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Zusammenfassung

Mithilfe von Inaktivierungsmitteln werden zur Herstellung von Totimpfstoffen Erreger
abgetotet bzw. unschadlich gemacht. Die Inaktivierung von Viren erfolgt dabei vorwiegend
mit Formaldehyd, Phenol oder Aziridin. Diese Agenzien wirken jedoch nicht nur auf Viren
schadlich, sondern besitzen auch fur den Menschen eine betréachtliche Toxizitat. In der
vorliegenden Arbeit wurden daher die Risiken einer potenziellen Impfstoffkontamination mit
diesen Inaktivierungsmitteln aufgrund von Kreuzkontamination betrachtet, welche aus einer
ungenligenden Reinigung von Mehrweg-Produktionsanlagen resultieren wirde. Die
Bewertung der Reinigbarkeit und der Toxizitat erfolgte jeweils durch eine Analyse der

chemisch-physikalischen und toxikologischen Stoffeigenschaften.

Die Reinigbarkeit ist in erster Linie von der Art des Reinigungsmittels abhangig. In der
pharmazeutischen Impfstoffherstellung wird tiberwiegend reines Wasser (WFI) zur Reinigung
eingesetzt. Es konnte gezeigt werden, dass alle drei Inaktivierungsmittel gut durch Wasser
reinigbar sind. Im Vergleich der chemisch-physikalischen Eigenschaften konnte fir Aziridin
den starksten Reinigungseffekt mit Wasser abgeleitet werden. Des Weiteren konnten
spezifische Prozessparameter identifiziert werden, die die jeweilige Reinigbarkeit

beeintrachtigen oder beginstigen.

Die Toxizitdat  wurde in Hinsicht auf  das Expositionsszenario  von
Inaktivierungsmittelriickstanden in Impfstoffen betrachtet. Die jeweiligen toxikokinetischen
Wirkmechanismen wiesen viele Gemeinsamkeiten auf. Ein wesentlicher Unterschied stellt
jedoch das Vorhandensein von spezifischen Entgiftungsmechanismen fur Formaldehyd und
Phenol im Gegensatz zu Aziridin dar. Es zeigte sich zudem, dass alle drei Substanzen hoch
reaktiv sind und daher tiberwiegend lokale Schaden verursachen. Im Vergleich zeigte Aziridin
die hochste akute Toxizitat, gefolgt von Formaldehyd und Phenol. Diese Abstufung
korrelierte auch mit Untersuchungsergebnissen zur chronischen Toxizitat. Durch Exposition
mit Formaldehyd konnten in Toxizitdtsuntersuchungen sowohl stark &atzende als auch
allergene, genotoxische und kanzerogene Eigenschaften nachgewiesen werden. Phenol
zeigte ebenfalls stark atzende und genotoxische Wirkungen, aber auch fotale Toxizitéat. Bei
Untersuchungen mit Aziridin traten insgesamt stark atzende, mutagene und kanzerogene,

sowie teratogene Effekte auf.
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Aufgrund der hohen Toxizitdt von Inaktivierungsmitteln sind nur sehr geringe
Rickstandsmengen vertretbar. Dies spiegelt sich in sehr strengen Grenzwerten fur den
Nachweis einer erfolgreichen Reinigung einer Prozessanlage wider. Durch eine optimierte
Reinigungsprozedur konnen kritische Ruckstandsmengen jedoch auf ein sicheres Mal3

reduziert werden.

2von 62



Inhaltsverzeichnis

R = 1] =71 (1o PSPPSR 4
A 1= 3 (=1 1] o o PRSPPI 5
3. Impfstoffherstellung und regulatorische Anforderungen............ccoooeeiieeiie e, 6
4. BiologiSChe GrUNIAgEN .........coiiiiiiiiiiee e 11
A1 VITEI ottt 11
4.2 PASSIVE IMPTUNG .o ettt eeas 12
4.3 AKUVE IMPTUNG ..ooiiii et snaes 13
4.3.1  LebendimpfStoffe ..o 13
4.3.2  TOUMPTSTOTTE ..o e 14
5. Inaktivierungsmethoden fUr VIFEN ..........ooiiiii it 16
51  InaKtivIerung MIt HITZE .......cooiuiiiiiiie et 16
5.2 Inaktivierung mit STrahlung ........cocooiiiiiiii e 16
5.3  Inaktivierung mit chemischen AQENZIEN..........cccveiiiiiiiieiiie e 17
5.3.1  Inaktivierung mit Formaldehyd..........ccccoiiiiiiiiiii e 17
5.3.2  Inaktivierung MIt PRENOI ..........ooiiiiiii e 18
5.3.3  Inaktivierung mit Aziridin (Ethylenimin)............ccoooe i 18
6. Betrachtung von Formaldenyd ... 20
6.1  physikalisch chemische Eigenschaften ... 21
6.2  toxikologische EigensChaften. ..o 22
7. Betrachtung VON PRENOL .......coouiiiiii e e 30
7.1  physikalisch chemische Eigenschaften ... 31
7.2 toxikologische EigensChaften. ..ot 32
8. Betrachtung von Aziridin (Ethylenimin) ... 37
8.1  physikalisch chemische Eigenschaften ... 38
8.2  toxikologische EigensChaften. ..o 39
9. Vergleich der Viren-Inaktivierungsmethoden und der Risiken bei Kreuzkontamination
(ReINIGUNGSVALIAIEIUNG) .....vvieiiii ettt et e e e 44
9.1 Betrachtung des ReinigungsvernNaltens...........ccccoiiiiiiii e 44
0.2 Betrachtung der TOXIZITAL .........eooiiiiiiiiie et 46
10, AUSBICK .. 50
ADKUIZUNGSVEIZEICANIS .....eeiiiiie ettt et e e e 51
LITEratUIVEIZEICHINIS ...ttt ettt nn e 52

3von 62



1. Einleitung

Alljahrlich im Herbst beginnt die Influenzasaison und viele Menschen beugen der drohenden
Grippewelle vor, indem sie sich vom Hausarzt mit einem Grippeschutzmittel impfen lassen.
Impfstoffe bzw. Vakzine bestehen im Allgemeinen aus Antigenen (v. a. Protein- oder DNA-
Fragmente) von Krankheitserregern oder direkt aus den abgeschwéchten bzw. abgetoteten
Keimen (Viren oder Bakterien). Diese Wirkkomponenten sollen das Immunsystem gezielt
gegen bestimmte Erreger bzw. Erregergruppen aktivieren. Es ist bekannt, dass bei Viren
sowohl Antigendrift (Punktmutationen wahrend Replikation) als auch Antigenshift
(horizontaler Austausch ganzer Gen-Fragmente) auftreten kénnen und sich damit auch die
Antigene verandern konnen. Um mit den rasanten Modifikationen einiger Viren Schritt zu
halten, werden jedes Jahr neue Impfstoffe entsprechend den Empfehlungen der WHO

entwickelt und in Deutschland durch das Paul-Ehrlich-Institut (PEI) zugelassen.

In der Vergangenheit konnten durch Impfungen viele Krankheiten eingeddmmt oder sogar
ausgerottet werden. Heutzutage entwickeln sich jedoch durch die zunehmende
Globalisierung neue Problemfelder. Neue oder wiederkehrende Krankheiten kénnen sich
dadurch in kurzester Zeit Gber grof3e Entfernungen auf dem ganzen Globus verteilen. Um die
Bevolkerung ausreichend zu schutzen, missen Impfstoffe schnell verflgbar sein. Dies
erfordert eine hohe Flexibilitat von den Impfstoffherstellern. Dartber hinaus steigt das
Bevolkerungsalter sukzessiv an. Es gibt immer mehr &ltere Menschen, die verstarkt auf
Impfungen angewiesen sind. Auf der anderen Seite steigen jedoch auch die Qualitats- und
Sicherheitsanforderungen fir Impfstoffe analog den Fortschritten aus Wissenschaft und
Technik. Um diesen quantitativen und qualitativen Anforderungen gerecht zu werden, hat
sich in Europa ein komplexes regulatorisches System und Standard der Qualitatssicherung
entwickelt. Diese Strategie dient letztendlich der Sicherheit des einzelnen Patienten und der

Gemeinschaft als Pravention vor einer Epidemie bzw. Pandemie.
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2. Zielstellung

Um eine permanent hohe Produktqualitdt zu gewahrleisten, werden Impfstoffe geman
international anerkannten GMP-Vorschriften hergestellt und gepruft. Durch Einhaltung der
Produktqualitat wird zudem der Patientensicherheit Rechnung getragen. In Bezug auf die
Bewertung von Kreuzkontaminationsrisiken, die aus einer ungeniigenden Reinigung von
Mehrweg-Produktionsanlagen  resultieren  konnen, wird gemdalR der Guideline
EMA/CHMP/CVMP/SWP/169430/2012 eine  Berucksichtigung der  toxikologischen

Eigenschaften bei der Grenzwertfestlegung (PDE-Konzept) gefordert.

Der GroRteil der zur Herstellung von Impfstoffen eingesetzten Substanzen verfiigt Gber keine
oder nur uber eine sehr geringe Toxizitat. Allerdings gibt es auch stark toxische Substanzen,
wie zum Beispiel chemische Agenzien zur Inaktivierung von Viren (sogenannte
Inaktivierungsmittel). Diese missen besonders  kritisch in  Bezug auf das
Kreuzkontaminationsrisiko betrachtet werden und sollen daher nachfolgend hinsichtlich der

Reinigungsvalidierung bei der Impfstoffherstellung untersucht werden.

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich in diesem Zusammenhang mit der Auswertung der
Offentlich verfugbaren Literatur zur toxikologischen Bewertung von Formaldehyd, Phenol
und Aziridin als Vireninaktivierungsmittel. Zunachst soll dementsprechend ein Uberblick zu
den geltenden regulatorischen Anforderungen gegeben und das Bewertungskonzept der fur
die Reinigungsvalidierung erforderlichen Kriterien zur Grenzwertfestlegung vorgestellt
werden. Es werden aktuelle Inaktivierungsmethoden und Inaktivierungsmittel, die fir die
Impfstoffherstellung eingesetzt werden, beschrieben. AnschlieBend sollen die drei
chemischen Inaktivierungsmittel Formaldehyd, Phenol und Aziridin in Bezug auf ihre
Toxizitat eingehend betrachtet werden. Daruber hinaus sollen die drei Inaktivierungsmittel

verglichen und in Hinblick auf das Kreuzkontaminationsrisiko beurteilt werden.
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3. Impfstoffherstellung und regulatorische Anforderungen

Die Herstellungsprozesse der Impfstoffe missen immer speziell auf den jeweiligen
Krankheitserreger angepasst werden, wodurch sich die Verfahren zum Teil stark
unterscheiden kénnen. Im Allgemeinen kann der Herstellungsprozess jedoch durch folgende

Schritte zusammengefasst werden (vgl. Abbildung 1).

Am Anfang steht der entsprechende Krankheitserreger bzw. ein Wirtsorganismus, welches
das entsprechende Antigen bilden kann. Durch Fermentation wird die Biomasse der
Mikroorganismen bis zur definierten Zielmenge vermehrt. AnschlieBend wird das Antigen
isoliert und aufgereinigt. Danach wird die Wirkkomponente mit Hilfsstoffen gemischt und
sterilfiltriert. Zuletzt wird die Impfstofflosung aseptisch in Spritzen oder kleine Flaschchen
abgefullt und verpackt. Durch eine erfolgreiche Qualitatspriufung wird die Charge zum

Versand fur den Vertrieb schlieBlich freigegeben.

HERSTELLUNG AKTIVER
VERMISCHUNG/ -
AUSGANGSMATERIAL SUBSTANZEN (ANTIGENE) FORMULIERUNG ABFULLUNG
Einige roniup oy
ALLE KOMPONENTEN HERSTELLUNG ENDMISCHUNG ASEPTISCHES ABFULLEN
- Herstellung - Mischung aktiver Substanzen, in einzelne Behaltnisse wie Spritzen
- Aufreinigung Hilfsstoffe etc. und Flaschchen
- Adsorption (Ausnahme Polio) - Sterilfiltration - Inspektion

ALL KOMPONENTS PRODUCTION OF FINAL BULK - Endkontrolle und Etikettierung
- M ASEPTIC FILLING
auxiliary materials etc. n individual containers such as

- Production

Abbildung 1: allgemeiner Herstellungsprozess von Impfstoffen [URL 1]

Die Herstellung von Impfstoffen unterliegt einem komplexen und sehr strengen Netz aus
Gesetzen und Regularien, wie dem deutschen Arzneimittelgesetz und internationalen
Regelungen der EU. Die Sicherheit von Impfstoffen wird dabei durch verschiedene
Prifebenen gewdhrleistet. Die erste Prifebene ist das Zulassungsverfahren. In Deutschland
sind gemél dem Arzneimittelgesetz (AMG) das Bundesgesundheitsamt und das Paul-Ehrlich-

Institut fur die Zulassung von Impfstoffen zustandig.
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Nach der Zulassung wird die Produktqualitdt durch die Einhaltung von GMP-Vorgaben
wahrend des Herstellungsprozesses sichergestellt. Die Regeln zum ,,Good Manufacturing
Practice” sind Bestandteil der Qualitatssicherung. Diese umfasst die Einhaltung der Vorgaben

und der Prifung der Qualitat gemaR den Zulassungsunterlagen [Richtlinie 2003/94/EG].

Ein wichtiger Bestandteil der GMP-konformen Impfstoff-Produktion ist die
Reinigungsvalidierung. Sie betrifft Anlagen, die zur Herstellung von mehr als einem Produkt
(multi use/Mehrweganlagen) eingesetzt werden. Im Fokus der Reinigungsvalidierung stehen

daher die produktberiihrenden Oberflachen von Mehrweganlagen (multi use).

In Deutschland ist die Validierung von Reinigungsverfahren gemaR der Arzneimittel- und
Wirkstoffherstellungs-Verordnung (AMWHYV, 86 Abs. 1) vorgeschrieben. Konkretere
Anforderungen an die Validierung von Reinigungsprozessen finden sich in EU-Richtlinien (z.B.
EU-GMP-Richtlinie 2003/94/EG oder EMA/CHMP/CVMP/SWP/169430/2012) und im EU-
GMP-Leitfaden (Anhang 15: Qualifizierung und Validierung).

Die Reinigungsvalidierung dient zur Verifizierung, dass mit einem definierten
Reinigungsverfahren ein reproduzierbares und akzeptiertes (spezifikationskonformes)
Reinigungsergebnis erzielt wird. Die Spezifikationen (Akzeptanzkriterien und Grenzwerte)
werden risikobasiert und anhand anerkannter Kriterien definiert und missen eine
Verringerung von Produkt- und Reinigungsmittelrtickstanden auf eine sichere Konzentration
im Sinne der Patientensicherheit widerspiegeln. Das Hauptrisiko bei einer ungenigenden
Reinigung wird durch die Verschleppung von potenziell gefahrlichen Produktresten (und
Reinigungsmittelriickstdnden) in eine andere Folgeproduktcharge verursacht. Dieser
Sachverhalt wird als Kreuzkontamination (im Sinne der Reinigungsvalidierung) bezeichnet.
Das Risiko einer potenziellen Kreuzkontamination muss fur jede Substanz bewertet werden,
welche mit den produktberihrenden Oberflachen der Produktionsanlagen in Beriihrung
kommt. [EU-GMP-Leitfaden, Anhang 15; URL 2]

Zur  Uberprifung  des  Reinigungserfolges und  zur  Beschrankung  des
Kreuzkontaminationsrisikos mussen Akzeptanzkriterien und Grenzwerte fur Produkt- und
Reinigungsmittelriickstdnde festgelegt werden. Dies erfolgt anhand anerkannter Kriterien.

Nachfolgend werden die vier wichtigsten Kriterien hierfir vorgestellt.
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a) ,,Optisch sauber*-Kriterium (visual clean)

Die Anlage muss nach der Reinigung einer optischen Kontrolle auf Sauberkeit unterzogen
werden. Durch Spiking-Studien wurden in der Vergangenheit empirisch Sichtbarkeitsgrenzen
ermittelt (z.B. weiRes Pulver auf Edelstahl = 400pg/100cm?). Dieser Wert definiert die
Konzentrationsgrenze, bei der eine Substanz noch visuell erfasst werden kann. Das visual
clean-Kriterium vernachléssigt allerdings den Einfluss der Chargengrofe, der Anlagenflache
und der toxischen Eigenschaften der Substanz. Dieses Kriterium darf daher nicht als
alleiniges Merkmal herangezogen werden, sondern muss immer durch weitere Kriterien

verifiziert werden. [URL 3; Hebenbrock et al, 2013]

b) 10 ppm-Kriterium
Das 10 ppm-Kriterium fordert, dass in dem Folgeprodukt maximal 10 ppm des Vorproduktes
enthalten sein dirfen. Ahnlich dem visual clean-Kriterium, werden bei diesem Ansatz die
toxikologischen Eigenschaften der Substanz nicht beriicksichtigt. Dieses Kriterium darf daher
aufgrund fehlender toxikologischer Daten nur in begriindeten Féllen als alleiniges Kriterium

angewendet werden.

c) 1/1000-Dosis-Kriterium

Dieses Kriterium betrachtet die therapeutische Wirksamkeit der Rickstdénde aus dem
Vorprodukt. Es besagt, dass nur 1/1000 der Tagesdosis des Vorproduktes in das
Folgeprodukt Ubertragen werden durfen. Der Faktor 1/1000 wurde von Fourman und Mullen
als Sicherheitsfaktor aufgrund der Annahme festgelegt, dass durch eine Verringerung der
therapeutischen Dosis auf 1/10 die meisten Arzneimittel ihre Wirksamkeit verlieren. Hinzu
kommt ein Faktor von 1/100, um Schwankungen durch die Reinigungsverfahren
auszugleichen. Das 1/1000-Dosis-Kriterium bertcksichtigt zwar die pharmakologischen
Effekte der Kontaminante (Vorprodukt), allerdings werden potenzielle adverse (toxische)

Effekte auch hier vernachl&ssigt. [Fourman und Mullen, 1993; Hebenbrock et al, 2013]

d) PDE-Kriterium

Das Portfolio der Kriterien zur Grenzwert-Ermittlung wurde 2012 gemaR
EMA/CHMP/CVMP/SWP/169430/2012 offiziell um ein Toxikologie-basiertes Kriterium
erweitert (ehemals ADE, accepted daily exposure). Der sogenannte ,permitted daily

exposure” (PDE) -Ansatz ermittelt die Dosis einer Substanz bei lebenslanger Exposition, zu
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der keine unerwiinschten Effekte auftreten. Der PDE-Wert basiert auf einer Referenzdosis,
idealerweise der NOAEL (no observed adverse effect level), aus einer entsprechenden
toxikologischen Studie. Die Referenzdosis gibt Auskunft Gber einen toxischen Endpunkt, der
bei einer bestimmten Spezies und mithilfe einer bestimmten Applikationsart durch eine
spezielle Konzentration beobachtet wurde. Die Studien, aus denen solche Dosis-Daten
hervorgehen, stammen fast ausnahmslos aus Tierversuchen. Da allerdings der Mensch als
priméres Schutzziel im Vordergrund steht, werden Korrektur- und Sicherheitsfaktoren

(Tabelle 1) angewendet, um eine Ubertragung auf den Menschen zu ermdglichen.

Referenzdosis * Gewichtkorrektur

PDE = F1+F2xF3+ F4+F5

Tabelle 1: Sicherheitsfaktoren zur Anpassung der Datenbasis

F1 interspezifische Unterschiede
F2 intraspezifische Schwankungen
F3 Behandlungsdauer

F4  Schwere des Effektes

F5 Korrektur, wenn Referenzdosis nicht NOAEL

Der PDE-Wert kann ausschlie3lich fir Substanzen angewendet werden, bei denen der
gesundheitsschadliche Effekt erst ab einer bestimmten Dosis (Schwellenwert) eintritt. Dies
trifft zwar fur den Grol3teil der betreffenden Substanzen zu, allerdings nicht fur alle, wie z.B.
genotoxische und sensibilisierende Substanzen. Fir genotoxische Stoffe kann gemal’ der
EMA-Guideline ,,Limits of Genotoxic Impurities* [EMEA/CHMP/QWP/251344/2006] auf das
TTC-Konzept zurtickgegriffen werden, welches einen Grenzwert von 1,5 pg/Person/Tag in
diesem Fall vorgibt. Diese Dosis gilt als toxikologisch unbedenkliche Menge, wobei eine
Erhohung des Krebsrisikos um <1 akzeptiert wird. Dies entspricht einem zusatzlichen
Krebsfall auf 100000 Menschenleben.

Die Betrachtung der einzelnen Kriterien fur die Festlegung der Grenzwerte fir
Produktriickstdnde hat gezeigt, dass kein Kriterium alle potenziellen Risiken abdecken kann.
Da kein universelles Kriterium zur Verfligung steht, werden zur Grenzwertfestlegung
mehrere Grenzwerte entsprechend verschiedener Kriterien berechnet. Diese werden
anschlieBend miteinander verglichen und der kleinste (strengste) Grenzwert ist als finaler

Grenzwert zur Reinigungsvalidierung anzuwenden.
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Der Trend in den letzten Jahren im Bereich Reinigungsvalidierung zeigt eindeutig, dass die
Bewertung der toxikologischen Effekte von potenziellen Kreuzkontaminations-Substanzen
immer starker in den Fokus rickt. Dies erfordert eine umfangreiche toxikologische

Betrachtung der betroffenen Substanzen.
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4. Biologische Grundlagen

4.1 Viren

Viren bestehen hauptsachlich aus Nukleinsauren (Abbildung 2), auf dem die Informationen
zur eigenen Replikation und zur Reproduktion der Virion-Form gespeichert sind. Das Viren-
Genom wird durch eine Proteinschicht, dem Kapsid, vor Umwelteinfllissen geschitzt.
Daruber hinaus bilden einige Viren eine zusatzliche Lipiddoppelschicht mit

Membranproteinen (Virushulle) um das Kapsid aus.

Viral Structure

Capsid (protein sheath) Envelope
\ protein

Bacteriophage Tobacco Human
mosaic virus  immunodeficiency
(TMV) virus (HIV)

Abbildung 2: schematischer Aufbau von Viren [URL28]

Viren kdonnen weder Stoffwechsel betreiben noch sich selbststédndig replizieren. Zur
Vermehrung (Abbildung 3) missen sie sich daher immer einer Wirtszelle beméchtigen. Je
nach Beschaffenheit der Oberflachenproteine kann das Virion auf der Membranoberflache
von Wirtszellen adsorbiert werden. AnschlieBend erfolgt die Aufnahme des Virus-Partikels
durch Endozytose (Eukaryoten) oder durch Injektion (Prokaryoten). In der Wirtszelle werden
zunéchst die Virenhille und das Kapsid entfernt (Uncoating) und das Viren-Genom
freigesetzt. Danach wird mithilfe des Syntheseapparates der Wirtszelle neue Virionen
gebildet. Zuletzt wird das fertige Virion durch Sezernierung oder durch Zelllyse an die

Umgebung abgegeben und kann wiederum andere Zellen oder andere Organismen befallen.

Dartiber hinaus gibt es auch temperente Viren, wie z. B. Herpesviren oder HIV. Hierbei
werden die freigesetzten viralen Nukleinsduren in das Zell-Genom eingebaut und kdnnen

dadurch immer wieder zum Ausbruch der Virusinfektion fihren.
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| hd '—Virion

Nucleus

Transcription
Splicing

Ribosomes

Golgi
Apparatus

Abbildung 3: Replikation von Viren [URL 4]

Im Korper werden Virionen aufgrund der korperfremden Oberflachenproteine erkannt
(Antigen) und es werden T-Zellen und spezifische Antikérper zur Abwehr gebildet.
Wéhrenddessen werden auch Gedachtniszellen erzeugt, die das Immunsystem fir einen
bestimmten Zeitraum gegentiber dem Erreger sensibilisieren (Immunisierung). Auf diesen
Schutzmechanismus basieren alle Impfungen. Durch eine Impfung werden dem Patienten

gezielt Antikorper (passive Impfung) oder Antigene (aktive Impfung) verabreicht.

4.2 passive Impfung

Bei einer passiven Impfung wird der Impfschutz tber die Aufnahme von spezifischen
Antikbrpern aus bereits immunisierten Menschen oder Tieren gewahrleistet
(,Leithimmunitat®). Der Vorteil ist, dass die Immunisierung des Patienten unmittelbar
einsetzt. Die verabreichten Antikdrper werden allerdings als korperfremde Substanzen
erkannt und entsprechend abgebaut, sodass die Schutzwirkung zeitlich begrenzt ist. Die
passive Impfung wird daher vorwiegend bei Patienten, die sich bereits infiziert haben oder

ein geschwéchtes Immunsystem besitzen, angewendet. [Oethinger, 2000]
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4.3 aktive Impfung

Bei der aktiven Impfung basiert der Impfschutz auf korpereigenen Antikorpern. Diese
werden direkt im Korper im Rahmen der Immunreaktion auf ein verabreichtes Antigen
gebildet. Das Immunsystem erkennt das Antigen als vermeintlichen Krankheitserreger und
bildet im Rahmen der Abwehrreaktion Antikdrper und spezialisierte T-Helferzellen. Diese
fuhren zu einem lang anhaltenden Impfschutz gegen den jeweiligen Erreger (je nach Erreger
und Impfstoff einige Jahre bis lebenslang). Diese Impf-Form kann jedoch nur angewendet,
wenn der Patient Uber ein reaktionsféahiges Immunsystem verfligt. Aktive Impfungen kdnnen
entweder mit attenuierten (abgeschwéachte) Lebendimpfstoffen oder Totimpfstoffen
durchgefuhrt werden (Abbildung 4). [Oethinger, 2000]

Reassortierung Lebendim pfstoffe

oder Faverss
Genetik =
O V)
Kultivisrung @ -
Elern ode
;m::lr:w ' ' 5-%% Abgeschwhchte,

Influenzavirus

avirulente Viren

Klonierung der
Influenzagens
filr HEmnagghutinim (HA) Totimpfstoffe
und Neuraminidase (NA) Rekombinants .
Expresiion \
7~ o 4 N
[
i
Reinigung Spaltung Abgetotets Viren
(Ganzpartikel-,
Vel virusimplistolf)
& & 4
{L: ‘ﬁ't‘ Ve, -
w *"
DHA-Vakzing mANA-Vakzine  Proteinimpfstoff aus Tellpartikelimpfstoff

Oberflichenartiganen (HA wnd NA) (Spalteirusimpfstoff)
{Untereinheitenimpistaif)
Nachste Generation Meue und konventionelle Produktion

Abbildung 4: Impfstoffarten [Wochner und Roos, 2014]

4.3.1 Lebendimpfstoffe

Lebendimpfstoffe enthalten einen abgeschwéchten (attenuierten) aber noch geringfigig
vermehrungsfahigen Erreger. Im Korper verursachen diese dann eine Immunantwort und
fuhren damit zur Immunisierung. Zu einem Ausbruch der Erkrankung kommt es dabei nur
sehr selten. Durch die hohe Ahnlichkeit des attenuierten Lebendimpfstoffes mit dem
eigentlichen Erreger erzeugen diese Impfstoffe in der Regel den wirksamsten Impfschutz.
Allerdings besteht bei der Immunisierung mit attenuierten Lebendimpfstoffen im Gegensatz

zu Totimpfstoffen immer ein geringes Restrisiko, dass die Krankheit doch ausbricht. Die
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Attenuierung erfolgt meist durch Infektion von artfremden Zellkulturen, embryonierten
Huhnereiern oder Versuchstieren mit dem jeweiligen Erreger. Durch die Anpassung an die
neue Wirtsspezies verringert sich die Pathogenitdt des Erregers gegeniber der
urspriinglichen Wirtspezies. Des Weiteren konnen apathogene Erreger auch durch
Kultivierung des Erregers bei niedrigen Temperaturen (Kélteanpassung, um eine
Vermehrung bei Korpertemperatur zu verhindern) oder durch molekulargenetische
Methoden (z.B. chiméare Viren) erzeugt werden. Zudem kann in einigen Féllen auf natirliche
apathogene Varianten des Erregers zur Durchfiihrung der Immunisierung zuriickgegriffen

werden (Tabelle 2). [Oethinger, 2000; URL 5]

Tabelle 2: einige Beispiele fir Lebendimpfstoffe [URL 5]

attenuierter Erreger  verwandter Erreger

e Masern e Pocken

e Mumps e Rotavirus
e Roteln

o Gelbfieber

e Lebend-Influenza

4.3.2 Totimpfstoffe

Als Totimpfstoffe bezeichnet man Impfstoffe aus nicht vermehrungsfédhigen Erregern.

Hierbei werden abgetottete Erreger, Erregerbestandteile oder deren Toxine eingesetzt.

a) Toxoid-Impfstoff

Im Fall von Tetanus und Diphterie verursachen nicht die Keime, sondern deren Toxine den
Ausbruch einer Erkrankung. Die chemisch inaktivierten (mittels Formalin) und aufgereinigten
Toxine (Toxoid) werden hierbei zur Prophylaxe-Behandlung eingesetzt. Bei dieser Impfstoff-
Form wird anstelle einer Abwehrreaktion gegen einen Erreger die Neutralisation des Toxins
stimuliert. Toxoid-Impfstoffe besitzen ein geringeres Risiko flr Nebenwirkungen oder fur
den Krankheitsausbruch als andere Impfstoff-Formen und erzeugen allerdings auch nur eine
geringere Immunogenitat. Daher sind flr diese Impfstoffe Wiederholungsimpfungen sowie

die Zugabe von Adjuvantien unerlasslich. [Oethinger, 2000; URL 6]

b) Subunit-Impfstoff

Zur Herstellung von Subunit-Impfstoffen wird die Erregeroberflache vollstandig zerstort und

nur spezifische Komponenten (meist Glyco-, Proteine, Proteoglykane oder Polysaccharide)
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des Erregers zur Immunisierung verwendet. Diese kdnnen alternativ auch rekombinant oder
synthetisch erzeugt werden. Subunit-Impfstoffe besitzen im Vergleich zu Toxoid-Impfstoffe
ein ahnliches geringeres Risiko fir Nebenwirkungen oder fir den Krankheitsausbruch und
erzeugen entsprechend auch nur eine geringere Immunogenitat. Daher sind fir diese
Impfstoffe ebenfalls Wiederholungsimpfungen sowie die Zugabe von Adjuvantien
erforderlich. Beispiele fir Subunit-Impfstoffe sind das Hamagglutinin (H) und die
Neuraminidase (N) aus dem Influenza-Virus oder das Oberflachen (Surface, S) -Antigen aus
dem Hepatitis-B-Virus. [Oethinger, 2000; URL 5; URL 6; URL 7]

c) Spaltimpfstoff

Die Oberflache des Erregers wird hierbei mit Detergentien oder starken organischen
Losungsmittels zerstort. Dabei wird der Erreger gespalten und es entstehen groRere
Fragmente des Erregers, die zur Immunisierung eingesetzt werden. Im Vergleich zu Subunit-
Impfstoffen werden die Antigene (Erregerfragmente) weniger stark aufgereinigt.
Dementsprechend weisen Spaltimpfstoffe eine héhere immunogene Wirksamkeit auf, sind

jedoch auch weniger vertraglich. [Becker, 2011]

d) inaktivierter Ganzpartikelimpfstoff/Vollimpfstoff

Der Erreger wird hierbei mithilfe von Inaktivierungsmitteln chemisch abgetotet
(vermehrungsunfahig), wobei die Immunogenitét jedoch erhalten bleiben muss. Im Vergleich
zu einem Lebendimpfstoff wird das Immunsystem durch einen inaktivierten Vollimpfstoff
weitaus weniger angeregt. Daher werden Adjuvantien den inaktivierten Vollimpfstoffen zur
Stimulation des Immunsystems beigesetzt. Um einen umfangreichen Impfschutz zu erhalten,
werden diese Impfstoffe zudem in bestimmten Zeitintervallen mehrmalig verabreicht.
Inaktivierte Vollimpfstoffe sind zum Beispiel: FSME, konventionelle Pertussisvakzine, Polio-,
Hepatitis A- und Tollwut-Impfstoffe. [Oethinger, 2000; URL 6; URL 7]

Zur Herstellung von Spaltimpfstoffen oder inaktivierten Vollimpfstoffen ist die Anwendung
von geeigneten Inaktivierungsmethoden erforderlich. Im nachfolgenden Kapitel werden die

aktuellen Inaktivierungsmethoden vorgestellt.
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5. Inaktivierungsmethoden fur Viren

Im Rahmen einer Desinfektion oder Sterilisation werden zelluldare Mikroorganismen
(Bakterien, Archae, Pilze, Algen und Protozoen) dezimiert bzw. zerstort. Da Viren allerdings
keine zelluldaren Strukturen besitzen und zumeist auch nicht zu den Lebewesen gezahlt
werden, wurde ein umfassenderer Begriff eingefuhrt, die Inaktivierung. GemaR CEN-Norm
12740 ist die Inaktivierung als praktisch vollstdndige Zerstorung der biologischen Aktivitaten
von Mikroorganismen und biologischen Agenzien deklariert. Durch Inaktivierung verlieren
Viren ihre Infektiositat und damit ihre Gefahrlichkeit flir den Menschen. Es gibt grundsatzlich
3 Wege Viren zu inaktivieren: durch Hitzeeinwirkung, durch UV-Strahlung und durch Einsatz
chemischer Agenzien (Viruzide). In der Praxis werden Inaktivierungsmethoden zum Teil auch
miteinander kombiniert, um einen besseren Wirkungsgrad (Inaktivierung und/oder

Impfschutz) zu erzielen.

5.1 Inaktivierung mit Hitze

Die Hitzeinaktivierung erfolgt in der Regel bei mind. 60°C und fiir mind. 10 min. Je nach
Virusstamm kann die Resistenz gegenuber Hitzeeinwirkung stark schwanken. So sind zum
Beispiel behillte Viren hitzeempfindlicher als unbehillte Viren. Bereits durch geringe
Hitzeeinwirkungen werden die proteinhaltigen Rezeptor-Bindungsstellen auf der Viren-Hulle
inaktiviert und das darunterliegende Viruskapsid geschadigt. Damit ist der Virus nicht mehr
in der Lage an Wirtszellen zu binden und diesen zu schadigen (vgl. Kapitel 4.1 Abbildung 3).
Bei hoheren Temperaturen denaturieren die viralen Kapsidproteine und die Tertiarstruktur
der Viren-DNA bzw. -RNA wird schlieBlich zerstort. Eine individuelle Anpassung der
Inaktivierungsdauer und -temperatur an den jeweiligen Virus ist daher unerlasslich. [Bozkurt

et al, 2014; Schwebke et al, 2017]

5.2 Inaktivierung mit Strahlung

Viren sind sehr empfindlich gegeniiber Strahlung und kdnnen daher auch mit UV- oder y-
Strahlen inaktiviert werden. Bei diesen Inaktivierungsmethoden muissen unter anderem die
Intensitat der Strahlung, die Bestrahlungsdauer, die Materialtiefe und die Temperatur auf
den jeweiligen Virus abgestimmt werden. Dennoch kdnnen nicht alle Virenstamme mit UV-
oder y-Strahlung inaktiviert werden, da auch hier speziesspezifische Strahlungsresistenzen

vorliegen. Im Vergleich zu Impfstoffen mit chemischer Inaktivierung der Viren, kann mittels
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UV- oder y-Strahlung basierten Inaktivierungsmethoden allerdings ein langerer Impfschutz
erzielt werden. [Mahdy et al, 2015; URL 8]

5.3 Inaktivierung mit chemischen Agenzien

Mit Hilfe von viruziden Agenzien kénnen Oberflachenproteine des Virus denaturiert, Lipide
aus der Virushulle entfernt oder direkt die Nukleinsauren angegriffen werden. Es ist eine
Vielzahl an Viruziden bekannt, welche zur chemischen Inaktivierung von Viren eingesetzt
werden: Glutaraldehyd, Psorale, Glyoxal, Glutardialdehyd, Ethanol, n-Propanol, Isopropanol,
Metalle/-salze, quartéarnere Ammoniumverbindungen (QAV), kationische Tenside,
Amphotenside, Glucoprotamin, lod und lodophore, Chlor/-verbindungen, Basen, Sauren,
Peressigsaure, H,O, sowie Aktivsauerstoff freisetzende Verbindungen. Zur Herstellung von
Impfstoffen werden jedoch am haufigsten Formaldehyd, Phenol und Aziridin als chemische
Inaktivierungsmittel verwendet. Diese drei Substanzen werden nachfolgend im Rahmen der
Impfstoffherstellung eingehender beschrieben. [Rheinbaben und Wolf, 2002; URL 9; Russell
etal, 1999]

5.3.1 Inaktivierung mit Formaldehyd

Der Einsatz von Formaldehyd zur Virusinaktivierung wurde bereits 1923 durch Glenny und
Hopkins und 1924 von Ramon zur Herstellung von Toxoiden aus Diphteria und des Tetanus-
Toxins beschrieben. Formaldehyd ist eine sehr reaktive Substanz, die DNA- und auch Protein-
Molekule vernetzt und dadurch cytotoxisch wirkt. [Glenny und Hopkins, 1923; Ramon, 1924;
Szende et al, 2010; BfR Stellungnahme Nr. 023/2006]

Wéhrend der Inaktivierung reagiert Formaldehyd jedoch auch mit den Proteinen der Viren-
Hulle (Antigene). Durch Zerstorung der Antigene wird die Impfwirkung unter anderem gegen
Polioviren [Gard und Lycke, 1957; Nathanson und Langmuir, 1963; Ferguson et al, 1993],
Herpesviren [Duque et al, 1989], Newcastle-Disease-Viren [King, 1991], Influenza-Viren
[King, 1991], Rift Valley Fever Viren [Blackburn und Besselaar, 1991] oder Maul- und Klauen-
Viren [Moosbrugger, 1948; Wesslen und Dinter, 1957; Nair und Sen, 1992] stark
beeintrachtigt.

Des Weiteren ist bei der Verwendung von Formaldehyd zu beachten, dass aufgrund der

toxischen Wirkung des Stoffes auf Menschen und Tiere gemald Ph. Eur. maximal 0,2 g/L
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(Humanprodukte) bzw. 0,5 g/L (Veterindrprodukte) im Impfstoff-Endprodukt enthalten sein

dirfen.

5.3.2 Inaktivierung mit Phenol

Die viruzide Wirkung von Phenol ist ebenfalls bereits seit dem 20. Jahrhundert bekannt.
Diese Substanz greift die OH-Gruppen der Virushille an. Dementsprechend wirkt sie

besonders effektiv gegen behllte (lipophile) Viren. [Rheinbaben und Wolf, 2002]

Die Virus-Inaktivierung mit Hilfe von phenolhaltigen Detergentien wird durch ein saures
Milieu und durch erhéhte Temperatur begunstigt. Weiterhin kann die viruzide Wirkung
durch Zugabe von Alkoholen weiter erhdht werden (z.B. Kombination von Phenylphenol und
Propanol). In Gegenwart von organischen Verunreinigungen verringert sich jedoch die
Wirksamkeit von Phenol in Bezug auf die Inaktivierung von Viren. [URL 10; Rheinbaben und
Wolf, 2002]

In der europdischen Pharmakopte ist fur das Endprodukt eine maximale Phenol-
Konzentration von 2,5 g/L in Impfstoffen fir Humangebrauch und 5 g/L fur

Veterinarprodukte erlaubt.

5.3.3 Inaktivierung mit Aziridin (Ethylenimin)

Aziridin-Verbindungen wurden im Zuge der ,,Formaldehyd-Krise* Mitte des 20. Jahrhunderts
(vgl. Kapitel 5.3.1) als potente Viruzide entdeckt. Zum Einsatz kamen diese als
Inaktivierungsmittel 1947 bei Influenza-Impfstoffen [Rose und Gellhorn, 1947] und bei
Impfstoffen gegen den Maul- und Klauen-Virus 1963 [Brown et al, 1963]. Einige Zeit spater
wurde die Inaktivierung mithilfe von Aziridin-Verbindungen bei der Herstellung von
Impfstoffen als US-Patente eingetragen: N-Acetyl-Ethylenimin 1967 [Melvin und Pryce, 1967]
und Ethylethylenimin 1972 [Bauer et al, 1972].

Der Wirkmechanismus von Aziridin zur Inaktivierung von Viren beruht auf der starken
Reaktivitat dieser Verbindung. Es kommt zu Alkylierungsreaktionen der Nukleinsduren und
der (Oberflachen-) Proteine, wodurch der Virus unschadlich gemacht wird [Kdsermann et al,
2001].
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Brown hat 2001 zudem eine Erhdhung der Inaktivierungsrate durch die Verwendung des
Aziridin-Dimer, -Trimer und -Tetramer berichtet. Mit steigendem Molekulargewicht der
Aziridin-Verbindung verringerte sich jedoch die Membrangéngigkeit, wodurch die reale
Reaktionsgeschwindigkeit sank. Demzufolge wird bis heute vorwiegend das Aziridin-
Monomer bzw. binares Aziridin (BEI) fur Inaktivierungszwecke eingesetzt. Des Weiteren
wurde durch Brown (2001) festgestellt, dass mit steigender Temperatur die
Inaktivierungsgeschwindigkeit steigt. Er fuhrt diesen Effekt auf die erhdhte Durchlassigkeit

der Virus-Membran bei héheren Temperaturen zurck.
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6. Betrachtung von Formaldehyd

Formaldehyd ist eine sehr weitverbreitete Chemikalie, die unter anderem in Kunstharzen
und Kunststoffen, Wasch- und Reinigungsprodukte, Kosmetika, Korperpflegeprodukte sowie
in Desinfektions-, Sterilisations- und Konservierungsmittel enthalten ist. Ein weiterer
Expositionsweg erfolgt Uber das Einatmen von formaldehydhaltigem Rauch aus
Verbrennungsprozessen, wie z.B. Zigarettenrauch oder Abgasen von KFZ und Flugzeugen.
Daruber hinaus verfligt der Mensch auch Uber endogenes Formaldehyd, welches durch
Stoffwechselreaktionen gebildet und auch durch kdrpereigene Reaktionen abgebaut werden
kann. [URL 11; URL 12; Marquardt et al, 2013]

Das breite Anwendungsspektrum von Formaldehyd und die damit verbundene permanente
Freisetzung in die Umwelt fuhren schliel3lich zu einer erhdhten Wahrscheinlichkeit, mit
dieser Substanz bereits durch die Umwelt exponiert zu werden. Messungen ergaben
160 mg/m? in Ballungszentren und 0,1mg/m?® in maritimen Reinluftgebieten [Marquardt et

al, 2013]. Im Regenwasser konnte ebenfalls Formaldehyd (0,174 mg/L) nachgewiesen

werden.
Formald /O
IUPAC: o H—”
e N
y H
CAS-Nr.: 50-00-0
Moleklformel: HCHO

weitere Bezeichnungen: Methanal, Methylaldehyd, Oxomethan, Formylhydrat,
Ameisensaure-aldehyd, Ameisenaldehyd, Formol, Formalin (30-
50%ige wassrige Losung)

Gemall CLP-Verordnung EC/1272/2008 Annex VI wurde Formaldehyd als &tzend,
gesundheitsgefahrdend und akut toxisch Klassifiziert und muss mit folgenden

Gefahrenpiktogrammen gekennzeichnet werden:

GHSO05 GHSO08 GHS06
atzend Gesundheitsgefahr akut toxisch
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Zur Konkretisierung des Gefahrenpotenzials wurden folgende H-Satze (hazard) und
Gefahrenkategorien in der Verordnung (EG) 1272/2008 (CLP) fur diese Substanz deklariert
[URL 11]:

H301 Giftig bei Verschlucken Kat. 3*
H311 Giftig bei Hautkontakt Kat. 3
H331 Giftig bei Einatmen Kat. 3
H314 Verursacht schwere Veratzungen der Haut und schwere Augenschaden Kat. 1B
H318 Verursacht schwere Augenschaden Kat. 1
H317 Kann allergische Hautreaktionen verursachen Kat. 1
H341 Kann vermutlich genetische Defekte verursachen Kat. 2
H350 Kann Krebs erzeugen Kat. 1B

*Anmerkung: je kleiner die Kategorie, desto héher ist das Gefahrenpotenzial

6.1 physikalisch chemische Eigenschaften

Die physikochemischen Eigenschaften haben einen starken Einfluss auf die Exposition und
die Wirkungsweise von Formaldehyd. Um das Verhalten und die Geféhrlichkeit der Substanz
sicher einschatzen zu konnen, mussen diese daher bertcksichtigt werden. In der
nachfolgenden Tabelle 3 sind die chemisch-physikalischen Eigenschaften von Formaldehyd

zusammengefasst.

Tabelle 3: chemisch-physikalische Eigenschaften von Formaldehyd [URL 11]

Parameter Eigenschaften Bedingungen
Aggregatzustand gasformig (71%), flissig (29%) 20°C, 1013 hPa
Geruch stechend n/a

Farbe farbloses Gas n/a

Molare Masse 30,03 g/mol n/a
Schmelztemperatur -118 bis -92 °C 101,325 kPa
Siedetemperatur -21 bis-19°C 101,325 kPa
Loslichkeit 550 g/L in Wasser 20°C

Dichte * 1,069-1,12 g/cm3 20°C
Viskositat * 2,083-2,835 mPa s 20°C

* fur 30,19-40,08%ige Formaldehyd-Losung

Aufgrund der niedrigen Schmelz- und Siedetemperatur ist Formaldehyd unter
Normalbedingungen ein stechend riechendes farbloses Gas. Das Gas lost sich bei
Raumtemperatur jedoch leicht in Wasser. Eine Aufnahme von geléstem Formaldehyd als

Verunreinigung im flissigen Impfstoff ist daher prinzipiell moglich.

Das Haupt-Reinigungsmittel in der pharmazeutischen Impfstoffherstellung ist reines Wasser

(WFI), wodurch eine hohe Reinigungsleistung fur Formaldehyd zu erwarten ist. Des Weiteren
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kann Formaldehyd in einer wassrigen Losung durch Hydrierungsreaktionen zu Methandiol
(CH2(OH),) bzw. zu einem Gemisch aus Oligo(oxymethylen)glycolen reagieren [URL 13].
Dadurch wirde sich die Konzentration von reaktivem Formaldehyd zusatzlich verringern.

[Marquardt et al, 2013; URL12]

Da reiner Formaldehyd wunter Normalbedingungen gasformig ist, werden als
Inaktivierungsmittel wassrige Losungen eingesetzt. Die Dichte und die Viskositat einer 30,19-
40,08%igen Formaldehyd-Lésung (Formalin) liegen bei 20°C nur geringfugig Gber der des
Wassers. Ein grolRer Dichte- oder Viskositatsunterschied zwischen Verunreinigung und
Reinigungsmittel (Wasser) wirde den Reinigungserfolg beeintréchtigen. Bei der Reinigung
von Formaldehyd mit Wasser kann somit eine optimale Reinigungswirkung prognostiziert

werden.

Eine Anreicherung von Formaldehyd durch Adsorption an lyophile Impfstoffkomponenten ist
aufgrund des hydrophilen Charakters der Substanz unwahrscheinlich. Dementsprechend ist

eine Akkumulation der Verbindung im menschlichen Gewebe auch nicht zu erwarten.

Bei der Auswahl eines geeigneten Reinigungsmittels mussen gefahrliche Reaktionen
berlcksichtigt werden. In Gegenwart der folgenden Substanzen kann es zu solchen
Reaktionen mit Formaldehyd kommen [URL14; URL12]: starken Oxidationsmitteln,
Kaliumpermanganat, Magnesiumcarbonat, Natriumhydroxid, Perchlorsaure, Anilin,
Salzsaure,  Salpetersédure,  Wasserstoffperoxid, Nitromethan, Perameisensaure,

Peressigsaure, Phenol und Stickstoffdioxid (180°C).

Die Produktionsprozesse zur Impfstoffherstellung und die anschlielende Reinigung von
produktberiihrenden Anlagenteilen finden in der Regel bei Temperaturen <100°C statt. Ab
ca. 60°C kann es zu einer Polymerisationsreaktion von Formaldehyd zu schwerléslichem
Paraformaldehyd kommen [Kiernan, 2000]. Daher ist zu empfehlen, die Reinigungsprozesse

fur Formaldehyd bei <60°C durchzufihren.

6.2 toxikologische Eigenschaften

Um Kenntnisse uber die toxikologischen Eigenschaften einer Substanz zu erhalten, wurde auf
international anerkannte Testsysteme zur Toxizitdt im Rahmen der Sicherheitsprifung von

Chemikalien gemalR OECD-Richtlinien (,,section 4: health effects (toxcity)“) zurtickgegriffen
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[URL15]. Diese sind gemél} Verordnung (EG) Nr. 440/2008 S. 141-443 ,Messverfahren fir
Humantoxikologie* fur die REACH-Registrierung erforderlich. Die Art und der Umfang der
geforderten Toxizitats-Tests sind abhangig von der Produktionsmenge. Da in Europa mind.
1000000 t/a Formaldehyd hergestellt bzw. importiert werden, liegen fir Formaldehyd
bereits sehr umfangreiche Studien zur Beurteilung seiner toxischen Eigenschaften vor.
[URL16]

a) Toxikokinetik

Im Rahmen der Toxikokinetik werden die Aufnahme, die Verteilung, der Metabolismus und

die Elimination der Substanz betrachtet (ADME-Prinzip).
Aufnahme

Die Aufnahme von Formaldehyd als Verunreinigung in Impfstoffen erfolgt immer
entsprechend der Applikationsform des Impfstoffes. Der Grofteil der Impfstoffe wird
intramuskular verabreicht, wodurch eine Bioverfugbarkeit von bis zu 100% im Kdorper

erreicht werden kann.

Nach akzidenteller Einnahme (oral) von ca. 45 mL einer 37%igen wassrigen Formaldehyd-
Losung traten bei der betroffenen Person schwere Verbrennungen und oberflachliche
Ulzerationen des Magens auf [Kochhar et al., 1986]. Pandey et al untersuchten 2000 die
Wirkung von Formaldehyd auf den menschlichen Kérper noch eingehender. Sie beschrieben,
dass eine Formaldehyd-Aufnahme beim Menschen zu Leber- und Nierenschéden fihren
kann. Diese kdnnen Gelbsucht, Albuminurie, Hamaturie und Anurie, Azidose und Krampfe
oder eine Depression des Zentralnervensystems auslosen. SchlieBlich kommt es durch Herz-
Kreislauf-Versagen zur Bewusstlosigkeit bzw. zum Tod des Betroffenen. Die tddliche Dosis

beim Menschen betragt etwa 60 bis 90 mL Formalin.

Fur eine intramuskulare Aufnahme von Formaldehyd sind daher ebenfalls reizende bzw.
atzende Wirkungen an der Kontaktstelle und vergleichbare systemische Effekte auf die Leber

und die Niere zu erwarten.

Verteilung

Sofern die aufgenommene Formaldehydmenge nicht bereits beim Kontakt mit organischem

Gewebe reagiert hat, wird es tber die Blutbahn zu allen Organen des Korpers transportiert.
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Metabolismus

Die hohe Reaktivitat von Formaldehyd flhrt zu unspezifischen Wechselwirkungen mit allen
Biomolekilen. Daher kommt es vorwiegend zur Ausbildung von lokalen Effekten.

Systemische Auswirkungen sind somit kaum zu erwarten.

Formaldehyd kann ebenso als endogener Metabolit im Korper gebildet werden, wie z.B. bei
der Demethylierung von N-, O- und S-Methylverbindungen aus Serin, Glycin, Methionin und
Cholin. Bei der Entgiftung von Methanol wird in der Leber mithilfe der Alkohol-
Dehydrogenase Methanol zu Formaldehyd umgewandelt. Formaldehyd ist dariiber hinaus
auch als Zwischenprodukt an der Biosynthese von Purinen, Thymidin und mehreren
Aminosauren beteiligt. Die durchschnittliche Konzentration von endogenem Formaldehyd im
Blut (ohne exogene Belastung) betragt 2,05-3,09 pg/g Blut im Menschen [Heck et al., 1985;
Casanova et al., 1988]. [URL12; Marquardt et al, 2013]

Bei der Reaktion von Formaldehyd (exogen und endogen) mit Proteinen (Abbildung 5) wird
ein Proteinaddukt (3) gebildet. Bei der Reaktion mit einem weiteren Protein werden beide
Proteine irreversibel Uber eine Methylenbricke (Crosslink) verbunden (4). Eine
Methylbrtucken-Bildung kann auch zwischen Proteinen und DNA-Molekilen stattfinden,

wodurch Protein-DNA-Crosslink-Molekdle (5) gebildet werden.

Die Entgiftung von endogenem bzw. exogenem Formaldehyd erfolgt mithilfe der
Formaldehyd-Dehydrogenase (FAD), wobei ein Glutathionmolekil (GSH) an Formaldehyd
bindet. In Gegenwart von NAD" wird das gebildete S-Hydroxymethylglutathion (6) durch FAD
zu Formylglutathion (7) umgewandelt. Durch Hydratisierung wird das GSH-Molekul wieder
frei und es entsteht Ameisensaure, welche schlieB8lich zu CO, und H,O oxidiert wird. Die
Umsetzung des toxischen Formaldehyds erfolgt im Vergleich zu der Formaldehyd-bildenden
Reaktion sehr schnell (<1 min), wodurch die Konzentration von Formaldehyd in den Zellen
moglichst gering gehalten wird. Dieser Entgiftungsmechanismus ist hoch konserviert und in
allen Gewebearten verfugbar, um unmittelbare Zellschaden durch endogen gebildetes

Formaldehyd zu vermeiden. [Marquardt et al, 2013; URL12]
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Abbildung 5: Biologische Reaktionen von Formaldehyd [Marquardt et al, 2013]

Formaldehyd wird vollstandig im Koérper umgesetzt. Als Reaktionsprodukte bleibt lediglich
Ameisensaure bzw. CO, Ubrig. Erstere wird vorwiegend Uber den Urin ausgeschieden, wobei

CO, mit der Ausatemluft eliminiert werden kann. [Marquardt et al, 2013; URL12]

Formaldehyd ist ein Allergen, welches Typ I- und Typ IV-Reaktionen hervorrufen kann. Der
Typ | (Soforttyp) auBert sich in einer unmittelbaren Urtikaria (Quaddelbildung) und wird
durch eine IgE-vermittelte Uberempfindlichkeitsreaktion ausgelost. Der Typ IV (Spattyp) ist
eine zellvermittelte Reaktion und filhrt zu einer verzogerten Uberempfindlichkeit.
[Marquardt et al, 2013; URL14]
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Bei sensibilisierten Personen konnten bereits ab ca. 3 pg/cm? Formaldehyd
Sensibilisierungsreaktionen beobachtet werden. Bei nicht-sensibilisierten Personen traten

erst ab ca. 37 pg/cm? erste Reaktionen auf. [URL12]

c) Toxizitat bei wiederholter Aufnahme

Die Verabreichung von Impfstoffen kann bzw. muss in einigen Fallen mehrmalig
durchgefuhrt werden, weshalb es auch zu einer wiederholten Aufnahme von potenziellen

formaldehydhaltigen Verunreinigungen kommen kann.

Bei wiederholter oraler Aufnahme von bis zu 109 mg/kg/d Formaldehyd bei Ratten wurden
vorwiegend lokale Lasionen ausgelOst [Til et al, 1989]. Bei inhalativer Applikation in Langzeit-

Ratten-Versuchen bildeten sich zuséatzlich auch polypdse Adenome aus [Gelbke et al, 2014].

Beim Menschen wurde in Abhangigkeit von der personlichen Empfindlichkeit bezlglich der
Sensibilisierung eine systemische Wirksamkeit ab 0,7 ppm (NOAEC) Formaldehyd
nachgewiesen [URL12].

d) Mutagenitat

Formaldehyd induziert genotoxische Effekte. So wurden in S&ugerzellen in vitro
Chromosomenabberationen beobachtet [Rosado et al, 2011]. Daruber hinaus bildet sich
DNA-Protein-Crosslink (DPC) bei > 0,3 pg/mL Formaldehyd in humanen Lymphozyten.
Allerdings koénnen bis 3 pg/mL DPC noch vor der Replikation repariert werden, sodass

hieraus noch keine Mutationen resultieren. [Marquardt et al, 2013]

In vivo wurden nach Inhalation von Formaldehyd im Gewebe der oberen Atemwege DPC und
DNA-Addukte (N2-Hydroxymethyl-dG-Addukt, Abbildung 6) bei Ratten und Affen gebildet.
[Luetal, 2011; Swenberg et al, 2011]
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N hydroxymethyl-dG N ®hydroxymethyl-dA NP CD,0H-dG Ne-CD,0OH-dA

Abbildung 6: Bildung von DNA-Addukten durch Formaldehyd [Swenberg et al, 2011]
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e) Karzinogenitat

Aufgrund der effektiven Entgiftungsmechanismen fiir endogen gebildeten Formaldehyd zeigt
eine Exposition von exogenem Formaldehyd im Niedrigdosis-Bereich keine karzinogenen
Wirkungen. Erst bei Uberschreitung einer Schwellendosis kommen karzinogene Wirkungen

zum Tragen.

Nach chronischer inhalativer Exposition gegentiber 10 ppm wurden in der Nasenhohle von
Ratten lokal Tumorinduktion beobachtet [Woutersen et al, 1989]. Allerdings bildeten sich
ausschlie3lich bei Tieren mit vorgeschadigter Nasenschleimhaut Tumore aus. Ratten ohne

Vorschadigung zeigten keine Tumorinzidenz.

Die tumorinduzierende Wirkung von Formaldehyd kann aus dem Zusammenspiel von
genotoxischen und zytotoxischen Effekten resultieren. Die Zytotoxizitdt von Formaldehyd
kann zur Apoptose (Zelltod) einer oder einiger Zellen fihren. Daraufhin sind die umliegenden
Zellen bestrebt, den Verlust der Zelle durch eigenes Wachstum und Vermehrung
auszugleichen. Da diese proliferierenden Zellen allerdings ebenfalls mit Formaldehyd
belastet sind, konnen dort die genotoxischen Eigenschaften von Formaldehyd im vollen
Umfang zum Tragen kommen. Durch Uberschreiten der spezifischen Schwellendosis, bei der
Reparaturmechanismen die genotoxischen Eigenschaften der Substanz nicht mehr
kompensieren konnen, kann es zur Mutation im Tumorsuppressorgen p53 kommen
(Tumorinitiation). Daran kann sich schliel3lich der weitere Prozess der Tumorbildung

anschlieRen.

Ein Zusammenhang zwischen Formaldehyd-Exposition und Leukéamie wird zwar vermutet,
konnte bisher jedoch noch nicht einwandfrei bewiesen werden. [Marquardt et al, 2013;
URL12]

Von der EU wurde Formaldehyd gemald CLP-Verordnung [EG 1272/2008] als
Humankanzerogen der Kategorie 1B im Juni 2014 eingestuft. Die Kategorie 1B umfasst
Substanzen, bei denen aufgrund von tierexperimentellen Daten und Erfahrungen am

Menschen, vermutet wird, dass die Substanz beim Menschen Krebs erzeugen kann. [URL17]
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f) Reproduktions- und Entwicklungstoxikologie

Durch Verabreichung von 100 mg/kg.bw konnte in einer Rattenstudie kein erhohtes
Auftreten von abnormen Spermienkdpfen beobachtet werden. Durch Konzentrationen, die
zu lokaler maternaler Toxizitat fuhrten, konnte ebenfalls keine Beeintrachtigung der

embryonalen und fotalen Entwicklung nachgewiesen werden. [URL12]

g) toxikologische Kenndaten

AbschlieRend werden einige wichtige toxikologische Kenndaten zu Formaldehyd
zusammengefasst (Tabelle 4). Diese experimentell aus Toxizitats-Studien ermittelten
Datensatze kdnnen als Basis zur Grenzwertableitung dienen. Die Auswahl eines geeigneten
Startwertes ist grundsatzlich abhéangig von: der Ziel-Spezies (zumeist der Mensch), dem

Expositionspfad und der Expositionsdauer bzw. -haufigkeit.

Tabelle 4: toxikologische Daten [URL11; Marquardt et al, 2013]

Parameter Eigenschaften Bedingungen
Akute Toxizitat
oral 460 - 832 mg/kg bw LDso Ratte
inhalativ 463 ppm LCso Ratte (4 h)
subcutan 420 mg/kg LDsp Ratte
intravends 87 mg/kg LDso Ratte
dermal 292 mg/kg LDsp Kaninchen
Toxizitat bei wiederholter Gabe
oral 10 - 25 mg/kg bw/day NOAEL Ratte
inhalativ 18mg/m? NOAEC Ratte
1 ppm NOAEC Affe

Unter Umstanden konnen sich auch bereits vorhandene Grenzwerte als Basis zur Ableitung
eines Grenzwertes eignen. Nachfolgend werden daher die derzeitig geltenden Grenz- und

Richtwerte flr Formaldehyd beschrieben:

Durch die Bundesanstalt fir Arbeitsschutz und Arbeitsmedizin wurde 2015 entsprechend
TRGS 900 (technische Regeln fur Gefahrstoffe) ein Arbeitsplatzgrenzwert (AGW) von
0,3 mL/m? bzw. 0,37 mg/m?® (0,3 ppm) fiir Formaldehyd in der Luft festgelegt. Als kritischste
Endpunkte wurden dabei die chronische Toxizitdt und die sensorische Wirkung
(Augenreizung) von Formaldehyd bertcksichtigt. [BAuA TRGS 900, 2015; DGUV IFA

Grenzwerteliste, 2017]
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Die Weltgesundheitsorganisation (WHO-Leitwert) empfiehlt eine Raumluftkonzentration von
Formaldehyd <100 pg/m°. Dies steht im Einklang mit der Beurteilung des
Bundesministeriums fiir Risikobewertung von 2006, welches ein ,,safe level“ von 0,1 mL/m?
(0,1 ppm bzw. 0,124 mg/m?®) firr Innenraumluft vorschlagt. [WHO Guidelines for indoor air
quality, 2010; URL17]

Gemall der Chemikalien-Verbotsverordnung (ChemVerbotsV) durfen in Deutschland
Holzwerkstoffe, bei denen die freigesetzte Formaldehyd-Menge zu einer Uberschreitung von
0,1 mL/m* (0,1 ppm bzw. 124 pg/m® in der Raumluft filhrt, nicht in Verkehr gebracht
werden. Das Gleiche gilt fur Wasch-, Reinigungs- und Pflegemittel, die mindestens 0,2 %

Formaldehyd enthalten (Ausnahme: Industriereiniger). [URL17]

Daruber hinaus sollen die Grenzwerte, flr die Beurteilung des Reinigungserfolgs, nicht zu
einer Uberschreitung des Grenzwertes fiir Humanimpfstoff-Endprodukte geméaR der

européaischen Pharmakopde von maximal 0,2 g/L Formaldehyd fiihren.
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7. Betrachtung von Phenol

Jahrlich werden > 1 Millionen Tonnen Phenol in Europa hergestellt oder importiert. Als
Rohstoff verfligt Phenol tber ein breites Anwendungsspektrum und wird z.B. zur Herstellung
von Thermoplaste, Waschmittel, Farben, Klebstoffe, Duftstoffe etc. verwendet. Daruber
hinaus findet es in der Pharmaindustrie als Stabilisator und Inaktivierungsmittel bei der

Impfstoffherstellung Anwendung. [URL18]

Im Zuge der vielfaltigen Anwendungen und zahlreiche Quellen, vor allem xenogenen
Ursprungs, kommt es zu einer standigen Freisetzung von Phenol in die Umwelt. Daher
besteht eine hohe Wahrscheinlichkeit mit dieser Substanz bereits durch die Umwelt

exponiert zu werden (Hintergrundbelastung).

IUPAC: Phenol OH
CAS-Nr.: 108-95-2 ©/
Molekilformel: CsHsOH

weitere Bezeichnungen: Carbol, Benenzol, Benzolol, Hydroxybenzen, Hydroxybenzol,
Monohydroxybenzen, Carbolsaure, Phenyloydhydrat, Fenolo

Gemald CLP-Verordnung EC/1272/2008 Annex VI wurde Phenol als atzend, gesundheits-
gefadhrdend, akut toxisch und umweltgefdhrdend klassifiziert und muss mit folgenden

Gefahrenpiktogrammen gekennzeichnet werden:

GHSO05 GHSO08 GHS06 GHS09
atzend Gesundheitsgefahr akut toxisch umweltgefahrdend

Zur Konkretisierung des Gefahrenpotenzials wurden folgende H-Satze (hazard) und
Gefahrenkategorien in der Verordnung (EG) 1272/2008 (CLP) fur diese Substanz deklariert
[URL18]:

H301 Giftig bei Verschlucken Kat. 3*
H311 Giftig bei Hautkontakt Kat. 3
H331 Giftig bei Einatmen Kat. 3
H314 Verursacht schwere Veratzungen der Haut und schwere Augenschaden Kat. 1B
H341 Kann vermutlich genetische Defekte verursachen Kat. 2
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H373 Kann die Organe schadigen bei langerer oder wiederholter Exposition  Kat. 2

H411 Giftig fur Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung Kat. 2
*Anmerkung: je kleiner die Kategorie, desto héher ist das Gefahrenpotenzial

7.1 physikalisch chemische Eigenschaften

Zum Verstandnis von biologischen und toxikologischen Wirkungsweisen sowie Uber
potenzielle Expositionsszenarien, sind grundlegende Kenntnisse zu den chemisch-
physikalischen Eigenschaften der Substanz erforderlich. Diese sind in der nachfolgenden

Tabelle 5 fiir Phenol dargestellt.

Tabelle 5: chemisch-physikalische Eigenschaften von reinem Phenol [URL18; URL19]

Parameter Eigenschaften Bedingungen
Aggregatzustand fest (100%) 20°C, 1013 hPa
Geruch aromatischer Geruch n/a

Farbe farblose Kristalle n/a

Molare Masse 94,11 g/mol n/a
Schmelztemperatur 40,9 °C 101,325 kPa
Siedetemperatur 181,8°C 101,325 kPa
Loslichkeit 84 g/L in Wasser 20°C

Dichte 1,07 g/cm3 20°C
Viskositat 3,437 mPas 50°C

Aufgrund der hohen Schmelz- und Siedetemperatur liegt reines Phenol unter
Normalbedingungen als farblose Kristalle vor. Phenol 16st sich in Wasser, wobei es ab einem
Wassergehalt von 2% flissig wird. Eine Aufnahme von geldstem Phenol als Verunreinigung
im flussigen Impfstoff ist daher prinzipiell mdglich. Aufgrund seiner Léslichkeit in Wasser -
dem Haupt-Reinigungsmittel in der pharmazeutischen Impfstoffherstellung (WFI) - kann eine

gute Reinigungsleistung fir Phenol prognostiziert werden.

Die Dichte von Phenol ist mit der Dichte von Wasser vergleichbar. Zudem ist die Viskositat
nur geringfiigig groRer im Vergleich zu Wasser. Die hohe Ahnlichkeit zu den Wasser-
Eigenschaften ist ideal, da dies eine Durchmischung mit der Reinigungsldsung (meist reines

Wasser/WFI) begunstigt und dem Reinigungseffekt zutréglich ist.

Eine Anreicherung von Phenol durch Adsorption an lyophile Impfstoffkomponenten ist
aufgrund des hydrophilen Charakters der Substanz unwahrscheinlich. Dementsprechend ist

eine Akkumulation der Verbindung im menschlichen Gewebe auch nicht zu erwarten.
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Bei der Auswahl eines geeigneten Reinigungsmittels mussen gefahrliche Reaktionen
berilcksichtigt werden. In Gegenwart der folgenden Substanzen kénnen solche Reaktionen
ausgelost werden [URL19]: starken Basen und starken Sauren, Brom, Oxidationsmitteln,
Acetaldehyd, Aluminium (Hitze), Benzaldehyd (fein verteilt), Calciumhypochlorid,
Formaldehyd und Wasserstoffperoxid (Eisen(lll)-Katalysator).

Phenol besitzt einen leicht sauren Charakter. Durch Zugabe von einer Base kann Phenol
starker dissoziieren (unter Bildung von Phenolat) und ist dadurch leichter I6slich [URL20]. Es

eignen sich daher besonders basische Reinigungsmittel fir phenolhaltige Verunreinigungen.

7.2 toxikologische Eigenschaften

Gemal} den Tonnage-abhangigen Anforderungen zum Umfang der Toxizitatsprufung fir die
REACH-Registrierung von Chemikalien, wurde Phenol (1.000.000 - 10.000.000 t/a)
umfangreichen Toxizitatstests (gemalR OECD-Guidelines) unterzogen. Zur Beschreibung der

toxischen Eigenschaften kann somit auf eine breite Datenbasis zuriickgegriffen werden.

a) Toxikokinetik

Im Rahmen der Toxikokinetik werden die Aufnahme, die Verteilung, der Metabolismus und

die Elimination der Substanz betrachtet (ADME-Prinzip).
Aufnahme

Die Aufnahme von Phenol als Verunreinigung in Impfstoffen erfolgt immer entsprechend der
Applikationsform des Impfstoffes. Der Grofteil der Impfstoffe wird intramuskular
verabreicht, wodurch eine Bioverfligbarkeit von bis zu 100% im Korper erreicht werden

kann.

Nach einer dermalen, oralen und inhalativen Exposition von Ratten mit Phenol konnten
sowohl lokale als auch systemische Effekte beobachtet werden. Erstere &uf3erten sich im
Allgemeinen durch Reizungen, Lasionen bzw. Nekrose an der Kontaktstelle [Conning und
Hayes, 1970; Flickinger, 1976]. Als systemische Effekte sind in allen drei Studien Tremor,
Muskelzittern, Krampfe und Ohnmacht aufgetreten [Deichmann und Witherup, 1944;
Conning und Hayes, 1970; Flickinger, 1976]. Fir eine intramuskulare Aufnahme von Phenol
sind daher reizende Wirkungen an der Kontaktstelle und vergleichbare systemische Effekte

Zu erwarten.
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Verteilung

Aufgrund der hohen Bioverfiigbarkeit bei der intramuskuldaren Exposition steigt die Phenol-
Konzentration im Blut schnell an (wenige Minuten) und es folgt eine rasche Verteilung tber
den gesamten Korper. Die Halbwertszeit im Blut betrdgt ca. 12 min. Daher sinkt die Phenol-
Konzentration im Blut auch wieder schnell ab. Zudem wurde auch eine geringfligige

Akkumulation von Phenol in Leber und Niere berichtet. [URL21]

Metabolismus

Neben der Aufnahme von exogenem Phenol kann auch der kdrpereigene Metabolismus eine
Quelle fur Phenol darstellen. Benzol und anderen aromatischen Verbindungen kénnen im
Fremdstoffmetabolismus zu Phenol durch CYP-Enzyme umgewandelt werden. [Marquardt et
al, 2013]

Die metabolische Entgiftung von Phenol (Abbildung 7) erfolgt vorwiegend mit Hilfe von
Sulfotransferasen (SULT) und UDP-Glucuronosyltransferase (UDP-GT), wobei wasserlosliche
Sulfat- und Glucuronidkonjugate gebildet werden. In geringem Umfang kdnnen auch
Hydrochinon/para-Benzochinon (7), Brenzkatechin/ortho-Benzochinon (8) und 1,2,4-

Trihydroxybenzol (9) gebildet werden. [Marquardt et al, 2013]
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Abbildung 7: Fremdstoffwechseln von Phenol [Marquardt et al, 2013]

Zudem konnte nachgewiesen werden, dass aerobe Darmbakterien im menschlichen
Verdauungstrakt aus Tyrosin geringe Mengen an Phenol bilden. Tyrosin ist in verschiedenen
Lebensmitteln enthalten, wie z.B. in Hilsenfriichten (weilie Bohnen, Sojabohnen, Erdnlisse)
sowie in Fleisch und in Fisch. Bei Personen, die nicht mit Phenol belastet wurden, konnte ca.

160 pg / kg KG / Tag endogenes Phenol im Urin nachgewiesen werden [Bone et al, 1976].
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Elimination

90% des Phenols wird tber den Urin in Form von wasserldslichen Metaboliten (Sulfat- und
Glucuronidkonjugate) innerhalb von 24h ausgeschieden. Ein sehr geringer Anteil (ca. 1-3%)

kann auch Uber Faezes abgegeben werden. [URL21]

b) Sensibilisierung

In einer Meerschweinchen-Studie (modifizierter Buehler-Test, vergleichbar mit OECD
Guideline 406) konnten keine sensibilisierenden Wirkungen nachgewiesen werden [Itoh,
1982].

Bei einer vierwochigen Exposition beim Menschen konnte ebenfalls keine Ig-E-Reaktion
durch Phenol beobachtet werden [Wantke et al, 1996]. Somit liegen keine Hinweise auf eine

potenzielle allergene Wirkung von Phenol vor.

c) Toxizitat bei wiederholter Aufnahme

Die Verabreichung von Impfstoffen kann bzw. muss in einigen Fallen mehrmalig
durchgefuhrt werden, weshalb es auch zu einer wiederholten Aufnahme von potenziellen

phenolhaltigen Verunreinigungen kommen kann.

Im Rahmen einer Untersuchung wurden die Auswirkungen einer inhalativen Aufnahme von
durchschnittlich 21 mg/m? Phenol iiber 13,2+6,6 Jahre auf Arbeiter beurteilt. Es konnte eine
signifikant erhdhte Konzentration von Phenol in den Urinproben der exponierten Arbeiter im
Vergleich zur Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Zudem veranderte sich auch das
Blutbild. Es wurde im Blut ein Konzentrationsanstieg von Alaninaminotransferase und
Asparaginaminotransferase sowie von Mg, Mn und Ca gemessen. Dariiber hinaus wurde ein

niedrigerer Serumkreatininspiegel beobachtet. [Shamy et al, 1994]

Im Rahmen einer chronischen Krebs-Studie mit Ratten (orale Applikation) konnte keine

erhohte Krebsinduktion beobachtet werden [NCI, 1980].

Bei einer chronischen Toxizitatsstudie wurden Kaninchen 5 h/Tag, 5 Tage/Woche fiir 18 Tage
dermal mit Phenol exponiert. Die Applikation fihrte zu Tremor sowie zur Reizung und

Entziindung an der Kontaktstelle. [Deichmann et al, 1950]
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Insgesamt wurden bei mehrmaliger oder chronischer Exposition in Tierstudien vergleichbare
adverse Effekte zur akuten Phenol-Exposition beobachtet (vgl. Toxikokinetik - Aufnahme).
Bei der Untersuchung von humanen Expositionsdaten war in erster Linie eine Veradnderung

einiger Blutparameter auffallig.

d) Mutagenitat

Phenol verursacht in vitro Schwesterchromatiden-Austausch in humanen Lymphozyten
[Marquardt et al, 2013]. Mithilfe des Mikrokernassay, einer in vitro-Methode mit
Saugetierzellen (CHO), wurde erst bei hohen Phenol-Konzentrationen (2000 pg/mL) ein
wesentlicher Anstieg der Mikronuklei gemessen [Miller et al, 1995]. Begleitet wurde die

mutagene Wirkung durch cytotoxische Effekte.

In vivo wurde durch eine intraperitoneale Applikation mit 300mg/kg bw von M&usen (OECD

Guideline 474) erst nach 24 Stunden ein Anstieg der Mikrokerne festgestellt. [URL21]

e) Karzinogenitat

In einer Langzeit-Krebsstudie (vergleichbar mit OECD Guideline 451) wurde Phenol via
Trinkwasser Ratten oral appliziert. Es konnte bei den untersuchten Ratten jedoch keine

Hinweise fur eine relevante karzinogene Wirkung gefunden werden. [NCI, 1980]

f) Reproduktions- und Entwicklungstoxikologie

Zur Untersuchung der Reproduktionstoxizitdit wurde von Ryan et al 2001 eine 2-
Generationen-Ratten-Studie gemaR OECD Guideline 416 durchgefiihrt. Die Applikation von
Phenol erfolgte oral Uber das Trinkwasser und fuhrte zum einen zu einer verringerten
Wasseraufnahme, welche auf den stechenden Geruch zurtickgefuhrt werden kann und zum
anderen zu einer Gewichtsreduktion der Versuchstiere. Dariber hinaus kam es aufgrund der
Gewichtsreduktion der parenteralen Tiere zu einer erhéhten Mortalitat der Nachkommen.
Insgesamt konnten die toxischen Effekte auf die Wasservermeidung zurickgefiihrt werden
(sekundarer Effekt). Somit konnte keine Beeintrachtigung der Fortpflanzungsfahigkeit und

Fruchtbarkeit nachgewiesen werden. [Ryan et al, 2001]

Bei einem Maus-Test (vergleichbar mit OECD Guideline 414) wurde die Toxizitat auf die
pranatale Entwicklung untersucht. Den M&usen wurden Phenol-Konzentrationen (280 mg/kg

bw/day), die bereits mit maternaler Toxizitdt verbunden waren, oral (via Gavage)
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verabreicht. Dies fuhrte bei den Féten zu Entwicklungsdefekten. Neben der Ausbildung von
Gaumenspalten ist auch eine Verringerung des fOtalen Korpergewichts aufgetreten. Die
maternale Toxizitdt umfasste eine Verringerung des Korpergewichts, sowie Tremor (Zittern)

und Ataxie (Bewegungsstoérung). [URL21]

g) toxikologische Kenndaten

AbschlieRend werden nachfolgend wichtige toxikologische Kenndaten zu Phenol
zusammengefasst (Tabelle 6). Diese experimentell aus Toxizitats-Studien ermittelten
Datensatze konnen als Basis zur Festlegung von Grenzwerten dienen. Zur Auswahl eines
geeigneten Startwertes mussen grundséatzlich die Ziel-Spezies (zumeist der Mensch), der

Expositionspfad und die Expositionsdauer bzw. -haufigkeit berticksichtigt werden.

Tabelle 6: toxikologische Eigenschaften [URL18; Marquardt et al, 2013]

Parameter Eigenschaften Bedingungen
Akute Toxizitat
oral 340 - 650 mg/kg bw LDso Ratte
inhalativ 900 mg/m?® LCso Ratte (8 h)
intravends 180 mg/kg bw LDso Kaninchen
dermal 0,625 mL/kg bw LDsp Ratte
Toxizitat bei wiederholter Gabe
oral 1000 - 5000 ppm NOAEL Ratte
inhalativ 25 ppm NOAEC Ratte
5 ppm NOAEC Affe
dermal 130 mg/kg bw/day NOAEL Kaninchen

Unter Umstanden konnen sich auch bereits vorhandene Grenzwerte als Basis zur Ableitung
eines Grenzwertes eignen. Nachfolgend werden daher die derzeitig geltenden Grenz- und

Richtwerte fur Phenol beschrieben:

Fur Phenol gilt seit 2006 der Arbeitsgrenzwert (AGW) von 8 mg/m?® bzw. 2 mL/m® und der
biologische Grenzwert (BGW) von 120mg/g Kreatinin. Der BGW bezieht sich auf den Phenol-
Gehalt (nach Hydrolyse) im Urin der exponierten Arbeiter zum Schichtende
(Expositionsende). Dartiber hinaus wurde vom Ausschuss fiir Innenraumrichtwerte (AIR) ein

Richtwert von 200 pug/m?® Phenol empfohlen. [DGVU IFA Grenzwerteliste, 2017]

Des Weiteren sollen die Grenzwerte fiir die Beurteilung des Reinigungserfolgs nicht zu einer
Uberschreitung des Grenzwertes fiir Humanimpfstoff-Endprodukte gemaR der europaischen

Pharmakopo6e von maximal 2,5 g/L Phenol flhren.
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8. Betrachtung von Aziridin (Ethylenimin)

Aziridin ist die einfachste stickstoffhaltige heterozyklische Verbindung. Verwendung findet
diese Substanz hauptsachlich als Laborchemikalie oder in der Herstellung von Thermoplasten
und Pharmazeutika. Pro Jahr werden etwa 100 Tonnen der Substanz in der EU hergestellt
bzw. importiert [URL22]. Durch Vernetzung von multifunktionalen Acrylmonomeren mit
Aziridinen konnen polyfunktionale Aziridine (PFA) hergestellt werden. Diese werden unter
anderem zur Herstellung von Harzen, Lacken und Versiegelungen eingesetzt. In der Medizin
werden Aziridin-Derivate als alkylierende Zytostatika (Mitomycin C, Triaziquon und Thiotepa)
zur Behandlung von Brustkrebs, Blasenkrebs und Ovarialkarzinomen verwendet. Daruber
hinaus dient Aziridin, als Mono- und Dimer (BEl), in der pharmazeutischen
Impfstoffherstellung als Inaktivierungsmittel von Antigenen. [Kanerva et al., 1995; URL23;
URL24]

Aufgrund der geringen Produktionsmengen besteht fir Aziridin nur ein vergleichsweise
geringes Potenzial in die Umwelt zu gelangen. Fir den Menschen ist daher nur eine sehr

geringe zusatzliche Belastung bzw. Hintergrundbelastung durch Aziridin aus der Umwelt zu

erwarten.
IUPAC: Aziridin Agziridin
CAS-N.: 151-56-4 E

T
Molekulformel: CoHsN HI_—I,C—CiH
weitere

Bezeichnungen: Ethylenimin, Azacyclopropan

GemaR CLP-Verordnung EC/1272/2008 Annex VI wurde Aziridin als &tzend,
gesundheitsgefahrdend, akut toxisch, entziindbar und gewassergefahrdend klassifiziert und

muss mit folgenden Gefahrenpiktogrammen gekennzeichnet werden:

® &

GHSO05 GHSO08 GHS06 GHS02 GHS09
atzend Gesundheitsgefahr  akut toxisch entziindbar umweltgefahrdend

Zur Konkretisierung des Gefahrenpotenzials wurden folgende H-Satze (hazard) fiir diese
Substanz deklariert [URL22]:
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H225 Flussigkeit und Dampf leicht entziindbar Kat. 2*

H300 Lebensgefahr bei Verschlucken Kat. 2
H310 Lebensgefahr bei Hautkontakt Kat. 1
H314 Verursacht schwere Veratzungen der Haut und schwere Augenschaden Kat. 1B
H330 Lebensgefahr bei Einatmen Kat. 2
H340 Kann genetische Defekte verursachen Kat. 1B
H350 Kann Krebs erzeugen Kat. 1B
H411 Giftig fir Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung Kat. 2

*Anmerkung: je kleiner die Kategorie, desto héher ist das Gefahrenpotenzial

8.1 physikalisch chemische Eigenschaften

Zum Verstandnis von moglichen Expositionsszenarien und toxikologischen Wirkungsweisen
sind grundlegende Kenntnisse zu den chemisch-physikalischen Eigenschaften der Substanz

erforderlich. Diese sind in der nachfolgenden Tabelle 7 fur Aziridin dargestellt.

Tabelle 7: chemisch-physikalische Eigenschaften von Aziridin [URL22; URL26]

Parameter Eigenschaften Bedingungen
Aggregatzustand flissig (100%) 20°C, 1013 hPa
Geruch ammoniak-artig n/a

Farbe farblose Flussigkeit n/a

Molare Masse 43,07 g/mol n/a
Schmelztemperatur -77,9 bis-71,5°C n/a
Siedetemperatur 55 bis 56 °C 101,325 kPa
Loslichkeit 1000 g/L in Wasser 20°C

Dichte 0,83 g/cm3 24 °C
Viskositat 0,418 mPas 25°C
Dampfdruck 284 hPa 25°C
Henry-Konstante H 0,003 Pa m3/mol n/a

Aufgrund der niedrigen Schmelz- und der erhéhten Siedetemperatur liegt Aziridin unter
Normalbedingungen als farblose, nach Ammoniak riechende Flussigkeit vor. Eine Aufnahme

von Aziridin als Verunreinigung im flissigen Impfstoff ist daher prinzipiell méglich.

Aziridin ist leicht wasserloslich, weshalb wassrige Reinigungsmittel oder reines Wasser (WFI)
besonders geeignet sind. Sowohl die Dichte als auch die Viskositat von Aziridin liegen nur
geringfiigig unter der von Wasser. Die hohe Ahnlichkeit zu den Wasser-Eigenschaften
beglinstigt zudem eine optimale Durchmischung mit wassrigen Reinigungslosungen bzw.

reinem Wasser.

In einer Studie wurde 2010 die Zersetzung von Aziridin in Gegenwart von Wasser gemaf
OECD Guideline 111 (Hydrolysis as a Function of pH) untersucht. Es stellte sich heraus, dass
sich Aziridin in Gegenwart von Wassermolekilen zu 2-Aminoethanol zersetzt. Dariber
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hinaus wurde der Einfluss der Temperatur und des pH-Wertes der Losung auf die
hydrolytische Zersetzung betrachtet. Die entsprechenden Ergebnisse sind nachfolgend in
Tabelle 8 dargestellt. [URL26]

Tabelle 8: hydrolytische Zersetzung von Aziridin in Abhangigkeit von Temperatur und pH-
Wert [URL26]

pH Temperatur Zersetzungsdauer
7 20°C 181 h**

9 20°C 538 h**

9 60 °C 29 h*?

9 70°C 17 h*?

*perechnete Daten, *’Messdaten

Die Ergebnisse zeigen, dass die Zersetzungsrate mit steigender Temperatur und mit
sinkendem pH-Wert (saures Milieu) ansteigt. Die Reinigungsleistung in Wasser kann unter

diesen Bedingungen zuséatzlich verstarkt werden.

Eine Anreicherung von Aziridin durch Adsorption an lyophile Impfstoffkomponenten ist
aufgrund des hydrophilen Charakters der Substanz unwahrscheinlich. Dementsprechend ist

eine Akkumulation der Verbindung im menschlichen Gewebe auch nicht zu erwarten.

Bei der Auswahl eines geeigneten Reinigungsmittels mussen gefahrliche Reaktionen
berlcksichtigt werden. In Gegenwart der folgenden Substanzen kann Aziridin solche
Reaktionen ausldsen: Acrylsaure, Chloridionen, Chlorsulfonsaure, Chlorwasserstoff, Eisessig,
Essigsdureanhydrid, Fluorwasserstoff, Glyoxal, Katalysatoren/Hitze oder Druck, 2-Propenal,
beta-Propiolacton, Schwefelkohlenstoff, Vinylacetat. Bei Kontakt mit Luft-Kohlenstoffdioxid,
Aluminium und Sauren kann es zudem bereits unter Normalbedingungen zu

Polymerisationsreaktionen kommen. [URL25]

Die Einwirkung von Hitze kann unter Umstanden zur explosionsartigen Polymerisation
fuhren. Dartber hinaus ist zu beachten, dass Aziridin leicht flichtig ist und mit Luft

explosionsfahige Gemische bilden kann. [URL25]

8.2 toxikologische Eigenschaften

Gemal} den Tonnage-abhangigen Anforderungen zum Umfang der Toxizitatsprufung fur die
REACH-Registrierung von Chemikalien wurden im Vergleich zu Formaldehyd oder Phenol fur

Aziridin (ca. 100 t/a) weitaus weniger Toxizitatstests (geméal OECD-Guidelines) durchgefihrt.

39 von 62



Fur die Beschreibung der toxischen Eigenschaften liegt somit eine weniger umfangreiche

Datenbasis zugrunde.

a) Toxikokinetik

Im Rahmen der Toxikokinetik werden die Aufnahme, die Verteilung, der Metabolismus und

die Elimination der Substanz betrachtet (ADME-Prinzip).
Aufnahme

Die Aufnahme von Aziridin als Verunreinigung in Impfstoffen erfolgt immer entsprechend
der Applikationsform des Impfstoffes. Der Groliteil der Impfstoffe wird intramuskulér
verabreicht, wodurch eine Bioverfligbarkeit von bis zu 100% im Korper erreicht werden

kann.

Im Rahmen von Tierversuchen wurden sowohl bei dermaler als auch bei oraler Applikation
unmittelbare und sehr starke toxische Effekte an der Kontaktstelle sichtbar. Daraus kann

man auf eine ausgepragte lokale Wirksamkeit von Aziridin schlussfolgern. [URL25]

Verteilung

Sobald Aziridin in den Blutkreislauf gelangt, verteilt es sich im gesamten Korper mit
Ausnahme des Fettgewebes, bevor es zu Reaktionen mit dem Gewebe kommt. Wright und
Rowe haben 1967 zudem in einer Studie an Ratten festgestellt, dass Aziridin in der Leber

geringflgig starker als in anderen Organen akkumuliert wird [Wright und Rowe, 1967].

Metabolismus

Aziridin gehort zur Gruppe der Alkylanzien. Diese zeichnen sich durch eine direkte
genotoxische Wirkung aus und sind bereits ohne metabolische Aktivierung wirksam. Aziridin
kann sowohl mit Nukleinsduren als auch mit Proteinen reagieren und somit zum
Funktionsverlust der Biomolekiile fuhren. [Marquardt et al, 2013; Bahnemann, 1976;

Kasermann et al, 2001]

Elimination

Innerhalb von 24 Stunden werden 50% des Aziridins vorwiegend in Form seiner

wasserléslichen Metabolite tGber den Urin ausgeschieden. Geringe Mengen kdnnen auch
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uber die Atemluft oder den Fazes an die Umgebung abgegeben werden. [Wright und Rowe,
1967]

b) Sensibilisierung

Es werden sensibilisierende Effekte vermutet, jedoch konnten diese bisher noch nicht
eindeutig nachgewiesen werden [Moechlin, 1986]. PFA (polyfunktionale Aziridine) steht

ebenfalls unter Verdacht Typ 1- und Typ 3-Allergien zu verursachen [URL23].

c) Toxizitat bei wiederholter Aufnahme

Die Verabreichung von Impfstoffen kann bzw. muss in einigen Fallen mehrmalig
durchgefuhrt werden, weshalb es auch zu einer wiederholten Aufnahme von potenziellen

aziridinhaltigen Verunreinigungen kommen kann.

Durch eine chronische inhalative Aufnahme von 5 ppm (5 Stunden pro Tag, 5 Tage pro
Woche fiir 27 Wochen) konnten papillire Nekrosen und Odeme in der Niere sowie
Entziindungen der Trachae bei Ratten beobachtet werden. Bei weiblichen Tieren traten

vermehrt Brusttumore auf, bei Mannchen kam es verstérkt zur Hauttumorbildung. [URL26]

Nach dermaler Exposition mit 10 Wiederholungen bildeten sich Odeme und Nekrosen mit
Blutaustritt auf der Haut von Kaninchen. Zudem kam es zur Nierenpapillen-Nekrose und

Nekrose der Medulla renalis (Nierenmark). [URL26]

Insgesamt traten in chronischen Toxizitatsstudien mit Ratten, Kaninchen, Katze und Hund bei
oraler, inhalativer oder dermaler Applikation gehduft Entziindungen, Nierenschadigungen
und Tumore auf [URL25, URL26]. Es ist daher wahrscheinlich, dass &hnliche systemische

Effekte auch bei wiederholter oder chronischer intramuskuléarer Applikation auftreten.

d) Mutagenitat

Mithilfe des Ames-Tests wurden durch Aziridin in vitro genotoxische Effekte ausgeldst. In
vivo zeigte der Mikrokern-Assay in Sdugerzellen (Ratte) einen Anstieg der Mikronuklei nach
48h durch 2,41 mg Aziridin/kg bw, wodurch eine Schadigung der Chromosomen bewiesen
wurde [URL26].
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e) Karzinogenitat

Langzeit-Inhalationsversuche an Ratten (Stunden pro Tag, 5 Tage pro Woche flir 27 Wochen)
mit 5 ppm Aziridin fuhrten zu einem erhohten Auftreten von Tumoren in der Luftrohre, in

der Lunge, in der Haut und in der Brust [URL26].

f) Entwicklungstoxikologie

Die Entwicklungstoxizitdt wurde wahrend des 6.-15. Schwangerschaftstages bei Ratten mit
oraler Applikation von Aziridin untersucht. Die maternalen Tiere zeigten vaginale Blutungen
und Schwangerschaftsabbriiche. In Bezug auf die Foten kam es zur Verringerung des
Gewichts und der Grol3e, zu einer Zunahme von Skelett- und Organfehlbildungen, sowie zu

einer erhohten Mortalitat der Foten [URL26].

2000 wurde Aziridin durch die MAK-Kommission als Keimzellmutagen der Kategorie 2

eingestuft [MAK-Kommission, 2003].

g) toxikologische Kenndaten

Abschlielend werden einige wichtige toxikologische Kenndaten zu Aziridin zusammengefasst
(Tabelle 9). Diese experimentell aus Toxizitats-Studien ermittelten Datensdtze kdénnen als
Basis zur Grenzwertableitung dienen. Die Auswahl eines geeigneten Startwertes ist
grundséatzlich abhangig von der Ziel-Spezies (zumeist der Mensch), dem Expositionspfad und

der Expositionsdauer bzw. -haufigkeit.

Tabelle 9: toxikologische Eigenschaften [URL22; Marquardt et al, 2013]

Parameter Eigenschaften Bedingungen
Akute Toxizitat

oral 4,814 mg/kg bw LDso Ratte

dermal 12,45 mg/kg bw LDso Ratte
Toxizitat bei wiederholter Gabe

inhalativ 5 ppm NOAEC Ratte

Unter Umstanden konnen sich auch bereits vorhandene Grenzwerte als Basis zur Ableitung
eines Grenzwertes eignen. Nachfolgend werden daher die derzeitig geltenden Grenz- und

Richtwerte fur Aziridin beschrieben:
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Die ECHA empfiehlt eine maximale Konzentration von 1 pg/m? fiir Arbeitnehmer bei einer
inhalativen Langzeit-Exposition. Aufgrund der Einstufung als Kanzerogen wurde fur Aziridin
allerdings kein MAK-Wert definiert. [DGUV IFA Grenzwerteliste, 2017; MAK-Kommission,
2003; URL22]
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9. Vergleich der Viren-Inaktivierungsmethoden und der Risiken bei
Kreuzkontamination (Reinigungsvalidierung)

In dem vorliegenden Kapitel werden die zuvor betrachteten Inaktivierungsmittel
gegenubergestellt und in Bezug auf das Kreuzkontaminationsrisiko im Rahmen der
Reinigungsvalidierung bei der pharmazeutischen Impfstoffproduktion beurteilt. Zur
Einschatzung eines allgemeinen Risikos ist immer eine Betrachtung des Gefahrenpotenzials

und der voraussichtlichen Exposition erforderlich:
Risiko = Gefahr = Exposition

In Bezug auf die Einschatzung des Kreuzkontaminationsrisikos im Rahmen der
Reinigungsvalidierung besteht das Gefahren-Potenzial aus der Verschleppung von
gesundheitsgefahrdenden (toxischen) Produkt- oder Reinigungsmittelriickstanden in ein
Folgeprodukt. Die Exposition von Ruckstanden wird mafRgeblich durch die Verwendung von
Mehrweg-Produktionsanlagen, die Reinigbarkeit der Substanzen und schliellich der
Aufnahme durch den Menschen bestimmt. Da ein Humanimpfstoff ausschliefldlich zur
Aufnahme in den menschlichen Korper vorgesehen ist, bleibt nur die Reinigbarkeit eine
variierbare Regelgrof3e zur Expositionsabschatzung. Zur Bewertung des Risikopotenzials flr
eine Kreuzkontamination muss daher das Reinigungsverhalten und auch die Toxizitat aller

potenziellen Ruckstéande betrachtet werden.

9.1 Betrachtung des Reinigungsverhaltens

Das Reinigungsverhalten umfasst alle substanzspezifischen Parameter, die die Reinigbarkeit
beeinflussen kdnnen. Hierzu zahlen zum Beispiel die Wasserloslichkeit, die Viskositat, die
Dichte und das Verhalten (chemische Reaktionen) gegentiber wéssrigen Reinigungsmitteln.
Um das Reinigungsverhalten von bestimmten Riickstanden einschatzen zu kénnen, wurden
die physikochemischen Eigenschaften in Kapitel 6.1 fir Formaldehyd, in Kapitel 7.1 fur
Phenol und in Kapitel 8.1 fur Aziridin betrachtet. In der Tabelle 10 werden schlie3lich die
wichtigsten physikochemischen Eigenschaften dieser drei Substanzen hinsichtlich ihres

Reinigungsverhaltens gegenubergestellt.
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Tabelle 10: Einfluss physikochemischer Parameter auf die Reinigbarkeit [Kiernan, 2000;
URL13; URL14; URL19; URL25]

Formaldehyd Phenol Aziridin

relevante Eigenschaften

Loslichkeit in 550 g/L, 20°C: leicht I6slich | 84 g/L, 20°C: 1000 g/L, 20°C: leicht

Wasser I6slich I6slich

Viskositat im *geringfiigig > Wasser geringflgig > geringfligig < Wasser

Vergleich zu Wasser

Wasser

Dichte im *geringfiigig > Wasser = Wasser geringfligig < Wasser

Vergleich zu

Wasser

relevante Reaktionen

Reaktion mit Hydrierung zu Methandiol keine Hydrolyse zu 2-

Wasser oder niedermolekularen Aminoethanol

Oligomeren

weitere bei > 60°C Polymerisation zu | Im basischem Saures Milieu und

reinigungs- schwerloslichem Milieu Bildung von | hohe Temperaturen

relevante Paraformaldehyd leicht 16slichem beglinstigen

Reaktionen Phenolat Zersetzung
Polymerisation durch
CO,, Al, starke Sauren
oder starke Hitze

*fur 30,19-40,08%ige Formaldehyd-L6sung

Das primare Reinigungsmittel in der pharmazeutischen Impfstoffherstellung stellt reines
Wasser (WFI) dar. Zur Bewertung des Reinigungsverhaltens missen daher die Eigenschaften

von Formaldehyd, Phenol und Aziridin gegenuber Wasser genauer betrachtet werden.

Der Vergleich der drei Substanzen zeigt, dass Aziridin die starkste Wasserldslichkeit aufweist.
Formaldehyd ist ebenfalls leicht wasserl6slich, wohingegen Phenol als wasserlosliche
Substanz eine vergleichsweise geringe LOslichkeit besitzt. Zudem unterscheiden sich die
Dichte und die Viskositat von allen 3 Inaktivierungsmitteln nur minimal von den
Eigenschaften des Wassers. Diese drei Sachverhalte beglnstigen die Reinigbarkeit durch

Wasser. Eine optimale Reinigungsleistung ist daher fiir alle drei Substanzen erreichbar.

Neben den stoffspezifischen Eigenschaften missen auch mdgliche Reaktionen betrachtet

werden, die Einfluss auf den Reinigungserfolg nehmen kénnen.
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Formaldehyd unterliegt bei Kontakt mit Wasser Hydrierungsreaktionen, wodurch ein Teil des
Inaktivierungsmittels bereits wahrend der Reinigung zersetzt wird. Bei Temperaturen Uber
60°C kann es jedoch auch zu Polymerisation von Formaldehyd kommen, wobei sich schwer
I6sliche Niederschlage bilden konnen. Diese wirden die Reinigbarkeit stark beeintréchtigen

und sollten vermieden werden.

Phenol reagiert bekanntermalien leicht sauer und kann daher mit basischen L6sungen zu
wasserloslicheren Salzen reagieren. Fur Phenol lasst sich daher der Einsatz von basischen

Reinigungsmitteln empfehlen.

In Gegenwart von Wasser kann es zur hydrolytischen Zersetzung von Aziridin kommen.
Daruber hinaus zeigte sich, dass die Zersetzung von Aziridin in einem sauren Milieu und
durch hohe Temperaturen verstarkt werden kann. Der Einsatz eines temperierten sauren
Reinigungsmittels ist daher anzustreben. Allerdings kann es durch Einwirkung starker Sauren
oder starker Hitze auch zur Bildung von Polymeren kommen. Eine Optimierung der
Prozessparameter ist daher zur Festlegung des geeigneten pH-Wertes und der geeigneten
Temperatur wahrend der Reinigung sinnvoll. Zudem muss auch die Polymerbildung in
Gegenwart des CO, aus der Luft bertcksichtigt werden, weshalb der Luftkontakt bei der

Verwendung und der Reinigung weitestgehend verringert werden sollte.

In jedem Fall wiirde eine Minimierung der Verwendungsdauer der drei Inaktivierungsmittel
bis zur jeweiligen Reinigung den Reinigungserfolg verbessern. Dartber hinaus koénnen
weitere allgemeingultige Regeln zur Verbesserung der Reinigungsleistung angewendet
werden: Realisierung einer moglichst hohen Anzahl an Spilschritten und Verwendung einer
ausreichenden Spiildauer. Zudem sind Systeme mit einem hohen Automatisierungsgrad (voll
automatisierte Spulmaschinen) immer manuellen Reinigungsprozessen vorzuziehen, da
dadurch auch die Reproduzierbarkeit eines sicheren/erfolgreichen Reinigungsergebnisses

gewahrleistet werden kann.

9.2 Betrachtung der Toxizitat

Sehr reaktive Substanzen oder Stoffe mit einem hohen toxischen Potenzial sind besonders
kritisch und mussen daher bei der Reinigung primar beriicksichtigt werden. Die toxischen
Eigenschaften der drei Inaktivierungsmittel wurden in den vorangegangenen Kapitel 6.2, 7.2
und 8.2 ausfilhrlich betrachtet. In der nachfolgenden Ubersicht (Tabelle 11) sind die

relevanten Daten zur Toxizitdt zusammengefasst und vergleichend dargestellt.
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Tabelle 11: Vergleich der toxischen Eigenschaften

relevante Eigenschaften

Formaldehyd

Phenol

Aziridin

Toxikokinetik
Aufnahme:
Verteilung:
Entgiftung:

Ausscheidung:

Akute Toxikologie

Chronische Toxikologie

Sensibilisierung

Mutagenitat

Karzinogenitat
Reproduktionstoxikologie

Entwicklungstoxikologie

geman worst-case Szenario: intramuskular tber Impfstoff

via Blut
sehr effektiv mit FAD und GSH

als Metabolite tiber Urin oder
Ausatemluft

87 mg/kg LDs, (Ratte, i.v.)

starke lokale Effekte: Reizung,
Veratzung

systemisch: Leber- und Nierenschaden

18 ppm NOAEC (Ratte, p.i.)
lokal: Lasionen, polypdse Adenome

systemisch: Sensibilisierung,
Tumorbildung

Allergen (Typ | & IV) (Kat.1)

genotoxisch (DPC und DNA-Addukte)
und wahrscheinlich mutagen (Kat.2)

kanzerogen (im Tierversuch) (Kat.1B)
keine

keine

via Blut; geringe Halbwertszeit

mit SULT und UDP-GT

als Metabolite fast vollstandig tiber

Urin

180 mg/kg LDsp (Kaninchen, i.v.)

starke lokale Effekte: Reizung, Lasion,

Nekrose

systemisch: Tremor, Muskelzittern,

Krampfe und Bewusstlosigkeit

25 ppm NOAEC (Ratte, p.i.)
lokal: Reizung, Entziindung

systemisch (Kat.2): Tremor,
Veranderung im Blutbild

keine

genotoxisch und wahrscheinlich
mutagen (Kat.2)

keine
keine

fotale Entwicklungsdefekte

via Blut
allgemeiner Phase I- & lI-Metabolismus

als Metabolite vorwiegend iber Urin

4,8 mg/kg bw LDs, (Ratte, p.0.)
starke lokale Effekte: Reizung, Lasion
systemisch: Nierenschaden (Nekrosen)

5 ppm NOAEC (Ratte, p.i.)
lokal: Entziindung

systemisch: Nierenschaden (Odeme,
Nierenpapillen- und Nierenmark-Nekrosen),
Tumorbildung

keine

mutagen (im Tierversuch) (Kat.1B)

kanzerogen (im Tierversuch) (Kat.1B)
keine Daten verfiigbar

teratogene Effekte
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Die Aufnahme von Impfstoffen erfolgt in den meisten Fallen intramuskular bei der Impfung.
Die Bioverfligbarkeit von intramuskular verabreichten Substanzen kann bis zu 100%
betragen. Potenzielle Riickstdénde kdnnten daher ebenfalls ohne Konzentrationsverlust direkt
ins Blut gelangen. Da Formaldehyd, Phenol und Aziridin hydrophile Verbindungen sind,
konnen sie sich schnell Uber den Blutkreislauf im gesamten Korper verteilen. Alle 3
betrachteten Substanzen sind hoch reaktiv und fuhren daher tberwiegend zu lokalen
Schaden durch Reaktion mit den entsprechenden biologischen Strukturen. Im Gegensatz zu
Aziridin werden Formaldehyd und Phenol auch durch kdrpereigene Prozesse gebildet. Der
Korper besitzt daher gegen diese Dbeiden Substanzen effektive spezifische
Entgiftungsmechanismen.  Alle  drei Inaktivierungsmittel werden mithilfe des
Fremdstoffmetabolismus zu wasserloslicheren Metaboliten umgewandelt, welche

tberwiegend mit dem Urin ausgeschieden werden.

Zur Festlegung der Reinigungsanforderungen (PDE-Grenzwert) sollen vorzugsweise
Kenndaten aus chronischen Studien (NOAEL) herangezogen werden. Damit soll sichergestellt
werden, dass auch bei wiederholter Verabreichung fir die gesamte Lebensdauer keine
Risiken fir den Patienten entstehen. Da keine Studien mit wiederholter intramuskularer
Applikation vorliegen, mussen alternative NOAEL-Daten zum Vergleich der chronischen
Toxizitat der drei Inaktivierungsmittel herangezogen werden. Durch Inhalationsstudien
konnten mit Phenol bis 25 ppm noch keine schédlichen Effekte beobachtet werden (vgl.
Kapitel 7.2 g). Bei vergleichbaren Studien mit Formaldehyd konnte allerdings nur bis zu 18
ppm keine adverse Wirkung nachgewiesen werden (vgl. Kapitel 6.2 g). Als toxischste
Substanz erwies sich jedoch Aziridin, bei dem bereits > 5 ppm im Inhalationsversuch
negative Effekte auftraten (vgl. Kapitel 8.2 g). Toxikodynamische Untersuchungen zur akuten
Toxizitdt anhand von intravendsen LDsp-Daten (Ratte) bestétigen diese Abstufung der
Toxizitat zwischen den drei Substanzen ebenfalls. Der LDso-Wert (Ratte, i.v.) fur Formaldehyd
ist geringer als der fir Phenol (vgl. Kapitel 6.2 g und 7.2 g), wodurch Formaldehyd bereits in
geringeren Konzentrationen toxisch wirkt als Phenol. Fur Aziridin liegen derzeit keine LDso-
Daten fur eine intravendse Applikation vor. Im Vergleich zu Formaldehyd und Phenol zeigt
Aziridin jedoch durch orale und dermale Applikation bei Ratten in weitaus niedrigeren

Konzentrationen bereits toxische Effekte (vgl. Kapitel 6.2 g, 7.2 g und 8.2 g).

Durch Exposition mit Formaldehyd konnten in Toxizitdtsuntersuchungen sowohl stark

atzende als auch allergene, genotoxische und kanzerogene Eigenschaften nachgewiesen
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werden. Phenol zeigte ebenfalls stark atzende und genotoxische Wirkungen, aber auch
fotale Toxizitat. Bei Untersuchungen mit Aziridin traten neben stark atzenden, mutagenen

und kanzerogenen Effekten ebenfalls teratogene Effekte auf.

Je toxischer eine Substanz ist, desto geringer sind die vertretbaren Rickstandsmengen dieser
Substanz und damit der einzuhaltende spezifische Grenzwert (vgl. Kapitel 3) fur den
Nachweis der Reinigung einer Prozessanlage. Inaktivierungsmittel gehtren zu der giftigsten
Substanzklasse, die bei der Impfstoffherstellung eingesetzt werden. Daher ergeben sich fur
diese Stoffe besonders strenge Grenzwerte, welche bei der Reinigung der
produktberiihrenden  Oberflaichen  einzuhalten sind. Durch eine  optimierte
Reinigungsprozedur konnen kritische Ruckstandsmengen jedoch auf ein sicheres Mal3

reduziert werden.
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10.Ausblick

Inaktivierungsmittel nehmen im Herstellungsprozess von Impfstoffen eine wichtige Rolle ein.
Aufgrund ihrer hohen Toxizitat bergen sie jedoch ein hohes Gefahrenpotenzial. Um das
Risiko zu beherrschen und die Produktqualitat sicherzustellen, ist ein sehr hoher analytischer
und organisatorischer Aufwand zur Uberwachung und Kontrolle des Herstellungsverfahrens
und der Impfstoffe erforderlich. Zur Senkung des hohen Zeit- und Kostenaufwands wére ein
Ersatz durch eine alternative weniger gefahrliche Inaktivierungsmethode sinnvoll. Dies

entsprache auch dem 3R-Konzept.

Das Fraunhofer-Institut fir Zelltherapie und Immunologie (IZI) in Leipzig hat diese
Fragestellung bereits aufgegriffen und forscht an einer Methode bei der Elektronenstrahlung
zur Inaktivierung von Erregern zur Herstellung von Impfstoffen eingesetzt wird [URL27]. Der
Vorteil der Methode liegt auf der Hand: keine giftigen Abfélle sowie eine schnelle und
schonende Inaktivierung von Erregern. Dadurch konnte auch die Wirksamkeit des
Impfstoffes verbessert werden. Die Methode wurde bereits im Labormalistab etabliert und
die Wirksamkeit der hergestellten Impfstoffe konnte auch schon erfolgreich im Tierversuch
getestet werden. Zurzeit erfolgt die Ubertragung der Methode in den IndustriemaRstab. Die
Forscher des Fraunhofer-Instituts erhoffen sich 2022 erste klinische Studien fur die
Herstellung von Impfstoffen. Fir die Inaktivierung von Viren ist diese Methode besonders

erfolgsversprechend, da Viren besonders empfindlich auf Strahlung reagieren.
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Abklrzungsverzeichnis

AGW Arbeitsplatzgrenzwert
AMG Arzneimittelgesetz

AMWHYV Arzneimittel- und Wirkstoffherstellungs-Verordnung

BAUA Bundesanstalt fur Arbeitsschutz und Arbeitsmedizin

BEI binaries Ethylenimin

BGW Biologische Grenzwerte

CLP Classification, Labelling and Packaging of Substances and Mixtures
DGUV Deutsche Gesetzliche Unfallversicherung e.V.

DPC DNA-Protein-Crosslink

ECHA European Chemicals Agency

EMA European Medicines Agency

GMP Good Manufacturing Practice

IFA Institut fir Arbeitsschutz der Deutschen Gesetzlichen Unfallversicherung
NOAEL no observed adverse effect level

PDE permitted daily exposure,

PFA polyfunktionale Aziridine

REACH Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals
TRGS Technische Regeln fir Gefahrstoffe

TTC Threshold of Toxicological Concern

WFI Wasser fur Injektionszwecke

WHO World Health Organization
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