 mM Phosphatpuffer pH 6,3

2 50 mM Phosphatpuffer pH 6,3 mit 0,1 % PS 80
3 50 mM Phosphatpuffer pH 6,3 mit 1,0 % PS 80
4 50 mM Phosphatpuffer pH 6,3 mit 0,1 % PS 20
5 50 mM Phosphatpuffer pH 6,3 mit 1,0 % PS 20
6 50 mM Citratpuffer pH 3,0

7 50 mM Citratpuffer pH 3,0 mit 1,0 % PS 80
Lagerbedingungen 40 °C /75 %r. F., kopfstehend
Prufzeitpunkte 1 Woche, 1, 2, 3, 4 und 6 Monate

Entnahme Jeweils 3 Vials und ein Leerwert

Praparation des internen Standards

37 mg Pyren wurden mit IPA in einem Messkolben zu 100 ml

i verdinnt und fur 5 min im Ultraschallbad gel6st (0,37 mg/ml).

2-1S2 1 mlvon IS 1 wurde mit IPA zu 10 ml verdinnt (0,037 mg/ml).

Die Probelésung wurde mit einer 5 ml Einmalspritze aus dem
Glasvial entnommen und Uber einen 0,45 pum PET-Filter in ein
Probenpraparation Becherglas filtriert.

Es wurden jeweils 100 bzw. 200 pl von IS 2 vorgelegt und mit
Probelésung zu 1 bzw. 2 ml aufgefillt.

! Zu Vergleichszwecken wurden zusétzliche Vials mit den Modellformulierungen 1, 3, 5
befullt, jedoch mit dem Gummistopfen BB2 verschlossen und analog eingelagert und

beprobt.
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Die anschlieBende Analyse erfolgte mittels HPLC-DAD (System 1, siehe Kapitel 9.1.1.1) als
Einfachinjektion. Aufgrund der Ergebnisse der Methodenvalidierung (siehe Kapitel 4.1)
erfolgte die Auswertung der Extractables 1-5 bei 220 nm, die Extractables 6-9 hingegen bei
254 nm. Da die Analyse ausschliellich am HPLC-DAD System 1 stattfand, war eine
Anlagenkorrektur analog zu den Extraktionsstudien nicht notwendig.

9.1.7.4 Praparative HPLC-Methode fir die Substanzidentifikation

Die urspringliche Methode (siehe Kapitel 9.1.1.1) musste an die Gegebenheiten der

praparativen HPLC mit einer bindren Pumpe angepasst werden.

Tabelle 9.7: Eluentenherstellung fur die praparative HPLC-Methode

Eluent Herstellung

ACN/MeOH-Mischung und Ammoniumformiat-Puffer pH

o 3,0 im Verhéltnis 8:2 v/v

B ACN/MeOH-Mischung und IPA im Verhaltnis 8:2 viv

Tabelle 9.8: Methodenparameter der praparativen HPLC-Methode

Parameter Einstellung
Injektionsvolumen variabel
Temperatur Autosampler 5°C

Fluss 5,5 ml/min

220 nm, 254 nm

Bandweite 8 nm, Referenzwellenlange 480 nm,
Referenzbandweite 8 nm

Spectrum range: 190-500 nm

Spectrum step: 1 nm, Spectrum store: All in Peak,
Spectrum threshold: 10 mAu

Detektoreinstellungen

Zeit [min] | Anteil A [%)] | Anteil B [%]

0 100 0

30 100 0
Gradient

34 0 100

65 0 100

67 100 0
Fraction trigger mode 42-58min, jeweils 0,2min/Reagenzglas
Laufzeit 67 min
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9.1.7.5 HPLC-MS-Methode fir die Substanzidentifikation

Die ursprungliche Methode (siehe Kapitel 9.1.1.1) wurde unter Beibehaltung der
urspriinglichen Eluenten an die Gegebenheiten des HPLC-MS-Systems angepasst.

Tabelle 9.9: Methodenparameter der HPLC-MS-Methode zur Identifikation der Substanzstruktur

Parameter Einstellung
Injektionsvolumen 20 ul
Temperatur Autosampler 4°C
Temperatur Sdulenofen 40 °C

215 nm, 220 nm, 254 nm

Bandweite 4 nm, Referenzwellenlange 600 nm,
DAD-Einstellungen Referenzbandweite 100 nm

Spectrum range: 200-900 nm, Spectrum step: 2 nm,
Spectrum store: All in peak, Spectrum threshold: 1 mAU

Signalaufzeichnung ab der 30. Minute
Quelle: APCI

SCAN-Modus: im positiven und negativen Modus, 100-
2000 m/z

MSD-Einstellungen Fragmentor-Spannung: 200 V
Trocknungsgas: 5,0 I/min, 325 °C
Verneblerdruck: 60 psig

Kapillarspannung: 4000 V

Corona-Strom: positiv 4,0 YA, negativ 15 pA

Zeit Fluss Anteil B Anteil C
[min] [ml/min] [%] [%0]
0 0,25 52 0
5 0,25 52 0
35 0,25 100 0
Gradient 36 0,30 100 0
40 0,30 100 0
48 0,30 40 60
60 0,30 40 60
61 0,30 100 0
62 0,25 52 0
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9.1.7.6 Flammen-AAS zur Bestimmung von Zink gemaf3 JP

Die nachfolgend beschriebene Methode wurde gemé&R der Guideline ICH Q2 (R1) [61]
validiert, die Ergebnisse sind dem Anhang zu entnehmen (siehe Kapitel 11.2.1 im Anhang).

Tabelle 9.10: Methodenparameter zur Bestimmung von Zink geman JP

Parameter Einstellung

Element Zink

Technik Flamme

Wellenlange 213,9 nm (Bandbreite 0,2 nm)
Untergrundkorrektur D2

Messzeit 40s

Flammentyp Luft — C,H,

Zerstauber 40s

Brennerhdhe 5,4 mm

Brenngasfluss 0,9 I/min

Kalibrierung

4-Punkt-Kalibrierung:

Eine 1000 ppm Zink-Standard-Losung wurde mit verd.
Salpetersaure’ zu einer 1 ppm Zink-Standard-Lésung verdiinnt.
Von dieser wurden jeweils 1,0 — 1,5 — 2,5 — 3,5 ml mit verd.
Salpetersaure® zu 50 ml verdiinnt (0,20 — 0,30 — 0,50 — 0,70 ppm
Zink).

Probenpraparation

10 ml der nach JP hergestellten Priflésung wurden mit verd.
Salpeters:'iurel zu 20 ml verdinnt.

Blank

10 ml der nach JP hergestellten Blank-Losung wurden mit verd.
Salpeters:'iurel zu 20 ml verdinnt.

! 52,5 ml konzentrierte Salpetersaure wurden mit Wasser zu 500 ml verdiinnt. Von dieser

Ldsung wurden nochmals 334 ml mit Wasser zu 1000 ml verdinnt.

9.1.7.7 Flammen-AAS zur Bestimmung von Zink gemaf Ph. Eur., USP

Die nachfolgend beschriebene Methode wurde geméafR der Guideline ICH Q2 (R1) [61]

validiert, die entsprechenden Ergebnisse sind dem Anhang zu entnehmen (siehe Kapitel

11.2.2).

103



Experimenteller Tell

Tabelle 9.11: Methodenparameter zur Bestimmung von Zink gem&R Ph. Eur., USP

Parameter Einstellung

Element
Technik

Wellenlange

Untergrundkorrektur Analog zu den Einstellungen in Tabelle 9.10
Messzeit

Flammentyp

Zerstauber

Brennerhohe 6,2 mm

Brenngasfluss 1,0 l/min

4-Punkt-Kalibrierung:

Eine 1000 ppm Zink-Standard-Lésung wurde mit 0,1 M
Salzsaure® zu einer 1 ppm Zink-Standard-Lésung verdinnt.
Von dieser wurden jeweils 2,5 — 5,0 — 15 — 25 ml mit 0,1 M
Salzsaure® zu 50 ml verdiinnt (0,05 - 0,10 — 0,30 — 0,50 ppm
Zink)

Kalibrierung

5 ml der nach Ph. Eur. hergestellten Priflésung wurden mit 0,1

Rrobenpraparation M Salzsaure® zu 50 ml verdiinnt.

5 ml der nach Ph. Eur. hergestellten Blank-Lésung wurden mit

Blank 0,1 M Salzsaure® zu 50 ml verdiinnt.

! 20,64 g konzentrierte Salzsaure wurden mit Wasser zu 200 ml verdiinnt, 50 ml von dieser

Ldsung wurden nochmals mit Wasser zu 500 ml verdinnt.

9.1.7.8 Flammen-AAS zur Bestimmung von Silikondl

Tabelle 9.12: Methodenparameter zur Bestimmung von Silikondl

Parameter Einstellung

Element Silicium

Technik Flamme

Wellenlange 251,6 nm (Bandbreite 0,5 nm)
Untergrundkorrektur D2

Messzeit 20s

Flammentyp N,O — C,H,

Zerstauber 20s

Brennerhthe 7,0 mm

Brenngasfluss 3,8 I/min
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Kalibrierung

4-Punkt-Kalibrierung:

270 mg Silikonél wurden mit MIBK zu 100 ml geldst,
wodurch sich eine Stammlésung mit 1020 ppm Silicium
ergab. 1 ml Stammlésung wurden mit MIBK zu 100 ml
verdinnt (10 ppm). Durch weitere Verdiinnung wurden
Standardlésungen mit 2 — 3 — 4 — 5 ppm Silicium
hergestellt.

Probenpraparation

Jeweils 5 Gummistopfen des Typs CB1 wurden mit
jeweils 50 ml IPA versetzt und fur 1 h auf den Schuttler
gestellt. Das IPA wurde dekantiert und die Gummistopfen
nochmals mit 3 x 5 ml nachgespult und alle IPA-Phasen
vereinigt. Die IPA-Phase wurde bis zur Trockne einrotiert
und der Ruckstand in 25 ml MIBK gel6st.

Blank

MIBK

9.1.7.9 Studie zur Proteinaggregation von Immunoglobulin G (IgG)

9.1.7.9.1 Allgemeiner Versuchsaufbau

Um die Bildung von léslichen und unléslichen Aggregaten von IgG in Gegenwart des

Gummistopfenextrakts untersuchen zu konnen, wurde der in Tabelle 9.13 dargestellte

Versuchsansatz gewahlt.

Tabelle 9.13: Versuchsaufbau zur Untersuchung der Aggregatbildung von IgG

Puffer

2,44 g Natriummonohydrogenphosphat Dihydrat und 0,87
g Natriumdihydrogenphosphat wurden in 500 ml Wasser
gelost.

IgG-Stammldésung

Siehe Kapitel 9.1.4

IgG-Standardldsung

2 ml IgG-Stammlésung wurden mit Puffer zu 100 ml
verdinnt (1,0 mg/ml).

Gummistopfenextrakt-PS20-Lésung
(aus unbehandelten Gummistopfen)

2 ml Gummistopfenextrakt (siehe Kapitel 4.6) und 2 mi
ACN wurden miteinander gemischt. 2 ml dieser Losung
wurden unter leichtem Schwenken in 50 ml einer 0,1 %
m/v PS20-Lésung hineingetropft.

Silikon6l-PS20-Lésung®

2 ml Silikondlextrakt (siehe Kapitel 9.5) und 2 ml ACN
wurden miteinander gemischt. 2 ml dieser Losung wurden
unter leichtem Schwenken in 50 ml einer 0,1 % m/v PS20-
Loésung hineingetropft.

Gummistopfenextrakt-PS20-L6sung
(aus entfetteten Gummistopfen)2

Die Herstellung erfolgte analog Zu der
Gummistopfenextrakt-PS20-Losung aus unbehandelten
Gummistopfen.

TOTM-PS20-Losung

2ml TOTM-Lsg.3 wurden unter leichtem Schwenken in 50
ml einer 0,1 % m/v PS20-Lsg. hineingetropft.
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ACN-PS20-Losung

2 ml ACN wurden unter leichtem Schwenken in 50 ml
einer 0,1 % m/v PS20-Ldsung hineingetropft.

Kalibrierung

3-Punkt-Kalibrierung

Durch weitere Verdiunnung der IgG-Standardlésung mit
Puffer wurden drei Standardlésungen mit den
Konzentrationen 0,13 — 0,25 — 0,50 mg/ml hergestellt.

Probenpraparation

20 ml der IgG-Standardlésung wurden mit 20 ml der

ausasr Gummistopfenextrakt-PS20-Lésung gemischt.

20 ml der IgG-Standardlésung wurden mit 20 ml der ACN-
Ansatz 2 - .

PS20-Losung gemischt.

20 ml Puffer wurden mit 20 ml der Gummistopfenextrakt-
Ansatz 3 N -

PS20-LAsung gemischt.
Ansatz 4 20 ml Puffer wurden mit 20 ml der ACN-PS20-Lésung

gemischt.

! Die Gummistopfen CB1 und BB6 wurden gemalf3 Kapitel 9.5 entfettet, d. h. anhaftendes Silikondl von

den Gummistopfen entfernt und mit diesem der entsprechende Extrakt hergestellt.

% Die entfetteten Gummistopfen des Typs CB1 und BB6 bildeten die Grundlage flr zwei weitere

Versuchsreihen mit analogem Aufbau zu den Versuchsreihen mit den unbehandelten Gummistopfen.

® Herstellung: 126,37 mg TOTM wurden in ACN gel6st und mit diesem zu 100 ml aufgefillt.

Alle Versuchsansatze wurden gleichmafig auf jeweils zwei glaserne Zentrifugenglaser

verteilt und anschlieRend fir 130 min bei 60-64 °C im Trockenschrank inkubiert. Zu

definierten Prifzeitpunkten wurden Proben fir die SEC-Messung und Trilbungsmessung

nach folgendem Schema entnommen:

Tabelle 9.14: Prufschema mit Probeentnahme zu definierten Prifzeitpunkten (X)

Prifzeitpunkt

Versuchsansatz Nullwert | 30 min 50 min 70 min 90 min | 110 min | 130 min
1 X X X X X X X
2 X X X X X X X
3 X - - X - - X
4 X - - X - - X

SEC-Messung

Die entnommene Probelésung wurde in jeweils drei HPLC-Vials filtriert und in
einem Eisbad abgekunhlt.

Trubung

Es wurden jeweils 4 ml Probelésung entnommen und unfiltriert in einem
Eisbad abgekihilt.
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9.1.7.9.2 Bestimmung der MolekilgréRenverteilung von IgG

Die Bestimmung der Molekilgréfienverteilung von 1gG erfolgte in Anlehnung an die im Ph.
Eur. beschriebene Methode [72].

Tabelle 9.15: Methodenparameter zur Bestimmung der MolekiilgréRBenverteilung von IgG mittels SEC

Eluent Herstellung

4,87 g Natriummonohydrogenphosphat Dihydrat, 1,74 g Natrium-
Puffer dihydrogenphosphat Monohydrat und 11,69 g Natriumchlorid wurden
in 1000 ml Wasser gelost.

Parameter Einstellung
Messsystem HPLC-DAD-System 3
Injektionsvolumen 20 ul

Temperatur Autosampler | 4°C

Temperatur Sdulenofen Keine Temperaturkontrolle

210 nm (Bandweite 8 nm, Referenzwellenlange 360 nm,
Referenzbandweite 100 nm)

280 nm (Bandweite 16 nm, Referenzwellenlange 360 nm,

3D-Field: 190-800 nm
Spectrum range: 190-400 nm, Spectrum step: 2 nm
Spectrum store: All in Peak, Spectrum threshold: 1,0 mAU

Laufzeit 30 min

9.1.7.9.3 Photometrische Bestimmung der Tribung

Die Methode zur Detektion von unléslichen Proteinaggregaten wurde von Eckhardt et al. [58]
adaptiert. Hierfur wurden gemafR Ph. Eur. 2.2.1 Klarheit und Opaleszenz von Flissigkeiten
[78] die Referenzsuspensionen I-1V hergestellt und die Absorption von diesen zu Beginn
jeder Messreihe photometrisch bei 350 nm als Doppelbestimmung in Mikroquarzkiivetten
gemessen. Diese Messung diente zur Uberpriifung des photometrischen Systems und zur
Abschéatzung der Tribung der eigentlichen Probelésungen. Wahrend jeder Versuchsreihe
wurden von den Probelosungen zu definierten Prifzeitpunkten jeweils 4 ml mit einer
Glaspipette entnommen und unfiltriert als Doppelbestimmung analog zu den

Referenzsuspensionen gemessen.
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9.1.7.10

9.1.7.10.1

Studie zur Proteinaggregation von Erythropoietin (EPO)

Allgemeiner Versuchsaufbau

Tabelle 9.16: Versuchsaufbau zur Untersuchung der Aggregatbildung von EPO

Puffer

1,15 g Natriummonohydrogenphosphat wasserfrei, 0,2 g
Kaliumdihydrogenphosphat und 23,4 g Natriumchlorid wurden
in 1000 ml Wasser geldst und auf pH 7,4 eingestellt.

EPO-Standardlésung

Vier Vials Erythropoetin BRP wurden mit Puffer zu einer finalen
Konzentration von 0,4 mg/ml gelost.

Versuchsreihe 1

Gummistopfenextrakt-PS20-
Loésung (aus unbehandelten
Gummistopfen)

2 ml Gummistopfenextrakt (siehe Kapitel 4.6) und 2 ml ACN
wurden miteinander gemischt. 2 ml der Lésung wurden unter
leichtem Schwenken in 50 ml einer 0,1 % m/v PS20-Lésung
hineingetropft.

Versuchsreihe 2

Gummistopfenextrakt-PS20-
Lésung (aus unbehandelten
Gummistopfen)

2 ml Gummistopfenextrakt (siehe Kapitel 4.6) und 2 ml ACN
wurden miteinander gemischt. 2 ml der Losung wurden unter
leichtem Schwenken in 50 ml einer 1,0 % m/v PS20-Lésung
hineingetropft.

Probenpraparation

200 pl der EPO-Standardlosung wurden mit 200 ul der ACN-

ADSELZ PS20-LAésung gemischt.

Ansatz 2 200 pl der EPO-Standardlésung wurden mit 200 ul der
Gummistopfenextrakt-PS20-Lésung gemischt.

Ansatz 3 200 pl der EPO-Standardlésung wurden mit 200 pl Puffer

gemischt.

Alle Versuchsanséatze wurden gleichmafig auf jeweils drei Mikrovials verteilt, wobei drei der
Mikrovials als Nullwert direkt analysiert wurden. Die restlichen Mikrovials wurden bei 55 °C
im Trockenschrank inkubiert. Nach vier Tagen und acht Tagen wurden jeweils drei Mikrovials
entnommen und entweder direkt analysiert oder im Kihlschrank bei 2-8 °C bis zur Analyse
aufbewahrt. Aufgrund des geringen zur Verfigung stehenden Probevolumens wurde auf die
photometrische Bestimmung der Tribung verzichtet und nur die MolekllgroRenverteilung

mittels SEC-Chromatographie untersucht.
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9.1.7.10.2 Bestimmung der MolektilgréRenverteilung von EPO

Die Bestimmung der MolekulgroRenverteilung von EPO erfolgt in Anlehnung an die im Ph.

Eur. beschriebene Methode [79].

Tabelle 9.17: Methodenparameter zur Bestimmung der MolekilgréRenverteilung von EPO mittels SEC

Eluent Herstellung
1,15 g Natriummonohydrogenphosphat wasserfrei, 0,2 g Kalium-

Puffer dihydrogenphosphat und 23,4 g Natriumchlorid wurden in 1000
ml Wasser gel6st und auf pH 7,4 eingestellt.

Parameter Einstellung

Messsystem HPLC-DAD-System 3

Injektionsvolumen 50 pl

Temperatur Autosampler 4°C

Temperatur Saulenofen

Keine Temperaturkontrolle

Detektoreinstellungen

214 nm (Bandweite 4 nm, Referenzwellenlange 360 nm,
Referenzbandweite 100 nm)

3D-Field: 190-800 nm
Spectrum range: 190-400 nm, Spectrum step: 2 nm
Spectrum store: All in Peak, Spectrum threshold: 1,0 mAU

Laufzeit

60 min

9.2 Aufnahme der

Gummistopfen

Extraktionsprofile der verschiedenen

Tabelle 9.18: Probenaufarbeitung fur die Aufnahme der Extraktionsprofile der Gummistopfen

Verwendete Gummistopfen

CB1, CB2, CB3, BB1, BB2, BB3, BB4, BB6

Extraktionsmittel

IPA, Wasser

Extraktionsbedingungen

Es wurde jeweils ein Gummistopfen in 20 ml des
Extraktionsmittels fur 3 h unter reflux-Bedingungen in einem
Erlenmeyerkolben mit Rihrfisch extrahiert.

Es wurde pro Gummistopfen eine Dreifachbestimmung
durchgefuhrt.

Probenpraparation

Der Extrakt wurde 2 x mit jeweils 1 ml des Extraktionsmittels
nachgespilt und in ein Zentrifugenglas tberfuhrt und in einem
Vakuumkonzentrator bei 2000 rpm (fur IPA bei 40 °C, fir
Wasser bei 50 °C) bis zur Trockne eingeengt.
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Der Ruckstand wurde in 5 ml IPA aufgenommen und fir 2 min
im Ultraschallbad gelost.

Aufarbeitung der Proben fir die HPLC-Analyse

25 mg Pyren wurden mit IPA zu 100 ml verdinnt und fir 5 min

1-1S1 im Ultraschallbad gelést (0,25 mg/ml).

2-1S2 1 mlvon IS 1 wurde mit IPA zu 50 ml verdiinnt (0,005 mg/ml).

Die Probe wurde uber einen 0,45 pm PET Filter in ein
Becherglas filtriert.

Es wurden jeweils 250 pl von IS 1 und 2 vorgelegt und mit Probe
zu 1 ml aufgefillt.

Zusatzlich wurde eine Probe ohne Zusatz von internem
Standard fir die HPLC-Analyse vorbereitet.

Probenpraparation

Fir den Gummistopfen CB1 wurden zusatzlich die Extraktionsprofile bei 1 h
(Dreifachbestimmung) und 6 h (Doppelbestimmung) Extraktion in IPA aufgenommen.

Als Leerwert wurden 20 ml IPA fur drei Stunden unter reflux-Bedingungen in einem
Erlenmeyerkolben mit Ruhrfisch erhitzt. Die anschlieBende Probenpraparation erfolgte
analog zu den Gummistopfenproben.

9.3 Berechnung der Responsefaktoren von Pyren und TOTM

Fur die Aufnahme der Extraktionsprofile, der Extraktionsstudien — sowohl unter forcierten
Lagerbedingungen als auch unter reflux-Bedingungen — und der Interaktionsstudien wurde
Pyren als interner und externer Standard im Rahmen der Probenpraparation eingesetzt und
zur Quantifizierung verwendet. Nachdem die Extractables 6-9 als Vertreter der
Substanzklasse der Trimellitate identifiziert worden waren, wurde die Konzentration an
Extractables nachtraglich umgerechnet und ausgedrickt als TOTM. Hierfir wurden in einer
Untersuchung die Responsefaktoren von Pyren und TOTM bei verschiedenen eingesetzten
Konzentrationen in IPA und den beiden zur Auswertung verwendeten Wellenlangen 220 und
254 nm berechnet, um mit diesen die Umrechnung der urspriinglich erhaltenen Ergebnisse

vornehmen zu kénnen.
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Tabelle 9.19: Ergebnisse der Ermittlung der Responsefaktoren bei 0,01 mg/ml

Eingesetzte Konzentration von Pyren und TOTM: 0,01 mg/ml

220 nm F'aﬁﬁ'gfv’e” F'é‘[:lﬁ'g]T O™ | Flachepyren/Coyren | FlaCheromw/Crom
Probe 1 Inj. 1 22,434 8,969 2217,89 832,39
Probe 1 Inj. 2 22,901 9,322 2264,06 865,15
Probe 2 Inj. 1 23,210 8,816 2295,18 836,63
Probe 2 Inj. 2 23,488 8,884 2322,67 843,08

254 nm FIaFEE]P vren Fléc[:lgg]T ot Flachepyren/Cpyren Flacherorm/Cromm
Probe 1 Inj. 1 20,355 3,467 2012,36 321,76
Probe 1 Inj. 2 20,800 3,593 2056,35 333,46
Probe 2 Inj. 1 21,165 3,364 2092,95 319,24
Probe 2 Inj. 2 21,344 3,409 2110,66 323,51

Tabelle 9.20: Ergebnisse der Ermittlung der Responsefaktoren bei 0,005 mg/ml

Eingesetzte Konzentration von Pyren und TOTM: 0,005 mg/ml

220 nm F|a([3|£1§]pyren Fla([:EE]TOTM Flachepyren/Cpyren Flacherorm/Cromm
Probe 1 Inj. 1 11,057 4,915 2186,26 912,30
Probe 1 Inj. 2 11,148 4,904 2204,25 910,26
Probe 2 Inj. 1 11,553 4,462 2284,89 846,88
Probe 2 Inj. 2 11,613 4,482 2296,76 850,68

Flachepyen Flache . .

254 nm [FE]P vre [FE]T O™ | Flachepyren/Cpyren | Flacherorm/Cromm
Probe 1 Inj. 1 10,146 1,870 2006,13 347,10
Probe 1 Inj. 2 10,180 1,865 2012,85 346,17
Probe 2 Inj. 1 10,537 1,664 2083,96 315,82
Probe 2 Inj. 2 10,627 1,713 2101,76 325,12

Der ermittelte Responsefaktor war unabhéangig von der eingesetzten Konzentration, jedoch
abhangig von der Wellenlange. Bei 254 nm ergab sich ein Responsefaktor von 6,26 wahrend
bei der Wellenlange 220 nm der Responsefaktor 2,62 resultierte. Lag demnach bei der

Auswertung das Peakverhaltnis Flachegyactanie/Flachepyen voOr, wurde dieses entsprechend
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mit 6,26 bzw. 2,62 multipliziert, um das finale Ergebnis als Konzentration Extractable

ausgedruckt als Trimellitat angeben zu kénnen.

9.4  Strukturaufklarung der Extractables 6-9

Von den aus dem Gummistopfen CB1 extrahierten Substanzen wurden die Extractables 6-9
strukturell identifiziert. Hierfir waren die nachfolgend beschriebenen Arbeitsschritte

notwendig.

9.4.1 Gewinnung des Gummistopfenextrakts

10 CB1-Gummistopfen wurden in 200 ml IPA fur sechs Stunden unter Reflux-Bedingungen
erhitzt. Diese Losung wurde filtriert und das Ldsungsmittel mittels Rotationsverdampfer
entfernt. Der 6lige Rickstand wurde in 100 ml IPA aufgenommen und gelost.

9.4.2 Auftrennung und Aufreinigung des Gummistopfenextrakts

Die Auftrennung und Aufreinigung des Gummistopfenextrakts erfolgte mittels praparativem
HPLC-DAD-System unter Verwendung der in Kapitel 9.1.1.2 beschriebenen Methode. Die
aufgefangenen Fraktionen wurden anhand der Retentionszeiten den Extractables 6-9

zugeordnet und das Ldsungsmittel mittels Rotationsverdampfer entfernt.

9.4.3 Aufnahme der NMR-Spektren

Die NMR-Spektren wurden im NMR-Labor der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitat
Bonn aufgenommen (Pharmazeutisches Institut, An der Immenburg 4, 53121 Bonn, Geréat

Avance 500 von Bruker Corporation).

9.4.4 Aufnahme der MS-Spektren

Die MS-Spektren wurden mit dem HPLC-DAD-MSD-System unter Verwendung der in Kapitel
9.1.1.3 beschriebenen Methode erzeugt. Die MS-Spektren wurden direkt mit dem

Gummistopfen-Extrakt vor der Auftrennung und Aufreinigung aufgenommen.
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9.5 Herstellung des Gummistopfenextrakts

10 Gummistopfen (unzerschnitten) des Typs CB1 bzw. BB6 wurden in 100 ml IPA unter
Reflux-Bedingungen fir sechs Stunden in einem Erlenmeyerkolben mit Ruhrfisch erhitzt. Der
Extrakt wurde in einen geeigneten Kolben tberfiihrt, wobei der Erlenmeyerkolben noch mit 2
x 1 ml IPA ausgespult wurde, und am Rotationsverdampfer bis zur Trockne einrotiert. Der
Ruckstand wurde anschliel3end in 20 ml ACN gel6st und in dieser Form bei 2-8 °C bis zur

weiteren Verwendung aufbewabhrt.

Analog wurde ein moglicher Einfluss von an den Gummistopfen anhaftendem Silikondl
untersucht, indem die fir die Herstellung des Gummistopfenextrakts verwendeten
Gummistopfen im Vorfeld entfettet und damit das anhaftende Silikondl entfernt wurde. Hierzu
wurden die 10 Gummistopfen mit 100 ml IPA bedeckt und fur 1 h auf den Schuttler gestellt.
AnschlieRend wurde das IPA dekantiert und die Stopfen nochmals mit 3 x 5 ml IPA
nachgespult. Alle IPA-Phasen wurden vereinigt und anschlieBend am Rotationsverdampfer
bis zur Trockne einrotiert. Der Ruckstand wurde in 20 ml ACN gel6st und in einer eigenen
Versuchsreihe zur Untersuchung des Einflusses von Silikondl auf die Proteinaggregation
verwendet (siehe Kapitel 11.8 im Anhang). Mit den entfetteten Gummistopfen wurde wie
eingangs beschrieben der entsprechende Gummistopfenextrakt hergestellt.
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11 Anhang

11.1 Daten zur Validierung der HPLC-Methode

11.1.1 Probenpréparation und Ergebnisse der Linearitat

Fur den Gummistopfenextrakt wurden 5 CB1-Gummistopfen 6 h in 100 ml IPA refluxiert.
Anschlieend wurde das Losungsmittel mittels Rotationsverdampfer entfernt. Der Rickstand
wurde in 25 ml IPA geldst und filtriert. Dann wurden 2 ml einer Pyren-Standardlésung (0,037
mg/ml in IPA) mit dem filtrierten Extrakt zu 20 ml verdinnt. Die resultierende Probe
entsprach dem 100 %-Konzentrationsniveau. Aus dieser Probe wurden durch Verdinnung
mit IPA vier weitere Proben mit 20, 40, 60 und 80 % der urspringlichen Konzentration
hergestellt. Beispielhafte Chromatogramme der Probe auf 100 %-Level auf beiden HPLC-
DAD Systemen sind in den nachfolgenden Abbildungen dargestellt.

Tabelle 11.1: Bestimmung der Linearitat bei 220 nm auf den HPLC-DAD Systemen 1 und 2. Fur die
Extractables (E) 1-9 wurden fiir beide HPLC-Systeme der jeweilige Korrelationskoeffizient R, die Steigung m und
der y-Achsenabschnitt b berechnet. Da die Peakflichen von den beiden HPLC-DAD-Systemen in
unterschiedlichen GréRenordnungen ausgegeben werden, sind die Ergebnisse fir HPLC-DAD-System 1 mit drei
Nachkommastellen und fiir HPLC-DAD-System 2 mit einer Nachkommastelle dargestellt.

HPLC-DAD System 1 HPLC-DAD System 2

= m b R m b R

1 4,742 0,050 (4,784)" 0,9997 294,9 4,0 (298,9)" 0,9999
2 13,825 0,057 (13,872)" 0,9996 778,8 16,0 (795,0)" 0,9999
3 11,070 0,081 (11,134)" 0,9997 654,9 8,4 (663,2)" 0,9998
4 45,336 0,512 (45,787)" 0,9998 2842,1 50,8 (2895,2)" 0,9999
5 52,453 0,414 (52,868)" 0,9997 3079,7 76,4 (3152,3)" 1,0000
6 125,951 | 1,690 (127,310)" 0,9997 79444 213,4 (8127,9)" 0,9999
7 344,246 | 11,585 (352,515)" | 10,9993 14274,7 | 2960,4 (16585,9)"* 0,9906
8 327,064 | 16,634 (337,119)" | 10,9980 12268,6 | 3382,7 (14994,8)"* 0,9860
9 125,352 | 2,033 (126,806)" 0,9996 7126,8 566,0 (7552,2)" 0,9986

! Die Werte in Klammern stellen fiir jedes Extractable seine jeweilige mittlere Peakflache in der Probe auf 100 % -
Level dar. Dieser Wert war notwendig, um zu prifen, inwiefern der resultierende y-Achsenabschnitt der

gewahlten Bedingung entsprach (< 5 % der mittleren Peakflache in der Probe auf 100 %-Level).

% fur Extractable 7 (17,8 %), Extractable 8 (22,6 %) und Extractable 9 (7,4 %) entsprach der y-Achsenabschnitt

nicht der gewahlten Bedingung.
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Tabelle 11.2: Bestimmung der Linearitat bei 254 nm auf den HPLC-DAD Systemen 1 und 2. Fir die
Extractables (E) 6-9 wurden fiir beide HPLC-Systeme der jeweilige Korrelationskoeffizient R, die Steigung m und
der y-Achsenabschnitt b berechnet. Da die Peakflaichen von den beiden HPLC-DAD-Systemen in
unterschiedlichen Gréf3enordnungen ausgegeben werden, sind die Ergebnisse flir HPLC-DAD-System 1 mit drei
Nachkommastellen und fir HPLC-DAD-System 2 mit einer Nachkommastelle dargestellt.

HPLC-DAD System 1 HPLC-DAD System 2
m b R m b R
6 48,597 0,574 (49,058)" 0,9997 3161,0 41,7 (3202,5)" 0,9999
7 140,070 | 2,317 (142,028)" 0,9997 9110,1 247,8 (9327,6)" 0,9999
8 140,245 | 2,381 (142,220)" 0,9997 9016,3 300,4 (9261,4)" 0,9999
9 49,416 0,623 (49,859)" 0,9997 3256,7 68,0 (3324,3)" 0,9999

E

! Die Werte in Klammern stellen fur jedes Extractable seine jeweilige mittlere Peakflache in der Probe auf 100 % -
Level dar. Dieser Wert war notwendig, um zu prifen, inwiefern der resultierende y-Achsenabschnitt der
gewahlten Bedingung entsprach (< 5 % der mittleren Peakflache in der Probe auf 100 %-Level).

mAU ’é‘ < & ,f ,f 220 nm

min

2w5 T T T 36 T T T 3.5 T T T 4.0 T T T 4.5 T T T 510

Abbildung 11.1: Chromatogramm der Probe auf 100 %-Level, HPLC-DAD System 1, 220 nm

121



Anhang

mAU o ).;‘" ’f - i
@ P o >

min

Abbildung 11.2: Chromatogramm der Probe auf 100 %-Level, HPLC-DAD System 1, 254 nm
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Abbildung 11.3: Chromatogramm der Probe auf 100 %-Level, HPLC-DAD System 2, 220 nm
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Abbildung 11.4: Chromatogramm der Probe auf 100 %-Level, HPLC-DAD System 2, 254 nm

Tabelle 11.3: Berechnung des Anlagen-Korrekturfaktors. Fir diesen wurde lediglich mit den Ergebnissen der
Extractables 6-9 gearbeitet, da diese aufgrund ihrer héheren Intensitdt besser auswertbar waren und eine

niedrigere Standardabweichung (SD) aufwiesen

Extractable ) HPLC-Systeﬂm 1 ) HPLC-Systeﬂm 2 System 1/System 2
Flachesypstanz /FlaChepyren | FlaChesupstanz [F1&Chepyren [%]

1 (220 nm) 0,520 (SD: 0,002) 0,636 (SD: 0,012) 81,79
2 (220 nm) 1,496 (SD: 0,019) 1,707 (SD: 0,053) 87,65
3 (220 nm) 1,206 (SD: 0,012) 1,413 (SD: 0,036) 85,34
4 (220 nm) 4,983 (SD: 0,010) 6,192 (SD: 0,156) 80,48
5 (220 nm) 5,722 (SD: 0,041) 6,805 (SD: 0,213) 84,09
6 (254 nm) 6,039 (SD: 0,020) 6,689 (SD: 0,054) 90,27
7 (254 nm) 17,583 (SD: 0,150) 19,838 (SD: 0,311) 88,63
8 (254 nm) 17,617 (SD: 0,148) 19,870 (SD: 0,413) 88,66
9 (254 nm) 6,149 (SD: 0,018) 7,005 (SD: 0,084) 87,78
Mittelwert Extractables 6-9 88,84
Korrekturfaktor Anlage 1,126
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11.1.2 Robustheit

Tabelle 11.4: Robustheit — Variation der Flussgeschwindigkeit um +5 %

[rzneilr;[] Fluss original [mI/min] | niedriger Fluss [ml/min] hoher Fluss [ml/min]
0 0,5 0,475 0,525
5 0,5 0,475 0,525
35 0,5 0,475 0,525
36 0,6 0,575 0,625
40 0,6 0,575 0,625
48 0,6 0,575 0,625
55 0,6 0,575 0,625
56 0,6 0,575 0,625
60 0,5 0,475 0,525

Tabelle 11.5: Robustheit — Variation der Zusammensetzung von Eluent B. Eluent B enthielt standardmaRig
60 % Acetonitril (ACN) und 40 % Methanol (MeOH) unter Zugabe von 400 pl Ameisenséure (AS) pro Liter. Zur
Prifung der Robustheit wurde der Anteil an ACN um + 2 % variiert.

Typ Zusammensetzung
Eluent B unter Standardbedingungen 600 ml ACN + 400 ml MeOH + 400 ul AS
Eluent B1 620 ml ACN + 380 ml MeOH + 400 ul AS
Eluent B2 580 ml ACN + 420 ml MeOH + 400 ul AS

Tabelle 11.6: Robustheit — Variation des Gradienten

Standardgradient | Gradient 1 | Gradient 2
Zeit [min] Zeit [min] Zeit [min] Fluss [ml/min] | Anteil B [%] | Anteil C [%]
0 0 0 0,5 52 0
5 5 5 0,5 52 0
35 40 30 0,5 100 0
36 41 31 0,6 100 0
40 45 35 0,6 100 0
48 53 43 0,6 40 60
55 60 50 0,6 40 60
56 61 51 0,6 100 0
60 65 55 0,5 52 0
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Abbildung 11.5: Robustheit bei Variation des pH-Wertes des Puffers der mobilen Phase. A -
Chromatogrammausschnitt mit Puffer pH 2,5: Extractable 5 (RT = 32,437 min) kann von dem vorgelagerten
Peak (RT = 32,207 min) durch die Funktion split peak abgetrennt werden. B - Chromatogrammausschnitt mit
Puffer pH 3,5: Extractable 5 (RT = 33,287 min) kann von dem vorgelagerten Peak (RT = 32,990 min) durch die
Funktion split peak abgetrennt werden.
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Abbildung 11.6: Robustheit — Variation der Ameisensédure. A — Chromatogrammausschnitt aus mit
variierter Phase C (+ 200 pl): Der vorgelagerte Peak ist klar abgetrennt mit RT = 32,487 min von Extractable 5
(RT = 33,017 min). B — Chromatogrammausschnitt mit variierter Phase C (- 100 pul): Der vorgelagerte Peak
mit RT = 32,467 min ist klar abgetrennt von Extractable 5 (RT = 32,997 min).
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Abbildung 11.7: Robustheit — Variation der Wellenlange. A — Chromatogrammausschnitt bei 218 nm: Der
vorgelagerte Peak mit RT = 32,507 min ist klar von Extractable 5 (RT = 33,050 min) abgetrennt. B —
Chromatogrammausschnitt bei 222 nm: Der vorgelagerte Peak mit RT = 32,507 min ist klar von Extractable 5

(RT = 33,050 min) abgetrennt.
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Abbildung 11.8: Robustheit — Variation der Ofentemperatur. A — Chromatogrammausschnitt bei variierter
Ofentemperatur (35 °C): Der vorgelagerte Peak ist vollstandig von Extractable 5 (RT = 33,837 min) abgetrennt.
B — Chromatogrammausschnitt bei variierter Ofentemperatur (45 °C): Der vorgelagerte Peak bei RT =

31,943 min lasst sich von Extractable 5 (RT = 32,257 min) mit der Funktion split peak abtrennen.
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Abbildung 11.9: Robustheit — Variation der mobilen Phase B. A — Chromatogrammausschnitt mit variierter
Phase B (- 20 ml MeOH): Der vorgelagerte Peak bei RT = 32,147 min lasst sich von Extractable 5 (RT = 32,397
min) mit der Funktion split peak abtrennen. B — Chromatogrammausschnitt mit variierter Phase B (+ 20 ml
MeOH): Der vorgelagerte Peak bei RT = 32,317 min lasst sich von Extractable 5 (RT = 32,567 min) mit der

Funktion split peak abtrennen.

11.1.3 Prazision

Tabelle 11.7: Ergebnisse der Methoden- und Geratepréazision sowie der intermediaren Préazision fir die
Messung der Pyren-Standardlésung. Es wurden der Mittelwert (MW), die Standardabweichung (SD) und die
relative Standardabweichung (RSD) von der Retentionszeit (RT) sowie von der Peakfliche des Pyren-Peaks

erfasst (Konzentrationpyren: 0,0037 mg/ml).

- Methodenprazision' | Gerateprazision® izl ineelEe
Prazision
MW von RT [min] 23,87 23,88 23,59
SD von RT [min] 0,010 0,010 0,009
RSD von RT [%] 0,04 0,04 0,04
MW von Peakflache [FE] 8,890 9,270 465,894
SD von Peakflache [FE] 0,221 0,033 18,019
RSD von Peakflache [%)] 2,48 0,35 3,87

! Es wurden sechs Pyren-Standardldésungen prapariert und jeweils einmal injiziert (HPLC-DAD System 1).
2 Es wurde eine Pyren-Standardlésung prépariert und 6-fach injiziert (HPLC-DAD System 1).

® Es wurden sechs Pyren-Standardlosungen prapariert und jeweils einmal injiziert (HPLC-DAD System 2).
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Tabelle 11.8: Ergebnisse der Methodenprézision fiir die Messung der Gummistopfen-Probe. Es wurden der
Mittelwert (MW), die Standardabweichung (SD) und die relative Standardabweichung (RSD) von der

Retentionszeit (RT) sowie von der Peakflache des internen Standards (IS) und den Extractables 1-9 (E1 bis E9)

erfasst.
Methodenprazision®
RT IS E1l E 2 E 3 E 4 E5 E 6 E7 E8 E9
MW [min] 23,86 26,40 27,25 27,89 29,40 33,01 43,89 46,11 47,59 48,74
SD [min] 0,016 0,013 0,016 0,016 0,013 0,016 0,005 0,005 0,005 0,000
RSD [%] 0,07 0,05 0,06 0,06 0,04 0,05 0,01 0,01 0,01 0,00
Flache IS E1l E 2 E 3 E 4 E5 E 6 E7 E8 E9

MW [FE] 8,747 4,544 13,34 12,77 55,44 52,06 125,34 339,87 328,84 125,22
SD [FE] 0,219 0,087 0,263 0,284 1,124 0,910 2,431 5,464 4,744 2,359

RSD [%] 2,51 1,92 1,97 2,22 2,03 1,75 1,94 1,61 1,44 1,88
Gerateprazision (6 Injektionen von Probe 1)?
MW [min] 23,89 26,40 27,26 27,88 29,41 33,06 43,82 46,07 47,56 48,72
SD [min] 0,005 0,005 0,005 0,000 0,005 0,000 0,008 0,004 0,004 0,005
RSD [%] 0,02 0,02 0,02 0,00 0,02 0,00 0,02 0,01 0,01 0,01
Flache IS E1l E2 E3 E4 E5 E 6 E7 E8 E 9

MW [FE] 8,563 4,877 13,06 12,48 44,04 51,63 122,78 334,28 324,15 122,39
SD [FE] 0,0245 | 0,0253 | 0,0446 | 0,0520 | 0,1397 | 0,1414 0,3251 0,7044 0,8018 0,2971
RSD [%] 0,29 0,52 0,34 0,42 0,32 0,27 0,26 0,21 0,25 0,24

Intermediare Prazision®

MW [min] 23,56 26,06 26,92 27,53 29,08 32,70 43,65 45,65 47,09 48,25

SD [min] 0,009 0,009 0,008 0,009 0,011 0,007 0,006 0,004 0,007 0,009
RSD [%] 0,04 0,04 0,03 0,03 0,04 0,02 0,01 0,01 0,01 0,02
Flache IS E1l E2 E3 E4 ES E6 E7 ES8 E9

MW [FE] 458,41 | 288,14 | 791,66 | 758,31 | 3597,0 3093,2 8299,1 16310 15249 7787,6

SD [FE] 13,491 | 4,7859 | 6,0214 | 7,4420 | 19,428 17,123 28,934 46,735 45,436 33,768

RSD [%] 2,94 1,66 0,76 0,98 0,54 0,55 0,35 0,29 0,30 0,43

' Es wurden sechs Probeldsungen préapariert und jeweils einmal injiziert (HPLC-DAD System 1).
% Es wurde eine Probeldsung prapariert und 6-fach injiziert (HPLC-DAD System 1).

® Es wurden sechs Probelésungen prapariert und jeweils einmal injiziert (HPLC-DAD System 2).
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11.1.4 Berechnung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze fur
Pyren und TOTM

Tabelle 11.9: S/N-Verhéltnis fur Pyren bei 220 nm. Es wurden funf Konzentrationslevels (0,028 — 0,037 — 0,046
— 0,056 — 0,065 pg/ml) hergestellt und injiziert (n = 6). Aus den resultierenden Chromatogrammen wurde manuell
das S/N-Verhéltnis berechnet. Dargestellt sind der Mittelwert (MW), die Standardabweichung (SD) und relative
Standardabweichung (RSD in %) der resultierenden S/N-Verhdltnisse. Wellenlange: 220 nm, Injektionsvolumen:
20 pl.

220nm 0,028 pg/ml 0,037 pg/ml 0,046 pg/ml 0,056 pg/ml 0,065 pg/ml
Inj SIN Flache SIN Flache | S/N | Flache | S/IN Flache | S/N Flache
1 3,0 0,0396 57 0,0724 5,0 0,0839 | 5,6 0,1317 8,5 0,1430
2 2,8 0,0549 47 0,0709 5,0 0,0752 | 4,8 0,1055 8,5 0,1369
3 3,0 0,0323 53 0,0636 5,0 0,0809 | 6,0 0,0918 5,6 0,1081
4 4,0 0,0519 4,7 0,0468 6,5 0,0801 | 4,8 0,1077 6,4 0,1120
5 3,2 0,0593 6,0 0,0909 5,0 0,0881 | 6,0 0,0943 6,4 0,1345
6 3.2 0,0348 4,0 0,0693 4,0 0,0729 | 7,0 0,1162 8,0 0,1248
MW 3.2 0,0455 51 0,0690 51 0,0802 | 5,7 0,1079 7,2 0,1266
SD 0,42 0,0113 0,74 | 0,0143 | 0,80 | 0,0056 | 0,84 | 0,0147 | 1,25 | 0,0141
RSD 13,11 24,95 14,59 20,67 15,76 6,94 14,68 13,66 17,33 11,15

Tabelle 11.10: S/N-Verhéltnis fir Pyren bei 254 nm. Es wurden fiinf Konzentrationslevels (0,028 — 0,037 —
0,046 — 0,056 — 0,065 pg/ml) hergestellt und injiziert (n = 6). Aus den resultierenden Chromatogrammen wurde
manuell das S/N-Verhéltnis berechnet. Dargestellt sind der Mittelwert (MW), die Standardabweichung (SD) und
relative Standardabweichung (RSD in %) der resultierenden S/N-Verhéltnisse. Wellenlange: 254 nm,

Injektionsvolumen: 20 pl.

254nm 0,028 pg/ml 0,037 pg/ml 0,046 pg/ml 0,056 pg/ml 0,065 pg/ml
Inj SIN Flache | S/IN | Flache | S/N | Flache | S/N Flache S/IN Flache
1 3,2 0,0463 7,0 0,0652 8,0 0,0878 | 8,4 0,0988 9,3 0,1269
2 4.0 0,0506 4,3 0,0563 9,5 0,0809 | 8,0 0,1056 15,0 0,1155
3 4,0 0,0422 | 56 | 0,0657 | 10,0 | 0,0899 | 8,0 0,1079 11,2 0,1277
4 4,0 0,0418 | 56 | 0,0565 | 8,0 | 0,0831 | 6,7 0,1107 12,0 0,1346
5 3,2 0,048 4,8 0,0589 8,0 0,0829 | 7,6 0,1004 14,0 0,1207
6 4.0 0,0492 6,0 0,0703 8,0 0,0727 | 7,6 0,102 11,6 0,1281
MW 3,7 0,0464 | 56 | 0,0622 | 86 | 0,0829 | 7,7 0,1042 12,2 0,1256
SD 0,41 | 0,0037 | 0,94 | 0,0057 | 0,92 | 0,0060 | 0,58 0,0046 2,04 0,0066

RSD 11,07 7,89 16,97 9,24 10,69 7,26 7,53 4,42 16,78 5,27

Aus der obigen Zusammenstellung der Ergebnisse ergab sich ein S/N-Verhdltnis von 3,2
bzw. 3,7 fur eine Konzentration von 0,028 pg/ml Pyren. Daher wurde Uber klassischen
Dreisatz mit den S/N-Werten dieser Konzentration der LOD und LOQ fir beide Wellenlangen

berechnet:
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Tabelle 11.11: Ergebnisse fir LOD und LOQ mittels Signal/Rausch-Verfahren fur Pyren

LOD 0,026 pg/ml LOD 0,022 pg/ml
220 nm 254 nm
LOQ 0,087 pg/ml LOQ 0,074 pg/ml

Um den LOD und LOQ mittels Kalibriergeradenverfahren ermitteln zu kénnen, wurde mit den
analogen Pyren-Konzentrationen eine Kalibriergerade aufgenommen und ausgewertet. Fur
beide Wellenlangen resultierten lineare Funktionen (siehe Abbildung 11.10), deren
Geradengleichungen anschlieRend zur Berechnung der Standardabweichung der Residuen

verwendet wurden.
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0,1200 ~ y =2,1639x - 0,0146
0.1100 | R*=0,9909

0,1000 ~
0,0900 -
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0,0500 +

0,0400 . ‘ . .
0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0,07

¥ =21571x-0,0158
R?*=0,9978

F [FE]

c Pyren [pg/ml]

¢ 220nm m 254nm Linear (220nm) Linear (254nm)

Abbildung 11.10: Ermittlung von LOD und LOQ mittels Kalibriergeradenverfahren fur Pyren. Graphisch
dargestellt sind die Kalibriergeraden fir die Wellenlangen 220 und 254 nm mit den dazugehdrigen

Geradengleichungen.

Anhand der Geradengleichungen wurden fir jede Pyren-Konzentration die Residuen und die
Quadratsumme der Residuen bestimmt, mit welchen die Reststandardabweichung o
berechnet wurde. Die daraus berechneten Ergebnisse fir LOD und LOQ sind in Tabelle
11.13 dargestellt. Analog zu dem geschilderten Vorgehen wurden auch fur die

Referenzsubstanz TOTM mittels Kalibriergeradenverfahren LOD und LOQ ermittelt.
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Tabelle 11.12: Pyren: Rohdaten zur Bestimmung von LOD/LOQ mit Kalibriergeradenverfahren. Fur die
Pyren-Konzentrationen 0,028 — 0,037 — 0,046 — 0,056 — 0,065 pg/ml sind die tatsachlich gemessenen
Peakflachen (Flachera) und die resultierenden Residuen [FE] dargestellt, inklusive der Quadratsumme der
Residuen und der Reststandardabweichung o.

¢ [ug/ml] 0,028 0,037 0,046 0,056 0,065
Flache ea [FE] 0,0455 | 0,0690 | 0,0802 | 0,1079 | 0,1266
220 nm Residue [FE] -0,0005 | 0,0035 | -0,0048 | 0,0013 | 0,0005
Quadratsumme 3,72x 10°
Reststandardabweichung o 0,0035
¢ [ug/ml] 0,028 0,037 0,046 0,056 0,065
Flache eq [FE] 0,0464 | 0,0622 | 0,0829 | 0,1042 | 0,1256
254 nm Residue [FE] 0,0018 | -0,0018 | -0,0005 | -0,0007 | 0,0012
Quadratsumme 8,78 x 10°®
Reststandardabweichung o 0,0017

Tabelle 11.13: Ergebnisse fir LOD und LOQ mittels Kalibriergeradenverfahren fiir Pyren

LOD 0,005 pg/mi LOD 0,003 pg/ml
220 nm 254 nm
LOQ 0,016 pg/mi LOQ 0,008 pg/ml

Tabelle 11.14: TOTM: Rohdaten zur Bestimmung von LOD/LOQ mit Kalibriergeradenverfahren. Fur die
TOTM-Konzentrationen 0,050 — 0,075 - 0,100 — 0,125 — 0,175 pg/ml sind die tatséchlich gemessenen
Peakflachen (Flachera) dargestellt, inklusive der resultierenden Residuen, der Quadratsumme und der

Reststandardabweichung o.

¢ [ug/ml] 0,050 | 0,075 0,100 0,125 0,175
Flachereq [FE] 0,0542 | 0,0528 0,0741 0,1032 0,1249
220 nm Residue [FE] 0,0073 | -0,0100 | -0,0045 | 0,0086 | -0,0014
Quadratsumme 0,0002
Reststandardabweichung o 0,0091
¢ [ug/ml] 0,050 | 0,075 0,100 0,125 0,175
Flache,e, [FE] 0,0208 | 0,0203 | 0,0350 | 0,0382 | 0,0464
254 nm Residue [FE] 0,0010 | -0,0051 | 0,0040 | 0,0015 | -0,0015
Quadratsumme 4,76 x 10°
Reststandardabweichung o 0,0040
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Tabelle 11.15: Ergebnisse fur LOD und LOQ mittels Kalibriergeradenverfahren fir TOTM

LOD 0,047 pg/ml LOD 0,058 pg/ml
220 nm 254 nm
LOQ 0,144 pg/ml LOQ 0,177 pg/ml
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Abbildung 11.11: Ermittlung von LOD und LOQ mittels Kalibriergeradenverfahren fir TOTM. Graphisch
dargestellt sind die Kalibriergeraden fur die Wellenlangen 220 und 254 nm mit den dazugehdrigen

Geradengleichungen.
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11.1.5 Proben- und Standardstabilitat

Tabelle 11.16: Stabilitdt des préparierten Standards. Die Stabilitdét der praparierten Standardldsung
(Konzentration: 0,0037 mg/ml) wurde flr einen Zeitraum von 72 h im Autosampler untersucht (n = 19 Injektionen).
Zusatzlich wurde die Stabilitat von im Kuhlschrank gelagerter Stammldsung fir einen Zeitraum von 48 h
betrachtet, indem zum Zeitpunkt TO, nach 24 h und nach 48 h aus der gelagerten Stammlésung (0,37 mg/ml) die
Praparation und Injektion erfolgte (n = 3 Injektionen). Dargestellt ist der Mittelwert (MW), die Standardabweichung
(SD) und die relative Standardabweichung (RSD) von der Retentionszeit (RT) und der Peakflache. ! Die

Berechnung erfolgte aus allen Injektionen.

Standardstabilitat Im Autosampler bei 5 °C A i Ksijtglr?]cr::lrogsnukn%elagerter
MW von RT [min]* 23,92 23,82
SD von RT [min]* 0,04 0,01
RSD von RT [%]* 0,18 0,02
MW von Peakflache [FE]* 8,596 8,736
SD von Peakflache [FE]* 0,123 0,122
RSD von Peakflache [%]" 1,44 1,40

Tabelle 11.17: Stabilitat der praparierten Gummistopfen-Probe. Die Stabilitdt der praparierten Probeldsung
wurde flr einen Zeitraum von 72 h im Autosampler untersucht (n = 19 Injektionen). Zuséatzlich wurde die Stabilitat
von im Kihlschrank gelagerter Probeldsung (vor Zusatz von internem Standard) fur einen Zeitraum von 48 h
betrachtet, indem zum Zeitpunkt TO, nach 24 h und nach 48 h aus der gelagerten Stammldsung (0,37 mg/ml) die
Praparation und Injektion erfolgte (n = 3 Injektionen). Dargestellt ist der Mittelwert (MW), die Standardabweichung
(SD) und die relative Standardabweichung (RSD) von der Retentionszeit (RT) und der Peakflache. ! Die

Berechnung erfolgte aus allen Injektionen.

Stabilitat im Autosampler bei 5 °C

RT IS E1l E2 E3 E4 E5 E 6 E7 E8 E9
MW [min]* 23,80 26,35 27,21 27,85 29,37 32,98 43,84 46,06 47,55 48,71
SD [min]* 0,023 0,022 0,021 0,021 0,020 0,021 0,019 0,009 0,006 0,005
RSD [%]" 0,10 0,08 0,08 0,08 0,07 0,06 0,04 0,02 0,01 0,01

Flache IS E1l E2 E3 E4 E5 E 6 E7 E8 E9
MW [FE]* 8,793 4,733 | 13,291 | 12,555 | 43,151 | 51,624 | 121,99 332,37 323,23 121,91
SD [FE]* 0,195 0,031 0,085 0,086 0,531 0,895 1,461 2,917 2,263 1,444
RSD [%]" 2,22 0,65 0,64 0,68 1,23 1,73 1,20 0,88 0,70 1,18
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Aus im Kiihlschrank bei 2-8 °C gelagerter Stammldsung

RT IS E1l E2 E & E 4 ES5 E 6 E7 ES8 E9
MW [min]* 23,82 26,37 27,23 27,87 29,38 33,00 43,85 46,07 47,55 48,71
SD [min]1 0,006 0,006 0,006 0,006 0,000 0,006 0,010 0,006 0,006 0,006
RSD [%]1 0,02 0,02 0,02 0,02 0,00 0,02 0,02 0,01 0,01 0,01
Flache IS E1l E2 E & E 4 ES5 E 6 E7 E8 E9
MW [FE]* 9,119 4,914 | 13,748 12,868 45,161 | 54,213 127,68 345,19 334,64 127,63
SD [FE]1 0,228 0,128 0,199 0,294 0,484 0,955 1,386 3,500 3,271 1,345
RSD [%]1 2,50 2,60 1,45 2,28 1,07 1,76 1,09 1,01 0,98 1,05
11.1.6 Berechnung des Korrekturfaktors zur Vergleichbarkeit der

Daten beider HPLC-Systeme

Zur Berechnung des Korrekturfaktors wurden die Daten der Linearitdtsbestimmung von
beiden HPLC-Systemen (HPLC-System 1 und 2) miteinander verglichen und hinsichtlich des
Flachenverhaltnisses Flacheguacane/FlAches ausgewertet. Da aufgrund der anderen
Ergebnisse der Linearitdtsbestimmung bereits bekannt war, dass die Extractables 1-5 bei
220 nm und die Extractables 6-9 bei 254 nm ausgewertet wirden, wurden auch die
Flachenverhaltnisse der einzelnen Extractables bei den entsprechenden Wellenlangen
betrachtet. Die Ergebnisse zeigten, dass fir die Extractables 1-5 generell niedrigere
Flachenverhaltnisse resultierten als fir die Extractables 6-9. Da aus den Extraktionsstudien
(siehe Kapitel 4.3.2) bekannt war, dass auf die Extractables 6-9 etwa 90 % der
Gesamtkonzentration an Extractables entfielen, wiirde aufgrund einer fehlenden Gewichtung
die Verwendung des Flachenverhaltnis-Mittelwerts aller Extractables zu einer unrealistischen
Verzerrung der Ergebnisse flhren. Daher wurde der Flachenverhaltnis-Mittelwert der
Extractables 6-9 berechnet und der aus diesem resultierende Korrekturfaktor 1,126 als

allgemeiner Korrekturfaktor fir alle neun Extractables verwendet.
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Tabelle 11.18: Berechnung des Korrekturfaktors. Dargestellt sind die Mittelwerte (MW, n = 5) der erzeugten

Flachenverhaltnisse von dem jeweiligen Extractable (E) und internen Standard (IS) fir beide HPLC-Systeme.

Die Auswertung erfolgte bei 220 nm, 2 Die Auswertung erfolgte bei 254 nm.

1

HPLC-System 1 HPLC-System 2
Verhéltnis
. LA LAY HPLC-System 1/HPLC-System 2
Flacheg/Flache s Flacheg/Flache g
E1 0,520 0,636 0,8176
E2* 1,496 1,707 0,8764
E3 1,206 1,413 0,8535
E4 4,983 6,192 0,8047
E5 5,722 6,805 0,8409
E6° 6,039 6,689 0,9028
E7? 17,583 19,838 0,8863
E8? 17,617 19,870 0,8866
E9? 6,149 7,005 0,8778
Mittelwert (E1 bis E9) 0,8607
Kehrwert des Mittelwerts (E1 bis E9) 1,162
Mittelwert (E6 bis E9) 0,8884
Kehrwert des Mittelwerts (E6 bis E9) 1,126
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11.2 Daten zur Validierung der AAS-Methoden

11.2.1

11.2.1.1 Linearitat

AAS-Methode fir die Zink-Bestimmung gemal JP

Die Linearitat wurde fir die Konzentrationen 0,15 — 0,30 — 0,45 — 0,60 — 0,75 ppm Uberpruft.

Tabelle 11.19: Ergebnisse der Linearitat der Zink-Bestimmung gemaf JP

y-Achsenabschnitt b [A] 0,0061
Steigung m [A/ppm] 0,3148
Korrelationskoeffizient R 0,9999

11.2.1.2

Berechnung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Die Berechnung der Nachweisgrenze (LOD) und Bestimmungsgrenze (LOQ) erfolgte mittels

Kalibriergeradenverfahren aus den Daten der Linearitatsprifung gemaf der ICH Guideline

Q2 (R1) [61].

Tabelle 11.20: Berechnung von LOD und LOQ der Zink-Bestimmung gemaR JP. Aus der Geradengleichung
und der resultierenden Standardabweichung der Residuen (SD) wurden die Nachweisgrenze (LOD) und die

Bestimmungsgrenze (LOQ) berechnet.

c [ppm] 0,15 0,30 0,45 0,60 0,75
Sighal,eq [A] 0,0519 0,1019 0,1488 0,1945 0,2417
Residue [A] -0,0014 0,0014 0,0010 -0,0005 -0,0005

Quadratsumme 54x 10°
Reststandargabweichung 0,0013
LOD [ppm] 0,01
LOQ [ppm] 0,04
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11.2.1.3 Prazision
11.2.1.3.1 Methodenpréazision

Es wurde jeweils eine Kalibrierung (0,20 — 0,30 — 0,50 — 0,70 ppm) und die Messung von
Blank und Pruflésung als Doppelbestimmung durchgefihrt:

Tabelle 11.21: Ergebnisse der Methodenpréazision der Zink-Bestimmung gemaf JP

- Messreihe 1 Messreihe 2
y-Achsenabschnitt b [A] 0,0030 0,0059
Steigung m [A/ppm] 0,3221 0,3160
Korrelationskoeffizient R 0,9999 1,0000
Gehalt Probe [ppm] <LOD? <LOoD*
RSD [%] k. A2 k.AZ
Mittelwert beider Messreihen [ppm] k.AZ
Differenz von Messreihe 1 zu 2 [%)] k.AZ
RSD beider Messreihen [%] k.AZ

'<LoD: < Nachweisgrenze, der Gummistopfen CB2 enthélt keine nachweisbare Konzentration an Zink

% k. A.: keine Angabe moglich, da keine nachweisbare Konzentration an Zink enthalten

11.2.1.3.2 Intermediare Prazision

Es wurde eine Kalibrierung (0,20 — 0,30 — 0,50 — 0,70 ppm) und die Messung von Blank und

Priflosung als Doppelbestimmung durchgefiihrt:

Tabelle 11.22: Ergebnisse der intermediaren Prézision der Zink-Bestimmung gemaf JP

y-Achsenabschnitt 0,0032
Steigung 0,3180
Korrelationskoeffizient 1,0000
Gehalt Probe <LOD*
RSD k. A
Mittelwert beider Messreihen k.A?
Differenz zum Vortag k.A?

'<LoD: < Nachweisgrenze, der Gummistopfen CB2 enthélt keine nachweisbare Konzentration an Zink

% k. A.: keine Angabe méglich, da keine nachweisbare Konzentration an Zink enthalten
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11.2.1.4 Richtigkeit

Die Richtigkeit wurde mit den drei Konzentrationen 0,15 — 0,45 — 0,75 ppm in Blank-Matrix
und Priflosung-Matrix durchgefunhrt.

Tabelle 11.23: Ergebnisse der Richtigkeit der Zink-Bestimmung gemaf JP: Darstellung der Ergebnisse als
Mittelwerte (n = 2)

-- Blank Priuflésung
Konzentrationsy, | Konzentration,s; | Wiederfindung Konzentrationg; Wiederfindung [%]
[ppm] [ppm] (%] [ppm]
0,15 0,14 93,3 0,13 86,7
0,45 0,44 97,8 0,43 95,6
0,75 0,73 97,3 0,72 96,0

11.2.1.5 Proben- und Standardstabilitat

Fur die Proben- und Standardstabilitat wurde Kkalibriert und zwei Priflésungen von
Gummistopfen BB3 gemessen. Anschlieend wurden die Kalibrierstandards und

Pruflésungen Uber Nacht stehen gelassen und am nachsten Tag nochmals gemessen.

Tabelle 11.24: Proben- und Standardstabilitat der Zink-Bestimmung gemal JP. Die Kenndaten der
Kalibriergeraden sowie das Ergebnis der Pruflésung sind fir den Zeitpunkt TO sowie der Messung nach 24 h
(T24) dargestellit.

- Zeitpunkt TO Zeitpunkt T24

y-Achsenabschnitt b [A] 0,0087 0,0081

Steigung m [A/ppm] 0,3123 0,3070

Korrelationskoeffizient R 0,9998 0,9998
Gehalt Probe [ppm] 1,03 1,05
RSD [%] 0,62 0,40
Mittelwert beider Messreihen [ppm] 1,04
Differenz von Messreihe 1 zu 2 [%)] 1,9

138



Anhang

11.2.1.6 Robustheit

Im Rahmen der Robustheitsprifung wurden

die Methodenparameter ,Gasfluss®,

,Brennerhéhe“ und der Einfluss verschiedener Salpetersdure-Chargen Uberpruift.

Tabelle 11.25: Ergebnisse der Variation der Brennerhéhe um = 0,1 mm (Ausgangsstellung: 5,4 mm)

— 53 mm 55 mm
y-Achsenabschnitt b [A] 0,0076 0,0071
Steigung m [A/ppm] 0,3117 0,3144
Korrelationskoeffizient R 1,0000 0,9997
Gehalt Probe [ppm] <LoD! <LoD"
RSD [%] k. AZ k. A2

'<LoD: < Nachweisgrenze, der Gummistopfen CB2 enthélt keine nachweisbare Konzentration an Zink

2 k. A.: keine Angabe méglich, da keine nachweisbare Konzentration an Zink enthalten

Tabelle 11.26: Ergebnisse der Variation des Gasflusses um £ 0,1 I/min (Ausgangswert: 0,9 I/min)

== 0,8 I/min 1,0 I/min
y-Achsenabschnitt b [A] 0,0074 0,0069
Steigung m [A/ppm] 0,3258 0,3043
Korrelationskoeffizient R 0,9997 0,9999
Gehalt Probe [ppm] <LoD! <LOD?
RSD [%] k. A2 k.AZ

'<LoD: < Nachweisgrenze, der Gummistopfen CB2 enthélt keine nachweisbare Konzentration an Zink

2k. A.: keine Angabe mdglich, da keine nachweisbare Konzentration an Zink enthalten

Um den Einfluss einer anderen Salpetersaure-Charge zu dberprifen, erfolgte die

Kalibrierung und Probenpréparation zundchst mit derselben Charge, zusatzlich wurde die

Probenpréaparation nochmals unter Verwendung einer anderen Salpetersaure durchgefihrt.

Salpetersaure — 1

y-Achsenabschnitt b [A] 0,0125
Steigung m [A/ppm] 0,3031
Korrelationskoeffizient R 0,9999
Gehalt Probe [ppm] 1,05
Gehalt Probe [ppm] 1,08!
Differenz [%)] 29

! Die Probenpraparation erfolgte mit einer anderen Charge Salpetersaure.
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11.2.2

11.2.2.1 Linearitat

AAS-Methode fir die Zink-Analyse gemalf Ph. Eur., USP

Die Linearitat wurde fir die Konzentrationen 0,05 — 0,20 — 0,35 — 0,50 — 0,65 ppm Uberpruft.

Tabelle 11.27: Ergebnisse der Linearitat der Zink-Bestimmung gemag Ph. Eur., USP
y-Achsenabschnitt b [A] 0,0042
Steigung m [A/ppm] 0,3343
Korrelationskoeffizient R 0,9997

11.2.2.2 Berechnung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Die Berechnung der Nachweisgrenze (LOD) und Bestimmungsgrenze (LOQ) erfolgte mittels
Kalibriergeradenverfahren aus den Daten der Linearitatsprifung gemaf der ICH Guideline
Q2 (R1) [61].

Tabelle 11.28: Berechnung von LOD und LOQ der Zink-Bestimmung gemaR Ph. Eur., USP. Aus der
Geradengleichung und der resultierenden Standardabweichung der Residuen (SD) wurden die Nachweisgrenze
(LOD) und die Bestimmungsgrenze (LOQ) berechnet.

¢ [ppm] 0,05 0,20 0,35 0,50 0,65
Signalea [A] 0,0190 0,0721 0,1236 0,1715 0,2200
Residue [A] -0,00196 0,001 0,00236 0,00012 -0,00152

Quadratsumme 1,3x 10°
Reststandargabweichung 0,0021
LOD [ppm] 0,02
LOQ [ppm] 0,06
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11.2.2.3 Prazision
11.2.2.3.1 Methodenpréazision

Es wurde jeweils eine Kalibrierung (0,05 — 0,10 — 0,30 — 0,50 ppm) und die Messung von
Blank und Pruflésung als Doppelbestimmung durchgefihrt:

Tabelle 11.29: Methodenprazision — Ergebnisse

- Messreihe 1 Messreihe 2
y-Achsenabschnitt b [A] 0,0017 0,0019
Steigung m [A/ppm] 0,3032 0,3006
Korrelationskoeffizient R 0,9999 0,9998
Gehalt Probe [ppm] 0,68 0,70
RSD [%] 0,55 1,02
Mittelwert beider Messreihen [ppm] 0,69
Differenz von Messreihe 1 zu 2 [%)] 2,9
RSD beider Messreihen (bez. auf Signal) [%)] 1,9

11.2.2.3.2 Intermediédre Prazision

Tabelle 11.30: Intermediére Prazision — Ergebnisse
y-Achsenabschnitt b [A] 0,0022
Korrelationskoeffizient R 0,9999
Gehalt Probe [ppm] 0,73
RSD [%] 0,27
Mittelwert beider Messreihen [ppm] 0,70
Differenz zum Vortag [%)] 14
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11.2.2.4 Richtigkeit

Die Richtigkeit wurde mit den drei Konzentrationen 0,05 — 0,35 — 0,65 ppm in Blank-Matrix

und Prafldsung-Matrix durchgefuhrt.

Tabelle 11.31: Ergebnisse der Bestimmung der Richtigkeit. Darstellung der Ergebnisse als Mittelwerte (n = 2)

-- Blank Pruflésung
Konzentrationsy; | Konzentration,s; | Wiederfindung | Konzentrations, . .
Wiederfindung [%
[ppm] [ppm] (%] [ppm] 9 (%]
0,05 0,05 100,0 0,05 100,0
0,35 0,36 102,9 0,36 102,9
0,65 0,65 100,0 0,64 98,5

11.2.2.5 Proben- und Standardstabilitat

Die Kalibrierstandards und Priflosungen der Wiederholprazision wurden tber Nacht bei

Raumtemperatur stehen gelassen und am nachsten Tag nochmals gemessen.

Tabelle 11.32: Ergebnisse der Proben- und Standardstabilitat

y-Achsenabschnitt b [A] 0,0045
Korrelationskoeffizient R 0,9999
Gehalt Probe [ppm] 0,65
RSD [%] 0,28
Differenz zum Vortag [%)] 11,0

L Als Konsequenz erfolgte bei allen weiteren Messungen die arbeitstagliche Herstellung der Standards und

Proben.
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11.2.2.6 Robustheit

Im Rahmen der Robustheitsprifung wurden die Methodenparameter ,Gasfluss®,
.Brennerhéhe“ und der Einfluss verschiedener Salzsdure-Chargen Uberprift. Bezogen auf
den gemessenen Gehalt der Probe von 0,72 ppm in Ausgangsstellung ergab sich somit eine
Abweichung von 2,9 % bei der Variation der Brennerhohe.

Tabelle 11.33: Variation der Brennerhéhe um + 0,1 mm (Ausgangsstellung: 6,2 mm)

-- 6,1 mm 6,3 mm
y-Achsenabschnitt b [A] 0,0026 0,0025
Korrelationskoeffizient R 0,9999 0,9999
Gehalt Probe [ppm] 0,70 0,72
RSD [%] 0,28 0,87

Tabelle 11.34: Variation des Gasflusses um £ 0,1 I/min (Ausgangswert: 1,0 I/min)

- 0,9 I/min 1,1 I/min
y-Achsenabschnitt b [A] 0,0028 0,0019
Korrelationskoeffizient R 0,9997 0,9998
Gehalt Probe [ppm] 0,72 0,74
RSD [%] 0,58 0,79

Bezogen auf den gemessenen Gehalt der Probe von 0,71 ppm mit dem Ausgangsfluss

ergab sich somit eine Abweichung von 1,4 bzw. 4,2 % bei der Variation des Gasflusses.

Bei der Verwendung einer anderen Charge der eingesetzten konzentrierten Salzsaure

ergaben sich folgende Ergebnisse:

- Salzsaure — 2
y-Achsenabschnitt b [A] 0,0014
Steigung m [A/ppm] 0,3716
Korrelationskoeffizient R 0,9998
Gehalt Probe [ppm] 0,79
Gehalt Probe [ppm] 0,71
Differenz [%)] 11,3°

! Diese Ergebnis resultierte bei der Verwendung der urspriinglichen Salzsaure-Charge.

2 Da dieselbe Salzsaure-Charge auch bei der Methodenprazision verwendet wurde und hierbei keine

Auffalligkeiten zeigte, wird von einer Verunreinigung bei der Probenpréparation ausgegangen.
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11.3 Ergebnisse der Berechnungen zur Konzentration der
Extractables in Gummistopfen CB1 und BB6 aus den

Extraktionsprofilen

Fur den Gummistopfen CB1 wurden zur Berechnung der Extractables die erhaltenen
Extraktionsprofile nach 3 h Extraktion unter reflux-Bedingungen fiir die bekannten
Extractables 1-9 herangezogen. Die Auswertung erfolgte fir alle Extractables bei 254 nm zur
besseren Vergleichbarkeit, da die Ergebnisse zu Gummistopfen BB6 ebenfalls bei 254 nm
ausgewertet worden waren. Fur den Gummistopfen BB6 wurden alle detektierten Peaks
verwendet, da nur eine geringe Anzahl an Extractables und diese auch nur in niedriger

Konzentration vorlagen.

Tabelle 11.35: Ergebnisse fur den Gummistopfen CB1 bei einer Extraktion von 3 h. Die Konzentration der
einzelnen Extractables 1-9 wurde umgerechnet und ausgedriickt als Trimellitat in [ug/ml] £ SD (n = 6) und RSD.

Extractable Gehalt Trimellitat [pug/ml] SD [pg/ml] RSD [%]
1 1,95 0,46 23,61
2 3,49 0,60 17,20
3 2,52 0,57 22,82
4 26,12 3,89 14,88
5 60,05 8,38 13,95
6 124,90 14,85 11,89
7 376,20 44,03 11,70
8 379,98 44,10 11,61
9 134,90 16,16 11,98

Summe 1110,11 pg/ml
Umrechnung 5550,57 pg/Stopfen

Tabelle 11.36: Ergebnisse fir den Gummistopfen BB6 bei einer Extraktion von 3 h. Aufgrund der geringen
Konzentration an Extractables wurde die Summe aller detektierten Peaks verwendet, ausgedrickt als Trimellitat
in [ug/ml] + SD (n = 6) und RSD.

Extraktion 3 h Gehalt Trimellitat
Extractable [ng/ml] SD [ug/ml] RSD [%] pg/Stopfen
Summe 5,29 1,37 25,94 26,43

144



Anhang

11.4 Vollstandigkeit der

Extraktionszeit

Extraktion

in Abhangigkeit von der

Die Extraktion von Gummistopfen CB1 von 1 h und 3 h unter reflux-Bedingungen wurde

jeweils mit drei Gummistopfen durchgefiihrt. Die Extraktion von 6 h unter reflux-Bedingungen

erfolgte mit zwei Gummistopfen. Diese Extraktlosungen wurden anschlieRend geman Kapitel
9.2 aufgearbeitet, sodass die Ergebnisse in Tabelle 11.37 die Mittelwerte aus n = 6 bzw. n =
4 Proben darstellen.

Tabelle 11.37: Extractables 1-9 aus Gummistopfen CB1 unter reflux-Bedingungen mit IPA. Die Ergebnisse

sind als mittlere Konzentration an Trimellitat in [pug/ml] £ SD dargestellt

Extraktion 1h

Extraktion 3h

Extraktion 6h

Zeit 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Summe
1n | 119% | a92x | 4XY 2008+ | 2824x | ™07 | 21638 | 21849 | 76,73% | 65151+
018 | 036 | o5 | 335 | 273 | i, | #1321 (21328 | 471 | 4186
g | 396+ | 1119+ | 105 Iss5ax | ac 08+ | 1247 | 376,20 | 379,98 | 13490 | 114411
090 | 203 | 3 | 838 | 673 | 95| +4403 | 4410 | £1616 | 13813
sh | 517 | 1702+ | 1°1® 10920+ | 6669+ | 1747 | 519,70 | 52184 | 18692 | 1607,33
046 | 171 | % | 948 | 671 * | £19,28 | £19,20 | 7,01 | 7151
1,60 6,74
1800 —
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Abbildung 11.12: Konzentration der Extractables 1-9 als Summe aus Gummistopfen CB1 in Abhangigkeit

von der Zeit. Extraktion in IPA fur 1 — 3 — 6 h unter reflux-Bedingungen; die Konzentration an Extractables wird

als Trimellitat in [ug/ml] + SD ausgedruckt.
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11.5 Ergebnisse der Extraktionsstudie von Gummistopfen CB1

Es wurden zwei Extraktionsstudien mit variierenden Prifzeitpunkten durchgefihrt. Im

Folgenden sind die Ergebnisse beider Extraktionsstudien zusammengefasst.

Tabelle 11.38: Ergebnisse der Extraktion von Gummistopfen CB1 mit IPA fur die Extractables 1-9. Die

Ergebnisse sind als mittlere Konzentration an Trimellitat, ausgedrtckt in [ug/ml] £ SD, dargestellt; ' Wert aus 1.

Extraktionsstudie entnommen; 2 Wert aus 2. Extraktionsstudie entnommen; ° Mittelwert aus der 1. und 2.

Extraktionsstudie

Tag 1 2 3 4 5) 6 7 8 9 Summe
| 072+ | 180+ | 167+ | 290+ | 636+ | 1578+ | 4794+ | 4804+ | 1664+ 141,84 +
015 | 034 | 015 | 042 | 044 0,94 3,74 3,69 1,24 19,21
g | 152+ | 390+ | 337+ | 683+ |1380+ | 3338+ | 10316+ | 10389+ | 3527+ 305,11 +
010 | 020 | 0,19 123 | 042 2,10 4,94 5,16 2,41 41,40
» | 217+ | 490+ | 449+ | 910+ | 1689+ | 42,47+ | 128,95+ | 129,07+ | 4519+
| 024 | 027 0,09 1,00 | 053 0,73 2,32 2,80 0,77 383,20£7,79
. | 220+ | 580+ | 449+ | 831+ | 1921+ | 4579+ | 139,49+ | 140,96+ | 49,10+
8 | 022 | 019 | 011 | 069 | 062 0,78 2,42 2,60 148 415,92£7,73
1at | 354% | 7,82+ | 594+ | 1046+ | 2442+ | 6299+ | 189,11+ | 19054+ | 6592+ 560,74 +
032 | 028 | 046 134 | 181 1,55 4,40 436 1,70 13,74
12 | 305+ | 764+ | 656+ | 1620+ | 2571+ | 66,02+ | 199,27+ | 19912 | 70,04+ 593,79 +
027 | 036 | 031 1,12 1,27 2,71 8,00 8,08 2,80 24,38
2 | 403+ | 890+ | 742+ | 1702+ | 2794% | 74,99+ | 22024+ | 230,72+ | 8065+ 681,84 +
033 | 052 | 027 109 | 096 1,04 3,46 3,97 1,25 10,69
ot | 380+ | 932+ | 749+ | 1572+ | 3055+ | 79,20+ | 23476+ | 236,18+ | 8L91% 700,96 +
027 | 074 | 035 | 040 | 186 2,10 6,34 6,34 2,19 18,15
o2 | 423+ | 1049+ | 924x | 2397+ | 34,19+ | 9140+ | 27314+ | 27340+ | 9635+ 816,22 +
036 | 059 | 043 1,19 1,43 2,39 7,10 6,33 2,56 20,77
g2 | 491+ | 1264+ | 1142+ | 3576+ | 4078+ | 116,37+ | 35340+ | 35633+ | 125,83+ 1057,44 +
051 | 029 | 031 | 221 | 092 1,21 4,51 6,06 1,70 11,94
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11.6 Ergebnisse der Interaktionsstudien von CB1

Im Folgenden sind die Ergebnisse der Interaktionsstudien von CB1l mit den sieben
Modellformulierungen gemaf Kapitel 9.1.7.3 dargestellt. Fir die Extractables 1-5 erfolgte die
Auswertung bei 220 nm mit einem LOQ von 0,14 ug/ml. Fiur die Extractables 6-9 erfolgte die
Auswertung bei 254 nm mit einem LOQ von 0,18 ug/ml (zur Bestimmung von LOQ und LOD
siehe Kapitel 4.1.4).

Tabelle 11.39: Migration der Extractables 1-9 aus Gummistopfen CB1 in Modellformulierung 3 (1,0 % PS
80 in 50 mM Phosphatpuffer pH 6,3). Die Ergebnisse sind als mittlere Konzentration an Trimellitat, ausgedrickt
in [ug/ml] + SD, dargestellt. ' keine Angabe der Standardabweichung (SD) moglich, da n < 3

Zeit 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Summe
027+ | 035+ | 026+ | 330+ 028+ | 030+ 476+
1Wo | 04 0,06 0,06 0,07 <LoQ | <LOQ 0,01 003 | <toQ 0,05
ivo | 040% | 064x | 030+ [ 656+ | 146+ | 069+ | 202+ | 185+ | 0d6: | 14472
0,04 0,03 0,02 0.15 0,05 0,16 0,56 0,50 0,17 152
oo | 045+ | 064x | 043: | 750% | 169% | 114x | 348% | 327+ |083% | 1942%
0,04 0,07 0,06 0.16 0,03 0,57 1,54 1,41 0,59 413
aMo | 052% | 071% | 045+ | 7.83% | 162% | 216+ | 627% | 599% | 182% | 27,36%
0,12 0,02 0,05 0,77 013 0,36 1,02 1,05 0,35 3,55
052+ | 071+ | 045+ | 7,83+ | 1,62+ . . . . .
amo | %2 o2 s P s 2,37 6,71 6,33 1,80 31,00
eMo | 057% | 078% | 051x | 1088+ | 301% | 367+ | 11,00+ | 1044% | 342% | 4438+
0,05 0,03 0,06 071 0,22 0,46 1,56 151 0,51 450

Tabelle 11.40: Migration der Extractables 1-9 aus Gummistopfen CB1 in Modellformulierung 2 (0,1 % PS
80 in 50 mM Phosphatpuffer pH 6,3). Die Ergebnisse sind als mittlere Konzentration an Trimellitat, ausgedruckt

in [ug/ml] + SD, dargestellt

Zeit 1 2 3 4 5] 6 7 8 9 Summe
1Wo | <LOQ | <LOQ | <LOQ 16?17 41 06?831 <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ 16?177t
1Mo | <LOQ | <LOQ | <LOQ 26?;3; Oé?foi <LoQ | <LoQ | <LOQ | <LOQ 36?3?51
2Mo | <LOQ | <LOQ | <LOQ 3(')(,)2; Oc'fff <LOQ Oé?gzi 0&3; <LOQ 46‘?’&;
o | o | <rom | o0 | 20 | O | won | 0 | i o]
aMo | <L0Q | <L0O <1L0Q 36?2201 06?361 <L0Q 06?331 Oé?ggi <LOQ 46(,323;
6Mo | <LOQ | <LOQ | <LOQ 26?56; Oééfli <L0Q o(,fg; O(fgzi <LOQ 46?:3)91
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Tabelle 11.41: Migration der Extractables 1-9 aus Gummistopfen CB1 in Modellformulierung 5 (1,0 % PS

20 in 50 mM Phosphatpuffer pH 6,3). Die Ergebnisse sind als mittlere Konzentration an Trimellitat, ausgedrickt

in [ug/ml] £ SD, dargestellt. keine Angabe der Standardabweichung (SD) mdglich, da n < 3
Zeit 1 2 8 4 5) 6 7 8 9 Summe
1 0,19 + 1 3,25+ 0,60 + 1 1 4,65 +
1 Wo 0,14 0,01 0,15 016 0.05 <LOQ 0,31 0,31 <LOQ 0.33
0,27+ | 040+ 0,31+ 6,30 + 1,96 + 0,21 + 0,75+ 0,63+ 10,84 +
LY 0,03 0,04 0,04 0,37 0,13 0,03 0,08 0,08 <LoQ 0,64
2 Mo 0,26 £ 0,42 = 0,35+ 8,34 2,67 % 0,36 = 1,13+ 0,93 % 0,26 = 14,71 =
0,03 0,02 0,01 0,29 0,03 0,00 0,07 0,06 0,00 0,37
3 Mo 0,27 £ 0,42 = 0,38 = 8,89 2,96 £ 0,51 % 1,66 = 1,36 £ 0,38 = 16,83 =
0,02 0,02 0,04 0,98 0,36 0,06 0,08 0,05 0,02 1,16
0,39+ | 055+ 0,41+ 9,11+ 2,87 + 1 1 1 1 1
4 Mo 014 018 0,01 094 0.66 0,79 1,94 1,64 0,48 18,05
6Mo | 0:26% | 042z 0,38 11,71 + 4,15+ 0,99 + 2,69 + 225+ | 0,65+ 23,51+
0,02 0,02 0,03 0,21 0,08 0,19 0,36 0,32 0,12 1,11

Tabelle 11.42: Migration der Extractables 1-9 aus Gummistopfen CB1 in Modellformulierung 4 (0,1 % PS

20 in 50 mM Phosphatpuffer pH 6,3). Die Ergebnisse sind als mittlere Konzentration an Trimellitat, ausgedrickt

1

in [ug/ml] = SD, dargestellt. keine Angabe der Standardabweichung (SD) moglich, da n < 3
Zeit 1 2 3 4 ® 6 7 8 9 Summe
1Wo | <l0Q | <toQ | <toQ | BZx | GMF | <log | o028t | 028 |<loQ| i
1Mo | <LOQ | <LOQ | <LOQ Zb?goi Oé?fli <LoQ | <LoQ | <LoQ |<LOQ 3&;
2Mo | <LOQ | <LOQ | <LOQ 2&;‘; O(')Tg?i <LoQ | <LoQ | <LOQ | <LOQ 26?35
3Mo | <LOQ | <LOQ | <LOQ 2(’)?8; 05‘8; <LOQ O(fg; 025" | <LOQ 36??;
4Mo | <LOQ | <LOQ | <LOQ 26??51 O(’)?(ZGi <LoQ 06?351 023" | <LOQ 36?4%;
6Mo | <LoQ | <toQ | <toq | BE | WEE | <tog | GOF | %6 | <oe | G
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Tabelle 11.43: Migration der Extractables 1-9 aus Gummistopfen CB1 in Modellformulierung 7 (1,0 % PS
80 in 50 mM Citratpuffer pH 3,0). Die Ergebnisse sind als mittlere Konzentration an Trimellitat, ausgedriickt in

[mg/ml] £ SD, dargestellt.

Zeit 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Summe
021+ | 037+ | 028+ | 424+ 510+
IWo | 01 0,01 0,01 033 <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ 034
035+ | 057+ | 040+ | 863+ | 113+ | 023+ | 083+ | 077+ 12,01 +
1Mo | 564 0.03 0,02 0.08 0.03 0,00 0,09 008 | <LOQ | g5
oo | 036+ | 058+ | 042+ | 1036% | 159+ | 032+ | 120+ | 115+ |o020x | 1637+
0.08 0.03 0,04 132 0.21 0.10 0.19 0,20 0,05 187
amo | 039+ | 055+ | 030x | 1124% | 249+ | 059+ | 200+ [ 190+ |os1x | 2006+
0,00 0.01 0,01 0.37 0,09 0,09 0,39 0,38 0.15 1,45
amo | 039% | 052x | od6x | 1238: | 270% | 092+ | 244+ [ 230+ [o065: | 2275+
0,06 0,02 0,023 139 0,38 013 0,38 0,36 0,12 228
omo | 043% | 042+ | 026+ | 1248+ | 246+ | 106+ | 313+ | 284x | 080+ | 2388+
0,05 0,03 0,02 1,50 0,41 0,19 0,36 0,37 0.13 272
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11.7 Einfluss der entfetteten Gummistopfenextrakte auf IgG

Tabelle 11.44 Ergebnisse der SEC-Messung von IgG — Gummistopfenextrakt CB1 entfettet. Die Ergebnisse

sind dargestellt als mittlere Flache in FE £+ SD (n =

3. ''nd =

nicht detektiert; 2 keine Angabe der

Standardabweichung (SD) méglich, da n = 2; ®keine Angabe der Standardabweichung (SD) moglich, dan =1

Ansatz 1: Probeldsung mit Gummistopfenextrakt CB1

TO min TSO min T50 min T70 min T90 min Tllo min T130 min
Aggregat | n.d.' | 113+10 | 138+18 95 + 4 847 7442 55+ 2
Monomer 1216° | 1004 +71 | 1012+ 14 | 1016 +17 | 963 +58 929 + 21 985 + 29

Ansatz 2: Probelésung ohne Gummistopfenextrakt CB1

TO min TSO min TSO min T70 min T90 min T110 min T130 min
Aggregat n.d.! 154 £ 15 197 £ 17 217 £ 17 210+ 11 215+ 22 219+ 21
Monomer 1258° | 1026 +17 | 1016 +35 | 1031 +35 | 984 + 23 970 £ 30 1000 £ 6

Tabelle 11.45: Ergebnisse der Tribungsmessung von IgG - Gummistopfenextrakt CB1 entfettet. Die

Ergebnisse sind dargestellt als mittlere Extinktion in A (n = 2), die Triibung wurde nur fiir To min, T70 min UNd T130 min
2

gemessen. * Triibung ist die Differenz der gemessenen Extinktion von Ansatz 1 und Ansatz 3;

Differenz der gemessenen Extinktion von Ansatz 2 und Ansatz 4

Trubung ist die

Ansatz 1: Probelésung mit Gummistopfenextrakt CB1

TO min T30 min T50 min T?O min TQO min TllO min T130 min

Tri]bungl 0,0329 - - 0,2493 - - 0,4052
Ansatz 2: Probelésung ohne Gummistopfenextrakt CB1

TO min T30 min TSO min T70 min T90 min TllO min T13O min

Tribung® | 0,0031 - - 0,0103 - - 0,0177
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Tabelle 11.46: Ergebnisse der SEC-Messung von IgG — Gummistopfenextrakt BB6 entfettet. Die Ergebnisse

sind dargestellt als mittlere Flache in FE £ SD (n = 3).

Standardabweichung (SD) méglich, dan=1

1

n.d. = nicht detektiert;

2

keine Angabe der

Ansatz 1: Probelésung mit Gummistopfenextrakt BB6

To min Taomin | Tsomin T70 min Too min T110 min T130 min
Aggregat | ndl | 91+1 | 115+9 | 121+5 | 128+9 145 +3 150 + 3
Monomer 1245° 10;,13? * 103?3? * 1032 £+ 31 | 1024 + 32 1044 = 17 1053 £ 25

Ansatz 2: Probeldsung ohne Gummistopfenextrakt BB6

TO min T30 min T50 min T70 min T90 min TllO min T130 min
Aggregat | n.d.t 13117* 1%* 182+18 | 188+16 | 209+15 | 221+13
Monomer | 12487 | 100OF | 1039% | 1028153 | 1004+ 49 | 1015439 | 1055+65

Tabelle 11.47: Ergebnisse der Tribungsmessung von IgG - Gummistopfenextrakt BB6 entfettet. Die

Ergebnisse sind dargestellt als mittlere Extinktion in A (n = 2), die Tribung wurde nur fir TO min, T70 min und

T130 min gemessen. ! Tribung ist die Differenz der gemessenen Extinktion von Ansatz 1 und Ansatz 3; 2

Tribung ist die Differenz der gemessenen Extinktion von Ansatz 2 und Ansatz 4

Ansatz 1: Probelésung mit Gummistopfenextrakt BB6

TO min TSO min TSO min T70 min T90 min T110 min T130 min

Tri]bungl 0,0014 - - 0,0139 - - 0,0159
Ansatz 2: Probelésung ohne Gummistopfenextrakt BB6

TO min T30 min T50 min T?O min TQO min TllO min T130 min

Tribung® | 0,0029 - - 0,0129 - - 0,0134
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11.8 Einfluss von Silikonol auf IgG

Tabelle 11.48: Ergebnisse der SEC-Messung von IgG — Silikondl. Die Ergebnisse sind dargestellt als mittlere
Flache in FE + SD (n = 3). ! h.d. = nicht detektiert; * keine Angabe der Standardabweichung (SD) méglich, n=1

Ansatz 1: Probelésung mit Silikondl

TO min T30 min T50 min T70 min T90 min T110 min T130 min
Aggregat n.d.t 64 +7 128 + 9 174 + 15 193+ 16 222 + 29 247 + 31
Monomer 1239° | 1032 +42 | 1013 +17 | 1015 + 26 953+ 34 974 + 32 1015 £ 27

Ansatz 2: Probelésung ohne Silikondl

TO min T30 min TSO min T70 min T90 min T110 min T130 min
Aggregat n.d.! 74+3 117 +7 145+12 | 160+14 | 17521 197 + 21
Monomer 1241% | 1043 +40 | 1050 +52 | 1063 +39 | 1008 + 43 | 1025 + 28 1071 £ 26

Tabelle 11.49: Ergebnisse der Tribungsmessung von IgG — Silikondl. Die Ergebnisse sind dargestellt als
mittlere Extinktion in A (n = 2), die Truibung wurde nur fiir TO min, T70 min und T130 min gemessen. * Triibung ist
die Differenz der gemessenen Extinktion von Ansatz 1 und Ansatz 3; % Triibung ist die Differenz der gemessenen
Extinktion von Ansatz 2 und Ansatz 4

Ansatz 1: Probeldsung mit Silikondl

TO min T30 min T50 min T70 min T90 min TllO min T130 min

Tribung® | 0,0037 - - 0,0095 - - 0,0133
Ansatz 2: Probeldsung ohne Silikonol

TO min T30 min T50 min T?O min TQO min TllO min T130 min

Triibung® | 0,0020 - - 0,0082 - - 0,0094
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11.9 Ergebnisse der Entfettung von Gummistopfen CB1

Tabelle 11.50: Ergebnisse der Entfettung von Gummistopfen CB1. 10 Gummistopfen wurden gemaf Kapitel

9.5 extrahiert und das resultierende Spulwasser hinsichtlich des Gehalts an Silikondl mittels AAS analysiert.

Cstandard Silikonodl [ppm] Signal [A] Spulwasser-Probe
5,56 0,0103 Signal [A]
8,34 0,0159 0,0182
11,12 0,0212 0,0203
13,90 0,0285 Mittelwert Signal [A]
Steigung 0,00215 0,0193
y-Achsenabschnitt -0,00199 Gehalt Silikondl [ppm]
Bestimmtheitsmal} 0,9945 9,86

11.

10 Chromatogramme zur Auswertung von EPO — Extractables
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Abbildung 11.13: Chromatogramm von EPO als Zoom zur besseren Darstellung der einzelnen EPO-

Spezies. Neben dem EPO-Monomer wurden die gebildeten HMWPs (High Molecular Weight Proteins) in Form

einer EPO-Aggregat-Spezies und einem EPO-Dimer detektiert. Wellenlange: 214 nm
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Abbildung 11.14: Chromatogramme von EPO in 0,1 % m/v PS20-ACN-Ldsung nach 8 Tagen Lagerung bei
55 °C. Graph A zeigt EPO ohne Gummistopfenextrakt CB1 und nur in PS20-ACN-L6sung (Ansatz 1), Graph B

zeigt EPO unter analogen Lagerbedingungen aber in Gegenwart von Gummistopfenextrakt CB1, wobei die

Bildung der HMWPs und die gleichzeitige Abnahme des EPO-Monomers ersichtlich ist. Wellenlange: 214 nm
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Abbildung 11.15: Chromatogramme von EPO in 0,1 % m/v PS20-ACN-Ldsung in Abh&ngigkeit von der
Lagerdauer bei 55 °C. Die Chromatogramme zeigen EPO in PS20-ACN-L&sung (Ansatz 1) zum Zeitpunkt TO
(Graph A) und nach acht Wochen Lagerung bei 55 °C (Graph B). Wellenlange: 214 nm
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Abbildung 11.16: Chromatogramme von EPO in Gegenwart des Gummistopfenextrakts CB1 in
Abhéangigkeit von der Lagerdauer. Graph A zeigt EPO in Gegenwart des Gummistopfenextrakts CB1 (Ansatz
3) zum Zeitpunkt TO (Graph A) und nach 8 Tagen Lagerung bei 55 °C (Graph B). Wellenlange: 214 nm
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11.11 Strukturaufklarung der Extractables 6-9 von CB1

11.11.1 MS-Spektren der Substanzen Extractables 7-9
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Abbildung 11.17: MS-Spektrum von Extractable 7. Das MS-Spektrum beinhaltet das [M+H]+-Signal 576,4 /
575,4 m/z sowie Fragmente mit 445,4 — 334,2 / 333,2 — 306,2 / 305,2 - 193,2 m/z.
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Abbildung 11.18: MS-Spektrum von Extractable 8. Das MS-Spektrum beinhaltet das [M+H]+-Signal 605,4 /
604,4 / 603,4 m/z sowie Fragmente mit 473,4 - 445,4 — 334,2 / 333,2 — 306,2 / 305,2 - 193,2 m/z.
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Abbildung 11.19: MS-Spektrum von Extractable 9. Das MS-Spektrum beinhaltet das [M+H]+ - Signal 632,4 /
631,6 m/z sowie Fragmente mit 473,4 — 334,2 / 333,2 - 193,2 m/z.
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11.11.2 NMR-Spektren der Extractables 6-9

11.11.2.2  NMR-Spektren von Extractable 6
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Abbildung 11.20: 13C-NMR-Spektrum von Extractable 6. Die Integrale sind den Signalen zugeordnet.
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Abbildung 11.21: 1H, 1H-Cosy-Spektrum von Extractable 6. Auf beiden Achsen wurden die 1H-NMR-Signale

von Extractable 6 aufgetragen.
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11.11.2.2 NMR-Spektren von Extractable 7
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Abbildung 11.22: 1H-NMR-Spektrum von Extractable 7. Die Integrale sind den einzelnen Signalen zugeordnet.
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Abbildung 11.23: 13C-NMR-Spektrum von Extractable 7. Die Integrale sind den einzelnen Signalen

zugeordnet.
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Abbildung 11.24: 1H, 1H-Cosy-Spektrum von Extractable 7: Auf beiden Achsen wurden die 1H-NMR-Signale

von Extractable 7 aufgetragen.

162



Anhang

11.11.2.3 NMR-Spektren von Extractable 8
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Abbildung 11.25: 1H-NMR-Spektrum von Extractable 8. Die Integrale sind den einzelnen Signalen zugeordnet.
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Abbildung 11.26: 13C-NMR-Spektrum von Extractable 8. Die

zugeordnet.
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Abbildung 11.27: 1H, 1H-Cosy-Spektrum von Extractable 8. Auf beiden Achsen wurden die 1H-NMR-Signale

von Extractable 8 aufgetragen.
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11.11.2.4 NMR-Spektren von Extractable 9
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Abbildung 11.28: 1H-NMR-Spektrum von Extractable 9. Die Integrale sind den einzelnen Signalen zugeordnet.
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Abbildung 11.29: 13C-NMR-Spektrum von Extractable 9. Die Integrale sind den einzelnen Signalen

zugeordnet.
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Abbildung 11.30: 1H, 1H-Cosy-Spektrum von Extractable 9. Auf beiden Achsen wurden die 1H-NMR-Signale
von Extractable 9 aufgetragen.
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