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Einleitung und Zielsetzung

1 Einleitung und Zielsetzung

Den Standard bei einer Vergiftung durch Organophosphate stellt die Therapie mit einer
Kombination aus einem Anticholinergikum und einem Acetylcholinesterase-Reaktivator
(Oxim) dar. Als Anticholinergikum ist das Parasympatholytikum Atropin in Form
intravends oder intramuskuldr applizierbarer Losungen das Mittel erster Wahl. Es besitzt
neben peripheren auch Effekte auf das Zentralnervensystem, die auf seiner
antimuscarinergen Wirkung durch kompetitive Hemmung postsynaptischer Rezeptoren
beruhen. Ein Einfluss an nicotinergen Synapsen ist nur durch den Einsatz von Oximen zu
erzielen, die durch Reaktivierung des Neurotransmitter-abbauenden Enzyms
Acetylcholinesterase (AChE) die Konzentration im synaptischen Spalt und somit die

Wirkung des Acetylcholins an allen Rezeptoren verringern.

Organophosphatvergiftungen konnen Folge unbeabsichtigter oder in suizidaler Absicht
erfolgter Inkorporation von Insektiziden wie Parathion (E 605) oder eines militarischen oder
terroristischen Einsatzes von Nervenkampfstoffen wie Tabun, Sarin, Soman oder VX sein.

Obwohl bereits wahrend des Zweiten Weltkriegs erhebliche Mengen an einsetzbaren
Kampfstoffen zur Verfligung standen, kam es zu keiner Verwendung der Gifte. Wahrend
des Kalten Krieges produzierte Russland immense Vorrate an waffenfihigen Kampfstoffen
und im Laufe der beiden Golfkriege wurde immer wieder der Einsatz von
Nervenkampfstoffen befiirchtet. Ein kriegerischer Einsatz von Nervenkampfstoffen fand im
Zuge des Ersten Golfkrieges auf die hauptsachlich von Kurden bewohnten Stadte Sardasht
(Iran) sowie Halabdscha (Irak) statt. Welche Kampfstoffe hier ausgebracht wurden, konnte
jedoch nicht abschlieffend gekldrt werden. In Japan kam es bereits zwei Mal zu einem
terroristischen Einsatz von Sarin durch die Aum Shinryko Sekte, namlich 1994 in

Matsumoto und 1995 in der Tokyoter U-Bahn.
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Neben der suizidalen Vergiftung mit Insektiziden aus der Gruppe der Organophosphate ist
heutzutage daher eine terroristische Verwendung der entsprechenden Nervenkampfstoffe
durchaus denkbar.

Aus diesem Grund werden in Deutschland durch Bund und Lander Notfallvorrdte an
Antidoten vorgehalten, die im Falle einer Massenvergiftung zum Einsatz kommen konnen.
Die Bundeswehr bevorratet zum Beispiel fiir ihre Soldaten atropinhaltige Antidote in Form
sogenannter Autoinjektoren, die im Notfall auch durch nicht medizinisches Personal
verabreicht werden konnen und bei entsprechender Gefahrenlage zur personlichen
Ausstattung der Soldaten gehoren.

Inzwischen befinden sich in den Vorrdten der Bundeswehr drei zugelassene Arzneimittel
fiir die Anwendung bei einer Nervenkampfstoffvergiftung (s. auch Kapitel 2.4 und 2.5). Sie
unterscheiden sich in der Art des verwendeten Primdrpackmittels sowie der eingesetzten
Hilfsstoffe. Zudem enthalten zwei dieser Arzneimittel neben Atropinsulfat den
Cholinesterasereaktivator Obidoximchlorid, eines jedoch in Form eines Zwei-Kammer-
Injektors mit getrennten Reservoirs fiir beide Wirkstoffe. Das dritte Prdparat ist ein

Atropinsulfat-Monopréparat.

Gemdfs § 71 Abs. 1 AMG [1] kann auf die Angabe des Verfalldatums bei solchen
Arzneimitteln verzichtet werden, die an die Bundeswehr abgegeben werden. Die
Bundeswehr hat demnach jedoch fiir diesen Fall sicherzustellen, dass Qualitat, Wirksamkeit
und Unbedenklichkeit auch bei diesen Arzneimitteln gewahrleistet sind. Hierzu werden die
entsprechenden Arzneimittel regelmafSigen Qualitdtskontrolluntersuchungen unterzogen,
um Chargen, die den Anforderungen beziiglich der Arzneimittelqualitdt nicht mehr
entsprechen, rechtzeitig austauschen zu konnen. Zum Untersuchungsumfang gehoren

hierbei die Parameter pH-Wert, Arzneistoffgehalt, Reinheit, Farbung und Aussehen,
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Sterilitdat sowie mechanische Parameter wie Auslosekraft sowie Injektionszeit und
—volumen.

Auf Grund der grofsen Anzahl verschiedener bevorrateter Arzneimittel und Chargen, aus
denen wiederkehrend eine festgelegte Anzahl von Arzneimitteln auf die genannten
Parameter untersucht werden muss, war zundchst die bis dato fiir die Bestimmung von
Reinheit und Gehalt atropinhaltiger Injektabilia verwendete HPLC-Methode zu optimieren,
um die bisherige Laufzeit fiir eine Untersuchung von 45 Minuten unter Beibehaltung der
Auflosung zu verkiirzen. Hierzu sollte die unter Verwendung eines Ionenpaarreagenzes
erfolgende Trennung an einer stationdren Phase mit einer Partikelgrofie von 5 um auf eine
Ionenpaarreagenz-freie RP-Chromatographie an einer stationdren Phase mit einer

Partikelgrofie von 1,8 pm umgestellt werden.

Weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Stabilitdt wassriger Atropinsulfat-
Injektionslosungen in unterschiedlichen Primarpackmitteln zu untersuchen und Faktoren zu
identifizieren, die zu einer Beeinflussung der Stabilitdit und damit der Haltbarkeit und der
Verwendbarkeit der untersuchten Arzneistofflosung fithren. Zwar sind durch die Hersteller
zur Erlangung der Zulassung der Arzneimittel bereits Stabilitatsstudien vorzulegen, diese
dienen jedoch ausschliefslich zur Festlegung einer Laufzeit fiir das entsprechende
Arzneimittel, bis zu deren Ablauf die pharmazeutische Qualitit mit der durch den
Hersteller festzulegenden Spezifikation iibereinstimmt. Eine Lagerung und Verwendung
iiber diesen Zeitraum hinaus, wie sie fiir Notfallmedikamente der Bundeswehr moglich ist,
decken diese Studien jedoch nicht ab. Des Weiteren lassen sich aus diesen
zulassungsbegriindenden Stabilitdtsstudien Einfliisse des gewahlten Primarpackmittels nur
schwer entnehmen, da unterschiedliche Formulierungen sowie Behiltnisse vorliegen.
Auftretende Phanomene konnen daher nur bedingt dem vorliegenden Primarpackmittel

zugeordnet und mogliche Befunde nicht auf Arzneimittel in anderen Behaltnis-
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Verschlusssystemen iibertragen werden. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit an Hand
identischer Modelllosungen der Einfluss unterschiedlicher Primarpackmittel auf die
Stabilitat des Arzneistoffs und die Verwendbarkeit des Arzneimittels nach Langzeitlagerung
ermittelt. Hierzu erfolgte eine Stresslagerung der Priifmuster bei erhShter Temperatur und
eine Extrapolation der zu erwartenden Lagerdauer bei Raumtemperatur bis zum Eintreten

von OOS-Ergebnissen (Out of specification) fiir die Priifparameter Gehalt oder Reinheit.
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2  Theoretischer Teil

2.1 Stabilitit und Stabilititsuntersuchungen

Stabilitat ist , die Bestandigkeit eines stofflichen Systems, das gegentiiber einer Storung oder
verschiedenen Storungen sein Gleichgewicht zu wahren imstande ist oder in der Lage ist,
die Storung zu bewadltigen, indem es selbststandig in den Zustand seines Gleichgewichts
zuriickkehrt” [2]. Auf Grund des 2. Hauptsatzes der Thermodynamik ist es jedoch praktisch
nicht moglich, eine absolut stabile Arzneiform herzustellen, da dieses System ein
erzwungenes darstellt und somit thermodynamisch unausgeglichen ist. Somit wird es sich
so lange verdndern, bis es den Zustand der grofiten Unordnung, also der grofsten Entropie
erreicht hat und damit die geringste freie Energie besitzt. Daher wird der Stabilitatsbegriff in
der Pharmazie indirekt {iber die Instabilitat beschrieben und ein Arzneimittel so lange als
stabil betrachtet, wie es bestimmte Anforderungen erfiillt. Diese Anforderungen sind
entweder in den entsprechenden Arzneibiichern oder aber in Spezifikationen festgelegt, die
eine Auflistung von Untersuchungsparametern, zugehorigen Analysenmethoden sowie
Akzeptanzkriterien darstellen. Ein Arzneimittel gilt daher so lange als stabil wie Qualitat,

Wirksamkeit und Unbedenklichkeit gegeben sind.

Zur Abschitzung der Grofle und Art des Einflusses dufserer sowie innerer Faktoren auf die
Stabilitdit von Arzneimitteln werden im Rahmen der Arzneimittelentwicklung zahlreiche
Stabilitatsuntersuchungen durchgefiihrt. Als &dufsere Faktoren werden hier vor allem
Temperatur und Luftfeuchtigkeit sowie Licht untersucht. Die in einer Studie gepriiften
inneren Faktoren hangen stark von der jeweiligen Arzneiform und deren Zusammensetzung
ab. Innere Faktoren sind zum Beispiel pH-Wert, Ionenstirke und Inkompatibilitaten
zwischen Arznei- und Hilfsstoff oder zwischen Hilfsstoffen sowie Wechselwirkungen von

Arznei- oder Hilfsstoffen mit Verpackungsbestandteilen.
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Ziel von Stabilitatsuntersuchungen ist die Festlegung einer Laufzeit (auch Haltbarkeitsfrist,
Verwendbarkeitsdauer oder Verwendungsdauer) fiir Medikamente, innerhalb welcher das
Arzneimittel eine gleichbleibende Qualitat aufweist und wahrend der Wirksamkeit und
Unbedenklichkeit gewdhrleistet werden konnen, sowie die Ermittlung von
Lagerbedingungen unter denen dieses Ziel erreichbar ist. Die Stabilitatsuntersuchung von
Wirkstoffen dient der Festlegung einer Retestperiode, nach welcher ihre pharmazeutische
Qualitat und ihre Verwendbarkeit als Ausgangsstoff fiir die Arzneimittelherstellung erneut

uiberpriift werden muss.

Erstmals wurde 1975 in der U.S.P. (United States Pharmacopeia) XIX eine Monographie
beziiglich Stabilitat und Stabilitatspriifungen veroffentlicht [2]. Heute gelten die Richtlinien
Q1A bis F der ICH (International Conference on Harmonization) als harmonisierte
Richtlinien beziiglich zulassungsbedingender Stabilitatsstudien fiir den europdischen sowie
den US-amerikanischen und japanischen Arzneimittelmarkt. Darin wird klar definiert, dass
die Stabilitatspriifung von Beginn der Arzneimittelentwicklung an in der Verantwortung
des Herstellers liegt. Allerdings sind diese Leitlinien formal fiir den pharmazeutischen
Unternehmer unverbindlich und er kann in begriindeten Féllen davon abweichen, muss
dies jedoch dann im Zulassungsantrag begriinden. Da die Richtlinien einem stiandigen
Revisionsprozess unterworfen sind, spiegeln sie den Stand von Wissenschaft und Technik
wider, sodass sich die zustdndigen Behorden und die pharmazeutischen Unternehmer

daran orientieren.

In der ICH-Richtlinie Q1A Stabilititsuntersuchungen neuer Arzneistoffe und Arzneimittel [3] ist
der Umfang der Stabilitdtstests fiir die Zulassung neuer Wirkstoffe oder Arzneimittel
innerhalb der EU, den USA und Japans festgelegt. Neben allgemeinen Anforderungen

werden Regelungen zu Stressversuchen, der Chargenauswahl, dem Behaltnis- und
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Verschlusssystem, zu Spezifikationen, Priifintervallen sowie der Auswertung der erhobenen
Daten getroffen. Zudem ist eine Stabilitatspriifungsverpflichtung enthalten, die erldutert,
unter welchen Voraussetzungen eine Stabilitatspriifung als abgeschlossen angesehen

werden kann.

Spezielle Regelungen der Richtlinie betreffen Arzneimittel in semipermeablen Behaltnissen
sowie kiihl (5 bis 8°C) oder im Gefrierschrank (< -20°C * 5°C) zu lagernde Arzneimittel.
Obwohl in der Richtlinie keine Hinweise fiir Stabilitatstests einzelner Darreichungsformen
in ihrem Priméarpackmittel enthalten sind, wird eine Durchfiithrung der Stabilitatsstudien in
der fiir die Vermarktung bestimmten Verpackung, also sowohl Primdr- als auch

Sekundarpackmittel, gefordert.

Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber die nach ICH QIA zu untersuchenden

Lagerbedingungen.
Tab. 1: Ubersicht iiber die Lagerbedingung fiir eine Stabilitatsuntersuchung gemaf ICH Q1A
Studie Lagerbedingungen Mindestdauer
25°C £ 2°C/ 60% RH! + 5% RH
Langzeitstudie? oder 12 Monate
30°C + 2°C/ 65% RH + 5% RH
Intermediarstudie? 30°C £2°C/65% RH+5% RH 6 Monate

Kurzzeit-/ beschleunigte Studie  40°C +£2°C/75% RH +5% RH 6 Monate

I RH = relative humidity = relative Luftfeuchte
2bei der Langzeitstudie kann zwischen den beiden angegebenen Bedingungen frei gewahlt werden
3 die Intermediérstudie entfallt, wenn bei der Langzeitstudie die Kombination 30°C + 2°C/ 65% RH * 5% RH

gewahlt wurde
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ICH-Richtlinie Q1B Stabilititsuntersuchungen: Untersuchungen zur Photostabilitit neuer
Arzneistoffe und Arzneimittel [4] trifft Regelungen zu Photostabilitatspriifungen neuer
Wirkstoffe und damit hergestellter Fertigarzneimittel. Diese dienen dazu, sicherzustellen,
dass Licht keinen negativen Einfluss auf Qualitat, Wirksamkeit und Unbedenklichkeit des
Wirkstoffs und des Fertigarzneimittels ausiibt. Die Regelungen dieser Richtlinie umfassen
das systematische Vorgehen, die zu verwendenden Lichtquellen und zu priifenden
Wellenldngen sowie Grundlagen der Durchfiihrung und Auswertung von

Photostabilitatsstudien.

ICH-Richtlinie Q1C Stabilititsuntersuchungen neuer Darreichungsformen [5] erganzt die ICH-
Richtlinie Q1A beziiglich der Stabilititsuntersuchung bereits registrierter Arzneimittel, die
in Form eines neuen Produkts auf den Markt gebracht werden sollen. Hierunter fallen
Produkte mit anderem Applikationsweg, Produkte mit neuer funktioneller
Darreichungsform, wie zum Beispiel bei dem Wechsel von sofort freisetzenden zu
retardierten oralen Darreichungsformen, sowie verdnderte Darreichungsformen mit dem
selben Applikationsweg. ICH QI1C legt lediglich fest, dass hier die Stabilitatsuntersuchung

ebenfalls den Prinzipien der ICH Q1A entsprechen soll.

Die ICH-Richtlinie Q1D Bracketing und Matrixing Designs bei Stabilititsuntersuchungen fiir neue
Arzneistoffe und Arzneimittel [6] beschaftigt sich mit reduzierten Studiendesigns, dem
sogenannten Bracketing und Matrixing von Stabilitatsstudien. Diese Verfahren diirfen
gemdfl ICH QIA bei der Stabilitdtsuntersuchung neuer Arzneistoffe und Arzneimittel
angewandt werden, es werden jedoch dort keine genaueren Anleitungen und
Voraussetzungen fiir die Verwendung dieser Techniken gegeben.

ICH Q1D definiert eine Vollstudie als eine Stabilitdtsstudie, bei der alle Parameter bei allen

Bedingungen zu jedem Untersuchungszeitpunkt bestimmt werden. Abweichend davon
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werden bei einem reduzierten Studiendesign nicht zu jedem Zeitpunkt in der Studie alle
Faktoren bei allen Bedingungen untersucht.

Im Falle des sogenannten Bracketings werden nur die jeweiligen Extreme der einzelnen
Faktoren, wie zum Beispiel Dosierung oder Grofie des Behdltnisses, zu jedem Zeitpunkt
untersucht. Anschliefsend wird auf die dazwischen liegenden Werte interpoliert.

Beim Matrixing werden zu jedem Zeitpunkt wahrend der Studie nur bestimmte, jedoch
wechselnde, Kombinationen an Parametern und Einflussgrofien untersucht. So reduziert
sich die Gesamtzahl der durchzufiithrenden Analysen gegeniiber einer Vollstudie, es lasst
sich am Ende der reduzierten Studie durch Interpolation jedoch trotzdem ein vollstandiges

Bild tiber den Einfluss einzelner Faktoren auf alle untersuchten Qualitatsmerkmale ableiten.

ICH-Richtlinie Q1E Auswertung von Stabilititsdaten [7] erganzt den Abschnitt Auswertung der
ICH Richtlinie Q1A und gibt weitergehende Informationen dariiber, wie die nach ICH Q1A
erhobenen Stabilitatsdaten auszuwerten und daraus Retestperiode oder Laufzeit abzuleiten
sind. Auflerdem wird geregelt, in welchen Fillen eine begrenzte Extrapolation iiber die
belegte Lagerdauer hinaus moglich ist.

Nach dieser Richtlinie ist flir quantitative chemische Parameter wie Arzneistoffgehalt,
Gehalt an Zersetzungsprodukten oder an Konservierungsstoffen die Annahme einer Kinetik
nullter Ordnung und somit eine vereinfachte Regressionsrechnung mdoglich. Auflerdem
werden Regelungen zur statistischen Auswertung der Primdrdaten fiir das

Zulassungsdossier getroffen.

Die ICH-Richtlinie QIF Stabilititsdaten fiir das Zulassungsdossier in Klimazonen III und 1V
wurde am 8. Juni 2006 zuriickgenommen [8], da einige Staaten in diesen Klimazonen neue
Berechnungen und Diskussionen fiir groiere Sicherheitsspielraume fiir den Vertrieb von

Arzneimitteln gefordert haben. Die Festlegung von Lagerbedingungen fiir die
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Stabilitatsuntersuchungen zur Zulassung eines Arzneimittels fiir die Klimazonen III (heif3
und trocken) sowie IV (heifs und feucht) wurde mit der Riicknahme der Richtlinie den

entsprechenden Staaten in diesen Klimazonen sowie der WHO f{iberlassen.

Die WHO hat in der Technical Report Series No. 953 [9] ebenfalls Richtlinien fiir
Stabilititsuntersuchungen im Zuge der Arzneimittelentwicklung und -zulassung
veroOffentlicht. Diese orientieren sich zum Einen an den oben beschriebenen ICH Guidelines,
fithren jedoch zum Anderen auch spezielle Anforderungen einzelner Staaten beziiglich
Stabilitatsuntersuchungen fiir eine nationale Arzneimittelzulassung auf. Aufierdem wird
eine Ubersicht {iber relevante Untersuchungsparameter fiir einzelne Darreichungsformen

gegeben.
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2.2 Aktuelle Datenlage zur Stabilitit von Atropinsulfatlosungen

Atropin ist die Bezeichnung fiir das Racemat aus R- und S-Hyoscyamin. Als Tropasdureester
des Tropins ist es anfillig fiir eine pH-abhdngige, sowohl durch Sduren als auch Basen
katalysierte, Hydrolyse.

In kinetischen Studien konnte gezeigt werden, dass die Reaktion im Sauren deutlich
langsamer verlduft, als im basischen Milieu und Erstere daher fiir den Abbau von
Atropinsulfat in Losungen nur eine untergeordnete Rolle spielt [10, 11, 12]. Fiir beide
Mechanismen konnte jedoch eine Temperaturabhangigkeit der Reaktion gezeigt werden.

Eine Anderung des Reaktionsmechanismus findet bei Anderung der Temperatur nicht statt.

Zvirblis et al. untersuchten 1956 [10] die durch Hydroxylionen katalysierte Hydrolyse des
Atropins im pH-Bereich von 7 bis 13 bei Temperaturen von 25 bis 60°C. Hierbei sind zwei
Reaktionsmechanismen zu unterscheiden, je nach dem, ob als Edukt die freie Base oder die
protonierte Form vorliegt. Beide Reaktionen verlaufen bei konstanter Temperatur und
konstantem pH-Wert als Reaktionen 1. Ordnung ab. Es konnte gezeigt werden, dass
oberhalb eines pH-Wertes von 11,5 ausschliefdlich die Hydrolyse der freien Base erfolgt,
wohingegen unter pH 8,5 allein die protonierte Form als Edukt fiir die Reaktion dient.

Zwischen diesen beiden pH-Werten laufen beide Reaktionen nebeneinander ab.

Kondritzer und Zvirblis zeigten 1957 [11] durch kinetische Untersuchungen an Atropinsulfat
in 0,1- bis 0,4-normaler Perchlorsdaure bei 70, 80 und 90°C, dass die durch Protonen
katalysierte Hydrolyse eine Reaktion 1. Ordnung darstellt. Auflerdem fanden sie eine
Temperaturabhangigkeit des pH-Wertes, an dem die protonenkatalysierte Hydrolyse
minimal ist. Das  Stabilititsoptimum von  Atropinsulfat gegeniiber einer

protonenkatalysierten Hydrolyse variiert zwischen pH 4,11 bei 0°C und pH 3,24 bei 100°C.

11
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Weiterhin wird festgestellt, dass bei pH-Werten {iiber 4,5 die durch Hydroxylionen
katalysierte Hydrolyse vorherrscht, wohingegen bei pH-Werten unter 3 die Saurekatalyse

dominiert.

Reich schrankt die Erkenntnises von Zvirblis et al. sowie Kondritzer und Zvirblis 1967 in seiner
Arbeit [13] insoweit ein, als dass sie nur Giiltigkeit besitzen, wenn die Hydrolyse in Form
einer spezifischen Saure-Base-Katalyse durch Protonen und Hydroxylionen verursacht wird.
Liegt, wie in den meisten Arzneimittel, ein Puffersystem vor, wird die
Reaktionsgeschwindigkeitskonstante der dann vorliegenden allgemeinen S&ure-Base-
Katalyse neben dem pH-Wert von Art und Starke des Puffers beeinflusst. Weiterhin fiihrt er
bereits 1965 [14] an, dass, wie auch in verschiedenen anderen Studien [15, 16, 17] berichtet,
neben dem hydrolytischen auch ein thermischer Abbau des Atropins in Form einer
Wasserabspaltung unter Bildung von Apoatropin moglich ist. Zudem beschreibt Reich die
Moglichkeit einer Dimerisierung des Apoatropins zum sogenannten Belladonnin, welches

auf Grund moglicher Isomerisierung in der a-/trans- oder £3-/cis-Form vorliegen kann.

Die verschiedenen zum Abbau von Atropin fithrenden Reaktionen wurden durch Lund und
Waaler 1968 [12] im pH-Bereich 1 bis 6 und bei 80, 90 und 100 °C untersucht. Hierbei wurde,
anders als bei Zvirblis, Socholitsky und Kondritzer [10] oder Kondritzer und Zvirblis [11], der
zeitgleiche Ablauf beider Degradationsreaktionen in Betracht gezogen und daher die
Storung der quantitativen, UV-spektroskopischen Bestimmung von Atropin durch
Apoatropin, welches bei den verwendeten Wellenlingen einen etwa 20-fach hdheren

Extinktionskoeffizienten besitzt, bei der Auswertung rechnerisch berticksichtigt.

Lund und Waaler konnten durch ihre Untersuchungen sowohl die Hydrolyse des Atropins

zu Tropasdure und Tropanol als auch die Dehydratisierung zu Apoatropin bestdtigen. Des

12
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Weiteren zeigten sie, dass Apoatropin zum Einen durch Hydrolyse weiter zu Atropasaure
und Tropanol abgebaut, zum Anderen aber auch zu Belladonnin dimerisiert werden kann.
Die Bildung von Atropasdure ist auflerdem durch Wasserabspaltung aus Tropasdure
moglich. Ebenfalls beschrieben ist eine Dimerisierung der Atropasdure zur sogenannten
Isatropasdure. Zudem wird fiir die zur Bildung von Tropasaure, Apoatropin und
Atropasaure fithrenden Reaktionen die Moglichkeit der Riickreaktion und somit der

Riickbildung der Edukte beobachtet.

Nach Lund und Waaler ergibt sich fiir den Abbau von Atropin das in Abbildung 1

dargestellte Reaktionsschema.

Abb. 1: Reaktionsschema des Atropin-Abbaus nach Lund und Waaler (aus [12], modifiziert)

CH=CO0CGHUN == @—gn—coon + HOCgHyN
CH20H

“ N “ m (I
—C00CgH ;LN === C— + HOCgHyN
@—% COOCgH1, @-gH COOH + HOCgHy;
‘c”z vy | 2m
> Q_con
COOCgH14N
C1) CX )+ zHoceHN
COOCgH ;N COOH
(¥D (¥ (mm)
@ Atropin In Tropasdure (1Im) Tropanol (1\%) Apoatropin

V) Atropasdure (V) Belladonnin (VII) Isatropasdure

Lund und Waaler bestimmten auflerdem die Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten der oben
beschriebenen Reaktionen und fanden sowohl eine Temperatur- als auch eine pH-

Abhangigkeit. Fir die Hydrolyse fiithrt die Auftragung des Logarithmus der
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Geschwindigkeitskonstanten (log k) gegen den pH-Wert zu einem parabolischen
Kurvenverlauf mit zwei linearen Bereichen bei pH 1 bis 2 sowie 4 bis 6. In diesen Bereichen
liegt, ahnlich wie bereits durch Kondritzer und Zvirblis [11] beschrieben, entweder eine reine
Protonenkatalyse (pH 1-2) oder eine reine Hydroxylionenkatalyse (pH 4-6) vor, wohingegen
im nicht linearen Bereich zwischen pH 2 und 4 beide Reaktionsmechanismen parallel

ablaufen.

Bjerkelund et. al beschaftigten sich 1969 erneut mit der Aufklarung der beim Abbau des
Atropins ablaufenden Reaktionen und untersuchten dafiir die Stabilitat von Tropasaure,
Atropasdure, Belladonnin, Apoatropin sowie Atropin bei pH 7,0 und 80°C [16]. Sie konnten
bei den gewdhlten Bedingungen jedoch lediglich die Hydrolyse von Atropin und
Apoatropin zu Tropasaure bzw. Atropasdure sowie die Dimerisierung von Apoatropin zu
Belladonnin und die Rehydratisierung von Apoatropin zu Atropin beobachten. Auflerdem
vermuteten sie, die Isomerisierung vom primar gebildeten a-Belladonnin zu £-Belladonnin
beobachten zu kénnen. Das von Lund und Waaler aufgestellte Reaktionsschema (s. Abb. 1)

vereinfacht sich somit zu dem in Abbildung 2 dargestellten.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass das Stabilitatsoptimum des Atropins in
Bezug auf die Hydrolyse zu Tropasaure im Bereich von pH 3 bis 4 liegt [12, 17]. Hier ist die
Rate der Dehydratisierung zu Apoatropin jedoch am grofiten [17]. Ausgehend von
Apoatropin kann unter extremen Bedingungen eine Dimerisierung nach Art einer Diels-
Alder-Reaktion zu Belladonnin als auch eine Rehydratisierung zu Atropin erfolgen. Des
Weiteren ist eine protonenkatalysierte, hydrolytische Spaltung von Apoatropin zu

Atropasdure und Tropanol zu beobachten [16, 17].
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Sowohl die Hydrolyse als auch die Dehydratisierung des Atropins stellen unter den
beschriebenen Versuchsbedingungen Reaktionen erster Ordnung dar und sind temperatur-
und pH-abhéangig.

Die Hydrolyseprodukte des Atropins (Tropasdure und Tropanol) sind nicht toxisch,
besitzen jedoch keine anticholinerge Wirkung [18]. Das durch Wasserabspaltung aus

Atropin hervorgehende Apoatropin hingegen ist toxischer als der Arzneistoff selbst [15, 65].

Abb. 2: Reaktionsschema des Atropin-Abbaus nach Bjerkelund und Waaler (aus [12], modifiziert)
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Alle oben beschriebenen Studien wurden an einfachen, gegebenenfalls gepufferten
Losungen bei verhdltnismafsig hohen Temperaturen (> 60°C) durchgefiihrt. Teilweise lagen
extreme, flir ein Arzneimittel unrealistische, pH-Werte vor. Des Weiteren sind die
verwendeten Analysenmethoden (DC, UV-Photometrie) fiir die Analyse von in Spuren
vorkommenden Degradationsprodukten nur bedingt geeignet. Einfliisse von Licht oder
eines Primarpackmittels auf die Stabilitdt der API-Losung (active pharmaceutical ingredient)

wurden in keiner Studie betrachtet.
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Neuere Untersuchungen zur Stabilitdit von Atropinsulfatlosungen befassen sich mit der
Verwendbarkeit entsprechender Arzneimittel iiber ihr Verfalldatum hinaus [18, 19] sowie
dem FEinfluss verschiedener Behiltnismaterialien [20 - 22] oder Lagerungstemperaturen
[23, 24] und der Kommissionierung preandsthetischer Arzneistoffmischungen in Form von
Fertigspritzen fiir den OP [25, 26] auf die Stabilitat des Arzneistoffs beziehungsweise der

Arzneistoffe.

Schier et al. [18] untersuchten 2004 die Stabilitat von Atropinsulfat-Injektionslésungen mittels
GC-MS nach unterschiedlich langer Lagerung unter nicht kontrollierten Bedingungen
(innerhalb der Verwendbarkeitsfrist und bis zu 12 Jahre dariiber hinaus) im Hinblick auf
eine Verwendbarkeit abgelaufener Medikamente im Falle eines terroristischen
Nervenkampfstoff-Angriffs mit einer Vielzahl Verletzter. Die Autoren kommen zu dem
Ergebnis, dass auch langzeitgelagerte Arzneistofflosungen bei einem solchen Angriff
problemlos zum Einsatz kommen konnen, da die gefundene Menge an Abbauprodukten der
API sehr gering ist. Allerdings liegen die ermittelten Konzentrationen des Arzneistoffs bis
zu 27,5% unter den deklarierten. Diesen Umstand sehen die Autoren als unbedeutend und
begriinden dies damit, dass Atropin allein auf Grund des klinischen Ansprechens des
Patienten auf das Antidot dosiert wird.

Lyon et al. haben 2006 Daten aus dem US-amerikanischen SLEP (Shelf Life Extension
Program), welches im Auftrag des Verteidigungsministeriums durch die FDA (Food and
Drug Administration) durchgefiihrt wird, veroffentlicht [19]. Bei diesem Programm geht es
um die Ausnutzung des wirtschaftlichen Potentials einer chargenabhangigen Verldngerung
der Nutzungsdauer der durch die US-Streitkrafte bevorrateten Arzneimittel iiber das
Verfalldatum hinaus. Grundlage hierfiir bildet ein regelmafiiges, chargenspezifisches

Qualitatsmonitoring.
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Alle finf der in das Programm aufgenommenen Chargen eines Atropin-Pralidoxim-
Autoinjektors konnten auf Grund ihrer pharmazeutischen Qualitdt zwischen 25 und 38
Monate langer verwendet werden, als ihr Verfalldatum zugelassen hatte.

Von den 27 in das Programm aufgenommenen Chargen einer Atropinsulfat-
Injektionslosung lagen 24 nach Ablauf des Verfalldatums noch innerhalb der Spezifikation.
Die Laufzeitverlangerung dieser Chargen betrug zwischen 19 und 216 Monaten. Zwei der
nicht verlangerten Chargen mussten auf Grund von Abweichungen des pH-Wertes, eine
wegen vermindertem API-Gehalt ausgesondert werden.

Weiterhin waren 687 Chargen eines Atropin-Autoinjektors Gegenstand des SLEP. Hiervon
konnte in 495 Fillen eine Verldngerung der Laufzeit vorgenommen werden, die beim
Auftreten von OOS-Ergebnissen bei der regelméfsigen Untersuchung zwischen 12 und 135
Monaten lag. Bei Veroffentlichung der Daten waren noch 119 Chargen aktiv im Programm,
deren Nutzungszeit bereits zwischen 13 und 129 Monaten {iiber ihr Verfalldatum hinaus
verlangert werden konnte. Hauptursache fiir das Ausscheiden einzelner Chargen aus dem
Programm war ein OOS-Ergebnis im Bereich , Aussehen der Losung” (279 Chargen). Am
haufigsten traten hier braune Niederschldge (245 Chargen) auf, gefolgt von Triibungen (31
Chargen) und Farbung (3 Chargen). Am zweit hadufigsten lagen verminderte
Arzneistoffgehalte vor (152 Chargen). In der Gruppe der zundchst in ihrer Laufzeit
verlangerten Chargen konnte bei 52 Chargen auf Grund eines Minderbefundes beziiglich
des als Konservierungsmittel eingesetzten Phenols die Laufzeit nicht weiter verlangert
werden. Fiir 7 Chargen traf dies bereits bei Ablauf des Verfalldatums zu.
Zusammenfassend wird durch Lyon et al. festgestellt, dass bei vielen Arzneimitteln eine
Verwendung auch iiber das Verfalldatum hinaus aus pharmazeutischer Sicht moglich ist,
aber auf Grund der, vor allem bei den Atropinsulfat-Autoinjektoren stark ausgepragten,
Interchargenvariabilitit die Ausweitung der Nutzungsdauer nur bei regelmafliger,

chargenbezogener Untersuchung erfolgen darf.
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Durch Loch und Zimmermann wurden bei der Untersuchung der bis zu 19 Jahre gelagerten
Autoinjektoren AtroPen” und Kombinationsautoinjektor ebenfalls Verfirbung und
Partikelbildung in der Losung beobachtet [27]. Mittels HPLC-UV wurden die
Abbauprodukte Tropasaure und Apoatropin bestimmt und ein signifikanter Unterschied
beziiglich der Konzentration an Tropasdaure in den beiden untersuchten Produkten
festgestellt. Des Weiteren wurden mittels ICP-MS in beiden Arzneimitteln Schwermetalle in
unterschiedlichen Mengen nachgewiesen. Eine Bildung von Atropasaure wurde nicht

nachgewiesen.

Zvirblis und Ellin verglichen 1982 die Stabilitdt einer Zubereitung aus Trimedoximbromid,
Atropinsulfat und Benactyzinhydrochlorid in Glas- und Kunststoffspritzen [20]. Die
verwendete Kunststoffspritze bestand aus Polypropylen und besafi einen Elastomerstopfen
aus Butylkautschuk. Nach der bis zu vier Monate dauernden Lagerung konnte kein
statistisch signifikanter Abbau von Atropin, weder in Glas noch in Plastik, festgestellt
werden. Auf Grund der geringeren Fliissigkeitsverluste, der weniger haufig auftretenden
Farbungen und einem in Kunststoff bei 80°C beobachteten abnormen pH-Verhalten kamen
die Autoren jedoch zu dem Schluss, dass fiir diese Zubereitung Glas als Primarpackmittel

einer Polypropylenspritze mit Elastomerstopfen vorzuziehen sei.

Lewis et al. [21] berichten 1994 nach viertagiger Lagerung einer Atropinsulfat-
Injektionslosung in Polypropylenspritzen im OP von einer Reduktion des API-Gehalts um
43 bis 52%. Bei den als Vergleich herangezogenen Glasspritzen nahm der Atropingehalt im
selben Zeitraum nur um 11 bis 35% ab. Da im HPLC-Chromatogramm keine zusatzlichen
Peaks identifiziert wurden, gehen die Autoren von einer Verminderung des freien

Wirkstoffs durch Adsorption an das Spritzenmaterial aus. Daher raten sie von der im OP
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gangigen Praxis der Lagerung von Atropinsulfat-Injektionslosung in Polypropylen-Spritzen
ab.

Driver et al. fithrten 1999 eine vergleichbare Studie zur Stabilitit von Atropinsulfat-
Injektionslosung durch [22]. Sie konnten nach 24 Stunden Lagerung bei Raumtemperatur
eine Reduktion des API-Gehalts um ein bis zwei Prozent feststellen, der durch weitere
Lagerung jedoch nicht weiter abnahm. Auf Grund eines zu Beginn der Studie {iber dem
deklarierten Wert liegenden Arzneistoffgehalts wurde auch nach acht Tagen der deklarierte
Gehalt nicht unterschritten. Aus Sicht der Autoren ist Atropinsulfat daher ausreichend
stabil, wenn es bis zu acht Tage in Kunststoffspritzen aufbewahrt wird. Als Ursache fiir die
abweichenden Ergebnisse bei Lewis, Jarvi und Cady [21] diskutieren sie unterschiedliche
Verfahren bei der Befiillung der Spritzen (volumen- bzw. massebasiert) und Unterschiede

der verwendeten HPLC-Methoden.

Weitere Arbeiten zur Stabilitdt von Atropinsulfatlosungenen, die fiir die Verwendung im
OP in Kunststoffspritzen abgefiillt wurden, stammen von Stanaszek und Pan [25] sowie von
Rhodes et al. [26], wobei in der Studie von Rhodes et al. neben Atropinsulfat noch
Promethazinhydrochlorid und Meperidinhydrochlorid in der Zubereitung enthalten waren.
In beiden Untersuchungen wurden in Glasspritzen abgefiillte Zubereitungen als Vergleich
herangezogen.

Stanaszek und Pan konnten iiber eine Dauer von zehn Tagen keine Unterschiede zwischen
den in Glas und den in Kunststoff abgefiillten Losungen feststellen. Aufserdem fanden sie,
dass eine Lagerung im Kiihlschrank bei 5°C keinen Vorteil gegeniiber einer Lagerung bei
Raumtemperatur (25°C) bringt.

Rhodes et al. konnten nachweisen, dass eine Losung aus Meperidinhydrochlorid,
Promethazinhydrochlorid und Atropinsulfat in Kunststoffspritzen tiber 24 Stunden stabil

ist.

19



Aktuelle Datenlage zur Stabilitdt von Atropinsulfatlosungen

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Datenlage zur Stabilitit von
Atropinsulfatldsungen in verschiedenen Primarpackmitteln uneindeutig ist. Es kénnen
sowohl Studien gefunden werden, die auf Inkompatibilititen zwischen Atropin und
Kunststoffbehaltnissen hindeuten, als auch solche, bei denen kein Unterschied zwischen
Losungen aus Kunststoff- und Glasbehailtnissen festgestellt werden kann. Des Weiteren
treffen die vorgestellten Studien liberwiegend Aussagen iiber die Kurzzeit-Lagerfahigkeit
entsprechender Arzneimittel im Primarpackmittel. Lediglich Schier et al. [18], Lyone et al. [19]
sowie Loch und Zimmermann [27] stellen Daten zu langzeitgelagerten Arzneimitteln vor.
Hier sind jedoch keine Arzneimittel erfasst, die ein Primarpackmittel aus Kunststotf

besitzen.
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2.3 Atropinsulfathaltige Autoinjektoren und Injektionslésungen

Atropinsulfat-Injektionslosungen werden von der Bundeswehr als Antidote bei
Vergiftungen mit Nervenkampfstoffen in Form verschiedener Autoinjektionssysteme zur
Selbst- und Kameradenhilfe bevorratet. Durch die Bereitstellung dieser
Notfallmedikamente, die auch durch medizinische Laien beim Eintreten entsprechender
Symptome einer Nervenkampfstoffvergiftung angewendet werden konnen, ist im Falle
einer Vergiftung von Soldaten mit Nervenkampfstoffen ein sofortiges Handeln vor Ort und
somit eine Stabilisierung des Patienten bis zur Ubergabe an eine medizinische Einrichtung
moglich. Hier kann die Atropintherapie dann mit Hilfe der Atropin-Injektionslosung, die
durch die Bundeswehr in ihren Krankenhausapotheken hergestellt wird, entsprechend dem
individuellen Zustand des Patienten fortgefithrt werden. Des Weiteren kommt die
Atropinsulfat-Injektionslosung im Klinikbetrieb als Parasympatholytikum zum Beispiel zur
Narkosevorbereitung, als Kurzzeittherapie bei bradykarden Herzrhythmusstorungen oder

als Antidot bei Vergiftungen mit Parasympathomimetika zum Einsatz.

Als Autoinjektor bezeichnet man Arzneimittel zur intramuskuldren Verabreichung
einzeldosierter Injektionen. Sie werden iiberwiegend zum Einsatz durch medizinische Laien
wie zum Beispiel Patienten oder Ersthelfer entwickelt. Der Aufbau eines Autoinjektors
dhnelt dem einer Spritze. Die Injektionsnadel befindet sich jedoch im Inneren des Gehauses
und wird erst nach Aktivierung und Auslosen des Injektors, das iiblicherweise durch
Aufdriicken auf die Injektionsstelle erfolgt, mittels eines Federmechanismus freigegeben.
Das Arzneistoffreservoir, auch Injektionskarpule genannt, kann aus verschiedenen
Materialien bestehen und wird in der Regel durch Elastomerstopfen an beiden Enden nach

aufSen hin abgeschlossen.
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Zur Applikation mehrerer Arzneistoffe mit einem einzigen Autoinjektor kommen sowohl
Ein- als auch Zweikammer-Injektoren zum Einsatz. Die letzt genannten Systeme bieten die
Moglichkeit, mit einer Injektion mehrere Arzneistoffe zu injizieren, diese jedoch bis zu
diesem Zeitpunkt zur Verbesserung der Stabilitit und zur Verhinderung von
Inkompatibilititen getrennt voneinander aufzubewahren. Nach der Aktivierung und
Auslosung des Autoinjektors werden entweder die beiden Losungen gemischt oder ein
lyophilisierter Arzneistoff durch die Fliissigkeit in der zweiten Kammer, die sowohl reines
Wasser fiir Injektionszwecke als auch eine geloste zweite API enthalten kann, in Losung

gebracht.

Als atropinhaltige Autoinjektoren stehen bei der Bundeswehr der AtroPen", der sogenannte
Kombinationsautoinjektor gegen Nervenkampfstoffvergiftungen und der Autoinjektor
ComboPen"” ATOX II zur Verfiigung.

Der AtroPen" stellt ein Monopréparat mit einer Atropinsulfatldsung (2 mg/ 0,7 ml) in einer
durch Silikonisierung inaktivierten Metallkarpule dar. Der Kombinationsautoinjektor
enthédlt 2 ml einer Losung von 2 mg Atropinsulfat und 150 mg Obidoximchlorid in einem
Glaszylinder. Der Autoinjektor ComboPen” ATOX II ist ein Zwei-Kammersystem mit einer
Atropinsulfat- (2 mg/ 0,7 ml) und einer Obidoximchloridldsung (220 mg/ 2 ml), die getrennt
voneinander in je einer Kammer der aus Kunststoff bestehenden Injektionskarpule enthalten
sind.

Der genaue Aufbau dieser drei fiir die vorliegende Arbeit verwendeten Primarpackmittel ist

in Kapitel 2.5 beschrieben.

Weitere Arzneimittel, die in Form von Autoinjektoren zur Verfiigung stehen, sind Morphin-

Injektoren, die den Soldaten im Einsatz eine Erstversorgung mit schmerzstillenden Mitteln
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ermoglichen, sowie Adrenalin-Injektoren fiir Allergiker, die im Falle eines anaphylaktischen

Schocks zur Anwendung kommen.

Da Autoinjektoren im Zuge der Selbst- und Kameradenhilfe nicht durch medizinisches
Personal sondern durch medizinische Laien angewendet werden, kann ein zu geringer
Arzneistoffgehalt zur lebensbedrohlichen Gefdhrdung der vergifteten Personen fiihren. Die
Verabreichung der anticholinergen Arzneimittel durch Ersthelfer ist bei der Bundeswehr
durch die Ausgabe einer fixen Anzahl an Injektoren pro Soldat begrenzt. Daher kann einer
Unterversorgung durch Arzneimittel, die auf Grund von Abbauvorgingen durch lange
Lagerungszeiten auftreten konnen nicht durch zusédtzliche Verabreichung einer weiteren

Dosis entgegengewirkt werden.
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2.4 Primdrpackmittel

24.1 Allgemeines

Das Primarpackmittel bildet zusammen mit der Darreichungsform wund der
Sekundarverpackung das Arzneimittel. Das Primarpackmittel umfasst sowohl das Behaltnis
als auch Verschliisse, Dichtungen sowie andere Teile, die im direkten Kontakt mit dem
Arzneimittel stehen. Daher werden sie hdufig auch Behalter-Verschluss-Systeme (engl.

container closure systems) genannt.

Aufgabe des Primédrpackmittels ist der Schutz der Darreichungsform vor negativen
Einfliissen, die Instabilitaten bedingen. Um die Arzneimittelsicherheit zu gewahrleisten darf
die Verpackung dabei selbst keine negativen Einfliisse auf die Darreichungsform ausiiben
oder inkompatibel mit dem Arznei- oder einem der Hilfsstoffe sein. Durch Grimm werden
unter anderem folgende Wechselwirkungen zwischen Zubereitung und Verpackung

beschrieben [28]:

* Verminderte Wirksamkeit durch Adsorption oder Absorption des Wirkstoffs

o Zersetzung des Wirkstoffs durch Substanzen, die aus dem Verpackungsmaterial

herausgelost werden (Migrationsstoffe)

* Verringerung der Konzentration von Hilfsstoffen durch Adsorption, Absorption

oder Interaktion mit Migrationsstoffen

* Ausfillungen von Arznei- oder Hilfsstoffen

* Verfarbungen des Inhaltes oder von Verpackungsbestandteilen

* Versprodung der Verpackung oder einzelner Bestandteile
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Ein weiterer Aspekt, der bei der Wahl eines Primdrpackmittels eine Rolle spielt, ist dessen
Performance, also das anwendungsgerechte Funktionieren. Hierfiir sind eine zuverlassige,
optimale Entnahme des Arzneimittels aus der Verpackung sowie ein zuverldssiges
Verschlusssystem unerldsslich. Nach Grimm [28] sind die fiir fliissige Darreichungsformen
am haufigsten auftretenden Instabilitdten, die durch ungeeignete Behaltnis-Verschluss-

Systeme verursacht werden:

* Permeation von Feuchtigkeit

¢ Permeation von Sauerstoff

* Sorption von Konservierungsmitteln

*  Wechselwirkungen mit Glas

* Verschiebung des pH-Wertes

* Ausfallungen

¢ Penetration von Licht

*  Wechselwirkung mit Elastomeren in Form von Desorption, Permeation und/oder

Sorption.

Daher sollte bereits in einem frithen Stadium der Arzneimittelentwicklung auch Augenmerk
auf mogliche Interaktionen zwischen der Zubereitung und einem moglichen Packmittel

gelegt werden (s. auch Kapitel 2.1).

Im Europaischen Arzneibuch [29] sind in Kapitel 3.1. Anforderungen an die bei der
Herstellung von Behaltnissen verwendeten Materialien sowie in Kapitel 3.2. Anforderungen

an die Behaltnisse selbst festgelegt. Demnach miissen Behéltnisse so beschaffen sein, dass
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der Inhalt in geeigneter Weise entnommen werden kann und dieser auflerdem vor Verlust
und Veranderung geschiitzt ist. Die Qualitdat des Inhalts darf durch den Kontakt mit dem
Behaltnis nicht so verandert werden, dass die geforderten Grenzwerte iiberschritten werden
und es darf keine physikalischen oder chemischen Einwirkungen auf den Inhalt ausiiben
[29].

Auf Grund des direkten Kontakts zwischen Darreichungsform und Priméarpackmittel kann
eine Beeinflussung des Arzneimittels nie vollstindig ausgeschlossen werden. Sie darf jedoch
zur Wahrung der Arzneimittelsicherheit ein kritisches Mafs nicht {iberschreiten. Bei
geeigneter Wahl sowohl des Primar- als auch des Sekundarpackmittels konnen diese jedoch
einen beachtlichen Beitrag zur Arzneimittelstabilitdt leisten, indem sie das Arzneimittel zum

Beispiel in Form einer einfachen Faltschachtel vor Licht schiitzen.

Art und Ausmafs der Beeinflussung der Arzneimittelqualitat durch das Primarpackmittel
sowie die Eignung des Packmittels fiir den vorhergesehenen Gebrauch sind gemafs ICH-
Richtlinie Q8 Pharmazeutische Entwicklung [30] wahrend der Arzneimittelentwicklung zu
priiffen und durch die Wahl geeigneter Materialien zu minimieren. Auflerdem ist die
Eignung des Primarpackmittels fiir den vorgesehenen Zweck an Hand der erhobenen Daten
im Rahmen des Zulassungsantrags nachzuweisen. Nach ICH-Richtlinie Q1A [3] sind neben
dem Priméarpackmittel selbst auch Einfliisse der auf den Primarpackmitteln aufgebrachten
Etiketten, deren Klebstoffe und Bedruckung sowie der Sekundarverpackung auf den Inhalt

zu ermitteln.

Fiir die Zulassung fliissiger Arzneimittel zur oralen und parenteralen Applikation sind nach
ICH-Richtlinie Q6A Spezifikationen: Priifverfahren und Grenzwerte fiir neue Arzneistoffe und
Arzneimittel: chemische Substanzen [31] die Berlicksichtigung der Ergebnisse von

Extraktionsstudien bei der Beschreibung des Primdrpackmittels im Rahmen von
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Spezifikationen vorgeschrieben. Fiir die Zulassung parenteral zu applizierender Losungen,
die in Form von Fertigspritzen oder vergleichbaren Applikationseinrichtungen wie zum
Beispiel Autoinjektoren zugelassen werden sollen, sind in eine Spezifikation auflerdem
Parameter beziiglich der Funktionsfahigkeit des Applikationssystems aufzunehmen. Hierzu
zéhlen beispielsweise fiir Autoinjektoren eine Uberpriifung der Auslosekraft, des

Abgabevolumens sowie der Injektionszeit [32].

Nach ICH-Richtlinie Q3B Verunreinigungen in neuen Arzneimitteln [33] unterscheidet sich die
Art der Berichterstattung bei der Einreichung der Zulassungsunterlagen beziiglich
Verunreinigungen, die Reaktionsprodukte zwischen Primarpackmittel und Arzneistoff bzw.
Hilfsstoffen darstellen, nach dem prozentualen Anteil der Verunreinigung, bezogen auf die
maximale tadgliche Dosis des Arzneistoffes. Entsprechend diesen Anteils miissen
Verunreinigungen berichtet, identifiziert oder toxikologisch beurteilt werden.
Verunreinigungen aus Hilfsstoffen, deren Abbauprodukte sowie Stoffe aus dem Behaltnis-

Verschluss-System werden in dieser Richtlinie nicht berticksichtigt.

Die EMEA fordert in ihrer Leitlinie zu Primdrpackmitteln aus Kunststoff [34] im Rahmen von
Neuzulassungen umfassende Priifungen der Kunststoffe, die als Primarpackmittel
verwendet werden. Diese Richtlinie schliefit jedoch alle bei der Herstellung von
Primérpackmitteln verwendeten Elastomere aus. Abhdngig von der Darreichungsform
werden Extraktions- und Interaktionsstudien gefordert, wobei letztere sowohl Migrations-
als auch Sorptionsstudien umfassen.

Im Laufe von Extraktionsstudien wird durch geeignete Losungsmittel bei erhohter
Temperatur der maximale Umfang an Stoffen (Extractables) bestimmt, die vom Packmittel
an das Fiillgut abgegeben werden konnen. Migrationsstudien hingegen werden unter

Bedingungen durchgefiihrt, die dem vorhergesehenen Gebrauch entsprechen. Die dabei
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identifizierten Stoffe werden Leachables genannt. Sie konnen im Rahmen der normalen

Stabilitatsuntersuchungen als Verunreinigungen detektiert werden.

Die FDA fordert in ihren Richtlinie fiir die Industrie: Behiltnis-Verschluss-Systeme als Packmittel
fiir Humanarzneimittel und Biologika [35] bei einem Antrag auf Zulassung unterschiedliche
Angaben zur verwendeten Primdrpackung, abhdngig von Art der Zubereitung sowie
Applikationsort und -weg. So sind zum Beispiel im Zulassungsantrag fiir ein zu
injizierendes Arzneimittel detailliertere Informationen tiber Art und Zusammensetzung des
Primdrpackmittels vorzulegen als fiir die Zulassung einer oral zu verabreichenden
Formulierung. Da bei fliissigen Zubereitungen Interaktionen zwischen Zubereitung und
Behaltnis wahrscheinlicher sind als bei festen, pulverformigen sind hier ebenfalls die im
Zulassungsantrag fiir eine fliissige Arzneiform enthaltenen Informationen an diese
besonderen Gegebenheiten anzupassen. Des Weiteren miissen die Informationen geeignet
sein nachzuweisen, dass das gewdhlte Primadrpackmittel und seine Komponenten fiir den

vorhergesehenen Verwendungszweck geeignet sind.

2.4.2 Verwendete Materialien

Je nach Darreichungs- und Anwendungsform des Arzneimittels kommen Werkstoffe wie
Glas, Metalle, Kunststoffe und Elastomere bei der Herstellung von Primarpackmitteln zum
Einsatz. Haufig werden Kombinationen dieser Werkstoffe verwendet, um ein Arzneimittel
addquat zu verpacken und so vor dufleren Einfliissen zu schiitzen sowie eine sichere

Anwendung zu gewahrleisten.

Im Folgenden sollen Hintergrundinformationen {iiber die in der vorliegenden Arbeit als

Bestandteile von Primdrpackmitteln genutzten Werkstoffe gegeben werden. Besonderes
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Augenmerk wird hierbei auf mogliche Interaktionen mit Arznei- oder Hilfsstoffen sowie die
Eignung als Werkstoff zur Herstellung von Primarpackmitteln fiir Injektabilia gelegt.
AuBerdem soll ein kurzer Uberblick iiber die Regularien gegeben werden, die den Einsatz

des Materials in der pharmazeutischen Industrie bestimmen.

2421 Glas

Behiltnisse aus Glas finden in der pharmazeutischen Industrie vor allem fiir die
Verpackung von fliissigen Zubereitungen breite Verwendung. Sie kommen als Flaschen fiir
oral applizierbare Zubereitungen wie Séfte und Tropfen, mit entsprechendem
Applikationsaufsatz in Form von Nasensprays oder —tropfen oder als Flaschen fiir
Infusionen sowie Ampullen fiir Injektionen zum Einsatz. Gldser dienen auf Grund ihrer
hohen Resistenz gegeniiber Feuchtigkeit vor allem in den Landern der Klimazonen III und
IV auch als Sammelbehdltnis fiir einzeldosierte, feste Zubereitungen wie Kapseln oder

Tabletten.

Fir die pharmazeutische Verwendung ist vor allem das sogenannte Neutralglas von
Bedeutung. Hierbei handelt es sich um ein Borosilikatglas, das wesentliche Mengen an Bor-,
Aluminium-, Alkali- und/ oder Erdalkalioxiden enthalt [36]. Es besitzt eine grof3e Resistenz
gegeniiber Temperaturschocks sowie eine grofie hydrolytische Resistenz. Weiterhin findet
Natronkalk-Silikatglas in der Pharmazie Verwendung als Behéltnismaterial. Da dieses
Silikatglas Alkali- sowie Erdalkalioxide und hier hauptsachlich Natrium- und Calciumoxid
enthalt, besitzt es nur eine geringe hydrolytische Resistenz [36]. Diese kann jedoch durch
geeignete Verfahren der Oberflaichenbehandlung (Passivierung) soweit gesteigert werden,

dass die hydrolytische Resistenz der eines Neutralglases dhnelt [37].
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Gemdfs dem Europdischen Arzneibuch Abschnitt 3.2.1. werden Glasbehaltnisse zur
pharmazeutischen Verwendung entsprechend ihrer hydrolytischen Resistenz und ihrer
Zusammensetzung in drei Giiteklassen eingeteilt [36]. Die hydrolytische Bestandigkeit
ergibt sich aus der Menge 16slicher mineralischer Substanzen, die vom Glas unter den fiir
die Priifung angegebenen Bedingungen in Wasser abgegeben werden. Diese werden durch
Titration der entstandenen Hydroxylionen in der Losung bestimmt.

Einen Uberblick iiber die Einteilung gemaf Europdischem Arzneibuch und die

Anwendungsgebiete gibt Tabelle 2.

Tab. 2: Ubersicht iiber Glasart, hydrolytische Bestandigkeit und Eignung fiir bestimmte Zubereitungen

der drei Glastypen nach [36]

Typ Glasart Hydrolytische Eignung
Bestandigkeit
I Neutralglas grofs! Pharmazeutische Zubereitungen allgemein,
einschliefdlich Parenteralia

II Natronkalk- grofs? saure und neutrale wassrige Zubereitungen,
Silikatglas einschliefdlich Parenteralia

11 Natronkalk- gering nicht wdssrige Zubereitungen zur parenteralen
Silikatglas Anwendung,

Pulver zur Herstellung von Parenteralia
(nicht gefriergetrocknet),
Zubereitungen  zur  nicht  parenteralen

Anwendung

lauf Grund der chemischen Zusammensetzung
2auf Grund geeigneter Oberfldchenbehandlung

Inkompatibilitaten mit Arzneimitteln treten bei Glasbehiltnissen sehr selten auf [20, 25, 26].

Abhingig vom pH-Wert und der Anwesenheit organischer Sduren kann es beim
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Autoklavieren fliissiger Zubereitungen in Glasbehaltnissen zur Freisetzung von Silikationen
kommen [28]. In vielen Stabilititsstudien werden jedoch in Glas gelagerte

Arzneistofflosungen als Null- oder Vergleichswert herangezogen [21, 25, 26].

Haufig sind bei beobachteten Wechselwirkungen zwischen Arzneizubereitung und
Primédrpackmitteln aus Glas nicht die Glasbehiltnisse sondern weitere Bestandteile des
Behaltnis-Verschluss-Systems verantwortlich fiir die Inkompatibilitat. So fanden Solomun et
al. 2008, dass der verwendete Elastomerstopfen und nicht das verwendete Glasbehaltnis
ursdchlich fiir eine pH-Verdanderung bei gefriergetrockneten, mit ihrem Losungsmittel in

einer Zwei-Kammer-Ampulle verpackten Injektabilia war [38].

2.4.2.2 Nichtrostender Stahl

Nichtrostender Stahl ist die Bezeichnung fiir eine Gruppe korrosions- und sdaurebestandiger
Stahlsorten. Umgangssprachlich wird auch von ,rostfreiem” Stahl gesprochen. Synonyme
sind auflerdem Edelstahl, rostfrei, Inox, Cromargan (Handelsname von WMTF), Nirosta
(Markenname der Nirosta Thyssen Krupp Stainless) oder VA-Stahl. Charakteristisch fiir
nichtrostenden Stahl ist ein Anteil von mehr als 10,5% Chrom, das in einem austenitischen
oder ferritischen Mischkristall geldst ist, sowie einem Kohlenstoffgehalt von maximal 1,2%
[39]. Dieser hohe Chromanteil fiihrt zur Ausbildung einer Passivschicht aus Chromoxid an
der Materialoberfldche, die sich nach mechanischer Beschadigung spontan erneuert. Weitere
Legierungsbestandteile wie Nickel, Molybddn, Mangan und Niob verbessern die
Korrosionsbestandigkeit zusatzlich.

Die am haufigsten verwendete Legierung ist X5CrNi 18-10, auch bekannt als V2A
(Werkstoffnummer 1.4301). Hierbei handelt es sich um einen austenitischen Chrom-Nickel-

Stahl mit einem Chrom-Gehalt von 18% und einem Nickel-Anteil von 10%. Diese Legierung

31



Primarpackmittel

ist jedoch nicht in Gegenwart chlorhaltiger Medien wie Meerwasser oder der chlorhaltigen
Atmosphare in Schwimmbé&dern bestandig. Als Folge treten ortliche Korrosionen wie Loch-
oder Spaltkorrosion auf. Andere Anionen wie zum Beispiel Sulfat verbessern die
Bestandigkeit hingegen [40].

Eine verbesserte Chloridbestandigkeit besitzt hingegen der sogenannte V4A-Stahl
(X5CrNiMo17-12-2, Werkstoffnummer 1.4401) durch seinen Gehalt an Molybdan von 2%.
Die Chloridbestandigkeit von V2A-Stahl, wie er in der vorliegenden Arbeit als Werkstoff
zur Herstellung der Injektionskarpulen aus Metall verwendet wird, lasst sich jedoch auch

durch eine Passivierung der Oberflache durch Silikonisierung erhéhen.

In der pharmazeutischen Industrie finden nichtrostende Stahle vor allem als Werkstoff zur
Herstellung von Produktionseinrichtungen Verwendung. Hier wird V2A-Stahl in wenig
aggressiven Umgebungen eingesetzt und bei Chloridkonzentrationen bis 200 mg/l
verwendet. V4A-Stahl kommt bei Chloridkonzentrationen von bis zu 500 mg/l zum Einsatz.
Bei Chloridkonzentrationen iiber 500 mg/l oder fiir die Verwendung bei erhohten
Temperaturen sind sogenannte Duplex-Stahle mit entsprechenden Eigenschaften notwendig
[41].

Ein Einsatz von nichtrostendem Stahl als Primarpackmittel in der pharmazeutischen
Industrie hingegen ist heutzutage wenig tiblich. Hier kommt Aluminium wegen seines
geringeren Gewichts und der leichteren Verformbarkeit grofiere Bedeutung zu. Daher
existieren kaum Studien zur Risikoabschdtzung in Hinblick auf eine Migration von
Legierungsbestandteilen in das Arzneimittel. Spezielle regulatorische Vorschriften sind fiir
Edelstahl ebenfalls nicht vorhanden.

Auf Grund entsprechender Untersuchungen aus dem Bereich der Lebensmittelindustrie und
der Trinkwasserversorgung kann jedoch auch fiir die Verwendung von nichtrostendem

Stahl als Primdrpackmittel in der pharmazeutischen Industrie davon ausgegangen werden,
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dass bei Wahl einer fiir die vorliegenden Bedingungen geeigneten Legierung ein Ubergang
von Legierungsbestandteilen auf das Arzneimittel nur eine untergeordnete Rolle spielt und
daher kein gesundheitliches Risiko fiir den Patienten darstellt [41].

Da jedoch gerade in Hinblick auf das sensibilisierende Potential von Nickel keine
unbedenkliche Konzentration angegeben werden kann, bei der eine allergische Reaktion
ausgeschlossen werden kann, ist gerade die Herstellung parenteral zu verabreichender
Arzneimittel mit Chrom-Nickel-Stahl als Hauptbestandteil des Primarpackmittels als
kritisch anzusehen. Hilfsweise konnen zur Beurteilung des verwendeten Werkstoffs jedoch
gesetzliche Hochstmengen fiir die Migration von Nickel aus Gegenstanden, die unmittelbar
und langer mit der menschlichen Haut in Berithrung kommen, herangezogen werden. Diese
sind in Anlage 5a der Bedarfsgegenstindeverordnung [42] festgelegt. Nickelhaltige
Bedarfsgegenstande, die unmittelbar und langer mit der Haut in Beriihrung kommen diirfen
demnach maximal 0,5 ug Nickel/ cm?/ Woche freisetzen. Ein Hochstwert von 0,2 ug Nickel/
cm?/ Woche gilt fiir Stdbe jedweder Form, die in durchstochene Ohren oder andere

durchstochene Korperpartien eingefiihrt werden (Ohrringe und Piercings).

2.4.2.3 Polypropylene

Polypropylene gehoren zur Gruppe der Polyolefine. Mit Polyethylen (PE) und Polypropylen
(PP) stellen die Polyolefin-Kunststoffe die beiden am haufigsten verwendeten Kunststoffe
dar [43]. Sie werden durch Polymerisation mit Hilfe spezieller Ziegler-Natta-Katalysatoren
hergestellt. Die Wahl des Katalysators beeinflusst hierbei mafigeblich die Taktizitat
(stereochemische Anordnung der Seitenketten) und damit die thermo-mechanischen
Eigenschaften des erhaltenen Polymers. Bei isotaktischer Anordnung zeigen alle Methylreste
in die selbe Richtung. Bei syndiotaktischer Anordnung liegen die Methylgruppen

alternierend auf den beiden Seiten des Polymerriickgrates. Bei ataktischen Polymeren sind
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die Methylgruppen zuféllig verteilt. Die grofste Bedeutung besitzt heute das isotaktische

Polymer (s. Abb. 3).

Abb. 3: Isotaktisches Polypropylen
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Eine Polymerisation von Propen allein fithrt zum Polypropylen-Homopolymer, welches in
der vorliegenden Arbeit Ausgangsmaterial fiir die Kunststoffkarpule des ATOX II-Injektors
sowie fiir die im ATOX II und im AtroPen” eingesetzten Nadelfiihrungen ist. Eine
Polymerisation von Propen mit Comonomeren wie Ethen, 1-Buten oder héheren a-Olefinen
fiilhrt zu Copolymeren mit verdanderten Eigenschaften. Die thermo-mechanischen
Eigenschaften von Polypropylen konnen neben der Taktizitdt oder der Verwendung von
Comonomeren aufierdem durch die mittlere molare Masse, deren Verteilung oder die
Verwendung mineralischer Fiillstoffe wie Talkum, Kreide oder Glasfasern in einem weiten
Bereich variiert werden. Im Folgenden werden die Eigenschaften des Polypropylen-

Homopolymers dargestellt.

Polypropylen ist ein teilkristalliner, thermoplastischer Kunststoff. Der Grad der Kristallinitat
wird mafsgeblich durch die Taktizitit des Polymers beeinflusst. So besitzt isotaktisches
Polymer den grofiten kristallinen, ataktisches Polymer dagegen den grofiten amorphen
Anteil. Die Glasiibergangstemperatur von Polypropylen liegt bei 0 bis -10°C, weshalb es in

diesem Temperaturbereich sprode und bruchanfallig wird. Eine kurzfristige Erwarmung bis
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zu 140°C hingegen ist problemlos moglich. Die Dauerwarmebestandigkeit liegt bei 100°C
[43]. Es ist jedoch nur nach entsprechender Stabilisierung UV-bestindig. Polypropylen
besitzt auf Grund seiner unpolaren Natur eine grofse Bestandigkeit gegeniiber polaren
Losungsmitteln, Sauren, Laugen und wassrigen Losungen. Da es Mikroorganismen nicht als
Nahrboden dient, wird es von diesen nicht angegriffen. Steifigkeit, Harte und Festigkeit sind
hoher als bei Polyethylen. Aufserdem neigt es im Vergleich zu Polyethylen weniger zu
Spannungsrissen [28, 43]. Im Vergleich zu PVC (Polyvinylchlorid) weist Polypropylen eine
geringere Dampfdurchldssigkeit auf, ist jedoch stirker permeabel fiir Gase wie Sauerstoff,

Kohlendioxid und Stickstoff [28].

Fiir die Verwendung im Lebensmittelbereich und der Pharmazie ist Polypropylen geeignet,
da es physiologisch unbedenklich sowie geruchlos und hautvertraglich ist. Fir die
medizinische Verwendung werden spezielle Polypropylen-Zubereitungen angeboten, bei

denen Dampf-, Ethylenoxid- oder Gammastrahlensterilisation moglich ist.

Im Europadischen Arzneibuch [29] ist in Abschnitt 3.1.3. (Polyolefine) festgelegt, welche
Zusatzstoffe bis zu welchen Hochstmengen bei der Produktion von Polyolefin-Kunststoffen
verwendet werden diirfen. Auflerdem sind hier Identitdts- und Reinheitspriifung fiir den

zur Herstellung von Behaltnissen verwendeten Rohstoff aufgefiihrt.

Polypropylen fiir Behiltnisse und Verschliisse zur Aufnahme parenteraler und ophthalmologischer
Zubereitungen ist im Europdischen Arzneibuch [29] aufilerdem in Abschnitt 3.1.6.
monographiert. Auch hier werden zuldssige Additive mit Hochstmenge sowie Identitats-

und Reinheitspriifungen fiir den Rohstoff festgelegt.
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Die Monographie Kunststoffbehiltnisse und —verschliisse fiir pharmazeutische Zwecke (Abschnitt
3.2.2. in [29]) stellt weiterfithrende Anforderungen an das fertige Behiltnis sowie die Wahl
des geeigneten Materials fiir das Behaltnis. So diirfen die verwendeten Materialien keine
Substanzen enthalten, die durch das Fiillgut in solchem Mafie herausgeldst werden, dass
Wirksamkeit oder Haltbarkeit des Fiillguts verandert werden oder ein toxikologisches
Risiko besteht, noch diirfen Bestandteile des Fiillguts an der Oberflache adsorbiert oder
durch den Kunststoff absorbiert werden, um die Wirksamkeit und Sicherheit des
Arzneimittels nicht nachteilig zu beeinflussen. Die Auswahl des Materials hat durch eine
praktische Priifung an Musterbehdltnissen unter Bedingungen zu erfolgen, die einer

spateren Verwendung entsprechen.

2.4.2.4 Butylkautschuk

Butylkautschuk (Kurzzeichen IIR), auch Isobuten-Isopren-Kautschuk, ist ein Elastomer,
welches zu den Synthesekautschuken gezahlt wird. Er ist ein Copolymerisat von 95-
99 Mol% Isobuten und 1-5 Mol% Isopren (s. Abb. 4). Die Polymerisation erfolgt in
Gegenwart von Aluminiumchlorid in Methylchlorid bei sehr tiefen Temperaturen (ca.
-100°C) [43]. Durch die Hohe des Isoprenanteils wird die Anzahl der Doppelbindungen
bestimmt, die nach der Polymerisation vorhanden ist und daher zur Vulkanisation oder zur
Modifizierung durch Halogene (Chlorobutyl, Bromobutyl) zur Verfiigung steht. Auf diese
Weise konnen die verschiedenen Eigenschaften des erhaltenen Elastomers gesteuert werden.
Die Vulkanisation von Halogenkautschuk erfolgt {iblicherweise mit Schwefel, Zinkoxiden

oder Peroxiden [43].
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Abb. 4: Polymerisation von Isobuten und Isopren zu Butylkautschuk (aus [44])
g g
H,C=C + H,C=C—CH=CH, —» ~~P(—CH;C—}—(‘CH;C:CH—CH2—)+-
I | 7x ¥1n
CH, CH,

IIR-Elastomere zeichnen sich durch eine geringe Gas- und Wasserdampfdurchlassigkeit
sowie eine hohe Witterungs- und Alterungsbestandigkeit aus. Auf Grund ihres unpolaren
Charakters quellen Butylkautschuke nur wenig in anorganischen und organischen Sauren
sowie HeifSwasser und Dampf bei bis zu 120°C [43]. Sie konnen im Temperaturbereich von
— 40 bis +150°C eingesetzt werden. Die Hitzebestandigkeit wird durch eine Halogenierung

noch weiter erhoht.

Im Europdischen Arzneibuch [29] ist in Abschnitt 3.2.9. die Monographie Gummistopfen fiir
Behiltnisse zur Aufnahme waéssriger Zubereitungen zur parenteralen Anwendung, von
Pulvern und gefriergetrockneten Pulvern abgefasst. Demnach miissen Verschliisse so
beschaffen sein, dass Bestandteile des Fiillguts nicht an ihrer Oberfldche adsorbiert werden
oder in den Verschluss hinein oder durch ihn hindurch diffundieren, sodass der Inhalt
nachteilig verandert wird. Auflerdem diirfen Verschliisse keine Stoffe an das Fiillgut
abgeben, die dieses in Wirksamkeit oder Haltbarkeit verdndern oder die ein toxikologisches

Risiko darstellen.
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Mogliche extrahierbare Bestandteile sind hier nach [28]:

+ Antioxidantien

« Hilfsstoffe zur Herstellung

*  Monomere niederen Molekulargewichts
« Polymerstabilisatoren

»  Reaktionsnebenprodukte

o« Weichmacher

Zudem muss sichergestellt sein, dass Verschlussmaterial und Fiillgut {iber die gesamte

Laufzeit des Arzneimittels kompatibel sind.

Die in der vorliegenden Arbeit als Bestandteile der Primarpackmittel verwendeten

Elastomerstopfen bestehen samtlich aus Bromobutylkautschuk (BIIR) (s. Kapitel 4.2.).

2425 Polydimethvlsiloxan

Polydimethylsiloxan (PDMS) ist ein Polymer, bei dem Dimethylsilyl-Gruppen miteinander
tiber Sauerstoffbriicken verbunden sind. Abhdngig vom Ausmafi der Vernetzung bei der
Polymerisation werden Silikonéle (linearer Aufbau, s. Abb. 5), Silikonharze (verzweigter
Aufbau) oder Silikonelastomere (vernetzter Aufbau) erhalten. Im Folgenden sollen jedoch

ausschliefllich die Silikondle genauer betrachtet werden.
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Abb. 5: Struktur des unverzweigten PDMS
(|3H3 (|3H3 (|3H3
H3C—?i—0 ?i—O ?i— CH;
CH, CH, CH,

n

Silikondle sind klare, farblose, neutrale, geruchsfreie, hydrophobe Fliissigkeiten deren
Viskositdit mafigeblich durch ihr Molekulargewicht beeinflusst wird. Sie sind als
Reinsubstanzen oder in Form wassriger Emulsionen mit einer Konzentration von ca. 36%
erhéltlich. Letztere enthalten als weitere Bestandteile nichtionische Emulgatoren sowie

haufig p-Hydroxybenzoesdure und deren Ester als Konservierungsmittel [45].

Neben der therapeutischen Verwendung als Entschaumer unter dem INN (International
Nonproprietary Name) Dimeticon finden Silikondle und deren Emulsionen in der
pharmazeutischen Industrie breite Verwendung als Hilfsstoffe. Einen Uberblick iiber die
verschiedenen Einsatzgebiete, die erzielten Effekte und die verwendete Technik liefert

Tabelle 3.

Des Weiteren besitzen Silikone eine Bedeutung fiir die medizinische Verwendung im

Bereich der rekonstruktiven oder kosmetischen Chirurgie.
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Tab. 3: Einsatzgebiete von Silikonélen als Hilfsstoffe in der pharmazeutischen Industrie

Einsatzgebiet Erzielte Effekte Technik
Uberziige fester
) * Verbesserung der Lagerbestandigkeit
Arzneiformen
* Verringerung der
Wasserdurchlassigkeit
Tablettierung Verdiisungsverfahren
* Formentrennmittel
Hydrophobisierung Einbrennsilikonisierung
* Verringerung der Wandhaftung )
von Glas und bei Glas,
Kunststoff + Verbesserung des Ablaufverhaltens, Verdiisungsverfahren
Optimierung der Entnehmbarkeit bei Kunststoffen
* Verringerung der Adsorption von
Arznei- und Hilfsstoffen an der
Glaswand
Gleitmittel in Einbrennsilikonisierung

Fertigspritzen und
Kartuschen aus Glas

oder Kunststoff .

(Formen-)
Trennmittel fur

Elastomerstopfen

Reduktion der Haft- und Gleitreibung

zwischen Wand und Elastomerstopfen

Gewdhrleistung von Funktionalitdt und

Sicherheit

Erhohung der Bruchsicherheit

Erleichterung des Herauslosens aus der

Produktionsform

Verhinderung des Zusammenklebens

bei Bulkware
Verbesserung der Verarbeitbarkeit

Reduktion der Haft- und Gleitreibung

bei Glas,
Verdiisungsverfahren

bei Kunststoffen

Waschverfahren
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Bei der Einbrennsilikonisierung wird eine wassrige Silikonemulsion mit einem PDMS-
Gehalt von 0,5 bis 1,5% als Spiilung oder durch Aufsprithen auf den Glaskorper aufgebracht
und anschlieffend bei Temperaturen oberhalb 250°C fiir ein bis zwei Stunden ausgehartet
[46]. Die so aufgebrachte Silikonschicht kann jedoch unter Anwendung extremer
Bedingungen, wie das Einwirken ethanolischer Kalium- oder Natriumhydroxidlosung,
teilweise wieder entfernt werden [47]. Eine Aufbringung der Silikonschicht durch
Tauchbader ist fiir definierte technische Prozesse auf Grund der geringen

Reproduzierbarkeit nicht anwendbar.

Da eine Einbrennsilikonisierung bei Kunststoffen und Elastomeren auf Grund der fehlenden
Bestandigkeit gegeniiber den dabei herrschenden Temperaturen nicht moglich ist, erfolgt
die Silikonisierung hier in Form eines Verdiisungs- oder Waschverfahrens. Beim
Verdiisungsverfahren wird eine wassrige Silikonemulsion mit Hilfe von Spriihdiisen in
diinnem Film aufgebracht und anschliefend, gegebenenfalls unter Verwendung von
Heifsluft, getrocknet. Im Waschverfahren werden die zu silikonisierenden Produkte in eine
Silikonemulsion gegeben und anschlieffend die tiiberschiissige Waschfliissigkeit ablaufen
lassen. Die ,Fixierung” des Silikonfilms erfolgt ebenfalls durch Trocknung mit Hilfe von
Heifsluft oder bei Raumtemperatur.

Die so aufgebrachten Silikonschichten besitzen nur geringe Bindung zur passivierten
Oberflaiche und konnen daher durch Reibung oder Abwaschen mit geeigneten
Losungsmitteln, wie eigene Versuche zeigten bei Einsatz von Ultraschall auch durch
Wasser, wieder entfernt werden. Daher ist bei der Verwendung entsprechend silikonisierter
Primérpackmittel zur Herstellung parenteral zu applizierender Arzneiformen immer von
der Injektion geringer Mengen des verwendeten Silikonols auszugehen. Die toxikologische

Bewertung fliissiger Silikone ist jedoch nicht eindeutig. Akute sowie schwerwiegende
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Komplikationen sind auf Grund der chemischen Inertheit sowie der sehr geringen

applizierten Mengen jedoch nicht zu erwarten.

Im Europdischen Arzneibuch [29] existieren Monographien fiir Silikondle sowohl zur
therapeutischen Verwendung (Dimeticon) als auch zur Verwendung als Gleitmittel
(Abschnitt 3.1.8 in [29]). Zur Verwendung als Gleitmittel ist danach nur PDMS mit einem
Polymerisationsgrad von 400 bis 1200 und einer Viskositdt von 1000 bis 30.000 cSt zu
verwenden, das den in der Monographie aufgefiihrten Reinheits- und Identitatspriifungen

entspricht.

2.5 Aufbau der verwendeten Primarpackmittel

2.5.1 Glaskarpulen

Im Kombinationsautoinjektor liegt die Injektionslosung in einer Glaskarpule vor, welche zur
Bruchsicherung mit einer Kunststofffolie {iberspannt ist. Die Injektionsnadel befindet sich
auflerhalb des Arzneistoffreservoirs, wird von diesem durch ein Septum aus
Brombutylkautschuk abgetrennt und durch einen Elastomeriiberzug, ebenfalls aus
Brombutylkautschuk, geschiitzt. Am hinteren Ende ist die Karpule durch einen Stopfen aus
Brombutylkautschuk verschlossen.

Abbildung 6 zeigt eine mit der originalen Arzneistofflosung gefiillte Injektionskarpule.

Fir die vorliegende Untersuchung wurden entsprechend dem Probenahmeplan
Injektionskarpulen aus Glas nach dem Autoklavieren mit den unter 4.3.2 beschriebenen

Modelllosungen sowie Wasser fiir Injektionszwecke unter sterilen Bedingungen beftillt.
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Abb. 6: gefiillte Injektionskarpule aus dem Kombinationsautoinjektor

1: Elastomerstopfen
2: Injektionskarpule aus Glas mit Atropinsulfat-Obidoximchlorid-Losung (hier ohne Bruchsicherungsfolie)
3: Bordelverschluss aus Aluminium, darunter befindet sich ein Septum zur Trennung von

Arzneimittelreservoir und Injektionsnadel

4: Injektionsnadel mit Nadelschutz aus Latexgummi

2.5.2 Metallkarpulen

Im AtroPen” befindet sich die Injektionslésung in einer Stahlhiilse aus V2A-Stahl (s. Kapitel
2.4.2.2.), welche mit einer Silikonemulsion passiviert ist. In der Karpule befindet sich neben
der Arzneistofflosung die Injektionsnadel, welche ebenfalls aus passiviertem V2A-Stahl
besteht, sowie eine Nadelfithrung aus Polypropylen. Die Hiilse ist an beiden Enden durch
einen Elastomerstopfen aus Brombutylkautschuk verschlossen. Abbildung 7 zeigt die

einzelnen Bauteile.
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Abb. 7: Bauteile des AtroPen”- Autoinjektors

1: Injektionskarpule aus passiviertem Edelstahl
2: hinterer Elastomerstopfen

3: Injektionsnadel

4: Nadelfithrung

5: vorderer Elastomerstopfen

2.5.3 Kunststoffkarpulen

Das Arzneistoffreservoir des Zwei-Kammer-Injektors ATOX 1II besteht aus Polypropylen,
welches durch Tauchen in eine Silikonemulsion passiviert wurde. In der vorderen Kammer
befindet sich neben der Atropin-Injektionslosung die passivierte Injektionsnadel aus V2A-
Stahl und eine Nadelfiihrung aus Polypropylen. Die Kammern sind voneinander durch
einen Elastomerstopfen aus Brombutylkautschuk getrennt und nach auflen hin durch

Elastomerstopfen aus Brombutylkautschuk verschlossen. Der vordere Stopfen ist durch eine
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Kunststoffkappe gegen Herausrutschen gesichert. Abbildung 8 zeigt die Bauteile des ATOX-

II-Autoinjektors.

Abb. 8: Bauteile des ATOX-II-Autoinjektors

1: Injektionskarpule aus Kunststoff

hinterer Elastomerstopfen

mittlerer Elastomerstopfen, Trennung der beiden Kammern
Injektionsnadel

Nadelfithrung

vorderer Elastomerstopfen

N

Kunststoffkappe, die vorderen Stopfen vor dem Herausrutschen sichert
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3 Bestimmung der pharmazeutischen Qualitit von Atropinsulfat mittels Rapid-
Resolution-LC (RRLC)

3.1 Allgemeines

Mit dem 1. Nachtrag zur 6. Ausgabe des Europdischen Arzneibuchs nahm die HPLC (High
perfomance liquid chromatography) Einzug in die Reinheitsbestimmung von Atropinsulfat
[48]. Bis dahin wurde diese Bestimmung gemadfs der Monographie mittels
Diinnschichtchromatographie durchgefiihrt. Ein weiterer, ebenfalls dlterer Ansatz zur
Gehalts- und Reinheitsbestimmung ist die UV-photometrische Bestimmung von Atropin
und seinen Abbauprodukten, wie sie beispielsweise von Zvirblis, et. al [10], Kondritzer und
Zvirblis [11] sowie Lund und Waaler [12, 49] bei ihren Studien zu Stabilitat und Abbau des
Atropins in Losung genutzt wurde. Hier hat es sich jedoch gezeigt, dass auf Grund
unterschiedlicher molarer Extinktionskoeffizienten von Atropin und Apoatropin eine

differenzierte Analyse in einigen Féllen nicht moglich ist.

Im Zuge der Instrumentalisierung der pharmazeutischen Analytik wurden zunédchst mehr
und mehr gaschromatographische Methoden zur Bestimmung der pharmazeutischen
Qualitat atropinhaltiger Arzneimittel etabliert [50]. Hierbei wird iiblicherweise ein
Flammenionisations-Detektor (FID) verwendet, der gegeniiber der UV-photometrischen
Detektion den Vorteil bietet, dass auch nicht oder nur wenig UV-aktive Abbau- und
Nebenprodukte des Atropins detektierbar sind. Heute findet vor allem die GC-MS-
Kopplung Anwendung bei der Atropinanalytik in Pflanzenextrakten sowie fiir die

toxikologische Analyse.

Ein haufig veroffentlichter Ansatz zur fliissigchromatographischen Bestimmung der

Reinheit und des Gehalts von Atropinsulfatlosungen ist eine Umkehrphasen-
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chromatographie unter Verwendung von Ionenpaarbildnern [51-55]. Auch die im
Europdischen Arzneibuch monographierte Methode zur Bestimmung der Reinheit von
Atropinsulfat stellt eine Ionenpaarchromatographie (IPC) dar [48].

Der Zusatz eines lonenpaarreagenz ermdglicht die Trennung stark basischer Molekiile, die
sonst durch die Protonierung im neutralen oder leicht sauren Milieu eines HPLC-
Fliefsmittels zu starken Tailingerscheinungen im Chromatogramm fiihren. Durch Zusatz
eines Gegenions, dass die positive Molekiilladung der Analyten ausgleicht, wird das Tailing
verringert. Da die meisten stationdren Phasen gegentiiber alkalischer Pufferlosungen nicht
ausreichend stabil sind, ist eine Elution des deprotonierten Molekiils auf diese Weise meist
nicht moglich.

Nachteil der Ionenpaarchromatographie ist eine dufSerst lange Equilibrierungszeit der Saule,
die bei der Verwendung von Gradientenelutionen zu einer Verlangerung der Laufzeit durch
die nur langsam ablaufende Reequilibrierung der Saule fiihrt. Zudem sind IPC-Methoden

oft wenig robust.

Kirchhoff und Bitar [56] stellten fest, dass bei Verwendung von HPLC-Trennsdulen mit Cis-
endcapped-Material auf einen Zusatz von Ionenpaarreagenz verzichtet werden kann, da
dieses Material in gleichem Mafie dazu in der Lage ist mit geladenen wie auch mit
ungeladenen Molekiilen in Wechselwirkung zu treten. Hierdurch ergab sich die
Moglichkeit, auch fiir stark basische Molekiile HPLC-Methoden ohne die fiir
Ionenpaarchromatographie typische lange Equilibrierungszeit zu entwickeln und so den

Zeitaufwand fiir die routinemafiige Arzneimitteluntersuchung zu verkiirzen.

Weiteres Optimierungspotential hinsichtlich der Analysendauer und dem damit

verbundenen Losungsmittelverbrauch bieten neuere fliissigchromatographische Techniken
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wie die sogenannte Rapid Resolution Liquid Chromatography (RRLC) oder die Ultra High
Perfomance Liquid Chromatography (UHPLC).

Bei der RRLC-Technik ist durch die Verwendung kurzer Sdulen (50 mm) eine schnelle oder
ultraschnelle Trennung im Minuten- beziehungsweise Sekundenbereich moglich. Bei
Verwendung entsprechend langer Saulen kann ebenfalls eine hochauflosende
Chromatographie durchgefiihrt werden. Die Trennleistung wird bei der schnellen oder
ultraschnellen Chromatographie trotz Verwendung kurzer Sdulen durch den Einsatz
stationdrer Phasen mit einer Partikelgrofie von unter zwei Mikrometern (sub2micron)
erhalten. Diese fithren zu einer Erhohung der Trennstufenzahl, da sich durch das
verringerte Partikelvolumen der C-Term der van-Deemter-Gleichung (Masseiibergang
zwischen mobiler und stationdrer Phase; s. Gleichung 1) zwischen und in den Partikeln auf
Grund verkiirzter Diffusionswege verringert. Die hieraus resultierende Verringerung der
Peakbreite ermdoglicht eine Basislinientrennung auch bei kurz nacheinander eluierenden
Molekiilen. Des Weiteren fiihrt eine Verringerung des Massetransfers an der stationdren
Phase dazu, dass die Trennstufenzahl in geringerem MafSe von der Flussrate der mobilen
Phase beeinflusst wird. Daher besitzen Sub2micron-Materialien auch bei hoheren Flussraten
eine gute Trennleistung und die Analysendauer kann durch Einsatz hoherer Flussraten

weiter reduziert werden.

B
H=A+—+CM (1)
u
H: Trennstufenhdhe A: Streudiffusion B: Longitudinaldiffusion
C: Masseniibergangsterm  u: FlieSgeschwindigkeit der mobilen Phase

Der limitierende Faktor bei der Reduktion der Partikelgrofle ist der entstehende

Saulendruck. Durch Anpassung der Korngrofienverteilung kann hier in gewissem Mafse
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entgegengewirkt werden. Zur Ausnutzung aller Moglichkeiten der Einsparung von
Analysenzeit und Losungsmittel sind jedoch spezielle HPLC-Systeme notwendig, die
Driicke von bis zu 600 bar bewiltigen konnen. Diese Anlagen sind aufserdem hinsichtlich
etwaiger Totvolumina so optimiert, dass diese sich nicht negativ auf die erzielte,

hocheffektive Trennung auswirken.

Die UHPLC-Technik zeichnet sich gegeniiber der konventionellen HPLC- sowie der RRLC-
Technik vor allem durch den Einsatz extrem hoher Flussraten aus. Auch hier kommen
spezielle stationdre Phasen mit Sub2micron-Material zum Einsatz, die das Arbeiten bei

einem Sdulendruck von bis zu 1200 bar ermoglichen.

Aehle und Driger [50] haben 2010 ein Review {iiber chromatographische und
elektrophoretische Techniken zur Analyse von Tropaalkaloiden veroffentlicht. Eine
Verwendung von Sub2micron-Material in der Analytik von Atropinsulfat ist hiernach bisher

noch nicht beschrieben.

3.2 Methodenentwicklung

Mit dem Ziel, eine weniger zeitaufwandige und im Losungsmittelverbrauch giinstigere
Methode zur Bestimmung der pharmazeutischen Qualitdat von atropinhaltigen Injektabilia
mittels HPLC zur Verfiigung zu haben, wurde ausgehend von der Priifvorschrift eines
Herstellers der von der Bundeswehr bevorrateten Atropinautoinjektoren eine Rapid-

Resolution-LC-Methode entwickelt und validiert.

Die zu Grunde gelegte Herstellervorschrift beruht, vergleichbar zu der durch Kirchhoff et al.

[56] 2004 veroffentlichten Methode, auf einer Trennung an einer Cis-endcapped-Saule
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(250 x 4,6 mm) mit einer Partikelgrofie von 5 um. Die mobile Phase setzt sich aus Wasser
und Acetonitril zusammen, die jeweils 0,1% Phosphorsaure zur pH-Wert-Einstellung
enthalten. Die Detektion erfolgt UV-photometrisch bei 220 nm. Die Analysendauer betragt
mit dieser Methode 45 Minuten. Weitere Methodenparameter konnen aus Griinden der

Vertraulichkeit hier nicht veroffentlicht werden.

Fir die Entwicklung der RRLC-Methode wurde zundchst an Hand der U.S.P-Sdulen-
Datenbank [57] ein Saulenmaterial ermittelt, dessen Eigenschaften mit denen der in der
Herstellervorschrift verwendeten Saule vergleichbar sind. Zuséatzlich musste eine stationdre
Phase gefunden werden, die auch in Form kurzer Sdulen mit Sub2micron-Partikeln
erhéltlich ist. Diese Voraussetzungen werden durch die von der Firma Agilent angebotene
Saule Zorbax StableBond C18 erfiillt. Das Zorbax StableBond C18-Material stellt keine
stationdre Phase mit hydrophilem Endcapping dar, sondern besitzt raumgreifende
Diisobutyl-Seitenketten, die die Hydrolyseneigung der Alkylsilylgruppen verringern und
freie Silanolgruppen abschirmen sollen. Es ist jedoch fiir die Trennung polarer Molekiile in
einem pH-Bereich von 1 bis 8 sowie fiir die Verwendung mit mobilen Phasen mit hohem
wassrigen Anteil geeignet, sodass die weitere Methodenentwicklung mit der Zorbax

StableBond C18 RRHT Saule (4,6 x 50 mm, 1,8 um) durchgefiihrt wurde.

Da nach Bitar [58] eine isokratische Trennung von Atropin und seiner Abbauprodukte nicht
moglich ist, wurde der in der Herstellervorschrift angegebene Gradient mit Hilfe eines
Computerprogramms fiir die Umstellung konventioneller HPLC-Methoden auf RRLC-
Anwendungen an die verdnderten Sdulendimensionen angepasst. Durch Testldufe mit
Losungen der relevanten Einzelsubstanzen (s. Tab. 4) und verschiedener Mischungen

daraus (s. Tab. 5) wurde zundchst die generelle Eignung des ausgewdhlten Sdaulenmaterials
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fiir die vorliegende Anwendung gepriift. Die Retentionsreihenfolge entspricht der in Tabelle

4 angegebenen.

Tab. 4: Relevante Substanzen fiir die fliissigchromatographische Bestimmung der pharmazeutischen Qualitit

von atropinsulfathaltigen Injektabilia

Substanz Konzentration Stammlésung
Citronensdure/ Natriumcitrat 3,5 mg/ml
Scopolamin 0,48 mg/ml
Noratropin 0,48 mg/ml
Atropin (Base) 0,48 mg/ml
Tropasaure 0,48 mg/ml
Phenol 0,11 mg/ml
Apoatropin 0,48 mg/ml
p-Hydroxybenzoesduremethylester 0,07 mg/ml
Atropasdure 0,48 mg/ml

Tab.5: Mischungen zur Uberpriifung der Sduleneignung und zur Methodenentwicklung

Substanzen Konzentration
Mischung 1 Atropin + Tropasdure jeweils 2,4 ug/ml
Mischung 2 Atropin + Apoatropin jeweils 2,4 ug/ml
Mischung 3 Atropin + Atropasdure jeweils 2,4 pg/ml
Working Standard 1 ~ Atropin + Tropasdure + Apoatropin jeweils 2,4 ug/ml

+ Atropasaure

Working Standard 2 Atropin + Tropasaure + Apoatropin jeweils 1,2 pg/ml
+ Atropasdure + Scopolamin + Noratropin

+ Phenol + pHB-Methylester
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Es stellte sich heraus, dass auf Grund der Leistungsfahigkeit und Auflosung der Methode
sowohl Atropin und Tropasaure als auch Apoatropin und
p-Hydroxybenzoesduremethylester (pHB-Methylester) kritische Peakpaare mit geringen
Unterschieden in den Retentionszeiten darstellen. Unter den verwendeten Bedingungen
zeigt Atropin zudem starkes Tailing. Des Weiteren fillt der Peak des als Puffer in den zu
untersuchenden Arzneimitteln enthaltenen Natriumcitrats mit dem Injektionspeak
zusammen. Daher wurden Versuche zur Optimierung der mobilen Phase unternommen, die
zu einer Verbesserung der Auflosung zwischen den beiden kritischen Peakpaaren, der
Verbesserung der Symmetrie des Atropinpeaks sowie der Trennung des Citrat- vom
Injektionspeak fiithren sollten. Hierzu gehorte die Erhohung des Phosphorsaureanteils auf
3% und daraus folgend eine Herabsetzung des pH-Wertes in der mobilen Phase sowie eine

Anpassung des Gradienten.

Zur Verringerung des Drucks wurde die Saulentemperatur auf 50°C heraufgesetzt,
worauthin eine Reduktion der Flussrate der mobilen Phase von 1,5 auf 1,0 ml/min notig war.
Hierdurch kann zusdtzlich weiteres Einsparungspotential im  Bereich des
Losungsmittelverbrauchs ausgenutzt werden. Auflerdem fiihrte die Temperaturerhohung
zu einer Reduktion der Peakhalbwertsbreiten. Da Tropasaure und Atropin hinsichtlich
Retentionszeit und Peakhalbwertsbreite unterschiedlich stark beeinflusst werden, konnte so

eine Verbesserung der Auflosung zwischen diesen Molekiilen erzielt werden.

Durch Anpassung des aufgegebenen Probenvolumens an die geringere Sdulenkapazitat

konnte die Peaksymmetrie des Atropins weiter verbessert werden.

Die unzureichende Aufldsung zwischen Apoatropin und pHB-Methylester konnte durch die

Fliefmittelzusammensetzung, Anderung des Gradienten oder Temperaturerhhung nicht
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ausreichend verbessert werden. Allerdings kann durch Detektion bei 256 nm die
Anwesenheit des pHB-Esters eindeutig festgestellt werden, da Apoatropin hier einen sehr
geringen Extinktionskoeffizienten besitzt und daher bei den iiblicherweise nach
Atropinabbau auftretenden Mengen kein Signal verursacht. Der pHB-Methylester zeigt bei
256 nm ein gegeniiber 220 nm um ein Vielfaches grofieres Signal, was ebenfalls zur

Unterscheidung der beiden Substanzen herangezogen werden kann.

Nach der Ausschopfung des Optimierungspotentials kann die Analysendauer fiir die
Untersuchung einer Probe gegeniiber der zu Grunde liegenden Herstellermethode um fast
ein Flinftel von 45 auf 10 Minuten verkiirzt und der Losungsmittelverbrauch entsprechend

verringert werden. Die finale Methode basiert auf folgenden Parametern:

Gerat: LC 1100 Agilent Technologies
Trennsaule: Zorbax”SB Cis RRHT, 4,6 x 50 mm, 1,8 um, 80 A
Elutionsmittel: A: 3% (V/V) Phosphorsaure (85%) in Wasser
B: 3% (V/V) Phosphorsaure (85%), 90% (V/V) Acetonitril in
Wasser
Gradient:
t [min] B [%]
0 16
0,2 16
2,2 40
6 16
8 16
Fluss: 1,0 ml/min

Detektionswellenlange: 220 und 256 nm

Injektionsvolumen: 2 ul
Temperatur: 50°C
Laufzeit: 10 min
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3.3 Validierung

3.3.1 Allgemeines

Die Validierung einer Analysenmethode dient der Feststellung, ob diese Methode fiir den
vorgesehenen Verwendungszweck geeignet ist. Hierbei geniigt jedoch nicht nur die
Feststellung dieser Tatsache durch entsprechende Untersuchungen, sondern die Fithrung
des entsprechenden Nachweises durch Dokumentation der Ergebnisse ist integraler
Bestandteil einer Validierung.

Fir die Methodenvalidierung in der pharmazeutischen Analytik harmonisiert die ICH-
Richtlinie Q2 (R1) Validierung analytischer Methoden: Text und Methodik [59] die durch die
europdische = (EMA), US-amerikanische (FDA) wund japanische Arzneimittel-
zulassungsbehorde gestellten Bestimmungen und Anforderungen an validierte, analytische
Methoden. Auflerdem ist die Validierung in der EN ISO/IEC 17025:2005 [60] als Werkzeug
der Qualitdtssicherung verankert. In der U.S.P existiert, anders als im Europaischen

Arzneibuch, eine Monographie zur Validierung von Methoden [61].

Im Folgenden sollen die zur Validierung der unter 3.2. beschriebenen Methode erhobenen
Parameter definiert und die erhaltenen Validierungsergebnisse vorgestellt und bewertet
werden. Eine vollstandige Ubersicht iiber die Valdierungsergebnisse geben Tabelle A-1 und

A-3im Anhang.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Methodenvalidierung gemafs ICH-Richtlinie Q2 (R1).
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3.3.2 Linearitit

Bei der Priifung auf Linearitit wird der mathematische Zusammenhang zwischen
Messsignal und Konzentration oder Menge des Analyten ermittelt. Bei einem linearen
Zusammenhang ist das erhaltene Signal direkt proportional zur Konzentration. Bei den
meisten Analysenmethoden existiert jedoch nur ein bestimmter Konzentrationsbereich, fiir
den dieser lineare Zusammenhang besteht, sodass der Arbeitsbereich der Methode
hierdurch beschrankt wird. Im Arbeitsbereich sind zudem Richtigkeit und Prazision fiir den

vorgesehenen Verwendungszweck geeignet.

Fiir die Bestimmung des linearen Arbeitsbereiches und die Uberpriifung der Linearitat
wurden sechs unabhdngige Standardlosungen im Bereich 0,3 bis 0,7 mg Atropin/ ml durch
Einwaage entsprechender Mengen Standardsubstanz Atropinsulfat-Monohydrat hergestellt,
einer Doppelbestimmung unterzogen und nach linearer Regression sowie der Regression
2. Grades ein Anpassungstest nach Mandel mit P = 99% durchgefiihrt.

Beim Test nach Mandel werden fiir die Regression ersten und zweiten Grades jeweils die
Summe der Abweichungsquadrate berechnet. AnschliefSend wird ein F-Test durchgefiihrt,
indem die Differenz dieser Summen durch die Restvarianz aus der quadratischen
Anpassung geteilt und der so erhaltene Wert mit dem Tabellenwert der F-Verteilung
verglichen wird. Ist der berechnete Wert kleiner als der Tabellenwert, liegt ein linearer

Zusammenhang von Eingangs- und Ausgangsgrofie vor [62].

In der vorliegenden Arbeit wurde bei nachgewiesener Linearitat fiir den
Korrelationskoeffizienten der Geradengleichung das Akzeptanzkriterium mit R?> 0,998

festgelegt.
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Auf Grund des Mandel-Tests mit F (fi =1, f2=3, P = 99%) kann fiir die vorliegende Methode
im Bereich von 0,31 mg/ml bis 0,74 mg/ml ein linearer Zusammenhang zwischen
Atropinsulfatkonzentration und Peakfldche festgestellt werden. Die Kalibrierfunktion

1. Grades weist einen Korrelationskoeffizienten von 0,999 auf.

3.3.3 Richtigkeit

Die Richtigkeit ist ein Ma8 fiir die Ubereinstimmung des mit der Methode ermittelten mit
dem als richtig angesehenen Wert. Die Richtigkeit wird mafigeblich durch systematische
Fehler in einer Methode beeinflusst. Im Falle von Trennverfahren wie der HPLC kann
Richtigkeit nur bei vorhandener Selektivitit und bekannter Wiederfindungsrate vorliegen

[63].

Zur Uberpriifung der Richtigkeit wurde zum Einen die Wiederfindung nach Aufstockung
einer Atropinsulfat-Injektionslosung aus dem ATOX-II-Autoinjektor sechsfach bestimmt.
Zum Anderen wurden die Richtigkeit durch parallele Bestimmung von Atropin und
Abbauprodukten in stressgelagerten ATOX-II-Injektoren sowohl mit der neu entwickelten
als auch mit der validierten Herstellermethode iiberpriift. Hierzu wurden die mit beiden
Methoden ermittelten Ergebnisse fiir Atropin und eventuell auftretende Abbauprodukte

mittels Differenz-t-Test (P = 95%) auf signifikante Unterschiede tiberprtift.
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3.3.3.1 Wiederfindung

Zur Herstellung der Wiederfindungsansatze werden folgende Losungen verwendet:

Analysenlosung: Atropinldsung aus ATOX Il ComboPen", Verdiinnung 1:5 mit Wasser,
entspricht 0,48 mg/ml Atropin (Base)
Kalibrierlosung: Atropinsulfat-Standard in Wasser, 0,73 mg/ml Atropin (Base)

Losungsmittel: Millipore-Wasser

Zur Bestimmung der Wiederfindungsrate der Methode werden folgende Mischungen aus

den oben angegebenen Losungen hergestellt:

Losung 1: 0,5 ml Analysenlosung + 0,1 ml Kalibrierldsung
entspricht 0,52 mg/ml Atropin (Base)

Losung 2: 0,5 ml Analysenldsung + 0,1 ml Losungsmittel
entspricht 0,4 mg/ml Atropin (Base)

Losung 3: 0,5 ml Losungsmittel + 0,1 ml Kalibrierlésung

entspricht 0,12 mg/ml Atropin (Base)

Die Wiederfindungsrate berechnet sich aus den Peakflichen dieser Losungen gemafd
Gleichung 2. Die Peakflichen werden jeweils doppelt bestimmt. Die Wiederfindungsrate

soll zwischen 95 und 105% betragen.
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-S
W: Wiederfindungsrate S1: Peakfldche des Atropinpeaks in Losung 1
Sa: Peakfldache des Atropinpeaks in Losung 2 Ss: Peakfldche des Atropinpeaks in Losung 3

Durch Doppelbestimmung der oben beschriebenen Losungen wird fiir Atropinsulfat eine

Wiederfindungsrate von 98% ermittelt. Die Richtigkeit der Methode ist damit nachgewiesen.

3.3.3.2 Methodenvergleich

Fiir den Methodenvergleich zur Uberpriifung der Richtigkeit der neu entwickelten RRLC-
Methode werden ATOX II ComboPen"-Injektoren fiir zwei beziehungsweise vier Monate
bei 40°C und 75% relativer Luftfeuchte gelagert. Anschliefend werden die enthaltenen
Atropinsulfatlosungenen sowohl mit der RRLC- als auch mit der Herstellermethode auf
ihren Atropinsulfatgehalt und etwaige auftretende Abbauprodukte hin untersucht.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen werden mit Hilfe eines Differenz-t-Tests mit P = 95%

auf signifikante Unterschiede gepriift.

Im Konzentrationsbereich von 0,46 bis 0,51 mg/ml Atropin konnen zwischen den beiden
Methoden keine signifikanten Unterschiede im Hinblick auf die Quantifizierung des
Arzneistoffs oder die Bestimmung seiner Abbauprodukte Tropasdure und Apoatropin

festgestellt werden. Eine Bildung von Atropasdure wird nicht beobachtet.

58



Rapid-Resolution-LC

3.3.4 Priazision

Die Prazision einer Methode ist ein Maf fiir die durch zufillige Fehler verursachten
Schwankungen der erhaltenen Messwerte. Auf Grund der Ursache dieser systematischen
Fehler lassen sich die System- und die Methodenpréazision unterscheiden.

In die Systemprazision gehen alle Schwankungen der Analysenwerte ein, die allein durch
das Analysengerat verursacht werden konnen, wahrend in der Methodenprazision alle im
Laufe der gesamten Analyse, einschliefslich Probennahme und —vorbereitung, auftretenden
zufalligen Fehler enthalten sind.

Aufierdem werden Wiederhol-, Labor- und Vergleichsprazision unterschieden.

Fiir die vorliegende Arbeit wurde die System-, die Methoden- sowie die Wiederholprazision
der Methode ermittelt.

Fiir die Bestimmung der Prazision wurden die Atropinldsungen aus drei ATOX-II-
Injektoren gepoolt und aus dieser Losung die verschiedenen Prazisionsversuche

durchgefiihrt.

3.3.4.1 Systemprazision

Zur Ermittlung der Systemprazision wurde ein Aliquot der gepoolten Atropinlosung kurz
hintereinander sechsfach bestimmt. Die sich daraus ergebende intraserielle relative

Standardabweichung (RSD) darf nicht grofser als 2% sein.

Die intraserielle relative Standardabweichung der Methode in Bezug auf die

Quantifizierung von Atropin betrédgt 0,57%.
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3.3.4.2 Methodenprizision

Zur Uberpriifung der Methodenprézision wurde der gesamte Analysengang an Hand der
gepoolten Atropinlosungen aus den ATOX-II-Injektoren kurz hintereinander sechsfach
durchgefiithrt und der Atropingehalt jeder so erhaltenen unabhdngigen Probe doppelt
bestimmt.

Die hieraus ermittelte interserielle relative Standardabweichung muss ebenfalls kleiner 2%

sein.

Die interserielle relative Standardabweichung der Methode in Bezug auf die

Quantifizierung von Atropin betragt 0,65%.

3.3.43 Wiederholprézision

Fir die Bestimmung der Wiederhol- oder auch Mehrtagesprazision wurde der gesamte
Analysengang an der gepoolten Atropinlosung aus den ATOX-II-Injektoren sechs Mal an
sechs unterschiedlichen Tagen durchgefiihrt. Die so erhaltenen unabhéngigen Proben
wurden ebenfalls doppelt bestimmt.

Die relative Standardabweichung der ermittelten Werte muss kleiner 2% sein.

Die relative Standardabweichung des Wiederholversuchs betragt 0,8%.
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3.3.5 Selektivitit

Die Selektivitat einer Methode entspricht ihrer Eignung, verschiedene Komponenten

storungsfrei nebeneinander bestimmen und daher eindeutig identifizieren zu kénnen.

Um die Selektivitdt der Methode zu {iiberpriifen, wurde die Probenmatrix, eine wéssrige
Natriumcitrat-Losung, sowie eine atropinhaltige Losung aus einem AtroPen"-Injektor dem
gesamten Analysengang unterzogen und die erhaltenen Chromatogramme mit denen der
Referenz-Chromatogramme des Atropinsulfats sowie seiner bekannten Verunreinigungen
verglichen. Dabei diirfen im Chromatogramm der Probenmatrix keine Peaks mit den

Retentionszeiten des Arzneistoffs oder seiner Abbauprodukte auftreten.

Die Chromatogramme der Citratldsung und der Losung aus dem AtroPen”-Injektor sind in

den Abbildungen 9 und 10 dargestellt.

Abb. 9: Chromatogramm der Atropinldsung aus dem AtroPen"-Autoinjektor
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Abb. 10: Chromatogramm der Natriumcitratldsung
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Es konnen in der wirkstofffreien Matrixlosung keine Peaks bei den Retentionszeiten des

Atropins oder seiner relevanten Abbauprodukte festgestellt werden.

3.3.6 Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

Die Nachweisgrenze (Limit of detection: LOD) einer Methode bezeichnet die geringste noch
eindeutig identifizierbare Menge einer Substanz. Das Signal-Rausch-Verhaltnisses betragt
hier 2:1.

Die Bestimmungsgrenze (Limit of quantification: LOQ) entspricht der Substanzmenge, die
gerade noch mit ausreichender statistischer Sicherheit (iiblicherweise P = 95%) sicher

quantifiziert werden kann. Sie entspricht einem Signal-Rausch-Verhaltnis von 10:1.
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Die ICH Q2 gibt drei Moglichkeiten zur Ermittlung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze
an:

visuelle Auswertung einer Verdiinnungsreihe zur Ermittlung der Konzentration, bei der die
Anwesenheit einer Substanz im Chromatogramm nicht mehr eindeutig festgestellt werden
kann

Berechnung aus der Standardabweichung des Blindwertes (Leerwertmethode)

Berechnung aus der Kalibrierfunktion (Kalibriergeradenmethode)

Zur Ermittlung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze wurde in der vorliegenden Arbeit
die Kalibriergeradenmethode herangezogen. Da LOQ und LOD vor allem fiir die
Verunreinigungen in der Atropinlosung und nicht fiir den Wirkstoff selbst von Belang sind,
werden LOQ und LOD nur fiir die in Tabelle 4 angegebenen Substanzen bestimmt. Die
angegebenen Werte entsprechen dem Verhaltnis der Peakflachen der jeweiligen Substanz zu
der des Atropins im selben Chromatogramm, gegebenenfalls unter Beriicksichtigung

etwaiger Responsefaktoren.

Aus einer 0,2%-igen Stammldsung (Zusammensetzung s. Tabelle 5) werden Losungen mit
den Gehalten 0,175%, 0,15%, 0,125%, 0,1%, 0,075%, 0,05% und 0,025% hergestellt.
Zu Berechnung der Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze wird ein

Signifikanzniveau von P = 95% festgelegt.
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Tab.5: Zusammensetzung der 0,2%-igen Stammldsung

Substanz Konzentration [pg/ml]
Atropin 0,96
Tropasaure 0,96
Apoatropin 0,96
Atropasdure 0,96
pHB-Methylester 0,96
Phenol 1,08

Die Verunreinigungen Phenol und pHB-Methylester konnen als Migrationsstoffe nach der

Lagerung des ATOX-II-Autoinjektors in der Arzneistofflosung nachgewiesen werden.

3.3.6.1 Zusammenfassung

Mit der unter 3.2. beschriebenen Methode ist eine Bestimmung von Gehalt und Reinheit
einer Atropinsulfat-Injektionslosung im Arbeitsbereich von 0,31 bis 0,74 mg/ml Atropin
moglich. Linearitdt, Selektivitat und Richtigkeit konnten fiir diesen Konzentrationsbereich
nachgewiesen werden. Mit der entwickelten Methode kann der Gehalt an Atropinsulfat in
entsprechenden Injektabilia préazise bestimmt werden und auftretende Abbauprodukte des
Wirkstoffs oder aus dem Primdrpackmittel stammende Migrationsstoffe friithzeitig

nachgewiesen werden.
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3.4 Material, Methoden und Software

Gerate

HPLC-Anlage:

Detektor:

HPLC-Saule:

Auswertesoftware:

Methodentransformation:

(Software)

Waagen:

Chemikalien

Acetonitril, gradient grade

o-Phosphorsaure 85%, p.a.

1100 Series, Agilent Technologies, Santa Clara, USA

mit bindrer Gradientenpumpe, Autosampler, Vacuumdegaser
und Sadulenofen

DAD SL, 80 Hz full-spectral ultra fast LC, Agilent Technologies,
Santa Clara, USA

mit Standarddurchflusszelle (10 mm, 13 pl)

Zorbax"SB Cis RRHT, 4.6 x 50 mm, 1.8 pum, 80 A

Agilent Technologies, Santa Clara, USA

ChemStation for LC 3D Systems Rev. B 01.03,

Agilent Technologies, Santa Clara, USA

Agilent Technologies Method Translator and Cost Savings
Calculator, 2008

Analysenwaage CP 225 D-OCE Sartorius AG, Gottingen

Analysenwaage KC BA 100 Sartorius AG, Gottingen

VWR Prolabo, Leuven, Belgien

Merck, Darmstadt

Peak Identity Standard EDQM Promochem, Wesel
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Atropinsulfat-Monohydrat Ph. Eur.
Tropasaure

Apoatropin

Atropasaure

Phenol p.a.

p-Hydroxybenzoesauremethylester p.a.

p-Hydroxybenzoesaurepropylester p.a.

p-Hydroxybenzoesaure p.a.
Benzoesaure p.a.

Natriumcitrat-Dihydrat p.a.

Fagron, Barsbiittel
Promochem, Wesel

CAT, Mainz

Promochem, Wesel
Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Fagron, Barsbiittel
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4 Vorbereitung und Durchfiihrung der Stabilititsuntersuchung
41 Eingangsuntersuchung des Atropinsulfat-Rohstoffs

4.1.1 Priifung gemdfl Europdischem Arzneibuch

Als Ausgangssubstanz fiir die Herstellung der Arzneistofflosung wird Atropinsulfat der
Firma Fagron in Arzneibuch-Qualitdt verwendet. Um die Qualitat der Ausgangssubstanz zu
tiberpriifen, wird diese gemafs Europdischem Arzneibuch [48] auf Identitdt, Reinheit und
Gehalt untersucht. Zuséatzlich werden Reinheit und Gehalt mittels der unter Kapitel 3.2

beschriebenen RRLC-Methode bestimmt.

Die Ergebnisse der Eingangsuntersuchung sind in Tabelle A-2 im Anhang aufgefiihrt.

Mit Ausnahme des Gehalts an Apoatropin entspricht der verwendete Rohstoff der
Arzneibuchmonographie des Europdischen Arzneibuchs, Ausgabe 6.1. Apoatropin
tibersteigt mit einem Gehalt von 0,31%, bezogen auf Atropin, den nach Monographie

zuldssigen Hochstwert von 0,20%.

Seit der Version 6.1. ist fiir die Reinheitsbestimmung von Atropinsulfat-Monohydrat im
Europdischen Arzneibuch eine HPLC-Methode mit UV-Detektion monographiert. Auf
Grund der verdanderten Analysenmethode und der damit herabgesetzten Nachweisgrenze
wurden hier auch die Grenzwerte fiir die im Arzneistoff enthaltenen Abbauprodukte und
Nebenalkaloide angepasst.

Das Zertifikat des Lieferanten, in dem die Konformitat in Bezug auf die Anforderungen des
Europdischen Arzneibuchs bestdtigt wird, legt die Version 6.0 des Europaischen
Arzneibuchs zu Grunde, in der auf Grund der Reinheitsuntersuchung mittels

Diinnschichtchromatographie noch hohere Grenzwerte fiir die Verunreinigungen gelten.
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Da es sich beim Verwendungszweck des untersuchten Atropinsulfats nicht um die
Herstellung von Arzneimitteln zum tatsachlichen Gebrauch handelt, ist die Abweichung der

Reinheitspriifung von der geforderten Spezifikation vernachlassigbar.

4.1.2 Gehalts und Reinheitsbestimmung mittels RRLC

Die Reinheitsbestimmung der Atropinsulfat-Ausgangssubstanz mittels RRLC lieferte die
bereits unter 4.1.1. beschriebenen und diskutierten Ergebnisse, sodass die in der
vorliegenden Arbeit beschriebene Methode als gleichwertig zur Arzneibuchmethode

angesehen werden kann.

Bei der Bestimmung des Gehalts ergibt die gemafs Europdischem Arzneibuch
anzuwendende potentiometrische Titration einen Wert von 100,64% wohingegen mittels
RRLC ein Gehalt von 101,74% ermittelt wird. Letzterer tibersteigt die obere Grenze der
Arzneibuchspezifikation von 101%.

Beide Methoden beruhen auf zwei vollig unterschiedlichen Prinzipien. Bei der
potentiometrischen Titration wird das Gegenion des Atropins, namlich Sulfat, erfasst und
seine Konzentration im Ansatz durch Sédure-Base-Titration bestimmt. Daraus wird
anschlieflend auf den Gehalt an Atropin zuriickgerechnet. Bei der chromatographischen
Methode wird Atropin selbst bestimmt. Daher wird eine Abweichung zwischen den beiden

Methoden von 1,1% als praktisch nicht relevant angesehen.
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4.1.3 Geriate und Material

Gerate

pH-Meter Titroprocessor 672, Metrohm Deutschland GmbH, Filderstadt
pH-Elektrode Unitrode, Metrohm Deutschland GmbH, Filderstadt
Polarimeter Automatic Polarimeter AA-10R, Optical Activity Ltd., GB

4.2 Bestimmung der stofflichen Zusammensetzung der Primarpackmittel

4.2.1 IR-Spektroskopie

Die Identifizierung der zur Herstellung der einzelnen Primarpackmittelbestandteile
verwendeten Kunststoffe und Elastomere erfolgte mit Hilfe der IR-Spektroskopie durch
Vergleich der erhaltenen Spektren mit Spektrenbibliotheken. Die Ergebnisse dieser

Untersuchungen sind Tabelle 6 zu entnehmen.

Im Falle der Bruchsicherung des Kombinationsautoinjektors konnte mittels IR-
Spektroskopie PVC als ein Bestandteil identifiziert werden. Das Spektrum ldsst darauf
schliefSen, dass es sich hier um eine Verbundfolie handelt. Der mit PVC verbundene
Kunststoff konnte jedoch nicht identifiziert werden.

Der Nadelschutz des Kombinationsautoinjektors enthédlt neben Polyisopren als
Hauptbestandteil ebenfalls weitere Bestandteile, die mittels IR nicht identifiziert werden

konnten.
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Tab. 6: Ergebnisse der Charakterisierung der Packmittel mittels IR-Spektroskopie

Bauteil Polymer

AtroPen" Nadelfiihrung PP?

ATOXII Nadelfiihrung pP!

ATOX I Karpule pp?
Kombinationsautoinjektor Nadelschutz Polyisopren (Latex Gummi)!

Kombinationsautoinjektor Bruchsicherung PVC, Verbundfolie?

Kombinationsautoinjektor Septum Butyl-Gummi EB1502

4.2.2 Materialpriifung

Die Charakterisierung der Elastomerstopfen erfolgte durch das Wehrwissenschaftliche
Institut fiir Werk-, Explosiv- und Betriebsstoffe (WIWeB) in Erding mittels
Infrarotspektroskopie (IR), optischer Emissionsspektroskopie mit induktiv gekoppeltem
Plasma (ICP-OES), Ionenchromatographie (IC) wund Gaschromatographie mit
Massenspektrometrie-Kopplung (GC-MS), die der Metallkarpulen mit Hilfe von

Rontgenmikroanalyse (REM/EDX).

Durch IR-Spektroskopie konnte nachgewiesen werden, dass alle Stopfen Butylkautschuk
(IIR) als Elastomerbasis enthalten. Des Weiteren konnte Silicium nachgewiesen werden.
Hierbei kann es sich einerseits um einen anorganischen Fiillstoff der Stopfen handeln,
andererseits ist Silicium Bestandteil der zur Herabsetzung der Gleitreibung auf die Stopfen

aufgebrachten Silikonschicht. Ein Nachweis weiterer anorganischer Fiillstoffe war nicht

1 Zuordnung tiber Golden Gate Bibliothek

2 Zuordnung iiber Monomers and Polymers Package Library Volume 1
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eindeutig moglich, da die fiir die Elemente Natrium, Kalium, Magnesium, Calcium und
Aluminium ermittelten Gehalte im Bereich des Blindwertes liegen und somit auch aus dem
fiir die Probenvorbereitung verwendeten Glas stammen konnen. Eine Untersuchung auf
Lithium, Strontium, Barium, Blei, Arsen, Antimon, Bismut, Cadmium, Chrom, Kupfer,
Nickel, Zink, Mangan, Cobalt und Molybdan lieferte Konzentrationen unterhalb der mittels
ICP-OES erzielbaren Nachweisgrenze von 10 mg/kg bezogen auf die Masse des

Elastomerstopfens.

Mittels IC wurden in den Elastomerstopfen Phosphat und Sulfat nachgewiesen, bei denen es
sich moglicherweise um Bestandteile der in den Elastomeren enthaltenen Fiillstoffe handelt.
Fluorid, Nitrit und Nitrat konnten nicht nachgewiesen werden (< 10 mg/kg).

Mittels GC/MS  wurde im  Methanolextrakt des  Verschlussstopfen  des
Kombinationsautoinjektors ein nicht im Detail identifizierbares Kohlenwasserstoffgemisch

nachgewiesen.

Die Untersuchung der aus dem AtroPen” stammenden Metallkarpulen zeigte, dass diese
aus Chrom-Nickel-Stahl hergestellt sind. Auf Grund der mittels REM/EDX festgestellten
durchschnittlichen Zusammensetzung der Legierung von 19% Chrom, 9% Nickel und 72%

Eisen handelt es sich um einen Stahl der Werkstoffgruppe 1.4301 (V2A).

4.3 Herstellung der Priifmuster

4.3.1 Vorbereitung der Primarpackmittel

Fiir die vorliegende Arbeit wurden die Primadrpackmittel der drei in der Bundeswehr

bevorrateten Atropinautoinjektoren (s. Kapitel 2.5.) verwendet. Da keine neuen,
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unbenutzten Behiltnisse erhaltlich waren, wurde eine dem Probenplan entsprechende
Anzahl bevorrateter Injektoren wie folgt fiir die Herstellung der Priifmuster vorbereitet.
Zunachst wurden die noch gefiillten Injektoren entleert, in ihre Bauteile zerlegt und diese
getrennt nach Bauteil und Injektionssystem mehrfach fiir je 10 Minuten in vollentsalztem
Wasser im Ultraschallbad gereinigt. Die Reinigung wurde so oft wiederholt, bis sich im
Waschwasser mittels RRLC keine Substanzen mehr nachweisen liefsen.

Im Falle der Elastomerstopfen wurde auf eine Reinigung bis zum vollstindigen
Verschwinden des Phenol-Peaks im Chromatogramm des Waschwassers verzichtet, da sich
dieses als Weichmacher in den Stopfen befindet und nicht vollstindig entfernt werden
sollte, um eine Versprodung des Materials und damit eine erhohte Durchlassigkeit zu
vermeiden. Hier wurde die Reinigung so oft wiederholt, bis sich mit Ausnahme des Phenols
keine weiteren Substanzen mehr im Waschwasser nachweisen liefsen.

Die Injektionsnadeln wurden zusitzlich zwei Mal je 10 Minuten mit Isopropanol im
Ultraschallbad behandelt, da nur so eine vollkommene Entfernung aller Riickstande moglich

war.

Zur Gewahrleistung einer intakten Passivierung der zum Einsatz kommenden Metall- und
Kunststoffkarpulen wurden diese nach der Reinigung erneut silikonisiert. Die
Kunststoffkarpulen wurden hierzu in eine 50%-ige Mischung aus Dow Corning” 365
Dimeticon Emulsion getaucht, iiberschiissige Emulsion ablaufen und die Karpulen
anschlieflend an der Luft trocknen lassen. Die Metallkarpulen wurden durch Tauchen in
eine 40%-ige Mischung der Dimeticonemulsion mit Wasser fiir Injektionszwecke, ablaufen
lassen, vortrocknen an der Luft und Hartung der Silikonschicht im Trockenschrank bei
230°C fiir drei Stunden passiviert.

Ein Teil der Injektionskarpulen wurde nicht erneut silikonisiert, um den Einfluss der

verwendeten Emulsion auf die Stabilitdt der stressgelagerten Losungen und das Auftreten
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bestimmter Verunreinigungen in Zusammenhang mit der Silikonemulsion ermitteln zu

konnen.

4.3.2 Herstellung der Modelll6sungen

Fiir die vorliegende Untersuchung wurden Modellldsungen hergestellt, um den Einfluss der
unterschiedlichen Zusammensetzung der originadren Injektionslosungen zu eliminieren. An
Hand einer arzneistofffreien Blindldsung sollte eine Zuordnung Packmittel-assoziierter

Signale im HPLC-Chromatogramm erleichtert werden.

Auf Grund des Stabilititsoptimums des Arzneistoffs sowie des iiblicherweise in den
Injektionslosungen der zugelassenen Arzneimittel vorherrschenden pH-Werte wurde in der
vorliegenden Arbeit ebenfalls eine citratgepufferte LOsung eingesetzt. Der zur
Osmolarisierung von Injektionslosungen tibliche Zusatz von Natriumchlorid fand hier
ebenfalls statt, um trotz der Untersuchung von Modellldsungen eine moglichst authentische
Situation darzustellen.

Das verwendete Wasser entspricht den Anforderungen des Europdischen Arzneibuchs an

Wasser fiir Injektionszwecke.
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Folgende Modelllosungen wurden hergestellt.

Losung A:

Substanz

Einwaage [g] Konzentration [mg/ml]

Atropinsulfat-Monohydrat
Natriumcitrat-Dihydrat
Citronensaure-Monohydrat
Natriumchlorid

Wasser fiir Injektionszwecke

1,456 2,08

3,146 4,49

3,516 5,02

3,789 541
ad 700,022

Losung B:

Substanz

Einwaage [g] Konzentration [mg/ml]

Natriumcitrat-Dihydrat
Citronensaure-Monohydrat
Natriumchlorid

Wasser fiir Injektionszwecke

1,744 4,36

2,022 5,05

2,166 541
ad 400,088

Des Weiteren wurde reines Wasser fiir Injektionszwecke als Fiillgut verwendet.

4.3.3 Abfiillen der Losungen

Nach dem Autoklavieren der Packmittel bei 121°C wurden diese unter Laminar-Air-Flow
gemadfd der Priifmusterplanung mit den Modelllosungen A oder B oder mit Wasser fiir
Injektionszwecke befiillt. Hierzu wurde das abzufiillende Volumen mit einer Einwegspritze

aufgenommen und durch einen Membranfilter mit der Porengrofse 0,2 um in die
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vormontierte Karpule injiziert. Zur Vermeidung von Adsorptionsverlusten wurden die
verwendeten Spriten und Filter zundchst mit der entsprechenden Losung vorgespiilt.
Anschlieffend wurden die Karpulen mit den Elastomerstopfen verschlossen. Bei den
Kunststoffkarpulen wurde der vordere Stopfen durch die im ATOX-II-Injektor vorhandene
griine Kunststoffkappe zusidtzlich fixiert. Bei den Glas- und Metallkarpulen fand keine

Fixierung der Stopfen statt.

4.3.4 Besondere Beobachtungen

Durch das Autoklavieren konnte bei den Glaskarpulen eine Schrumpfung der als
Bruchsicherung um die Injektionshiilsen geschweifiten Kunststofffolie beobachtet werden,

die teilweise zur Ablosung vom Glaskorper fiihrte.

In den Sterilisationsbeuteln in welchen sich silikonisierte Kunststoffkarpulen befanden
konnten nach dem Autoklavieren braune Riickstainde beobachtet werden, die sich
vermutlich durch Einwirkung hoherer Temperaturen auf das aufgebrachte Silikonol

gebildet haben.

Beim Verschlieflen der Metall- und Kunststoffkarpulen mit dem vorderen Verschlussstopfen
traten vereinzelt Fliissigkeitstropfen durch diese hindurch. Dies ldsst sich darauf
zuriickfithren, dass zur Herstellung der Priifmuster auch Packmittelsysteme verwendet
wurden, die durch Auslosen des Autoinjektors entleert wurden und deren vorderer Stopfen
daher bereits mit einer Injektionsnadel perforiert wurde. Da es jedoch nicht méglich war,
ausreichend Packmaterial mit unversehrten Stopfen zu erhalten, war ein Austausch der
bereits durchstochenen nicht moglich. Vom Hersteller konnten zudem keine neuen Stopfen

bezogen werden.
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4.3.5 Material und Gerite

Ultraschallbad Sonorex Digital DK 255 P, Bandelin, Berlin
Atropinsulfat-Monohydrat Fagron, Barsbiittel

Natriumcitrat-Dihydrat Fagron, Barsbiittel

Citronensaure-Monohydrat Caelo, Hilden

Natriumchlorid Merck, Darmstadt

Dimeticon-Emulsion Dow Corning® 365, 35% Dimeticone NF Emulsion

4.4 Stresslagerung

4.4.1 Lagerung und Temperaturiiberwachung

Vor der Einlagerung wurde von jedem Kollektiv, das einer bestimmten Probennahme
zugeordnet wurde (z.B. alle sechs fiir die erste Probennahme vorgesehenen Glaskarpulen
mit Arzneistofflosung) die Masse bestimmt, um durch Riickwiegen nach der Probennahme
die im Laufe der Lagerungszeit aufgetretenen Fliissigkeitsverluste erkennen zu konnen.

Anschlieffend wurden die Karpulen wie in Tabelle 7 angegeben eingelagert. Die Karpulen

standen aufrecht mit der Injektionsnadel nach oben.

Tab.7: Lagerungsbedingungen

Lagertemperatur Einlagerungsort

40°C Klimapriifraum
50°C Brutschrank
60°C Trockenschrank
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Abb. 11: Temperaturverlauf im 50°C-Brutschrank wahrend eines Monats
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Der Temperaturverlauf an den einzelnen Einlagerungsorten wurde mittels Datenloggern
aufgezeichnet. So konnte nachgewiesen werden, dass die bei der Stresslagerung
vorherrschenden Temperaturen wahrend des gesamten Versuchszeitraums konstant
gehalten werden konnten, obwohl keine speziellen Klimapriifschranke fiir die vorliegende
Untersuchung verwendet wurden. Exemplarisch ist in Abbildung 11 der Temperaturverlauf
in dem fiir die 50°C-Lagerung verwendeten Brutschrank im Laufe eines Monats dargestellt.
Der negative Ausschlag zu Beginn des Aufzeichnungszeitraums ist auf eine Abkiihlung im

Gerat durch die zum Austausch des Loggers gedffnete Tiir zuriickzufiihren.

Die Temperaturverldufe in den anderen zur Stresslagerung verwendeten Einrichtungen und

Geraten entsprechen dem gezeigten Bild.
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4.4.2 Probenahme

Nach einem, drei, fiinf und zwdlf Monaten Lagerung wurde jeweils die in Tabelle 8
angegebene Anzahl an Priiffmustern entnommen und die Masse der entsprechenden
Kollektive bestimmt. Anschliefend wurden die Karpulen in Glasvials entleert, in denen die
Messung des pH-Wertes und die visuelle Untersuchung auf auftretende Farbung, Triibung
oder Partikelbildung durchgefithrt wurde bevor ein Aliquot zur Herstellung der

Verdiinnung fiir die HPLC-Untersuchung entnommen wurde.

Tab. 8: Anzahl der bei der Probenahme entnommenen Priifmuster

Glas Metall Metall, Kunststoff

nicht passiviert

Losung A 6 6 9 6
Losung B 3 4 6 4
Wasser 3 3 3 3

Nach 12-monatiger Lagerung wurden nur Glas, Metall- und Kunststoftkarpulen
untersucht. Eine Untersuchung der nicht passvierten Metallkarpulen nach 12 Monaten war

auf Grund der zu erwartenden starken Degradation laut Probenplan nicht mehr vorgesehen.

4.4.3 Material, Gerite und Software

Stresslagerung

Fiir die Stresslagerung der hergestellten Priifmuster wurden folgende Gerate verwendet.
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Klimaraum (40°C):
Brutschrank (50°C):

Trockenschrank (60°C):

Temperaturlogger 40°C:

Auswertesoftware:

Temperaturlogger 50°C:

Auswertesoftware:

Temperaturlogger 60°C:

Auswertesoftware:

pH-Wert-Bestimmung

pH-Meter:
pH-Elektrode:

Kalibrierlésungen:

Statistische Auswertung

Heizliifter Robust H, Fa. Trenker

UT 6760, Heraeus, Hanau

Vacutherm VT 6060M, Heraeus, Hanau

EcoLog-Net LP4, Elpro Messtechnik GmbH Schorndorf
ElproLog V.30.40

CelsiPick CK-ECO-TR, Spirig Ernest Raperswil, Schweiz
Spirig Ernest V2.00.63, Raperswil, Schweiz

ThermoScan Datenlogger, Delta T Medizinprodukte Giefien

tiber Windows Excel via V.3,20 1.WireNetport

Titroprocessor 672, Metrohm Deutschland GmbH, Filderstadt
LL Biotrode (kleine Volumina), Metrohm, Filderstadt
Hamilton Duracal Puffer (pH 2,00, pH 7,00 und pH 9,21),

Bonaduz, Schweiz

Die statistische Auswertung der ermittelten Daten erfolgte mit Hilfe der Software WINStat”

fiir Microsoft” Excel, Version 2009.1.

Es wurde ein Test auf Ausreifler mit n-Sigma >4 und P < 0,05, der Kolmogorov-Smirnov-

Test auf Normalverteilung, der Bartlett-Test auf Varianzhomogenitit sowie eine einfache

Varianzanalyse (ANOVA) zum Vergleich der verschiedenen Gruppen durchgefiihrt. Wenn

die Voraussetzung der Varianzhomogenitat fiir die Durchfithrung der ANOVA nicht erfiillt

war erfolgte der Signifikanztest unter Verwendung des parameterfreien Tests nach Kruskal-
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Wallis (H-Test). Im Falle mittels ANOVA festgestellter signifikanter Unterschiede wurde mit
Hilfe multiplen Vergleichs nach der LSD-Methode festgestellt, welchen der untersuchten
Gruppen zu einer Gruppe ohne signifikante Unterschiede zusammengefasst werden

konnten und welche sich von diesen signifikant unterschieden.
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5 Ergebnisse und Diskussion

51 Ermittlung des Wasserverlustes

Im Rahmen der ersten Probenahme konnten vor allem bei den in Kunststoftkarpulen
abgefiillten Injektionslosungen deutliche Fliissigkeitsverluste beobachtet werden, die sich
aus Undichtigkeiten der Primédrpackung in Zusammenhang mit den bei der Stresslagerung
herrschenden erhdhten Temperaturen von 40 bis 60°C ableiten lassen. Diese ergeben sich
aus der Tatsache, dass fiir die vorliegende Untersuchung zum Teil Primarpackmittel bereits
ausgelOster Autoinjektoren verwendet werden mussten, bei denen die Dichtigkeit der
Elastomerstopfen nicht mehr in ausreichendem Mafie gegeben war. Da es nicht moglich
war, diese Undichtigkeiten durch zusitzliche Abdichtung zu beheben, ohne weitere
Komponenten zur Primédrpackung hinzuzufiigen, die sich unter Umstanden negativ auf die
Stabilitdt des Arzneistoffs auswirken oder unerwiinschte Substanzen in die Losung abgeben,
wurde der Verlust an Fliissigkeit nachtraglich ermittelt und rechnerisch bei der Auswertung

berticksichtigt (s. Kapitel 5.1.3).

Die Ermittlung des Fliissigkeitsverlustes und die nachtrdgliche rechnerische
Berticksichtigung ist nur fiir die in Kunststoff und Metall gelagerte Losung A relevant, da
nur hier wesentliche Fliissigkeitsverluste beobachtet wurden (s. Anhang Tabelle A-4).
Zudem werden quantitative Auswertungen nur in Bezug auf die arzneistoffhaltige Losung
A durchgefiihrt. Die Priifmuster mir Blindlésung und Wasser fiir Injektionszwecke werden
rein qualitativ in Bezug auf neu auftretende Peaks im Chromatogramm ausgewertet, sodass
hier auftretende Verluste an Wasser wahrend der Lagerung unberiicksichtigt bleiben
konnen.

Es wurden die drei unter Kapitel 5.1.1. bis 5.1.3. beschriebenen Verfahren zur Bestimmung

und Korrektur des auftretenden Wasserverlustes durchgefiihrt.
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5.1.1 Masseverlust

Bereits bei Herstellung der in der vorliegenden Untersuchung verwendeten Priifmuster,
wurden die einzelnen Karpulen zu Priifkollektiven zusammengefasst, die nach einer
festgesetzten Dauer der thermischen Belastung entnommen und untersucht wurden. Die
Masse der fiir die einzelnen Probenahmen bestimmten Priifmusterkollektive mit
wirkstoffhaltiger Losung wurden vor der Einlagerung und nach der jeweiligen Probenahme
bestimmt. Der Masseverlust wurde als Prozentsatz der Differenz beider Wagungen, bezogen
auf die Ausgangsmasse, errechnet.

Die erhaltenen Mittelwerte fiir die einzelnen Probenahmen sind Tabelle A-4 im Anhang zu

entnehmen.

Bei den in Glas gelagerten Losungen kann mit max. 0,6% nach 12-monatiger Lagerung bei
60°C nur eine sehr geringe Abnahme der Masse wahrend der Lagerung beobachtet werden.
Dieser Wert bezieht sich zudem auf den Verlust des gesamten fiir diese Probenahme
vorgesehenen Priifkollektivs von sechs Injektionskarpulen, sodass die einzelne Karpule
einem noch geringeren Masseverlust unterliegt, die sich im Bereich iiblicher
Messunsicherheiten bewegt. Daher besitzt die festgestellte Verringerung des Gewichts in
diesem Fall keine Relevanz fiir die weitere Auswertung und einer Korrektur der fiir die in

Glas gelagerten Losungen findet im Folgenden nicht statt.

Da bei den in Metall gelagerten Losungen nach der Probenahme beim Offnen und Entleeren
der Priifmuster grofle Unterschiede im enthaltenen Volumen festgestellt werden konnten,
wird hier trotz eines Masseverlusts, der im Bereich des bei den Glaskarpulen beobachteten

liegt, eine Korrektur der ermittelten Gehalte an Arzneistoff vorgenommen.

82



Ermittlung des Wasserverlustes

Bei den in Kunststoff gelagerten Losungen ist eine Korrektur der ermittelten Werte auf
Grund des gravierenden Fliissigkeitsverlusts wahrend der thermischen Belastung

unerlasslich.

Da der Masseverlust jedoch nur fiir das gesamte fiir die jeweilige Probenahme vorgesehene
Kollektiv bestimmt wurde, muss zur Ermittlung des Korrekturfaktors fiir die einzelnen
Losungen ein anderes Verfahren herangezogen werden. Im Folgenden sollen zwei mogliche

Methoden dargestellt und bewertet werden.

5.1.2 Sulfatbestimmung mittels Ionenchromatographie

Eine Methode, die zur Ermittlung des wahrend der Lagerung auftretenden
Fliissigkeitsverlustes herangezogen werden kann, ist die Quantifizierung des als Gegenion
des Atropins in die Losung eingebrachten Sulfats mittels Ionenchromatographie. Uber die
Erhohung des auf diese Weise bestimmten Sulfatgehalts gegeniiber dem theoretischen, aus
der Atropinsulfat-Einwaage zu berechnenden Gehalt, kann auf das Ausmafi des
Fluissigkeitsverlustes wahrend der Lagerung geschlossen werden.

Der theoretische Sulfatgehalt der Losung betragt 284 mg/1. Fiir diese Berechnung wurde die
Einwaage an Atropinsulfat-Monohydrat (s. 4.3.2.) sowie der Sulfat- und Wassergehalt der
Ausgangssubstanz zu Grunde gelegt. Letztere wurden bei der Eingangskontrolle des

Rohstoffes nach Europdischem Arzneibuch bestimmt (s. 4.1.1.).

Es wurde ein Testlauf mit einer aus einer Glaskarpule stammenden, drei Monate bei 40°C
gelagerten Losung durchgefiihrt. Auf Grund des bestimmten Masseverlustes des
zugehorigen Priifkollektivs (s. Anhang Tab A-4) sollte der hier ermittelte Sulfatgehalt dem

theoretisch berechneten entsprechen.
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Die Losung wurde zur Bestimmung mit Millipore-Wasser im Verhaltnis 1:20 verdiinnt und

durch ein PTFE-Filter mit einer Porengrofie von 0,45 um filtriert.

Folgendes System kam zum Einsatz

Saule: Metrosep A Supp 5 -100; 4,0 x 100 mm, 5 pm
Eluent: 3,2 mM Na2COs/ 1,0 mM NaHCO:s

Fluss: 0,70 ml/ min

Temperatur: 20°C

Druck: 5,3 MPa

Injektionsvolumen: 1,0 pl

Detektion: Leitfahigkeitsdetektor

Durch Doppelbestimmung wurde ein Sulfatgehalt von 376 mg/l bestimmt, was einem

Wasserverlust von 32% entspricht.

In Anbetracht des ebenfalls ermittelten Masseverlustes des entsprechenden Kollektivs von
nur 0,07% ist dieser Wert nicht plausibel. Moglicherweise treten hier Interferenzen zwischen
dem zu bestimmenden Sulfat und dem in der Losung vorhandenen Citrat auf, die mit der
vorhandenen Multimethode zur Bestimmung von Fluorid, Nitrat, Nitrit, Chlorid und Sulfat
in Trinkwasser nicht getrennt werden konnen. Weiterhin konnte der nach Herstellung der
Losung vorliegende Sulfatgehalt nur nachtraglich aus der Eingangskontrolle des
verwendeten Atropinsulfats sowie dem Herstellungsprotokoll berechnet, nicht jedoch
mittels IC praktisch bestimmt werden, sodass die beiden verglichenen Werte auf zwei
unterschiedlichen Analysenmethoden mit unterschiedlicher Genauigkeit beruhen. Daher

sind die Werte nur bedingt vergleichbar. Eine Abweichung zwischen beiden Methoden von
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32% wird jedoch als unverhaltnisméfsig hoch angesehen. Des Weiteren traten nach der
Bestimmung der Probe Gerdteprobleme auf, die sich moglicherweise auf die hohe
Natriumchloridkonzentration und das vorhandene Atropin zuriickfithren lassen. Auch eine
Bestimmung der aus Metallkarpulen stammenden Losungen ist im Hinblick auf die
moglicherweise in die Losung tiibergetretenen Eisenionen als problematisch anzusehen.
Daher wurde von einer weiteren Ermittlung des Fliissigkeitsverlustes mit Hilfe dieser

Methode abgesehen.

5.1.3 Korrektur iiber Citratpeak

Das als Puffersubstanz in der Injektionslosung enthaltene Citrat kann bei der zur Gehalts-
und Reinheitsbestimmung der Losung angewendeten RRLC-Methode mit einer
Retentionszeit von 0,52 Minuten detektiert werden. Uber eine Zunahme der Peakflache
dieses Peaks gegeniiber der nach Herstellung der Losung ermittelten kann auf einen
Fluissigkeitsverlust wahrend der Stresslagerung riickgeschlossen werden.

Zu beachten ist hierbei, dass strenggenommen nur auf identischen HPLC-Anlagen erhaltene
Chromatogramme miteinander verglichen werden konnen, da den abweichenden
Detektorresponses verschiedener, auch baugleicher, Detektoren Rechnung zu tragen ist. Aus
diesem Grund diirfte das hier beschriebene Verfahren nicht auf die nach drei Monaten
Lagerung erhaltenen Daten angewandt werden. Hier erfolgte die Gehalts- und
Reinheitsbestimmung aus organisatorischen Griinden auf einer anderen HPLC-Anlage als
die Ermittlung des Ausgangswertes.

Vergleiche der Peakflichen von Atropin-Standardlosungen auf den beiden verwendeten
Anlagen zeigten jedoch, dass keine relevanten Abweichungen der Detektorresponses bei 220
nm bestehen, sodass auch fiir die Probenahme nach drei Monaten Lagerung eine Ermittlung

des Wasserverlustes nach dieser Methode durchgefiihrt wurde.

85



Ermittlung des Wasserverlustes

Aus den Flachen der Citrat-Peaks vor und nach Stresslagerung wurde nach Gleichung 3 ein
Faktor ermittelt, um den der jeweils durch externe Kalibration ermittelte Gehalt korrigiert

und so der aufgetretene Wasserverlust beriicksichtigt wurde.

F = A\/Of

3
A]ach ( )
Avor: Peakflache vor Stresslagerung (frisch hergestellte Losung)
Anach: Peakflache nach Stresslagerung

Die ermittelten Korrekturfaktoren sind dem Anhang, Tabelle A-5, zu entnehmen.
Angegeben ist der Ubersichtlichkeit halber jeweils der Mittelwert fiir die aufgefiihrten
Lagerbedingungen, zusammen mit dem 95%-Vertrauensbereich. Die Korrektur erfolgte

jedoch jeweils mit dem fiir das entsprechende Priifmuster ermittelten Faktor.
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5.2 Aussehen und Farbung

Die thermisch belasteten Priifmuster wurden in Bezug auf Farbe und Aussehen durch eine
einfache Sichtpriifung gemafs Ph. Eur. 2.2.1., 2.2.2 (Methode I) sowie 2.9.20 im Vergleich zu
unbelasteten Vergleichslosungen untersucht. Die Anzahlen der Abweichungen in Farbe
und/oder Klarheit der Losungen wurden fiir die einzelnen Probenahmezeitpunkte

aufsummiert.

5.2.1 Glaskarpulen

Abbildung 12 gibt einen Uberblick iiber die nach thermischer Belastung in Glaskarpulen
auftretenden Farbungen der untersuchten Modellldsungen. In Tabelle 9 sind die

zugehorigen Werte sowie deren Anteil am jeweiligen Priifkollektiv aufgefiihrt.

Tab. 9: Anteil der Glaskarpulen mit verfarbtem Inhalt nach Lagerung bei 40, 50 und 60°C
Absolute Anzahl verfarbter Karpulen in Klammern

Losung A: atropinhaltige Injektionslésung; Losung B: wirkstofffreie Injektionslosung

Glas 1Monat 3 Monate 5 Monate 12 Monate
Losung A 7% (5) 15% (11)  25% (18) 32% (23)
Losung B 0 0 0 11% (4)

Wasser 3% (1) 14% (5) 19% (7) 28% (10)
Gesamt 4% (6) 11% (16)  17% (25) 26% (37)
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Im Falle auftretender Verfarbungen bewegte sich das zu beobachtende Farbspektrum im
Bereich von hellgelb bis gelblich-braun. Tritbungen der Losungen oder Partikelbildungen

wurden nicht festgestellt.

Abb. 12: Anteil der Glaskarpulen mit verfarbtem Inhalt nach Lagerung bei 40, 50 und 60°C

Losung A: atropinhaltige Injektionslosung; Losung B: wirkstofffreie Injektionslosung
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Auf Grund der Bauweise der verwendeten Injektionskarpulen aus Glas kommt die darin
enthaltenen Losung mit der Karpulenwandung, am Ende dieser mit einem Stopfen aus
Brombutyl-Elastomer und am vorderen Ende mit einem Septum aus dem selben Material in
Kontakt. Eine Gelb- bis Braunfarbung der Losung auf Grund von Korrosionserscheinungen
durch Bildung von z.B. Eisenoxiden oder dhnlichen Verbindungen ist daher auszuschliefsen.
Auch ein Herausldsen farbender Bestandteile aus mit der Fliissigkeit in Kontakt stehenden
Bauteilen ist unwahrscheinlich, da hierfiir lediglich Bestandteile der Stopper sowie des

Septums in Frage kommen. An diesen Bauteilen des Primdrpackmittels sind keine
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Veranderung feststellbar und die Kontaktflachen sind so gering, dass eine Losung relevanter
Mengen in Frage kommender Substanzen praktisch unmdglich ist, ohne dass dies an den

Bauteilen zu Verdnderungen fiihrt.

Nicht zu erwarten war, dass im Vergleich zur arzneistofffreien Blindlosung die Anzahl der
verfarbten Karpuleninhalte bei den mit Wasser gefiillten Priifmustern erhoht ist, da hier
keinerlei Substanzen enthalten sind, die im Laufe der Stresslagerung verandert werden und
damit zu Farbungen fithren konnten.

Durch erneute Auswertung der bei der Reinheits- und Gehaltsbestimmung erhaltenen
Chromatogramme wurde bei dem thermisch belasteten Wasser aus Glaskarpulen ein
Zusammenhang zwischen dem Auftreten einer Farbung und dem eines Peaks bei 0,44
Minuten festgestellt. Der Vergleich mit Standardsubstanz zeigte, dass es sich hierbei um ein
durch Obidoxim verursachtes Signal handelt. Dieser Acetylcholinesterase-Reaktivator wird
in Kombination mit Atropin bei der Therapie von Vergiftungen mit Nervenkampfstoffen
oder Insektiziden der Organophosphor-Gruppe eingesetzt und befindet sich in der
Injektionslosung des Kombinationsautoinjektors, aus dem die verwendeten Glaskarpulen
stammen. Bei dem in der vorliegenden Untersuchung vorherrschenden pH-Wert von etwa 4
sind Losungen des Obidoximchlorids gelblich-braun gefarbt. Es scheinen nach der
Reinigung der Karpulen Reste des Arzneistoffs im Packmittel verblieben zu sein, vermutlich
am vorderen Ende zwischen Karpulenwandung und Septum, die sich auf Grund der
erhohten Temperaturen wahrend der Studie in der eingefiillten Fliissigkeit 16sten und hier
auf Grund des pH-Wertes zu gelblich-braunen Verfarbungen fiihrten. Ein Herausnehmen
des Septums aus der Injektionskarpule zur Reinigung und Durchspiilung des Packmittels
vor dem Befiillen mit den Modelllosungen erfolgte nicht, da es nicht moglich war, das
Packmittel im Anschluss daran wieder so zusammenzusetzen, dass eine vollstindige

Abdichtung moglich war.
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5.2.2 Metallkarpulen

Abbildungen 13 und 14 geben einen Uberblick {iber die nach thermischer Belastung in
passivierten beziehungsweise nicht passivierten Metallkarpulen auftretenden Farbungen
der untersuchten Modellldsungen. In Tabelle 10 und 11 sind die jeweils zugehorigen Werte

sowie deren Anteil am jeweiligen Priifkollektiv aufgefiihrt.

Abb.13: Anteil der passivierten Metallkarpulen mit verfarbtem Inhalt nach Lagerung bei 40, 50 und 60°C

Losung A: atropinhaltige Injektionslésung; Losung B: wirkstofffreie Injektionslosung
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Tab.: 10: Anteil der passivierten Metallkarpulen mit verfarbtem Inhalt nach Lagerung bei 40, 50 und 60°C
Absolute Anzahl verfarbter Karpulen in Klammern

Losung A: atropinhaltige Injektionslésung; Losung B: wirkstofffreie Injektionslosung

Metall 1 Monat 3 Monate 5 Monate 12 Monate

Losung A 15% (11) 32% (23)  42% (30) 50% (36)
Losung B 15% (7) 31% (15)  42% (20) 65% (31)
Wasser 0 0 0 8% (3)

Gesamt  11,5% (18) 24,4% (38) 32% (50)  45% (70)

Aufféllig ist zundchst, dass die graphische Auswertung der unterschiedlich
oberflachenbehandelten Primarpackmittel vergleichbare Bilder und Anzahlen an Karpulen
mit verfdarbten Inhalten liefert. Allerdings wird der Anteil von 93% des gesamten
Priifkollektivs mit verfarbtem Inhalt im Falle der nicht passivierten Injektionshiilsen bereits
nach 5 Monaten Stresslagerung erreicht, wohingegen bei den silikonisierten
Primarpackmitteln dafiir 12 Monate Lagerungszeit erforderlich sind. Auf Grund dieser
Beobachtung kann daher festgestellt werden, dass die Silikonisierung der mit der
Injektionslosung in Kontakt stehenden Oberfliche aufler zu einer Verringerung der
Gleitreibung bei Auslosung der Injektion und einem verbesserten Abfliefsverhalten der
Fliissigkeit an der Oberflache auch zu einer Stabilisierung der enthaltenen Losung
gegeniiber Reaktionen fiihrt, die zu gefarbten Produkten fithren. Welche Produkte im
vorliegenden Fall jedoch fiir die Farbung der Losung verantwortlich sind, ist noch unklar.
Da aufler bei den atropinhaltigen Injektionslosungen auch bei den wirkstofffreien Losungen
Farbungen auftreten, muss angenommen werden, dass fiir die Bildung der farbigen

Produkte nicht ausschliefslich Abbauprodukte des Atropins verantwortlich sind.
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Abb. 14: Anzahl der nicht passivierten Metallkarpulen mit verfarbtem Inhalt nach Lagerung bei 40, 50 und 60°C

Losung A: atropinhaltige Injektionslésung; Losung B: wirkstofffreie Injektionslosung
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Tab. 11: Anzahl der nicht passivierten Metallkarpulen mit verfarbtem Inhalt nach Lagerung bei 40, 50 und 60°C

Absolute Anzahl verfarbter Karpulen in Klammern

Losung A: atropinhaltige Injektionslésung; Losung B: wirkstofffreie Injektionslosung

Metall nativ 1 Monat 3 Monate 5 Monate

Losung A 12% (10)  37% (30)  48% (39)
Losung B 11% (6)  41% (22)  56% (30)
Wasser 0 11% (3) 22% (6)

Gesamt  10% (16) 34% (55)  46% (75)
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Im Vergleich zu den wirkstofffreien Injektionslosungen (Losung B) sind bei thermisch
belastetem Wasser, welches in Metallkarpulen gelagert wurde, deutlich weniger Karpulen
mit verfdrbtem Inhalt zu beobachten. Bei den erneut silikonisierten Injektionskarpulen
werden sogar erst nach 12 -monatiger Lagerung Verfarbungen bei den mit Wasser gefiillten

Karpulen beobachtet.

Die geschilderten Beobachtung lassen den Schluss zu, dass die Ursache der Verfarbungen
eine thermisch induzierte und vermutlich durch Metallionen Kkatalysierte
Degradationsreaktion unter Beteiligung von Pufferbestandteilen der Injektionslosung ist, die

zu gefarbten Produkten fiihrt.

5.2.3 Kunststoffkarpulen

Abbildung 15 gibt einen Uberblick iiber die nach thermischer Belastung in
Kunststoffkarpulen auftretenden Farbungen der untersuchten Modelllosungen. In Tabelle

12 sind die zugehorigen Werte sowie deren Anteil am jeweiligen Priifkollektiv aufgefiihrt.

Tab. 12: Anzahl der Kunststoffkarpulen mit verfarbtem Inhalt nach Lagerung bei 40, 50 und 60°C
Absolute Anzahl verfarbter Karpulen in Klammern

Losung A: atropinhaltige Injektionslésung; Losung B: wirkstofffreie Injektionslosung

Kunststoff 1 Monat 3 Monate 5 Monate 12 Monate

Losung A 2% (1) 17% (11) 35% (22) 48% (30)
Losung B 2,5% (1) 17,5% (7) 17,5% (7) 20% (8)
Wasser 0 0 0 0

Gesamt 2% (2)  14%(18)  22% (29)  29,5% (39)
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Abb. 15: Anzahl der Kunststoffkarpulen mit verfarbtem Inhalt nach Lagerung bei 40, 50 und 60°C

Losung A: atropinhaltige Injektionslésung; Losung B: wirkstofffreie Injektionslésung
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Bei der Stresslagerung von Wasser fiir Injektionszwecke in Kunststoffkarpulen konnten {iber
den gesamten Untersuchungszeitraum keine Verfarbungen beobachtet werden. Die Anzahl
der verfarbten Pufferldsungen (Losung B) in Kunststoff sind im Vergleich zu Metall deutlich
geringer. Sie treten gehduft nach drei Monaten Lagerung auf und ihre Zahl nimmt dann
praktisch nicht mehr zu. Bei den mit Losung A befiillten Karpulen liegt die Anzahl der zu
beobachtenden Verfarbungen hoher als bei den anderen beiden untersuchten
Modelllosungen, ist aber mit 48% verfarbter Losungen nach 12 Monaten signifikant geringer
als im Falle der in Metall gelagerten Priifmuster, wo nach 12 Monaten Lagerung 97%

verfarbte Karpulen beobachtet werden konnten.
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Aus den Beobachtungen kann die Schlussfolgerung abgeleitet werden, dass die Verfarbung
im Falle der in Kunststoff gelagerten Priifmuster auf die Degradation von Bestandteilen der
arzneistofthaltigen Losung zuriickzufiihren ist. Auf Grund der geringeren Haufigkeit von
Verfarbungen bei den arzneistofffreien Pufferlosungen ist eine Beteiligung des
Atropinmolekiils an der Bildung gefdarbter Produkte wahrscheinlich. Unter
Bertiicksichtigung der fiir die in Metallkarpulen gelagerten Losungen gemachten
Beobachtungen besteht die Vermutung, dass es sich in beiden Fallen (Metall und Kunststoff
als Primdrpackmittel) um unterschiedliche Mechanismen handelt, die zu Verfarbungen

fuhren.

524 Zusammenfassung

Abbildung 16 stellt zusammen mit Tabelle 13 eine Ubersicht iiber die in den vier

untersuchten Primarpackmitteln zu beobachtenden Verfarbungen dar.

Tab. 13: Anteil aller verfarbter Karpulen nach Lagerung bei 40, 50 und 60°C

1 Monat 3 Monate 5 Monate 12 Monate

Glas! 4% (6) 11% (16)  13% (19)  21,5% (31)
Kunststoff? 1% (2)  11,5% (18) 185% (29)  25% (39)
Metall passivz  11,5% (18)  24% (38)  32% (50)  45% (70)

Metall nativ’ ~ 10% (16)  34% (55)  46% (75)

In=144
2n =156
Sn=162
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Abb. 16: Anteil verfarbter Karpulen nach Lagerung bei 40, 50 und 60°C in Summe
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Der Anteil an Karpulen mit verfirbtem Inhalt ist bei den beiden metallischen
Packmaterialien gegeniiber Glas und Kunststoff deutlich erhoht. In den nicht silikonisierten
Metallkarpulen ist zudem gegeniiber den passivierten eine schnellere Zunahme der Anzahl
von Verfarbungen zu verzeichnen. Hieraus ldsst sich ein Einfluss der aus der

Karpulenoberflache 16sbaren Metallionen auf die Bildung gefarbter Produkte ableiten.

Die verhiltnismafsig grofie Zahl an verfarbten Priifmustern aus Glaskarpulen lasst sich auf
Obidoximchlorid-Riickstande aus der urspriinglich enthaltenen Zubereitung zurtickfiihren,
die bei dem vorliegenden pH-Wert eine gelb-braune Verfarbung der enthaltenen Losungen
verursachen. Vernachldssigt man die so entstandenen Verfarbungen, kann festgestellt
werden, dass es unter den untersuchten Bedingungen bei den hier verwendeten
Glaskarpulen zu keinen anders verursachten Verfirbungen der enthaltenen Losungen

kommt. Da auf Grund der Bauart der verwendeten Injektionskarpulen kein Kontakt der
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Losungen mit metallischen Bauteilen stattfindet, wird durch diese Beobachtung die Theorie

der Metallionen-katalysierten Bildung gefarbter Produkte unterstiitzt.

Im Falle der bei den in Kunststoff gelagerten Priifmustern auftretenden Verfarbungen ist
eine Beteiligung der oben diskutierten Metallionen-Katalyse durch den Kontakt der
Losungen mit der in der Kammer befindlichen Injektionsnadel moglich. Des Weiteren ist ein
Einfluss der zur Verringerung der Gleitreibung aufgetragenen Silikonschicht zu diskutieren.
Diese wird hier im Gegensatz zu Karpulen aus Metall oder Glas auf Grund der thermischen
Instabilitdat der Kunststoffkarpule nicht durch Einbrennen fixiert, sondern wird nach
Eintauchen in die Silikonlosung nur bei Raumtemperatur getrocknet. Nach dem
Autoklavieren der so vorbereiteten Kunststoffkarpulen waren vereinzelt braune Riickstande
an solchen Stellen der Karpulen zu beobachten, an denen auf Grund der Geometrie der
verwendeten Zwei-Kammer-Karpulen die Silikonlosung beim Trocknungsvorgang nicht
ungehindert bis zur Ausbildung eines diinnen Films ablaufen konnte. Zwar wurden diese
Riickstande vor Einfiillen der Testlosungen entfernt. Es kann jedoch durch die bei der
Stresslagerung verwendeten erhdhten Temperaturen und die eingefiillten Losungen
wahrend der Lagerung zur Ablosung der aufgebrachten Silikonschicht und einer mit der
beim Autoklavieren beobachteten vergleichbaren Reaktion gekommen sein. Dieses
Phanomen miisste jedoch dann unabhéngig von der Art der enthaltenen Losung auftreten
und somit zu einer Gleichverteilung der auftretenden Farbungen {iiber alle untersuchten
Modelllosungen fiithren. Diese kann jedoch in der vorliegenden Studie nicht festgestellt

werden.

In wie weit die beobachteten Verfirbungen in Zusammenhang mit aus Atropin gebildeten
Produkten steht, wird aus den Abbildungen 17 bis 19 ersichtlich. Hier wird ein Uberblick

iiber die Anzahl der jeweils bei den Atropin- und Blindldsungen sowie bei Wasser als
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Fillgut auftretenden Verfarbungen gegeben. Die zugehorigen Werte sind in den Tabellen 14

bis 16 dargestellt.

Der Anteil mit Wasser befiillter Karpulen an den insgesamt auftretenden Farbungen ist bei
den in Metall gelagerten Priifmustern vernachldssigbar klein. Bei den Kunststoftkarpulen
liegen keine Verfarbungen des darin enthaltenen Wassers vor. Die im Vergleich zu den
restlichen untersuchten Packmitteln bei Glas deutlich erhohte Anzahl auftretender
Verfarbungen des thermisch belasteten Wassers ist, wie oben beschrieben, auf

Obidoximchlorid-Riickstande zuriickzufithren.

Im Falle der in Kunststoff gelagerten Priifmuster sind Verfarbungen hauptsachlich bei der
atropinhaltigen Losung A zu beobachten. Verfarbungen der Losung B leisten nur einen
geringen Beitrag zur Gesamtzahl beobachteter Verfarbungen und treten vor allem nach drei
Monaten auf. Bei weiterer Stresslagerung weist nur eine weitere, mit Losung B befiillte

Karpule nach 12 Monaten eine Farbung auf.

Im Falle der in passiviertem und nicht passiviertem Metall gelagerten Losungen weisen
annahernd gleich viele Karpulen mit Losung A wie mit Losung B Verfarbungen auf. Daher
ist eine Beteiligung des Arzneistoff-Molekiils bei der Bildung gefdarbter Produkte
unwahrscheinlich. Hierbei hétten in Losung A Verfarbungen gegeniiber Losung B haufiger

auftreten miissen.
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Abb. 17: Anteil verfarbter Karpulen mit Losung A nach Lagerung bei 40, 50 und 60°C
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Tab. 14: Anteil der mit Lésung A befiillten Karpulen mit Verfarbungen nach Lagerung bei 40, 50 und 60°C

1 Monat 3 Monate

5 Monate 12 Monate

Glas
Kunststoff
Metall passiv

Metall nativ

7% (5)  12,5% (9)
1% (1) 15% (11)
15% (11)  32% (23)

12% (10)  37% (30)

22% (16)  29% (21)
30,5% (22)  41,5% (30)
42% (30)  50% (36)

48% (39)
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Abb. 18: Anteil verfarbter Karpulen mit Losung B nach Lagerung bei 40, 50 und 60°C
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Tab. 15: Anteil der mit Lésung B gefiillten Karpulen mit Verfarbungen nach Lagerung bei 40, 50 und 60°C

1 Monat 3 Monate 5 Monate 12 Monate

Glas 0 0 0 11% (4)
Kunststoff 2% (1)  145%(7) 145%(7)  16,5% (8)
Metall passiv  14,5% (7)  31% (15) 41,5% (20)  64,5% (31)

Metall nativ 11% (6) 41% (22)  55,5% (30)
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Abb. 19: Anteil verfarbter Karpulen mit Wasser nach Lagerung bei 40, 50 und 60°C
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Tab. 16: Anteil der Karpulen mit verfarbtem Wasser nach Lagerung bei 40, 50 und 60°C

1 Monat 3 Monate 5 Monate 12 Monate

Glas 3% 1)  195%(7) 25% (9) 33% (12)
Kunststoff 0 0 0 0
Metall passiv 0 0 0 8% (3)
Metall nativ 0 11% (3) 22% (6)
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53 pH-Wert

Nach der Priifung der Farbung wurde der pH-Wert der einzelnen Priifmuster nach
thermischer Belastung bestimmt und mit dem der frisch hergestellten Losungen verglichen.
Veranderungen des pH-Wertes im Verlauf der Lagerung konnen als Hinweise auf mogliche

ablaufende Reaktionen gewertet werden.

Zur Bestimmung des pH-Wertes der bei der vorliegenden Untersuchung anfallenden, sehr
kleinen Volumina von 0,7 bis 2 ml wurde eine spezielle pH-Glaselektrode der Firma
Metrohm verwendet, deren diinne Spitze es ermdglicht, auch in diesen kleinen Volumina
den pH-Wert zu bestimmen.

Der pH-Wert der Atropinldsung vor thermischer Belastung lag bei 3,92, der der

wirkstofffreien Pufferlosung bei 3,88.

Die Auswertung der ermittelten Werte erfolgte zunachst graphisch durch Auftragen der
pH-Werte gegen die Lagerdauer. Aufierdem wurde ebenfalls graphisch auf eine mogliche
Korrelation zwischen pH-Wert und Atropinkonzentration bzw. pH-Wert und Konzentration
des Abbauprodukte Tropasdaure und Apoatropin sowie zwischen pH-Wert und Summe der
Abbauprodukte untersucht. Hierzu wurde auf der x-Achse der pH-Wert und auf der y-
Achse die zweite entsprechende Grofie abgetragen und durch optische Auswertung auf

Linearitat der erhaltenen Diagramme gepriift.
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5.3.1 Glaskarpulen

In Abbildung 20 ist der pH-Wert sowie das 95%-Konfidenzintervall der untersuchten
Losungen A und B in Abhéangigkeit von der Lagerdauer dargestellt. Die zugehorigen

Messwerte sind Tabelle A-6 im Anhang zu entnehmen.

Die pH-Werte der Losungen A und B weichen im Laufe der Stresslagerung nur geringfiigig
von den urspriinglich eingestellten pH-Werten ab. Es konnen nach drei Monaten gegeniiber
dem Ausgangswert geringfiigig erhohte Werte festgestellt werden, die mit zunehmender
Lagerdauer wieder absinken und den urspriinglichen Wert sogar am Ende der Lagerzeit
unterschreiten. Nach 12 Monaten scheinen sich die Unterschiede der pH-Werte der

verschiedenen Losungen bei allen Lagertemperaturen nivelliert zu haben.

Abb. 20: pH-Wert-Verlauf nach Lagerung in Glas bei 40, 50 und 60°C

A: Atropinldsung; B: wirkstofffreie Pufferlésung
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Die Abbildungen 21 bis 24 stellen den Zusammenhang zwischen dem pH-Wert und dem

Gehalt an Atropin, Tropasdure, Apoatropin sowie der Summe der beiden Abbauprodukte

graphisch dar. Sie dienen der Priifung beziiglich einer Korrelation zwischen pH-Wert und

Arzneistoffabbau.

Abb. 21: Atropingehalt in Abhangigkeit vom pH-Wert

nach Lagerung in Glas

Abb. 22: Gehalt an Abbauprodukten in Abhangigkeit

vom pH-Wert nach Lagerung in Glas
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Abb. 23: Abhéngigkeit des Tropasduregehalt vom pH-

Wert nach Lagerung in Glas

Abb. 24: Abhéngigkeit des Apoatropingehalt vom pH-

Wert nach Lagerung in Glas
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Graphisch kann keine Korrelation zwischen dem pH-Wert und dem Gehalt an Atropin,

Tropasaure, Apoatropin oder der Summe dieser beiden Abbauprodukte festgestellt werden.

Es liegt allerdings ein Trend zu hoherem Atropingehalt beziehungsweise geringerem Gehalt

an Abbauprodukten mit steigendem pH-Wert vor. Nach Uberschreiten eines pH-Wertes von
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4 kehrt sich dieser Trend um und der Einfluss des pH-Wertes auf die genannten Parameter

wird geringer.

5.3.2 Metallkarpulen

In Abbildung 25 ist der pH-Wert sowie das 95%-Konfidenzintervall der verschiedenen
untersuchten Losungen nach Lagerung in passiviertem Metall in Abhédngigkeit von der
Lagerdauer dargestellt. Die zugehorigen Messwerte sind Tabelle A-7 im Anhang zu

entnehmen.

Abb. 25: pH-Wert nach Lagerung in passiviertem Metall

A: Atropinldsung; B: wirkstofffreie Losung
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Der pH-Wert der Losung A steigt nach einmonatiger Lagerung bei 40°C zundchst stark vom
Ausgangswert 3,92 auf einen pH-Wert von 4,09 an, wohingegen bei 50 und 60°C nur eine

geringe Veranderung des pH-Werts zu beobachten ist. Der pH-Wert der Losung B verhalt
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sich nach einmonatiger Lagerung vergleichbar dem der Losung A. Die ermittelten Werte
sind jedoch jeweils kleiner als die der Losung A. Nach dreimonatiger Lagerung sind sowohl
die pH-Wert der Losung A als auch die der Losung B mit Ausnahme der bei 40°C gelagerten
Losung A deutlich erhoht. Die zu diesem Zeitpunkt der Untersuchung bestimmten pH-

Werte nehmen aufierdem mit steigender Temperatur zu.

Nach fiinfmonatiger Lagerung werden fiir Losung A pH-Werte ermittelt, die gegeniiber den
Drei-Monats-Werten wiederum deutlich verringert sind und die Ein-Monats-Werte nur
noch geringfiigig tiiberschreiten. Eine Abhangigkeit der bestimmten Werte von der

Temperatur lasst sich nicht mehr feststellen.

Nach 12 Monaten Stresslagerung ist der Ausgangswert von 3,92 fiir Losung A anndhernd
wieder erreicht. Der Ausgangswert der Losung B von 3,88 wird hingegen nicht wieder
erreicht. Die pH-Werte der 12 Monate thermisch belasteten Losung B liegen wie die der
entsprechenden Losung A im Bereich von 3,9. Es erfolgte somit eine Angleichung der beiden
Losungen beziiglich ihres pH-Wertes. Auch im Laufe der Untersuchung wurde beziiglich
der pH-Wert-Anderungen ein vergleichbares Verhalten der Losungen A und B beobachtet,
sodass festgestellt werden kann, dass der in Losung A enthaltene Arzneistoff offensichtlich
nicht mafigeblich an der Veranderung des pH-Wertes beteiligt ist. Da jedoch die Hydrolyse
des Atropins zu sauren Produkten (Tropasiure) fiihrt, ist eine pH-Wert-Anderung in

Abhéangigkeit vom Atropinabbau zu erwarten.

In Abbildung 26 sind der pH-Wert sowie das 95%-Konfidenzintervall der untersuchten
Losungen A und B nach Lagerung in nicht passiviertem Metall in Abhadngigkeit von der
Lagerdauer dargestellt. Die zugehorigen Messwerte sind Tabelle A-8 im Anhang zu

entnehmen.
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Abb. 26: pH-Wert der Lésungen A und B bei Lagerung in nicht passiviertem Metall

A: Atropinldsung; B: wirkstofffreie Pufferlosung
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Die in nicht passivierten Metallkarpulen eingelagerten Priifmuster zeigen beziiglich ihres
pH-Wertes einen mit den in passivierten Metallkarpulen gelagerten Losungen
vergleichbaren Verlauf. Auch hier ist zwischen einem und drei Monaten Lagerung ein
deutlicher Anstieg der pH-Werte zu beobachten. Zudem werden bei den Drei-Monats-
Werten mit steigender Lagertemperatur auch hohere Werte bestimmt. Nach fiinf Monaten
thermischer Belastung liegen die pH-Werte beider Losungen mit Ausnahme der bei 40°C
gelagerten Losung A auf dem Niveau der Ausgangswerte. Die zu Beginn der Untersuchung

feststellbaren Unterschiede zwischen den beiden Losungen sind nivelliert.

Abbildungen 27 bis 30 stellen den Zusammenhang zwischen pH-Wert und dem Gehalt an
Atropin, Tropasdaure, Apoatropin und der Summe der beiden Abbauprodukte nach
Lagerung in passivierten Metallkarpulen graphisch dar. Sie dienen der Feststellung einer

Korrelation zwischen pH-Wert und Arzneistoffabbau.
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Abb. 27: Abhingigkeit des Atropingehalts vom pH-  Abb. 28: Abhéngigkeit des Gehalts an Abbauprodukten
Wert nach Lagerung in passiviertem Metall vom pH-Wert nach Lagerung in passiviertem Metall
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Abb. 29: Abhangigkeit des Tropasduregehalts vom pH-

Wert nach Lagerung in passiviertem Metall

Abb. 30: Abhdngigkeit des Apoatropingehalts vom pH-

Wert nach Lagerung in passiviertem Metall
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Nach der Lagerung bei 40°C besteht eindeutig ein linearer Zusammenhang zwischen dem

pH-Wert und dem Gehalt an Abbauprodukten (s. Abb. 28 bis 30). Mit steigendem pH

werden nur geringere Gehalte an Tropasdure, Apoatropin beziehungsweise der Summe an

diesen beiden Produkten bestimmt. Beziiglich des Gehalts an Atropin kann diese

Korrelation nicht festgestellt werden. Auch fiir 50 und 60°C kann keine Korrelation

zwischen dem pH-Wert und dem Gehalt an Atropin, Tropasdure, Apoatropin oder der

Summe dieser beiden Abbauprodukte festgestellt werden.

Abbildungen 31 bis 34 stellen den Zusammenhang zwischen pH-Wert und dem Gehalt an

Atropin, Tropasaure, Apoatropin und der Summe der beiden Abbauprodukte nach
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Lagerung in nicht passivierten Metallkarpulen graphisch dar. Sie dienen der Feststellung

einer Korrelation zwischen pH-Wert und Arzneistoffabbau.

Abb. 31: Abhdngigkeit des Atropingehalts vom pH-  Abb. 32: Abhangigkeit des Gehalt an Abbauprodukten
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Abb. 33: Abhangigkeit des Tropasduregehalts vom Abb. 34: Abhéngigkeit des Apoatropingehalts vom

pH-Wert nach Lagerung in nicht passiviertem Gehalt
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Graphisch kann keine Korrelation zwischen dem pH-Wert und dem Gehalt an Atropin,
Tropasdure, Apoatropin oder der Summe dieser beiden Abbauprodukte festgestellt werden.

Es liegt allerdings mit steigendem pH-Wert ein Trend zu niedrigeren Atropingehalten vor.

109



pH-Wert

5.3.3 Kunststoffkarpulen

In Abbildung 35 ist der pH-Wert sowie das 95%-Konfidenzintervall der in Kunststoff
thermisch belasteten Losungen A und B in Abhéngigkeit von der Lagerdauer abgebildet.

Die zugehorigen Messwerte sind in Tabelle A-9 im Anhang aufgefiihrt.

Abb. 35: pH-Wert der Losungen A und B nach Lagerung in Kunststoff

A: Atropinldsung; B: wirkstofffreie Pufferlosung
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Bei den in Kunststoffkarpulen thermisch belasteten Losungen ist in den ersten drei Monaten
der Untersuchung nur eine geringfiigige Veranderung des pH-Wertes zu beobachten. Alle
ermittelten Werte liegen im Bereich von pH 4. Nach dreimonatiger Lagerung bei 60°C kann
ein leichter Anstieg des pH-Wertes der Losung B beobachtet werden, der nach fiinf Monaten
noch verstarkt wird. Auch bei Losung A kann nach fiinf Monaten der Lagerung bei
erhohten Temperaturen ein Anstieg des pH-Wertes festgestellt werden, der bei hoherer

Lagertemperatur starker ausgepragt ist. Die gemessenen Werte sind jedoch nie um mehr als
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0,5 pH-Einheiten hoher als der Ausgangswert. Nach 12-monatiger Lagerung werden wieder
Werte unter pH 4 gemessen. Ausnahme ist hier jedoch die bei 60°C gelagerte Losung B mit
einem pH-Wert von 8,4. Da es sich hier jedoch um einen einzigen bestimmten Wert handelt

ist von einem Ausreifser auszugehen, der im Weiteren nicht bewertet wird.

Abbildungen 36 bis 39 stellen den Zusammenhang zwischen pH-Wert und dem Gehalt an
Atropin, Tropasdaure, Apoatropin und der Summe der beiden Abbauprodukte nach
Lagerung in Kunststoffkarpulen graphisch dar. Sie dienen der Feststellung einer Korrelation

zwischen pH-Wert und Arzneistoffabbau.

Abb. 36: Abhéngigkeit des Atropingehalts vom pH- Abb. 37: Abhangigkeit des Gehalts an

Wert nach Lagerung in Kunststoff Abbauprodukten vom pH-Wert nach

Lagerung in Kunststoff
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Abb. 38: Abhangigkeit des Tropasauregehalts vom

pH-Wert nach Lagerung in Kunststoff

Abb. 39: Abhéngigkeit des Apoatropingehalts vom

pH-Wert nach Lagerung in Kunststoff
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Graphisch kann keine Korrelation zwischen dem pH-Wert und dem Gehalt an Atropin,
Tropasaure, Apoatropin oder der Summe dieser beiden Abbauprodukte festgestellt werden.

Es liegt mit steigendem pH-Wert jedoch ein Trend zu niedrigeren Atropingehalten vor.

Der Gehalt an Tropasdure und die Summe der Abbauprodukte zeigen nach Lagerung bei 50
und 60°C bis zu einem pH-Wert von 4,1 mit zunehmendem pH-Wert einen Trend zu
geringeren Gehalten. Uber pH 4,1 steigen die Gehalte wieder an. Auch fiir Apoatropin
lassen sich vergleichbare Beobachtungen machen. Hier besteht nach Lagerung bei 50°C ein

linearer Zusammenhang zwischen pH-Wert und Konzentration.

5.3.4 Zusammenfassung

Bei allen untersuchten Primarpackmitteln wurde zwischen der Probenahme nach
einmonatiger und nach dreimonatiger thermischer Belastung ein Anstieg des pH-Wertes der
Losungen A und B sowie des Wassers fiir Injektionszwecke festgestellt. Die nach drei
Monaten erhohten pH-Werte verringerten sich im Laufe der weiteren Untersuchung so weit,
dass nach 12-monatiger Lagerung wieder pH-Werte im Bereich der Ausgangswerte
bestimmt wurden. Zu diesem Zeitpunkt bestehen auch zwischen den einzelnen
Lagertemperaturen und den beiden Modellldsungen praktisch keine Unterschiede mehr

beziiglich des pH-Wertes.

Die fiir die untersuchten Primdrpackmittel bestimmten pH-Werte konnen mit Hilfe von
multiplen Vergleichen zu den in Tabelle 17 dargestellten Gruppen zusammenfasst werden,
bei denen keine signifikanten Unterschiede beziiglich des pH-Wertes ermittelt werden. Fehlt

eine Temperatur-Zeit-Kombination in der Auflistung, konnen alle untersuchten
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Primédrpackmitte]l zu einer Gruppe ohne signifikante Unterschiede zusammengefasst

werden.

Hierbei fallt auf, dass zwischen den in passivierten und den in nicht passivierten
Metallkarpulen gelagerten Losungen mit Ausnahme der Drei-Monats-Werte keine
signifikanten Unterschiede beziiglich des pH-Wertes festgestellt werden konnen. Aufler
nach einmonatiger Lagerung bei 60°C weichen zudem die pH-Werte der Losungen aus
Kunststoffkarpulen signifikant von denen der {ibrigen untersuchten Primarpackmittel ab.
Die fiir die aus Glaskarpulen stammenden Losungen ermittelten pH-Werte lassen sich
zumeist in einer Gruppe mit den Werten der Losungen aus Metallkarpulen

zusammenfassen.

Tab. 17: Gruppen ohne signifikant unterschiedliche pH-Werte
G: Glaskarpulen; Mp: passivierte Metallkarpulen; Mn: nicht passivierte Metallkarpulen

K: Kunststoffkarpulen; S: signifikante Unterschiede zwischen allen Primarpackmitteln;

Lagerbedingung  Gruppe 1 Gruppe 2

40°C/ 3 Monate S

40°C/ 12 Monate G+Mp K
50°C/ 1 Monat Mp + Mn G+K
50°C/ 3 Monate S
50°C/5Monate G+ Mp +Mn K
60°C/ 1 Monat Mp +Mn +K G
60°C/ 3 Monate S

60°C/5Monate  Mp+Mn+G  Mp+K

60°C/ 12 Monate K G+Mp
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5.4 Gehalt

Die Gehaltsbestimmung des Arzneistoffs erfolgte mittels HPLC-UV an Hand einer durch
Standardlosung erhaltenen externen Kalibriergeraden (Methode s. Kapitel 3.2.).

Im Verlauf der thermischen Belastung war auf Grund der Degradation des Arzneistoffs
einer Verringerung seiner Konzentration in der Priiflosung zu erwarten. Eine
Temperaturabhangigkeit als Folge einer erhchten Reaktionsgeschwindigkeit bei erhohter

Lagertemperatur ist ebenfalls anzunehmen.

Die Ausgangskonzentration an Atropinsulfat betragt 2,0 mg/ml. Nach einer Monographie
der United States Pharmacopoeia [64] sollen am Ende der Laufzeit noch mindestens 93% des
deklarierten Arzneistoffgehalts im Arzneimittel vorhanden sein. Dies entspricht einer

Atropinsulfatkonzentration von 1,85 mg/ml.

Durch die Auftragung des Logarithmus des Gehalts gegen die Zeit sowie des Kehrwerts des
Gehalts gegen die Zeit kann eine Aussage iiber die dem Abbau zu Grunde liegende
Reaktionsordnung getroffen werden. Die Kenntnis der Reaktionsordnung ist Voraussetzung
fir die anschliefende Abschdatzung der Haltbarkeit des Arzneimittels mit Hilfe des

Arrhenius-Plots.

Die Umformung des einer Reaktion 1. Ordnung zu Grunde liegenden
Geschwindigkeitsgesetzes (Gleichung 4) fiihrt zu Gleichung 5 bzw. 6. Daraus ergibt sich,
dass bei einer Reaktion 1. Ordnung der Logarithmus des Gehalts aufgetragen gegen die Zeit

eine Gerade mit der Steigung - k ergibt.
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V= —% =kl¢ (4)
c=c, @™ (5)
Inc=c, -kt 6)
t Zeit [Monat]
Co Ausgangsaktivitat (ndherungsweise Ausgangskonzentration)
C Aktivitat zur Zeit t
k Reaktionsgeschwindigkeitskonstante

Die Umformung des einer Reaktion 2. Ordnung 2zu Grunde liegenden
Geschwindigkeitsgesetzes (Gleichung 7) fiihrt zu Gleichung 8. Diese kann fiir kleine kt
weiter zu Gleichung 9 vereinfacht werden. Daraus ergibt sich, dass bei einer Reaktion
2. Ordnung der Kehrwert des Gehalts aufgetragen gegen die Zeit eine Gerade mit der

Steigung [BJo/[A]o [E ergibt.

_dlA_ _dB]

V= a a =k A [IB] 7)
1_ 1 [8B], Egkas]o{A]o)t ~1 @)
[Al [Al, [Al, [Blo—[Al
1_ 1 [Bl ©)
[Al [Al, [Al
t Zeit [Monat]
[A]o Ausgangsaktivitiat (ndherungsweise Ausgangsgehalt) Verbindung A
[Blo Ausgangsaktivitiat (ndherungsweise Ausgangsgehalt) Verbindung B
[A] Aktivitat Verbindung A zur Zeit t
[B] Aktivitat Verbindung B zur Zeit t
k Reaktionsgeschwindigkeitskonstante
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Bei dem Quotienten [BJo/[A]o handelt es sich um das Verhaltnis der Ausgangsaktivitaten der
beiden an der Reaktion teilnehmenden Molekiile. Da alle in der vorliegenden Studie
analysierten Priifmustern aus der selben Losung hergestellt wurden, ist dieses Verhaltnis fiir
alle Priifmuster gleich. Daher kann der Quotient [BJo/[A]o als Konstante angesehen und in
die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante einbezogen werden. Gleichung 9 kann daher

nochmals weiter zu Gleichung 10 vereinfacht werden.

11 (10)
[Al [Al

t Zeit [Monat]

[Alo Ausgangsaktivitat (ndherungsweise Ausgangsgehalt) Verbindung A

[A] Aktivitat Verbindung A zur Zeit t

K Reaktionsgeschwindigkeitskonstante

Fir die Hydrolyse eines Esters, wie zum Beispiel Atropin, existieren drei mogliche
Reaktionsmechanismen, die jeweils unterschiedliche Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten

besitzen (s. Abb. 40).

Abb. 40: Schematische Darstellung der Reaktionsmechanismen einer Esterhydrolyse

a) RCOOR’+H:0 - RCOOH + R'OH
b) RCOOR’ + HsO* - RCOOH +R'OH + H*

c¢) RCOOR’+OH- - RCOO-+R'OH
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Bei diesen Reaktionen kann es sich sowohl um Reaktionen erster als auch zweiter Ordnung
handeln, abhdngig davon, ob die Konzentration an H:O, H3O* oder OH- die
Reaktionsgeschwindigkeit beeinflusst. Vor allem bei der in Abbildung 40 unter c)
dargestellten =~ Hydroxyl-katalysierten =~ Hydrolyse  kann  ein  Einfluss  der
Hydroxylionenaktivitat auf die Reaktionsgeschwindigkeit diskutiert werden, da hier rein
mechanistisch OH- wahrend der Reaktion verbraucht wird. Da sich bei einer Hydrolyse in
wassriger Losung die Wasserkonzentration [B] praktisch fast nicht @ndert, kann sie als
Konstante in die Geschwindigkeitskonstante k  einbezogen werden. Das
Geschwindigkeitsgesetz der Reaktion 2. Ordnung (Gl. 7) vereinfacht sich daher wie in
Gleichung 11 dargestellt. Da es sich hierbei formal um eine Reaktion 1. Ordnung handelt,

wird sie auch Reaktion pseudo-erster Ordnung genannt.

—%Ik[ﬂA] [IH,0] = k' [JA] (11)
t Zeit [Monat]
[A] Aktivitat Verbindung A zur Zeit t (Naherungsweise Konzentration von A)

[H20] Aktivitat H2O zur Zeit t (Ndherungsweise Konzentration H20)

k Reaktionsgeschwindigkeitskonstante

5.4.1 Glaskarpulen

Abbildung 41 stellt die fiir die jeweilige Lagerdauer ermittelten Konzentrationen an
Atropinsulfat fiir die in Glas gelagerte Losung A sowie das zugehorige 95%-
Konfidenzintervall dar. Fiir die Berechnung des Konfidenzintervalls war jeweils n = 6

anzusetzen. Die ermittelten Messwerte sind Tabelle A-7 im Anhang zu entnehmen.
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Abb. 41: Atropinsulfatkonzentration nach Lagerung in Glaskarpulen unter den angegebenen Bedingungen
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Wie erwartet ist tiber die Dauer der Stresslagerung eine temperaturabhiangige Abnahme der
Atropinkonzentration zu beobachten. Der Einfluss der Lagertemperatur wird hierbei mit
zunehmender Lagerdauer verstarkt. Zu Beginn der Untersuchung sind daher zwischen den
bei unterschiedlichen Temperaturen gelagerten Kollektiven kaum Unterschiede im Hinblick
auf ihren Arzneistoffgehalt festzustellen, wohingegen sich bereits nach drei Monaten
Lagerung in den bei 60°C gelagerten Losungen eine stirkere Verringerung der
Arzneistoftkonzentration als in den bei niedrigeren Temperaturen gelagerten Losungen

abzeichnet.

Zwischen der Arzneistoffkonzentration und der Zeit lasst sich keine Proportionalitat
feststellen. Fiir die Ermittlung der Reaktionsordnung wird auf eine lineare Beziehung
zwischen dem Logarithmus der Konzentration und der Zeit sowie zwischen dem Kehrwert

der Konzentration und der Zeit gepriift.
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Abbildung 42 stellt den Zusammenhang zwischen Konzentration und Zeit in

logarithmischer Skala dar.

Abb. 42: Atropinsulfatkonzentration nach Lagerung in Glaskarpulen unter den angegebenen Bedingungen

halblogarithmische Darstellung
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Eine logarithmische Auftragung der ermittelten Konzentrationen gegen die Zeit ergibt fiir
die bei 40 und 60°C gelagerten Losungen eine Gerade mit einem Korrelationskoeffizienten
groBer 0,9. Die Gerade fiir die bei 50°C gelagerten Losungen besitzt einen
Korrelationskoeffizienten von 0,8. Es ist eine Proportionalitat erkennbar. Eine Regression 2.
Ordnung liefert zudem keine signifikant bessere Anpassung, sodass der geringe

Korrelationskoeffizient vermutlich auf die grofsere Streuung der Werte zurtiickzufiihren ist.

Abbildung 43 stellt den Zusammenhang zwischen dem Kehrwert der Konzentration und

der Zeit graphisch dar.
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Abb. 43: Kehrwert des Atropingehalts nach Lagerung in Glaskarpulen unter den angegebenen Bedingungen
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Eine Auftragung des Kehrwertes der Atropinsulfatkonzentration gegen die Zeit liefert keine
bessere Anpassung der Werte an die Ausgleichsgerade. Fiir die Abschdtzung der
Haltbarkeit des Modell-Arzneimittels kann daher iiber das Geschwindigkeitsgesetz einer
Reaktion 1. Ordnung eine ausreichende Naherung erzielt werden.

Die fiir die beiden Reaktionsordnungen ermittelten Werte sind in Tabelle 18 dargestellt.

Tab. 18: Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten und Korrelationskoeffizienten fiir den Atropinabbau in

Glaskarpulen nach Kinetik erster und zweiter Ordnung

1. Ordnung 2. Ordnung
Temperatur
k[s'] R? k [1@nol[s] R2
40°C 0,004 0,92 0,002 0,92
50°C 0,008 0,80 0,004 0,80
60°C 0,012 0,94 0,007 0,94
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5.4.2 Metallkarpulen

Abbildung 44 stellt die fiir die jeweilige Lagerdauer ermittelten Gehalte an Atropinsulfat fiir
die in passiviertem Metall gelagerte Losung A sowie das zugehorige 95% -
Konfidenzintervall dar. Fiir die Berechnung des Konfidenzintervalls war jeweils n = 6

anzusetzen. Die zugehorigen Messwerte sind in Tabelle A-11 im Anhang aufgefiihrt.

Abb. 44: Atropingehalt nach Lagerung in passivierten Metallkarpulen unter den angegebenen Bedingungen
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Auch bei den in passivierten Metallkarpulen thermisch belasteten Ldosungen ist ein
temperatur- und zeitabhangiger Riickgang der Atropinsulfatkonzentration zu beobachten.
Aulfféllig sind hier jedoch die nach drei Monaten der thermischen Belastung ermittelten
Werte. Diese sind deutlich geringer, als auf Grund der Lagerbedingungen und der Lagerzeit
zu erwarten war. Sie entsprechen bereits einer Degradation von ca. 15% des urspriinglich
eingesetzten Arzneistoffs. Auf Grund der fiir vergleichbare zugelassene Arzneimittel
festgesetzten Haltbarkeitsdauer von zwei Jahren kann dieser Wert als deutlich {iberhoht

angesehen werden. Eine Extrapolation auf Lagerung bei Raumtemperatur wiirde keine
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Laufzeit von zwei Jahren moglich machen, um den Anforderungen eines Arzneistoffgehalts
von mindestens 93% am Ende dieser Laufzeit gewahrleisten zu konnen. AufSerdem werden
im weiteren Verlauf der Untersuchung wieder hohere Werte fiir den Gehalt des
Atropinsulfats ermittelt. Da jedoch durch langer andauernde thermische Belastung ein
Abbau des Arzneistoffs weiter voranschreitet, muss davon ausgegangen werden, dass die
nach drei Monaten bestimmten Werte durch Fehler bei der Bestimmung des

Arzneistoffgehalts verursacht wurden.

Zur Untersuchung der Losungen wurde nach dreimonatiger Lagerung eine andere HPLC-
Anlage verwendet, als bei den iibrigen Probenahmen. Unterschiedliche Empfindlichkeit der
Detektoren beider Gerdte wird durch die vor den Analysesequenzen durchgefiihrten
externen Kalibrierungen ausgeglichen. Aufierdem sind die auf den beiden Anlagen
ermittelten Peakfldchen der Kalibrierniveaus gleich grofs, sodass ein Unterschied in der
Detektorresponse der beiden Gerdte als Ursache fiir die Schwankung der Werte

ausgeschlossen werden kann.

Da die Abweichung der Werte von den erwarteten nicht erkldart werden kann und von
Analysenfehlern wie etwa Verdiinnungsfehlern ausgegangen werden muss, findet eine
weitere Bertiicksichtigung der nach dreimonatiger Lagerung erhobenen Daten fiir die
weitere Auswertung nicht statt. Eine Nachuntersuchung der Drei-Monats-Proben nach
Feststellung des Fehlers wurde nicht durchgefiihrt, da die Losungen bis zu dieser
Feststellung zwei Monate, zwar unter Lichtausschluss im Kiihlschrank, gelagert wurden,
eine weitere Zersetzung des Atropins jedoch nicht ausgeschlossen werden konnte.

Zur Ermittlung der dem Abbau des Arzneistoffs zu Grunde liegenden Reaktionsordnung
erfolgt eine logarithmische Auftragung des ermittelten Gehalts gegen die Zeit. Diese ist in

Abbildung 45 dargestellt.
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Abb. 45: Atropingehalt nach Lagerung in passivierten Metallkarpulen unter den angegebenen Bedingungen;

halblogarithmische Darstellung

Gehalt [mg/ml]

10,00

1,00

4 6 8
Zeit [Monat]

10

® 40T
m50C
A 60C

]

A

12 14

Die logarithmische Auftragung des Gehalts gegen die Zeit liefert bei allen drei fiir die Studie

verwendeten Lagertemperaturen eine Gerade. Die Steigung dieser Geraden, welche der

Reaktionsgeschwindigkeitskonstante -k entspricht, nimmt mit steigender Temperatur

wiahrend der Lagerung zu. Die zugehorigen Werte sind in Tabelle 19 dargestellt.

Tab. 19: Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten und Korrelationskoeffizienten fiir den Atropinabbau in

passivierten Metallkarpulen nach Kinetik erster Ordnung

Temperatur  k[s7] R?

40°C 0,007 0,95
50°C 0,012 0,93
60°C 0,040 1,00
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Abbildung 46 stellt den Zusammenhang zwischen dem Kehrwert des Gehalts und der Zeit

graphisch dar.

Abb. 46: Kehrwert des Atropingehalts nach Lagerung in passivierten Metallkarpulen unter den angegebenen

Bedingungen
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Auch die Auftragung des Kehrwertes des Gehalts an Atropinsulfat fiihrt fiir alle
untersuchten Temperaturen zu einer Geraden. Hier nimmt die Geradensteigung und damit
die Geschwindigkeitskonstante mit steigender Temperatur entsprechend dem
Reaktionsgeschwindigkeitsgesetz zu (s. Tabelle 20). Die Geraden steigen jedoch flacher an,
als bei Zugrundelegung einer Reaktion 1. Ordnung, was einer langsamer ablaufenden
Reaktion entsprache. Eine bessere Anpassung der Werte an eine Gerade ist zudem nicht
festzustellen. Daher kann hier zur Abschdatzung der Haltbarkeit des Arzneimittels eine

Reaktion 1. Ordnung angenommen werden.
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Tab. 20: Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten und Korrelationskoeffizienten fiir den Atropinabbau in

passivierten Metallkarpulen nach Kinetik zweiter Ordnung

Temperatur  k [1@nhol*[8] R?

40°C 0,004 0,96
50°C 0,006 0,94
60°C 0,025 0,99

Abbildung 47 stellt die fiir die jeweilige Lagerdauer ermittelten Gehalte an Atropinsulfat fiir
die in nicht passiviertem Metall gelagerte Losung A sowie das zugehorige 95% -
Konfidenzintervall dar. Fiir die Berechnung des Konfidenzintervalls war jeweils n = 9

anzusetzen. Die zugehdrigen Messwerte sind Tabelle A-11 im Anhang zu entnehmen.

Abb. 47: Atropingehalt nach Lagerung in nicht passiviertem Metall unter den angegebenen Bedingungen
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Bei den in nicht passiviertem Metall gelagerten Injektionslosungen ist ebenfalls eine
Gehaltsabnahme im Laufe der Zeit zu beobachten. Die nach drei Monaten Lagerung
ermittelten Werte liegen jedoch, wie bei den in passiviertem Metall gelagerten Losungen,
unter den nach fiinf Monaten ermittelten Werten. Auf Grund der geringeren Anzahl an
Probenahmen fiir die in nicht passivierten Metallkarpulen gelagerten Losungen kann eine
Elimination der Drei-Monats-Werte hier nicht ohne Weiteres erfolgen. Fiir die weitere
Auswertung wiirden dann nur noch zwei Zeitpunkte verbleiben, aus denen kein
Zusammenhang zwischen Konzentration und Zeit im Hinblick auf die Ermittlung einer

Reaktionskinetik erfolgen kann.

Da nach Varianzanalyse oder dem bei Varianzinhomogenitat alternativ durchzufiihrendem
H-Test keine signifikanten Unterschiede beziiglich des Gehalts zwischen den in
passiviertem und nicht passiviertem Metall gelagerten Losungen festgestellt wurden, wurde
fiir die kinetische Auswertung der in nicht passiviertem Metall gelagerten Losungen eine

Reaktion 1. Ordnung wie bei den in passiviertem Metall gelagerten Losungen angenommen.

Der Vollstandigkeit halber sind die logarithmische Auftragung der Konzentration gegen die
Zeit und des Kehrwerts der Konzentration gegen die Zeit in den Abbildungen 48 und 49
sowie  die  dazugehorigen @~ Werte  der  Geschwindigkeitskonstanten — und

Korrelationskoeffizienten in Tabelle 21 dargestellt.

Auf Grund der gezeigten Abbildungen kann die Annahme einer Reaktionskinetik 1.
Ordnung fiir die in nicht passiviertem Metall gelagerten Losungen bestatigt werden. Trotz
der Abweichungen der Drei-Monats-Werte kann bei Auftragung des Kehrwertes der
Konzentration gegen die Zeit keine bessere Anpassung an eine Gerade erzielt werden, als

bei logarithmischer Auftragung.
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Abb. 48: Atropingehalt nach Lagerung in nicht passivierten Metallkarpulen unter den angegebenen

Bedingungen, halblogarithmische Auftragung
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Abb. 49: Kehrwert des Atropingehalts nach Lagerung in nicht passivierten Metallkarpulen unter den

angegebenen Bedingungen
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Tab. 21: Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten und Korrelationskoeffizienten fiir den Atropinabbau in nicht

passivierten Metallkarpulen nach Kinetik erster und zweiter Ordnung

1. Ordnung 2. Ordnung
Temperatur
k[s7] R? k [1@hol[s] R?
40°C 0,016 0,25 0,008 0,24
50°C 0,019 031 0,010 0,29
60°C 0,045 0,70 0,025 0,70

5.4.3 Kunststoffkarpulen

Abbildung 50 stellt die {iiber den Untersuchungszeitraum ermittelten Gehalte an
Atropinsulfat mit dem zugehorigen 95%-Konfidenzintervall graphisch dar.

Tabelle A-12 im Anhang gibt einen Uberblick iiber die nach Lagerung bei den angegebenen
Bedingungen gemessenen Gehalte an Atropinsulfat sowie das 95%-Konfidenzintervall. Fiir
die Berechnung des Konfidenzintervalls war jeweils der in der Tabelle angegebene Wert fiir

n anzusetzen.

Die unterschiedliche Anzahl der in die jeweilige Mehrfachbestimmung eingehenden
Einzelwerte ist auf die bei der Lagerung auftretenden Wasserverluste zurtickzufiihren.
Hierdurch kam es dazu, dass aus einzelnen Priifmustern keine Losung mehr entnommen
werden konnte. Zum Ausgleich der wahrend der Lagerperiode ungleichmafSiig auftretenden
Wasserverluste wurden die mittels HPLC bestimmten Arzneistoffgehalte wie unter Kapitel

5.1.3. beschrieben korrigiert.
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Abb. 50: Atropingehalt nach Lagerung in Kunststoffkarpulen bei den angegebenen Bedingungen
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Wie bei den in Glas- und Metallkarpulen thermisch belasteten Losungen kann auch bei den
in Kunststoftkarpulen gelagerten Losungen ein temperatur- und zeitabhangiger Abbau des
Atropinsulfats festgestellt werden. Zudem wird auch hier nach dreimonatiger Lagerung ein
Wert fiir den Gehalt ermittelt, der zu gering erscheint und welcher in der folgenden
Probenahme wieder {iiberschritten wird. Hier wird ebenfalls auf Grund moglicher
analytischer Fehler im Folgenden auf einer weiteren Beriicksichtigung der nach
dreimonatiger Lagerung ermittelten Werte verzichtet.

Abbildung 51 stellt den Zusammenhang zwischen Atropinsulfatgehalt und Zeit in
halblogarithmischer Auftragung dar.

Die fiir die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante einer Reaktion 1. Ordnung ermittelten
Werte sowie die Korrelationskoeffizienten der bei unterschiedlichen Temperaturen

erhaltenen Geraden sind in Tabelle 22 dargestellt.
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Abb. 51: Atropingehalt nach Lagerung in Kunststoffkarpulen bei den angegebenen Bedingungen;

Halblogarithmische Auftragung
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Tab. 22: Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten und Korrelationskoeffizienten fiir den Atropinabbau in

Kunststoffkarpulen nach Kinetik erster Ordnung

Temperatur  k[s] R?

40°C 0,011 0,99
50°C 0,014 0,96
60°C 0,060 1,00

Unter Vernachlassigung der nach drei Monaten erhobenen Werte wird ein linearer
Zusammenhang zwischen dem Logarithmus der Konzentration und der Zeit festgestellt. Die
Korrelationskoeffizienten der drei erhaltenen Geraden im Konzentrations-Zeit-Diagramm
spiegeln diese Linearitdt deutlich wider. Die Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten steigen
wobei die Zunahme der

erwartungsgemafs mit zunehmender Temperatur an,
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Reaktionsgeschwindigkeit zwischen 50° und 60°C starker ausgepragt ist, als zwischen 40°

und 50°C.

Abbildung 52 stellt den Zusammenhang zwischen dem Kehrwert des Atropinsulfatgehalts
und der Zeit dar.

Die fiir die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante einer Reaktion 2. Ordnung ermittelten
Werte sowie die Korrelationskoeffizienten der bei unterschiedlichen Temperaturen

erhaltenen Geraden sind in Tabelle 23 dargestellt.

Auch zwischen dem Kehrwert der Arzneistoffkonzentration und der Zeit kann ein linearer
Zusammenhang festgestellt werden. Die ermittelten Korrelationskoeffizienten der
erhaltenen Geraden unterscheiden sich nicht von denen einer Reaktion 1. Ordnung. Daher
kann auch fiir den in Kunststoffkarpulen ablaufenden Atropinabbau eine Reaktionskinetik
1. Ordnung angenommen werden. Fiir die sich aus der Geradensteigung ergebenden

Geschwindigkeitskonstanten gilt ebenfalls die Abhangigkeit von der Temperatur.

Tab. 23: Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten und Korrelationskoeffizienten fiir den Atropinabbau in

Kunststoffkarpulen nach Kinetik zweiter Ordnung

Temperatur  k [1@hol*[8] R?

40°C 0,006 0,99
50°C 0,008 0,97
60°C 0,044 0,99
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Abb. 52: Kehrwert des Atropingehalts nach Lagerung in Kunststoffkarpulen bei den angegebenen Bedingungen
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5.4.4 Zusammenfassung

Nach der Monographie fiir Atropinsulfat des Europdischen Arzneibuchs [48] soll der
Arzneistoffgehalt zwischen 99,0 und 101,0% liegen. Diese Anforderungen lassen sich jedoch
nicht direkt auf die hier vorliegende Untersuchung von Arzneistoffzubereitungen
iibertragen, da sich die Monographie auf den reinen Arzneistoff bezieht. In der United
States Pharmacopoeia (U.S.P) existieren neben den Monographien fiir die einzelnen
Arzneistoffe auch solche fiir typische Zubereitungen, die diese Arzneistoffe enthalten. So ist
hier neben Atropinsulfat auch eine Atropinsulfat-Injektionslosung [64] beschrieben. Der
tatsdachliche Arzneistoff-Gehalt muss nach dieser Monographie zwischen 93,0% und 107,0%
des deklarierten Gehalts an Atropinsulfat-Monohydrat liegen. Fiir die in der vorliegenden
Untersuchung verwendeten Injektionslosungen bedeutet dies bei einem deklarierten Gehalt
von 2,0 mg/ml Atropinsulfat - entsprechen 2,05 mg/ml Atropinsulfat-Monohydrat - einen

Gehalt von 1,91 bis 2,19 mg/ml Atropinsulfat-Monohydrat bzw. 1,85 bis 2,14 mg/ml
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Atropinsulfat. Dementsprechend erfiillen alle untersuchten Losungen mit einem
Atropinsulfatgehalt von weniger als 1,85 mg/ml nicht mehr die Spezifikation dieser

Monographie.

Der sich aus der U.S.P.-Monographie zu Atropinsulfat-Injektionslosung ergebende untere
zu akzeptierende Gehalt wird fiir die in Glas gelagerten Losungen nach 12 Monaten bei
einer Lagertemperatur von 50°C unterschritten. Bei den in Kunststoffkarpulen thermisch
belasteten Losungen sind bereits 12 Monate Lagerung bei 40°C ausreichend, um einen
Abbau des Arzneistoffs bis zu einem Gehalt von unter 1,85 mg/ml zu erzielen. Die untere
Grenze der Spezifikation wird bei den in passiviertem Metall gelagerten Losungen dhnlich
wie bei den Losungen aus Glaskarpulen nach einer Lagerung bei 50°C iiber 12 Monaten
erreicht. Fiir die in nicht passivierten Metallkarpulen thermisch belasteten Losungen ist kein
Gehalt nach 12 Monaten Lagerung bestimmt. Auf Grund der nach einem, drei und finf
Monaten Lagerung ermittelten Werte kann jedoch kein signifikanter Unterschied zu den in
passiviertem Metall gelagerten Losungen festgestellt werden, sodass fiir die nicht
passivierten Metallkarpulen eine Extrapolation auf einen Gehalt nach 12 Monaten
thermischer Belastung vorgenommen werden kann. Der erste tatsachlich fiir Losungen aus
nicht passiviertem Metall bestimmte Gehalt unterhalb der Spezifikationsgrenze der U.S.P-

Monographie wurde nach 5 Monaten Lagerung bei 60°C erhalten.

Dem Atropinabbau folgt bei allen untersuchten Packmitteln eine Reaktionskinetik
1. Ordnung. Auf Grund der graphischen Auswertung kann zwar in allen Fallen auch eine
Reaktion 2. Ordnung angenommen werden, da hier jedoch im Konzentrations-Zeit-
Diagramm keine besser Anpassung der Werte an eine Gerade festzustellen ist, wird fiir die
weitere Auswertung eine Reaktion 1. Ordnung zu Grunde gelegt. Aus den jeweils fiir die

verschiedenen untersuchten Primdrpackmittel berechneten Geschwindigkeitskonstanten
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lasst sich mit Hilfe des Arrhenius-Plots (Auftragung von In k gegen 1/T) die
Geschwindigkeitskonstante fiir den Abbau des Atropins bei beliebiger Lagertemperatur
bestimmen. Hieraus kann wiederum die entsprechende Laufzeit bis zum Unterschreiten der

unteren Spezifikationsgrenze von 1,85 mg/ml Atropinsulfat abgeleitet werden.

Die Anwendbarkeit der Arrheniusgleichung fiir die vorliegende Esterhydrolyse ergibt sich
aus der Tatsache, dass auf Grund des herrschenden sauren pH-Wertes angenommen
werden kann, dass die Reaktion ausschliefilich in Form einer saurekatalysierten Hydrolyse
(Mechanismus b) in Abb. 40) ablauft und daher eine einzige Geschwindigkeitskonstante

bestimmt wird.

In Abbildung 53 ist das entsprechende Arrhenius-Plot fiir die drei in der vorliegenden

Untersuchung verwendeten Temperaturen dargestellt.

Durch Einsetzen einer beliebigen absoluten Temperatur T in die Geradengleichung und
Auflosen nach k kann aus dem Arrhenius-Plot die fiir diese Temperatur entsprechende
Reaktionsgeschwindigkeitskonstante k ermittelt werden. Auflosung des
Geschwindigkeitsgesetzes einer Reaktion erster Ordnung (Gl. 7) nach t und Einsetzen der
zugehorigen Werte liefert die mogliche Laufzeit bei dieser Temperatur bis zum Erreichen

der unteren Spezifikationsgrenze (Gl. 12).
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Abb. 53: Arrhenius-Plot fiir den Abbau von Atropinsulfat in den angegebenen Primarpackmitteln
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Somit ergeben sich fiir die untersuchten Packmittel bei 25°C und 15°C die in Tabelle 24
aufgefiithrten Laufzeiten bis zum unterschreiten eines Gehalts von 93% des deklarierten

Gehalts.

135



Gehalt

Tab. 24: Geschwindigkeitskonstanten und Laufzeitabschétzungen fiir die Lagerung von Atropin-

injektionslosungen in den angegebenen Primarpackmitteln bei 25 und 15°C

Packmittel Geradengleichung kasec t93%,25°C kisec t93%,15°C

[Monatl] [Monat] [Monatl] [Monat]

Glas In k=-6756,2/ T + 15,907 0,0012 65 0,0005 156
Kunststoff In k=-10716/ T + 29,184 0,0012 65 0,0003 260
Metall passiviert Ink=-10969/ T + 29,622 0,0008 97 0,0002 390
Metall nativ In k=-6578,7/ T + 16,556 0,0040 19,5 0,0019 41

Auf Grund der auf diese Weise berechneten Laufzeiten kann festgestellt werden, dass bei
25°C die Lagerstabilitdt der Losungen in Glas- und Kunststoffkarpulen vergleichbar ist,
wohingegen die in passivierten Metallkarpulen abgefiillten Losungen eine um 32 Monate
langere Lagerstabilitdt bis zum Erreichen der unteren Spezifikationsgrenze von 93% des
deklarierten Gehalts besitzen. Bei den in nicht passiviertem Metall gelagerten Losungen ist
die Stabilitdt gegeniiber den anderen untersuchten Packmitteln stark, auf etwa ein Drittel,

verringert.

Durch eine Lagerung bei niedrigeren Temperaturen ldsst sich die Lagerdauer bis zum
Erreichen der unteren Spezifikationsgrenze fiir den Gehalt verlingern. Exemplarisch wurde
dies in Tabelle 24 fiir eine Lagerung bei 15°C gegentiber 25°C dargestellt. Bei einer Lagerung
bei 15°C konnen die Zeitraume, wihrend denen die Losungen der Spezifikation beziiglich
des Arzneistoffgehalts entsprechen, verdoppelt (nicht passivierte Metallkarpulen) bis

vervierfacht (passivierte Metallkarpulen und Kunststoffkarpulen) werden.
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5.5 Reinheit

Zur Bestimmung der Degradation des Arzneistoffs wurden die aufgenommenen
Chromatogramme beziiglich des Auftretens und des Gehalts an den beiden bekannten
Abbauprodukten Tropasdure und Apoatropin ausgewertet. Die Peakflachen der beiden
Substanzen wurden zur Quantifizierung unter Beriicksichtigung des zuvor experimentell

ermittelten Responsefaktors auf die des enthaltenen Arzneistoffs bezogen.

5.5.1 Tropasaure

Tropasaure wird neben dem nicht UV-aktiven Tropanol bei der Hydrolyseprodukte von
Atopin gebildet. Nach Kondritzer und Zvirblis [11] stellt diese Hydrolyse die hauptsachliche
Abbaureaktion des Alkaloids dar. Das temperaturabhdngige Stabilititsoptimum des
Arzneistoffs gegentiber dieser Hydrolyse liegt demnach bei pH 3,24 (100°C) bis 4,11 (0°C).
Zwar ist der pH-Wert der bei der vorliegenden Untersuchung verwendeten Losung zur
Erzielung grofitmoglicher Stabilitdt in diesem Bereich eingestellt, eine Hydrolyse ist jedoch
auch bei diesen Bedingungen moglich und auf Grund der erhchten Temperaturen bei der
Lagerung wahrscheinlich. Daher stellt die Ermittlung der Konzentration des mit der
verwendeten Analysenmethode erfassbaren Hydrolyseprodukts Tropasaure einen
unerldsslichen Parameter fiir die Abschdtzung der Haltbarkeit der Zubereitung in den

untersuchten Primérpackmitteln dar.

Der Verlauf der Tropasdurekonzentration in den drei untersuchten Materialien soll im
Folgenden dargestellt und bewertet werden. Die jeweils angegebenen Gehalte beziehen sich

jeweils auf die in der entsprechenden Probe ermittelten Peaks des Atropins und
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berticksichtigen eine Responsefaktor von 0,6 zwischen Atropin und Tropasadure, der sich aus

der unterschiedlichen UV-Aktivitit der beiden Substanzen ergibt.

Bereits vor Herstellung der Priifldsungen wurde in der Atropinsulfat-Ausgangssubstanz ein

Tropasauregehalt von 0,08% ermittelt.

5.5.1.1 Glaskarpulen

Abbildung 54 gibt einen graphischen Uberblick iiber die Tropasiduregehalte nach Lagerung
bei den angegebenen Bedingungen. Die Mittelwerte der nach Lagerung bei den
angegebenen Bedingungen ermittelten Tropasduregehalte sowie den dazugehorigen 95%-

Vertrauensbereich sind Tabelle A-13 im Anhang zu entnehmen.

Abb. 54: Tropasauregehalt der Losung A nach Lagerung in Glaskarpulen bei 40, 50 und 60°C
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Bei den in Glaskarpulen thermisch belasteten Proben wird im Verlauf der Lagerzeit und mit
zunehmender Temperatur eine Zunahme der Hydrolyse durch das Auftreten immer
grofierer Konzentrationen des Hydrolyseprodukts Tropasdure verzeichnet. Die
Schwankungen zwischen den parallel bestimmten Proben sind sehr gering. Statistisch lasst
sich eine hoch signifikante Zunahme des Tropasduregehalts mit der Lagertemperatur und
—dauer feststellen. Die Temperaturabhangigkeit der Reaktion ist jedoch nicht proportional
zum Gehalt des Abbauproduktes. Bereits nach drei Monaten Lagerung kann beim Vergleich
der drei untersuchten Lagertemperaturen ein starker Anstieg des Tropasduregehalts bei
60°C gegeniiber denen bei 40 und 50°C festgestellt werden. Dieser Effekt wird im weiteren
Verlauf der Untersuchung noch verstarkt, sodass nach 12 Monaten thermischer Belastung
der Tropasduregehalt in den bei 60°C gelagerten Losungen gegeniiber den bei 40°C
gelagerten Losungen etwa um den Faktor vier erhoht ist. Die Differenz der Gehalte an
Tropasaure bei 40°C und 50°C hingegen ist nicht so grof}, wie zwischen 50°C und 60°C. Hier
sind in den bei 50°C gelagerten Priifmustern nur um etwa Faktor 2 erhohte Werte

feststellbar.

Das Ausmaf$ der Hydrolyse ist proportional zur Zeit (R? = 0,99). Die Steigungen der
einzelnen Geraden nach Lagerung bei den verschiedenen Temperaturen nehmen mit

steigender Temperatur zu.

5.5.1.2 Metallkarpulen

Abbildungen 55 und 56 geben einen graphischen Uberblick iiber die Tropasiuregehalte

nach Lagerung bei den angegebenen Bedingungen. Die Mittelwerte der nach Stresslagerung
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bestimmten Tropasduregehalte sowie die dazugehorigen 95%-Vertrauensbereiche sind

Tabelle A-14 im Anhang zu entnehmen.

Abb. 55: Tropasauregehalt der Losung A nach Lagerung in passivierten Metallkarpulen
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Abb. 56: Tropasauregehalt der Losung A nach Lagerung in nicht passivierten Metallkarpulen
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Auch in den in Metallkarpulen gelagerten Losungen kann eine zeit- und temperatur-
abhangige Zunahme des Hydrolyseprodukts in den Losungen beobachtet werden. Ebenfalls
liegt hier eine nicht-lineare Abhéngigkeit von der Temperatur vor, die beim Ubergang von
50 nach 60°C deutlicher ausgepragt ist, als bei dem von 40 nach 50°C. Die lineare
Abhiangigkeit der Hydrolysereaktion von der Zeit ist ebenso wie bei den in Glas gelagerten
Losungen zu beobachten.

Des Weiteren ist kein Unterschied zwischen den in passivierten und den in nicht
passivierten Karpulen gelagerten Losungen feststellbar. Nach gleicher Lagerdauer und
identischer thermischer Belastung werden in beiden Kollektiven vergleichbare Gehalte an
Tropasdure bestimmt. Nur nach einmonatiger Lagerung bei 60°C wird in den nicht
passivierten Karpulen ein um Faktor 2 groierer Tropasduregehalt als in den entsprechenden

Losungen aus passivierten Karpulen bestimmt.

Da die Voraussetzungen fiir die Hydrolyse in den beiden Kollektiven hinsichtlich
Zusammensetzung, Temperatur und Dauer der thermischen Belastung identisch waren, war
ein vergleichbarer Verlauf der Tropasduregehalte zu erwarten. Aus den gemachten
Beobachtungen kann zudem gefolgert werden, dass die Passivierung der
Karpulenoberfldache offensichtlich nicht zur Stabilisierung der enthaltenen Losungen im

Hinblick auf eine erfolgende Hydrolyse beitragt.

5.5.1.3 Kunststoffkarpulen

Abbildung 57 gibt einen graphischen Uberblick iiber die Tropasiduregehalte nach Lagerung
bei den angegebenen Bedingungen. Die Mittelwerte der nach Lagerung bei den
angegebenen Bedingungen ermittelten Tropasduregehalte sowie der dazugehorigen 95%-

Vertrauensbereich sind Tabelle A-15 im Anhang zu entnehmen.
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Abbildung 46: Tropasduregehalt der Lésung A nach Lagerung in Kunststoffkarpulen
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Auch bei den in Kunststoffkarpulen thermisch belasteten Losungen lasst sich die zuvor
beschriebene Zeit- und Temperaturabhédngigkeit der Hydrolysereaktion beobachten. Auch
die Schwankungsbreite der einzelnen bestimmten Werte ist vergleichbar mit den in Glas
und Metall ermittelten. Ebenfalls lasst sich ein stirkerer Temperatureffekt beim Ubergang

von 50 nach 60°C als beim Ubergang von 40 nach 50°C feststellen.

55.1.4 Zusammenfassung

Nach Ph.Eur. 6.1. [48] ist eine Verunreinigung des reinen Arzneistoffs mit Tropasdure von
maximal 0,2 % zuldssig. Diese Anforderungen lassen sich jedoch nicht direkt auf die hier
vorliegende Untersuchung von Arzneistoffzubereitungen iibertragen. In der Monographie
zu Atropinsulfat-Injektionslosungen nach U.S.P [64] werden keine speziellen Grenzwerte
fiir die Abbauprodukte sondern nur fiir den Arzneistoffgehalt in der Zubereitung festgelegt.

In der Injektionslosung sind daher Verunreinigungen durch Abbauprodukte des
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Arzneistoffs bis zum Erreichen der unteren Spezifikationsgrenze fiir den Gehalt (93%)
zulassig.

Nach einmonatiger Lagerung weisen die Losungen aus allen untersuchten
Primédrpackmitteln vergleichbare Gehalte an Tropasdure auf. Bereits nach dreimonatiger
Lagerung konnen jedoch bei den in Glaskarpulen gelagerten Losungen gegeniiber den
restlichen Materialien statistisch signifikant erhohte Gehalte festgestellt werden. Dieser
Trend ist auch bei den Probenahmen nach fiinf und zwolf Monaten feststellbar. Eine
Ausnahme bildet hier lediglich der nach fiinf Monaten bei 60°C ermittelte Wert. Dieser liegt
im Bereich der bei den anderen Packmitteln festgestellten Gehalte.

Es kann daher festgestellt werden, dass die in der vorliegenden Studie untersuchten
Primérpackmittel nur geringen Einfluss auf die Hydrolysestabilitdt der darin enthaltenen
Atropinsulfatlosungen haben. Die einzigen relevanten Einflussfaktoren, die die
Verwendbarkeit des Arzneimittels auf Grund zu starker Abbauvorginge determinieren,

sind Lagerdauer und die bei der Lagerung vorherrschende Temperatur.

5.5.2 Apoatropin

Neben der Hydrolyse ist eine weitere Reaktion, die zum Abbau des Atropinmolekiils in
Losung fiihrt, die Bildung von Apoatropin durch Wasserabspaltung. Diese Abbaureaktion
ist dahingehend von besonderem Interesse, als dass Apoatropin nach Rosenblum und Taylor
[15] etwa sechs Mal, nach Ellin et al. [65] gar 16 Mal toxischer als Atropin selbst ist und damit
ein Abbau der API auf diesem Wege nicht nur zu einem Wirksamkeitsverlust des

Arzneimittels sondern auch zu einer toxikologischen Gefdhrdung des Patienten fiihrt.

Im Folgenden soll der Verlauf der Gehalte von Apoatropin in den verschiedenen

untersuchten Primarpackmitteln betrachtet werden, um Packmittel-assoziierte Bedingungen
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zu ermitteln, die die Dehydratisierungsreaktion begiinstigen. Ein Uberblick iiber den
Zusammenhang zwischen Atropinkonzentration, Hydrolyse und Dehydratisierung

wiahrend des Untersuchungszeitraums erfolgt in Kapitel 5.5.3.

Die jeweils angegebenen Gehalte beziehen sich auf die in der entsprechenden Probe
ermittelten Peaks des Atropins und berticksichtigen einen Responsefaktor von 0,6 zwischen
Atropin und Apoatropin, der sich aus der unterschiedlichen UV-Aktivitit der beiden

Substanzen ergibt.

Bereits in der zur Herstellung der Priiflosung verwendeten Atropinsulfat-Ausgangssubstanz

wurde ein Apoatropingehalt von 0,33% ermittelt.

5.5.2.1 Glaskarpulen

Abbildung 58 gibt einen graphischen Uberblick iiber die ermittelten Apoatropingehalte nach
Lagerung bei den angegebenen Bedingungen. Die Mittelwerte der nach Stresslagerung
ermittelten Apoatropingehalte sowie die dazugehorigen 95%-Vertrauensbereiche sind in

Tabelle A-16 im Anhang aufgefiihrt.

Der Verlauf der Apoatropinkonzentration in den in Glas gelagerten Injektionslosungen ist
vergleichbar mit dem der Tropasaure. Auf Grund der héheren Grundbelastung des fiir die
Herstellung der Priiflosung verwendeten Ausgangsstoffs in Bezug auf Apoatropin, sind die
ermittelten Gehalte des Apoatropins mit Ausnahme der 12-Monats-Werte hoher als die der
Tropasaure. Nach 12 Monaten thermischer Belastung konnen jedoch vergleichbare Gehalte

an Hydrolyse- wie an Dehydratisierungsprodukt gefunden werden. Auch bei der
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Dehydratisierungsreaktion ist der Temperatureinfluss bei Vergleich der Lagerung bei 50°C

gegeniiber der bei 60°C starker ausgepragt als zwischen 40°C und 50°C.

Abb. 58: Apoatropingehalt der Losung A nach Lagerung in Glaskarpulen
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Der Gehalt an Apoatropin steigt linear mit der Lagerdauer an (R? = 0,99). Die Steigung der
resultieren Geraden nimmt mit zunehmender Temperatur zu, was einer Erhohung der

Reaktionsgeschwindigkeit mit steigender Temperatur gleichzusetzen ist.

5.5.2.2 Metallkarpulen

Abbildungen 59 und 60 geben einen graphischen Uberblick iiber die ermittelten
Apoatropingehalte nach Lagerung bei den angegebenen Bedingungen. Die Mittelwerte der
nach Stresslagerung bestimmten Apoatropingehalte sowie die dazugehdrigen 95%-

Vertrauensbereiche sind in Tabelle A-17 im Anhang aufgefiihrt.
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Abb. 49: Apoatropingehalt der Lésung A nach Lagerung in passivierten Metallkarpulen
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Abb. 50: Apoatropingehalt der Losung A nach Lagerung in nicht passivierten Metallkarpulen
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Bei den in passivierten und nicht passivieren Metallkarpulen thermisch belasteten Losungen
lasst sich wie zuvor fiir die Glaskarpulen beschrieben ein temperatur- und zeitabhéangiger
Verlauf der Gehaltszunahme des Apoatropins beobachten.

Die Steigung der erhaltenen Geraden wird mit zunehmender Lagertemperatur grofler,

entsprechend der bei erhShter Temperatur gestiegenen Reaktionsgeschwindigkeit.

5.5.2.3 Kunststoffkarpulen

Abbildung 61 gibt einen graphischen Uberblick iiber die ermittelten Apoatropingehalte nach
Lagerung bei den angegebenen Bedingungen. Die Mittelwerte der nach Lagerung bei den
angegebenen Bedingungen ermittelten Apoatropingehalte sowie die dazugehorigen 95%-

Vertrauensbereiche sind in Tabelle A-18 im Anhang aufgefiihrt.

Abb. 61: Apoatropingehalt der Losung A nach Lagerung in Kunststoffkarpulen

4,5

3,5

- * 40T
m 50T
- A 60T

15

HEbl 191
*E b
*

Apoatropingehalt [%0]
N
H—

O 1 T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14

Lagerdauer [Monat]

147



Reinheit

Bei den in Kunststoffkarpulen thermisch belasteten Losungen weicht der Verlauf des
Apoatropingehalts bei 40 und 50°C von den bisher beschriebenen Beobachtungen ab. Nach
Lagerung bei 60°C ist ein linearer Anstieg im Verlauf der Untersuchung zu beobachten. In
den bei 40 und 50°C gelagerten Losungen wird nach fiinf Monaten ein Apoatropingehalt
bestimmt, der unter den nach ein und drei Monaten bestimmten Werten liegt, obwohl hier
die Reaktion weiter fortgeschritten sein miisste. Eine Erklarung fiir diese Beobachtung kann

nicht gegeben werden.

5.5.2.4 Zusammenfassung

Wie bereits in Kapitel 5.5.1.4 beschrieben, lassen sich die Anforderungen der Ph.Eur. 6.1. [48]
beziiglich der Verunreinigung des reinen Arzneistoffs mit Apoatropin von max. 0,2% nicht
direkt auf die hier vorliegende Untersuchung einer Arzneistoffzubereitung iibertragen.
Auch fiir die Dehydratisierung gilt daher eine Zuléssigkeit bis zur Unterschreitung des
Gehalts an Arzneistoff in der Losung gemafs der U.S.P-Monographie zu Atropinsulfat-
Injektionslosungen [64].

Die Dehydratation zu Apoatropin ist neben der Esterhydrolyse zu Tropasdure die
mafigeblich fiir den Atropinabbau in Losung verantwortliche Reaktion. Die in der
vorliegenden Untersuchung ermittelten Gehalte an Apoatropin liegen nach einjahriger
Stresslagerung bei 60°C in Glaskarpulen bei ca. 5%, in Kunststoff und Metallkarpulen bei
ca. 4%. Bei einer Lagertemperatur von 40°C werden nach 12 Monaten Gehalte von 1 bis 1,2%

gefunden.

Die Apoatropinbildung verlduft im Untersuchungszeitraum in den Glas- und

Metallkarpulen linear. In den bei 40 und 50°C gelagerten Kunststoffkarpulen ist nach
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fiinfmonatiger Lagerung eine Verringerung des Gehalts an Apoatropin gegeniiber den
vorhergehenden Probenahmen zu beobachten, die nicht erklart werden kann.

Ein Vergleich der in unterschiedlichen Packmitteln thermisch belasteten Losungen zeigt
praktisch keine signifikanten Unterschiede beziiglich des Apoatropingehalts. Einzig die in
Kunststoffkarpulen gelagerten Losungen unterscheiden sich in ihrem Apoatropingehalt
meist signifikant von den in den {ibrigen Primarpackmitteln thermisch belasteten. Daher
kann festgestellt werden, dass das Primarpackmittel bedingt Einfluss auf die Stabilitdt der
darin enthaltenen Atropinldsung ausiibt. Die Silikonisierung der Metallkarpulen tragt
jedoch nicht wesentlich zur Verbesserung der Stabilitdt bei, da sich die in den nicht
passivierten Metallkarpulen bestimmten Apoatropingehalte nicht von denen in passiviertem

Metall unterscheiden.

5.5.3 Summe Abbauprodukte

Eine Auswertung im Hinblick auf die Summe der beiden bekannten Abbauprodukte in
Korrelation zur Abnahme des Gehalts an Atropinsulfat gibt Hinweise darauf, in wieweit
andere Reaktionen als die oben beschriebene Hydrolyse oder Dehydratation fiir den Abbau
des Arzneistoffs verantwortlich sind. Sind Tropasdure und Apoatropin die unter den
vorliegenden Bedingungen einzigen Degradationsprodukte, muss sich hier ein linearer
Zusammenhang zwischen ihrem Gehalt und der Zeit feststellen lassen. Besteht dieser
Zusammenhang nicht, existieren womoglich weitere Abbauwege des Atropins in wassriger

Losung, die zu weiteren, nicht bekannten, Produkten fiihren.

Nach Ph.Eur. 6.1. [48] sind im Arzneistoff Abbauprodukte bis zu einem Gehalt von 0,5%
zuldssig. Dieser Wert beinhaltet sowohl bekannte als auch unbekannte Verunreinigungen.

Fiir Zubereitungen liegt keine Monographie vor, die den Gehalt an Abbauprodukten im
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Einzelnen oder in der Summe beschrankt. Die entsprechende Monographie der U.S.P [64]
legt nur einen Mindestgehalt an Arzneistoff (93% des deklarierten Gehalts) fest, der am

Ende der Laufzeit nicht unterschritten werden darf.

5.5.3.1 Glaskarpulen

Abbildung 62 stellt den Zusammenhang zwischen dem Gehalt an den bekannten
Abbauprodukten Tropasdaure und Apoatropin und der Abnahme des Atropingehalts
graphisch dar. Einen Uberblick iiber die bestimmten Werte gibt Tabelle A-19 im Anhang.
Des Weiteren ist dort ebenfalls das 95%-Vertrauensintervall der aus sechs

Einzelbestimmungen berechneten Mittelwerte angegeben.

Abb. 62: Zusammenhang zwischen dem Auftreten bekannter Abbauprodukte und der Abnahme des

Arzneistoffgehalts nach Lagerung in Glaskarpulen bei den angegebenen Bedingungen

H
Rl
o
o
»

¢ 40C
B 50C
A 60C

Rl
o
o
»

Gehalt Abbauprodukte [%0]
[e0)
[=}
o

0,00 T T T T T T
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35

Abnahme Arzneistoffgehalt [mg/ml]

150



Reinheit

Die Auftragung des Gehalts der beiden bekannten Abbauprodukte gegen die Abnahme des
Gehalts des Atropins ergibt fiir die drei untersuchten Temperaturen eine Verteilung, die an
eine Gerade angendhert ist. Die einzelnen Werte streuen jedoch deutlich, erkennbar an den
in Tabelle A-19 aufgefiihrten Spannen des Vertrauensbereichs. Im Kurvenverlauf weist
jedoch nichts darauf hin, dass bei dem Abbau des Atropins weitere nicht erfasste
Abbauprodukte gebildet werden. Die Streuung der einzelnen Werte scheint eher zuféllig als

durch systematische Faktoren bedingt zu sein.

5.5.3.2 Metallkarpulen

Abbildung 63 stellt den Zusammenhang zwischen dem Gehalt an bekannten
Abbauprodukten und der Abnahme des Atropingehalts graphisch dar. Einen Uberblick
iiber die ermittelten Werte gibt Tabelle A-20 im Anhang. Des Weiteren ist dort das 95%-
Vertrauensintervall der aus sechs bzw. neun Einzelbestimmungen berechneten Mittelwerte

angegeben.

Beziiglich des Zusammenhangs zwischen Abbau des Arzneistoffs und Auftreten der
bekannten Abbauprodukte ldsst sich fiir die in Metallkarpulen gelagerten Losungen ein
proportionaler Zusammenhang feststellen. Fiir jede untersuchte Temperatur weicht jedoch
eines der Wertepaare stark von einer Geraden ab, die mit guter Anpassung durch die
iibrigen Wertepaare gelegt werden kann. Hierbei handelt es sich jeweils um das nach drei
Monaten Lagerung bestimmte Wertepaar. In Kapitel 5.4.2. wurde eine starke Abweichung
der ermittelten Gehalte von den erwarteten beschrieben und diskutiert. Aus den dort
beschriebenen Griinden kann dieses Wertepaar auch im vorliegenden Fall als Ausreifer
vernachldssigt werden, der vermutlich durch analytische Fehler zu Stande kam. Die iibrigen

Werte spiegeln einen linearen Zusammenhang zwischen der Abnahme des
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Arzneistoffgehalts und dem Auftreten der bekannten Abbauprodukte wieder. Daher ist zu
folgern, dass der Arzneistoffabbau bei Lagerung in Metallkarpulen keine weiteren

unbekannten Produkte in nennenswertem Umfang liefert.

Abb. 63: Zusammenhang zwischen dem Auftreten bekannter Abbauprodukte und der Abnahme des
Arzneistoffgehalts nach Lagerung in Metallkarpulen bei den angegebenen Bedingungen

P: passivierte Metallkarpulen; N: nicht passivierte Metallkarpulen
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5.5.3.3 Kunststoffkarpulen

Abbildung 64 stellt den Zusammenhang zwischen dem Gehalt an bekannten
Abbauprodukten und der Abnahme des Atropingehalts graphisch dar. Einen Uberblick
tiber die ermittelten Werte gibt Tabelle 34 im Anhang. Des Weiteren ist dort das 95%-

Vertrauensintervall der berechneten Mittelwerte angegeben.
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Auch bei den in Kunststoffkarpulen thermisch belasteten Losungen ist eine Annaherung an
einen linearen Zusammenhang zwischen dem Gehalt an bekannten Abbauprodukten und
der Abnahme des Arzneistoffgehalts zu beobachten. Hier ist ebenfalls eine starke Streuung
der Wertepaare um die gedachte Ausgleichsgerade festzustellen. Es liegt jedoch kein
Hinweis darauf vor, dass bei dem Abbau des Arzneistoffs in Losung bei Lagerung in
Kunststoftkarpulen unbekannte Reaktionen beteiligt sind oder nicht identifizierte

Abbauprodukte entstehen.

Abb. 64: Zusammenhang zwischen dem Auftreten bekannter Abbauprodukte und der Abnahme des

Arzneistoffgehalts nach Lagerung in Kunststoffkarpulen bei den angegebenen Bedingungen
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5.6 Nachweis von Leachables

5.6.1 Phenol

Phenol wird bei der Herstellung von Elastomeren, wie sie als Stopfen in den fiir die
vorliegende Untersuchung eingesetzten Injektionskarpulen verwendet werden, als
Weichmacher eingesetzt. Auf Grund seiner guten Wasserloslichkeit (84 g/l bei 20°C') kam es
jedoch wahrend der Lagerung zur Migration aus dem Elastomerstopfen und Phenol konnte
in den enthaltenen Losungen nachgewiesen werden. Mit zunehmender Lagertemperatur
wird wegen der zu Grunde liegenden thermodynamischen Prozesse eine vermehrte

Migration des Weichmachers in die Modelllosungen erwartet.

Phenol findet neben seinen weichmachenden auch wegen seinen konservierenden
Eigenschaften direkte Verwendung in pharmazeutischen Zubereitungen. So enthilt die in
den als AtroPen” zugelassenen Atropinautoinjektoren eingesetzte Injektionsldsung
tiblicherweise 4,0 mg Phenol / ml. Auf Grund seiner akuten und chronischen Toxizitat und
seines toxischen sowie moglicherweise mutagenen Potentials wird jedoch heute in der Regel
auf die Verwendung von Phenol in Arzneimitteln zur Konservierung verzichtet. Eine
Verwendung als Weichmacher in Stopfen fiir pharmazeutische Zwecke ist jedoch dennoch

aktuell.

Im Folgenden soll das Ausmaf3 der bei den verschiedenen untersuchten Primérpackmitteln
auftretenden Migration von Phenol dargestellt und hinsichtlich Unterschieden zwischen den
verschiedenen Generationen an Autoinjektoren ausgewertet werden.

Da sich bei Untersuchungen langzeitgelagerter AtroPen"-Autoinjektoren die Vermutung

ergab, dass das darin enthaltene Phenol an der Verfiarbung der Losungen und an der

1 Lt. GESTIS-Stoffdatenbank
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Bildung dunkel gefdarbter Partikel beteiligt sein konnte, werden die in der vorliegenden
Untersuchung erhobenen Daten zu diesen Parametern in Korrelation gesetzt, um einen

moglichen Zusammenhang klaren zu konnen.

5.6.1.1 Glaskarpulen

Abbildung 65 stellt den Zusammenhang zwischen den ermittelten Phenolkonzentrationen
und der Lagerdauer bei den verschiedenen untersuchten Temperaturen fiir die Losungen
aus Glaskarpulen graphisch dar. Zudem ist das 95%-Vertrauensintervall der angegebenen
Mittelwerte aus sechs Einzelbestimmungen dargestellt. Die zugehdrigen Mittelwerte sind in

Tabelle A-22 im Anhang aufgefiihrt.

Abb. 65: Phenolgehalt nach Lagerung in Glaskarpulen bei den angegebenen Bedingungen
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Wie aus den in Abbildung 65 graphisch dargestellten Vertrauensbereichen der ermittelten

Phenolgehalte entnommen werden kann, unterliegen diese starken Schwankungen. Zwar ist
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im Verlauf der vorliegenden Untersuchung ein stetiger Anstieg der in den Losungen
nachweisbaren Phenolmengen zu beobachten, ein unmittelbarer Zusammenhang zwischen
Phenolmigration und Temperatur wird jedoch nicht festgestellt. In den ersten drei Monaten
der Lagerung werden in den bei 60°C gelagerten Priifmustern die hochsten
Phenolkonzentrationen bestimmt, Lagerung bei 50°C fiihrt jedoch scheinbar zu einer
weniger ausgepragten Migration des Elastomerbestandteils in die Losung als Lagerung bei
40°C. Nach fiinfmonatiger Lagerung nimmt die in den Ldsungen nachweisbare Menge
Phenol mit der Lagertemperatur zu. Nach 12 Monaten thermischer Belastung weisen die bei
50°C gelagerten Priifmuster im Mittel hohere Phenolkonzentrationen auf, als die bei 40°C
und 60°C gelagerten.

Die maximal bestimmte Phenolkonzentration betrdagt nach 12 Monaten Lagerung bei 60°C

5% bezogen auf Atropin.

5.6.1.2 Metallkarpulen

Abbildung 66 stellt den Zusammenhang zwischen den ermittelten Phenolkonzentrationen
und der Lagerdauer bei Lagerung in passivierten Metallkarpulen graphisch dar. Weiterhin
ist hier das 95%-Vertrauensintervall dargestellt. Tabelle A-23 im Anhang fiihrt die

Mittelwerte aus sechs Einzelbestimmungen sowie das Vertrauensintervall auf.

Bei den in erneut silikonisierten Metallkarpulen gelagerten Losungen wird im Gegensatz zu
den Losungen aus Glaskarpulen innerhalb der ersten fiinf Monate des
Untersuchungszeitraums ein deutlicher Zusammenhang zwischen Phenolkonzentration und
Zeit sowie dem AusmafS der Phenolmigration und der Temperatur wahrend der Lagerung

festgestellt. Sowohl mit langerer Lagerdauer als auch mit hoherer Lagertemperatur werden
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groiere Mengen Phenol in den Losungen nachgewiesen. Nach 12 Monaten der thermischen
Belastung geht die Phenolkonzentration in den Losungen gegeniiber den nach fiinf Monaten
erhobenen Werten zuriick. Dieses Phanomen ist umso starker ausgepragt, je hoher die bei
der Lagerung vorherrschende Temperatur ist.

Bemerkenswert ist weiterhin das Ausmaf$ der zu beobachtenden Phenolmigration. So liegen
die ermittelten Gehalte nach fiinf Monaten thermischer Belastung etwa bei 40% bezogen auf
die Atropinkonzentration.

Die fiir die passivierten Metallkarpulen ermittelten Vertrauensbereiche sind absolut gesehen
ebenfalls grofier als bei den Glaskarpulen. Bezogen auf die mittleren Phenolgehalte ist die

Streuung jedoch geringer ausgepragt.

Abb. 66: Phenolgehalt nach Lagerung in passivierten Metallkarpulen bei den angegebenen Bedingungen
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Abbildung 67 stellt den Zusammenhang zwischen den ermittelten Phenolkonzentrationen
und der Lagerdauer bei Lagerung in nicht passivierten Metallkarpulen graphisch dar. Auch
hier ist zudem das 95%-Vertrauensintervall der angegebenen Mittelwerte aus neun
Einzelbestimmungen dargestellt. Die zugehorigen Werte sind Tabelle A-23 im Anhang zu

entnehmen.

Abb. 67: Phenolgehalt nach Lagerung in nicht passivierten Metallkarpulen bei den angegebenen Bedingungen
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Bei den Priifmustern, deren Metallkarpulen nicht vor dem Befiillen mit den Modellldsungen
erneut silikonisiert wurden, kann nach einem und drei Monaten der thermischen Belastung
ebenfalls eine Zunahme der in der Losung nachweisbaren Menge an Phenol mit der
Lagerdauer und -temperatur beobachtete werden. Mit weiter fortschreitender thermischer
Belastung steigt die Phenolkonzentration bei 40 und 50°C weiter an, wohingegen bei 60°C
eine Verringerung beobachtet wird. Die Streuung der Einzelwerte ist vergleichbar mit der in
den passivierten Karpulen. Das Ausmaf} der Phenolmigration in die Losung ist ebenfalls

dhnlich dem der passivierten Metallkarpulen. Da zwischen diesen beiden Packmitteln im
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Hinblick auf die verwendeten Elastomerstopfen kein Unterschied besteht, sondern lediglich
der eine Teil der Metallkarpulen vor dem Abfiillen der Priiflésungen silikonisiert wurde
und der andere nicht, waren auch keine Unterschiede beziiglich der Migration von Phenol

aus dem Primédrpackmittel in die Injektionslosung zu erwarten.

5.6.1.3 Kunststoffkarpulen

Bei den in Kunststoffkarpulen gelagerten Losungen wurde mit Ausnahme von vier
Karpulen im gesamten Untersuchungszeitraum keine Migration von Phenol in die Losung
beobachtet. Die fiir diese Priifmuster bestimmten Werte konnen Tabelle 25 entnommen

werden.

Tab. 25: Phenolgehalt in Losung A und zugehoriger 95%-Vertrauensbereich nach Lagerung in

Kunststoffkarpulen bei den angegebenen Bedingungen

Lagerbedingung  Phenol [%] !

40°C/ 3 Monate 0,69
40°C/ 12 Monate 0,35

50°C/ 12 Monate > 0,23 0,05

Da es sich bei den zu Herstellung dieser Priifmuster verwendeten Packmitteln um die der
neuesten Generation an atropinhaltigen Notfallmedikamenten in Form von Autoinjektoren
handelt, kann angenommen werden, dass hier die Zusammensetzung der verwendeten
Elastomerstopfen gegentiiber denen der dlteren Generationen hinsichtlich des enthaltenen

Weichmachers verandert wurde, sodass keine Abgabe des toxikologisch kritischen Phenols

1 Peakfldache bezogen auf Atropinpeak
2n=2
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mehr in die Injektionslosung erfolgen kann. Die vier Phenol-positiven Priifmuster, die
wiahrend der vorliegenden Untersuchung identifiziert wurden, sind moglicherweise auf
Reste des bei der Elastomerherstellung als Losungsmittel verwendeten Phenols in den
einzelnen Stopfen zuriickzufithren. Auf Grund der langen Lagerdauer bis zum Auftreten
der Phenolpeaks in den in Kunststoff gelagerten Losungen besteht weiterhin die
Moglichkeit, dass dieses aus den gemeinsam mit den Kunststoffkarpulen gelagerten
Priifmustern mit phenolhaltigen Elastomerstopfen stammt. Auf Grund der grofleren
Porositat des Karpulenmaterials erfolgt bei den Kunststoffkarpulen moglicherweise
Diffusion des in der Umgebungsluft befindlichen Phenols durch die Wandung. Auf Grund
der geringen nachweisbaren Mengen war es weiterhin nicht moglich, die Identitidt des hier
detektierten Stoffs neben der Retentionszeit noch durch das UV-Spektrum abzukldren,
zumal das Spektrum des unsubstituierten Phenols mit Maxima bei 210 und 270 nm wenig

charakteristisch ist.

5.6.14 Zusammenfassung

Bei der Untersuchung der in Glas und Metall stressgelagerten Priiflosungen wurde bereits
nach einem Monat Lagerung das Auftreten eines Peaks bei 2,54 Minuten (relative Retention
bezogen auf Atropin: 1,54) beobachtet. Die Substanz, die dieses Signal verursacht, wurde
mit Hilfe eines Standards auf Grund ihrer Retentionszeit und ihres UV-Spektrums als
Phenol identifiziert.

Bei den in Kunststoff thermisch belasteten Losungen kann der Phenolpeak erst nach fiinf
Monaten Lagerung und dann jedoch nur in Spuren (0,02 - 0,1%) detektiert werden. Bei den
mit phenolhaltigen Elastomerstopfen verschlossenen Karpulen liegt der Phenolgehalt

bezogen auf den Wirkstoff Atropin zu diesem Zeitpunkt bereits bei 4% (Glaskarpulen)
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beziehungsweise 40% (Metallkarpulen). Nach 12 Monaten Lagerung ist bei den in Metall

gelagerten Losungen eine Verringerung des Phenolgehalts auf ca. 35% zu beobachten.

Moglicherweise sind die in der vorliegenden Untersuchung verwendeten
Kunststoftkarpulen durchldssig fiir Phenol, sodass das in den darin enthaltenen Losungen
nachgewiesene Phenol aus den Elastomerstopfen der gemeinsam mit ihnen gelagerten

Priifmuster mit phenolhaltigen Stopfen stammt.

Die beobachtete Verringerung des in den Losungen nachweisbaren Phenols nach
Uberschreitung eines Maximums nach fiinfmonatiger Lagerung in passivierten
Metallkarpulen kann nicht mit der Bildung gefarbter Produkte aus Bestandteilen der Losung
und Phenol korreliert werden. Generell ldsst sich kein Zusammenhang zwischen dem

Auftreten von Farbungen in den Losungen und dem Phenolgehalt feststellen.

Bei der Migration des Phenols scheint es sich um keinen reproduzierbaren Prozess zu
handeln, dessen Kinetik thermodynamischen Regeln unterliegt. Eine nicht zu
vernachldssigende Rolle bei der Migration des Phenols spielt mit Sicherheit das Alter der
zur Herstellung der Priifmuster verwendeten Brombutylelastomer-Stopfen. Auf Grund der
Anzahl der hergestellten Priifmuster konnte nicht auf die Primarpackmittel einer einzigen
Charge an Autoinjektoren zuriickgegriffen werden, sodass in der vorliegenden
Untersuchung Packmittel mit unterschiedlichem Produktionsdatum zum Einsatz kamen.
Diese wurden bewusst nicht in separaten Priifkollektiven zusammengefasst, um mogliche
Unterschiede zwischen den verwendeten Packmittel-Chargen bei den jeweiligen
Probenahmen statistisch auszugleichen. Je nach Alter der enthaltenen Elastomerstopfen
besitzen diese unterschiedliche Restgehalte an Phenol, da die hier beobachtete Migration

auch wiahrend der Lagerung bei Raumtemperatur ablduft und sich der Phenolrestgehalt
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somit im Laufe des ,Lebens” eines Stopfens verringert. Bei hoheren
Ausgangskonzentrationen an Phenol in den Stopfen ist auf Grund des grofieren
Konzentrationsgefilles zwischen Packmittel und enthaltener Losung eine vergrofierte
Migrationsrate im Vergleich zu Packmitteln mit geringerer Phenolkonzentration im

Elastomer zu erwarten.

5.6.2 Konservierungsstoffe

Den Herstellerangaben der Firma Dow Corning [45] lassen sich die Inhaltsstoffe der zur
Passivierung der Glas- und Kunststoffkarpulen verwendeten Silikonemulsion entnehmen.
Demnach  sind als  Konservierungsstoffe,  p-Hydroxybenzoesduremethylester,
p-Hydroxybenzoesaurepropylester sowie Natriumbenzoat zugesetzt. Auf Grund der
Wasserloslichkeit der genannten Substanzen konnen diese aus der auf die
Karpulenwandung aufgebrachten Passivierungsschicht in die Injektionslosung migrieren.
Dort ist auf Grund des vorherrschenden pH-Werts von ca. 4 eine Hydrolyse der
p-Hydroxybenzoesdureester in p- Hydroxybenzoesaure und den entsprechenden Alkohol

moglich, sodass in der Losung neben den Estern auch die freie Sdure anwesend ist.

Durch Vergleich mit Standardsubstanzen wurden die Retentionszeiten der Verbindungen
ermittelt und die Chromatogramme der Priifmuster auf das Auftreten dieser Signale hin
ausgewertet. Hierzu wurde zusédtzlich die relative Retentionszeit der einzelnen Signale
bezogen auf Atropin errechnet, um Schwankungen der Retentionszeiten zwischen den
verschiedenen Probennahmen auszugleichen.

Die moglicherweise in die Losungen migrierten Substanzen besitzen die in Tabelle 26

aufgefiihrten Retentionszeiten sowie die angegebenen relativen Retentionszeiten.
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Da das Atropin-Abbauprodukt Apoatropin, das durch Dehydratisierung wéhrend der
Lagerung aus dem Arzneistoff entsteht, eine Retentionszeit von 3,14 Minuten (rel.
Retentionszeit 1,90) aufweist, kann bei gleichzeitigem Atropinabbau und Migration des
Konservierungsstoffs aus der Passivierungsschicht durch Detektion bei 220 nm nicht
zwischen den beiden Substanzen wunterschieden werden. Als Anhaltspunkt zur
Unterscheidung kann hier lediglich der Vergleich der in der Blindlosung bei gleichen
Lagerungsbedingungen nachweisbaren Menge an Konservierungsstoff mit dem in der
Atropinlosung auftretenden Signalgrofle dienen. Da beide Losungen denselben pH-Wert
und vergleichbare Zusammensetzung besitzen, ist davon auszugehen, dass bei gleicher
Lagertemperatur und —dauer auch vergleichbare Mengen an Konservierungsstoff in die

Losungen migrieren.

Tab. 26: Absolute und  relative  Retentionszeiten der moglichen  Migrationsstoffe — aus  der

Silikonisierungsemulsion

Substanz Retentionszeit [min] Rel. Retentionszeit!
p-Hydroxybenzoesdure 1,20 0,73
Atropin 1,65 1,00
Natriumbenzoat 3,03 1,84
p-Hydroxybenzoesduremethylester 3,16 1,92
p-Hydroxybenzoesaurepropylester 5,16 3,13

p-Hydroxybenzoesdureester besitzen im Gegensatz zu Apoatropin ein charakteristisches

Absorptionsmaximum bei 256 nm. Der Extinktionskoeffizient fiir Apoatropin ist hier

1 bezogen auf Atropin
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hingegen sehr gering. Daher kann durch parallele Detektion bei 220 und 256 nm eine
Identifizierung beider Substanzen vorgenommen werden. Liegt Apoatropin vor, kann nur
bei 220 nm ein Signal detektiert werden. Bei 256 nm hingegen ist kein deutliches Signal
sichtbar. Verursacht jedoch pHB-Methylester das Signal bei 3,1 Minuten, ist eine

Vergrofierung der Peakfldache bei 256 nm gegeniiber 220 nm feststellbar.

Neben der Stresslagerung der kompletten mit den Modellldsungen gefiillten
Injektionskarpulen, wurden die einzelnen Bauteile der Injektoren, die in Kontakt mit dem
Karpuleninhalt stehen, einen Monat bei 60°C thermisch belastet, um feststellen zu kénnen,

welches unbekannte Signal durch Bestandteile welchen Bauteils verursacht wird.

5.6.2.1 Glaskarpulen

In den in Glas bei 60°C gelagerten Losungen ist bereits nach einem Monat ein Signal bei 3,05
Minuten (rel. Retentionszeit 1,85; entspricht Benzoat) detektierbar, dessen Peaks in Wasser
fiir Injektionszwecke im Vergleich zu Atropin- und Blindlosung um etwa den Faktor 3
grofier sind. Ab einer Lagerdauer von drei Monaten ist dieses Signal in allen Losungen und
bei allen Lagertemperaturen detektierbar. Die regelmafiig innerhalb der
Untersuchungssequenz eingefiigten Blank- und Standardinjektionen weifsen dieses Signal
nicht auf, sodass ausgeschlossen werden kann, dass es sich hierbei um ein methodisches
Storsignal handelt.

Nach fiinf Monaten Lagerung ist eine Zunahme der Peakfliche mit steigender
Lagertemperatur von 0,6 mAU*s bei 40°C iiber 1,0 mAU*s bei 50°C nach 3,0 mAU*s bei 60°C

zu beobachten.
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Die in der Blindlosung stressgelagerten Stopfen des Kombinationsautoinjektors, dessen
Karpulen zur Untersuchung der Stabilitdt in Glaskarpulen dienen, weisen ebenfalls ein
Signal bei 3,03 Minuten (rel. Retentionszeit 1,84; entspricht Benzoat) auf. Somit kann
angenommen werden, dass die als Natriumbenzoat identifizierte Substanz, welche hier

dieses Signal verursacht, aus den Stopfen stammt.

Die zu Lagerung verwendeten Glaskarpulen wurden lediglich durch Auswaschen mit
Wasser im Ultraschallbad gereinigt. Die durch Einbrennsilikonisierung auf die
Glaswandung aufgebrachte Passivierungs- und Gleitschicht wird durch dieses Verfahren
nicht zerstort, sodass diese auch bei den fiir die vorliegenden Versuche hergestellten
Priifmustern vorhanden ist. Nach Mundry [47] konnen jedoch nach erfolgter
Einbrennsilikonisierung keine Hilfsstoffe aus der eingesetzten Silikonemulsion wie
Emulgatoren oder auch Konservierungsstoffe mehr nachgewiesen werden. Letztere werden
demnach auf Grund ihrer Empfindlichkeit gegeniiber Hydrolyse gespalten und bei den
wihrend des Einbrennvorgangs vorherrschenden Temperaturen von 250-350°C abdestilliert.
Die zum Verschliefen der Karpule verwendeten Stopfen sind jedoch ebenfalls zur
Verringerung der Gleitreibung wahrend des Injektionsvorgangs silikonisiert. Auf Grund der
thermischen Instabilitat des Materials erfolgt hier jedoch keine thermische Fixierung der
Silikonschicht sondern lediglich eine Trocknung bei Raumtemperatur. Daher ist davon
auszugehen, dass die der Silikonemulsion zugesetzten Hilfsstoffe in der auf den Stopfen
aufgebrachten Silikonschicht noch enthalten sind und in die Injektionslésung migrieren

konnen.
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5.6.2.2 Metallkarpulen

Im vorliegenden Versuch wurden zur Stabilititsuntersuchung sowohl nach der Reinigung
erneut durch Tauchen und Hitzefixierung bei 230°C passivierte Karpulen und solche
verwendet, bei denen die Silikonisierungsschicht durch Losungsmittelextraktion

weitgehend entfernt wurde.

Wie bei den Glaskarpulen ist auf Grund der Hitzebehandlung bei der nachtraglichen
Passivierung zu erwarten, dass die in der Silikonemulsion enthaltenen Konservierungsstoffe
abgebaut werden und nicht in der Injektionslosung nachweisbar sind. Lediglich eine
Migration der Konservierungsstoffe aus den nicht hitzebehandelten, passivierten Bauteilen
des Injektors, Elastomerstopfen und Nadelfiihrung, ist hier moglich.

Bereits nach einem Monat Lagerung wird das Auftreten eines Signals bei 3,05 Minuten (rel.
Retentionszeit 1,85; entspricht Natriumbenzoat) beobachtet, es ist bei Untersuchung der
nicht verdiinnten Losungen jedoch deutlich sichtbar. Dieses Signal ist in Wasser fiir
Injektionszwecke am starksten ausgepragt. Zwischen den erneut passivierten und den nicht
passivierten Metallkarpulen kann kein Unterschied im Auftreten dieses Signals festgestellt
werden.

Nach drei Monaten Lagerung bei 40°C wird in den Losungen aus den erneut passivierten
Karpulen ein deutlich erkennbares Signal bei 3,14 Minuten (rel. Retentionszeit 1,79)
festgestellt, das in den Losungen aus nicht passivierten Karpulen nicht nachweisbar ist. Auf
Grund des UV-Spektrums konnte dieses Signal als Benzoat identifiziert werden, obwohl die
relative Retentionszeit von der mittels Standard bestimmten abweicht.

Nach drei Monaten bei 50°C ist dieses Signal nur in Wasser fiir Injektionszwecke, jedoch

sowohl aus erneut passivierten und nicht passivierten Karpulen, detektierbar. Bei 60°C
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hingegen ist es nur in den Losungen aus nicht passivierten Karpulen nachweisbar. Das
Signal verschwindet nach fiinf Monaten Lagerung bei allen Temperaturen aus allen
Losungen, taucht nach 12 Monaten jedoch in allen Losungen bei allen untersuchten

Temperaturen wieder auf. Bei 40°C ist es nur noch in Spuren detektierbar.

Nach fiinf Monaten Lagerung bei 40°C wird zusitzlich ein Signal bei 3,36 Minuten (rel.
Retentionszeit 1,97; entspricht pHB-Methylester oder Apoatropin) in Losung B und in
Wasser fiir Injektionszwecke beobachtet. Dieses Signal wurde bei 50°C in keiner Losung und
bei 60°C nur in Wasser fiir Injektionszwecke detektiert. Auf Grund der Detektion bei 256 nm
kann festgestellt werden, dass pHB-Methylester nur in Spuren in der Losung enthalten ist.

Das Signal wird hauptséachlich durch Apoatropin verursacht.

Des Weiteren kann nach 12 Monaten bei 50°C in der Blindlosung und bei 60°C in der
Atropin- und Blindlosung ein Signal bei 1,24 Minuten (rel. Retentionszeit 0,75; entspricht

p-Hydroxybenzoesdure) detektiert werden.

Nach Lagerung der Nadelfiihrungen aus den Metallkarpulen in Losung B kann ebenfalls ein
Signal bei 3,03 Minuten (rel. Retentionszeit 1,84; entspricht Benzoat) detektiert werden. Bei
der Lagerung der entsprechenden Injektionsnadeln in Blindlosung tritt dieses Signal mit
sehr geringen Peakfldichen auf. Die Lagerung der weiteren verwendeten Bauteile in
Blindl6sung fiihrte nicht zum Auftreten entsprechender Signale.

Es kann somit festgestellt werden, dass es bei der Stresslagerung der verwendeten Losungen
in Metallkarpulen zu einer Migration von Benzoat aus den auf die Elastomerstopfen
aufgebrachten Silikonschicht kommt. Die nach 12 Monaten nachweisbare p-
Hydroxybenzoesdure ist Hydrolyseprodukt der in der Silikonemulsion enthaltenen pHB-

Ester.
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5.6.2.3 Kunststoffkarpulen

Bereits nach einem Monat Lagerung bei 40°C wird ein Signal bei 3,05 Minuten (rel.
Retentionszeit 1,85; entspricht Benzoat) beobachtet, das eine Peakfliche von bis zu
4,5 mAU*s aufweist. Diese Flache entspricht in Bezug auf Atropin einem Gehalt von 0,8%. In
Wasser fiir Injektionszwecke ist dieses Signal mit einer Peakflache von 16 mAU*s deutlicher
ausgepragt. Das Signal wird in vergleichbarer Intensitdt bei allen weiteren untersuchten
Losungen beobachtet, wobei ein geringfiligiger Trend zu kleineren Peakfldchen festzustellen
ist. Das Signal ist jedoch in allen Fallen in Wasser fiir Injektionszwecke starker ausgepragt

als in den vergleichbaren Losungen A und B.

In bei 40°C gelagerter Losung B und Wasser fiir Injektionszwecke ist bereits nach einem
Monat zudem ein Signal mit Retentionszeit 3,2 Minuten (rel. Retentionszeit 1,94; entspricht
pHB-Methylester) zu detektieren. Dieses Signal ist zwar auch in der atropinhaltigen Losung
zu beobachten, kann hier jedoch sowohl durch p-Hydroxybenzoesauremethylester als auch
durch Apoatropin verursacht werden. Auf Grund des Auftreten des Peaks in der
arzneistofffreien Losung B kann jedoch davon ausgegangen werden, dass es auch in der
Injektionslosung zu einer Migration von pHB-Methylester aus der Passivierungsschicht in
die Losung gekommen ist und das Signal hier von beiden Substanzen durch Uberlagerung
verursacht wird. Die Detektion bei 256 nm bestatigt die Anwesenheit des pHB-Methylesters,
allerdings, wie in den Losungen aus Metallkarpulen, nur in Spuren. Auch im weiteren
Verlauf der Stabilitatspriifung werden identische Beobachtungen gemacht.

In Wasser fiir Injektionszwecke wird nach einem Monat Lagerung, in den Losungen A und

B ab einer Lagerdauer von drei Monaten bei 60°C, ein zusatzliches Signal mit einer
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Retentionszeit von 1,23 Minuten (rel. Retentionszeit 0,75; entspricht p-Hydroxybenzoesdure)

festgestellt.

Die zur Priifung verwendeten Injektionskarpulen aus Kunststoff wurden nach der
Reinigung mit Wasser im Ultraschallbad erneut durch Tauchen in Silikonemulsion und
Trocknen bei Raumtemperatur passiviert. Hier kam es im Gegensatz zu den Glas- und
Metallkarpulen zu keiner Hitzefixierung der Passivierungsschicht. Somit sind in der
Silikonschicht noch alle in der verwendeten Silikonemulsion verwendeten Hilfsstoffe
unverdndert enthalten und konnen in die eingefiillten Losungen migrieren. Es war daher im
Vergleich zu den beiden anderen untersuchten Primarpackmitteln ein verstarkter Ubergang

von Konservierungsstoffen in die Injektionslosungen zu erwarten.

5.6.3 Weitere Verunreinigungen

5.6.3.1 Glaskarpulen

In allen in Glas gelagerten atropinhaltigen Injektionslosungen wurden bereits nach einem
Monat thermischer Belastung Signale bei 0,80 und 0,98 Minuten beobachtet. Nur nach drei
Monaten ist ein Signal bei 0,66 Minuten in Losung A und B detektierbar. Insgesamt sind bei
den in Glaskarpulen gelagerten Priiflosungen deutlich weniger unbekannte Signale
detektierbar als bei den anderen untersuchten Primarpackmitteln.

Nach thermischer Belastung der Elastomerstopfen in Losung B wird ein Signal bei 1,42

Minuten detektiert.
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5.6.3.2 Metallkarpulen

In allen Injektionslosungen werden bereits nach einem Monat Lagerung in passivierten und
nicht passivierten Metallkarpulen Signale bei 0,80 und 0,98 Minuten beobachtet. Nur nach
drei Monaten Lagerung wird ein Signal bei 0,66 Minuten in Losung A und B detektiert.
Nach fiinfmonatiger Lagerung bei 50 und 60°C ist in Losung B bei 1,41 Minuten
(rel. Retentionszeit 0,83) ein Signal detektierbar, welches auch nach thermischer Belastung
der passivierten Metallkarpulen, der Elastomerstopfen sowie der Nadelfiihrung in Losung B
nachgewiesen werden kann.

Aulffallig ist des Weiteren ein Peakpaar bei 4,1 und 4,4 Minuten (rel. Retentionszeit! 2,41 und
2,58). Dieses tritt nur bei den Primérpackmitteln mit Metallkarpulen auf und die Signalgrofse
nimmt im Laufe der Untersuchung deutlich zu. Diese Signale werden auch in den in Losung
B thermisch belasteten passivierten Injektionskarpulen sowie den Elastomerstopfen und den
Nadelfithrungen detektiert. In den Losungen der thermisch belasteten nicht passivierten

Metallkarpulen sowie den Injektionsnadeln wird das Peakpaar nicht detektiert.

5.6.3.3 Kunststoffkarpulen

In allen Injektionslosungen werden bereits nach einem Monat Lagerung Signale bei 0,80 und
0,98 Minuten beobachtet. Bei hoherer Temperatur und liangerer Lagerzeit werden diese
Signale auch in der Blindlosung detektiert, in Wasser jedoch nie.

Ab drei Monaten Lagerung ist des Weiteren in der atropinhaltigen Injektionslosung ein

Signal bei 1,10 Minuten detektierbar.

1 Bezogen auf den Atropinpeak
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Nur nach drei Monaten Lagerung kann ein Signal bei 0,66 Minuten in allen untersuchten

Losungen festgestellt werden.

5.6.4 Zusammenfassung

Bei der HPLC-Untersuchung der thermisch in den in Kapitel 2.5. beschriebenen
Primarpackmitteln belasteten Modelllosungen kommt es zum Auftreten verschiedener
Signale, die nicht dem Arzneistoffabbau zuzuschreiben sind. Ein Teil dieser Signale kann
auf Konservierungsstoffe zuriickgefithrt werden, die aus der auf die verschiedenen
Packmittelbauteile aufgebrachten Silikonschicht stammen. Hierbei ist vor allem Benzoat
sowie p-Hydroxybenzoesauremethylester nachweisbar. Es kann auflerdem ein eindeutiger
Zusammenhang zwischen dem Auftreten dieser Konservierungsstoff-Peaks und der
Hitzefixierung der Silikonschicht festgestellt werden. Nach erfolgter Hitzefixierung kénnen
keine Konservierungsstoffe in den Losungen nachgewiesen werden.

Des Weiteren treten im Laufe der vorliegenden Untersuchung im Chromatogramm der
Losungen Peaks auf, bei denen bisher nicht geklart werden konnte, wodurch sie verursacht
werden. Auf Grund der in Kapitel 5.5.3. beschriebenen Zusammenhinge zwischen dem
Atropinsulfatgehalt und dem Gehalt an bekannten Abbauprodukten in den Losungen ist
jedoch davon auszugehen, dass es sich hierbei um weitere Leachables aus dem
Primarpackmittel und nicht um unbekannte Abbauprodukte des Arzneistoffs handelt.
Aufserdem konnten die betreffenden Signale zumeist auch in Modelllosungen nachgewiesen

werden, die keinen Arzneistoff enthalten.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Durch Stresslagerung von Atropinsulfat-Modelllosungen in den Primarpackmitteln dreier
zugelassener Atropinautoinjektoren wurde der Einfluss des Primarpackmittels auf die
Stabilitdat des enthaltenen Arzneistoffs ermittelt. Fiir die fliissigchromatographische
Bestimmung des Gehalts und der Abbauprodukte in den Losungen wurde eine Rapid-
Resolution-LC-Methode entwickelt und validiert, durch die die Analysendauer und damit

der Losungsmittelverbrauch um etwa ein Fiinftel reduziert werden konnte.

Durch Abschédtzung der Laufzeit der Modellarzneimittel bis zum Erreichen einer unteren
Spezifikationsgrenze von 93% des deklarierten Gehalts mit Hilfe der Arrhenius-Gleichung
konnen Unterschiede beziiglich der Stabilitit der Losung in den verwendeten
Primérpackmitteln festgestellt werden. Bei einer Lagerung bei Raumtemperatur (25°C) ist
die Laufzeit der Losungen in Glas- und Kunststoffkarpulen mit 65 Monaten geringer als die
der Losungen in Metallkarpulen (97 Monate). Die stark verkiirzte theoretische Laufzeit der
in nicht passivierten Metallkarpulen gelagerten Modelllosungen weist deutlich auf eine

Stabilisierung des Arzneistoffs durch die Passivierungsschicht hin.

Beziiglich der nachgewiesenen Abbauprodukte kann festgestellt werden, dass hier das
Primédrpackmittel keinen relevanten Einfluss besitzt. Bei keinem der untersuchten
Materialien kann ein Hinweis auf die Bildung anderer als der bekannten Abbauprodukte
Tropasdaure und Apoatropin gefunden werden.

Deutliche Unterschiede weisen die drei untersuchten Primarpackmittel jedoch im Auftreten
von Leachables in der Losung auf. So ist die Migration von Phenol aus den

Elastomerstopfen bei den Metallkarpulen wesentlich starker ausgeprédgt als bei den
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Glaskarpulen, wohingegen bei den Kunststoffkarpulen praktisch kein Phenol in den
Losungen nachgewiesen wird.

Des Weiteren werden die in der zur Passivierung der Bauteile der Injektionskarpulen
verwendeten Silikonemulsion enthaltenen Konservierungsstoffe Natriumbenzoat und p-
Hydroxybenzoesauremethylester sowie dessen Hydrolyseprodukt p-Hydroxybenzoesaure
in unterschiedlichem Mafle in den Losungen nachgewiesen. Durch Migrationsversuche der
einzelnen Packmittelkomponenten in citratgepufferter Losung kann ein Zusammenhang
zwischen der Hitzefixierung der Passivierungsschicht und dem Fehlen eines Ubergangs
dieser Konservierungsstoffe in die Losung, wie er bereits durch Mundry [47] festgestellt

wurde, bestdtigt werden.

Neben diesen Migrationsstoffen sind je nach Dauer der Lagerung und der dabei
herrschenden Temperatur sowie abhdngig vom Primarpackmittel im HPLC-
Chromatogramm Signale detektierbar, die bisher keiner Substanz zugeordnet werden
konnten. Vermutlich sind hierfiir weitere aus den Packmaterialien stammende Stoffe
verantwortlich. Diese sind durch weitere Untersuchungen zu identifizieren und den

einzelnen Packmittelbestandteilen zuzuordnen.
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7 Summary and Outlook

The influence of the container closure system on the stability of an atropine sulfate solution
was studied. Therefore a model-solution was filled into different container closure systems
similar to those used by the German armed forces as autoinjectors against nerve agent
poisoning. These containers were stored at 40, 50 and 60°C for up to twelve months.
Samples were removed from the stock and analysed after 1, 3, 5, and 12 months. Data
obtained were used to calculate the maximum shelf life of atropine solution stored at
ambient temperature in the three reviewed container closures.

For the analysis of assay and degradation products a new rapid resolution liquid
chromatography (RRLC) method was established. So the analysis time could be shortened to

a fifth, from 45 to ten minutes, which makes it a time and solvent saving method.

Differences concerning stability of atropine solutions stored in glass, plastic or steel were
found. Regarding the shelf life of storing at ambient temperature atropine proofed to be
more stable in metal- then in glass- or plastic-cartridges. By testing siliconized as well as not
siliconized metal-cartridges, it could be demonstrated that the silicone film also improved
drug stability. No influence of the intermediate packaging material could be detected
concerning formation of degradation products. There is no evidence of formation of other
degradation products than tropic acid and apoatropine.

Great differences were noticed concerning the leachables found in the atropine solution. For
example the migration of phenol from the rubber stoppers of the metal-cartridge is much
more distinct than from the rubber stopper of the glass-cartridge. The stoppers of the plastic-
cartridge, in contrary, do not release phenol. In addition, different amounts of the
preservatives from the silicone emulsion used for passivation of the cartridges can be

detected in the atropine solutions. But in general there can be found only traces of them. By
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storing the components of the container closure systems in a citrate buffer which is like that
used for the atropine solution the findings of Mundry [47], that those parts that had been
heated after siliconization do not release constituents of the silicone emulsion to the buffer

solution, can be confirmed.

Besides those leachables, other signals can be detected in the HPLC chromatograms of the
tested solutions that could not be identified yet. Their presence depends on the duration of
storage, the storage temperature and on the container closure. Presumably, these signals are
caused by leachables from the packaging material but they still have to be identified during

further analyses.
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Tab. A-1: Validierungsergebnisse
Parameter Priifverfahren Grenzwert Ergebnis
Linearitit Doppelbestimmung von Standards im Bereich von ~ R?>0,998 R2=0,999
0,3 bis 0,7 mg Atropin/ml F-Test-Priifgrofe: 15,05 Keine signifikant bessere Anpassung
F(fi=1, f:=3, P=99%) = 34,12 durch Regression 2. Grades
Richtigkeit a) Wiederfindung nach Aufstockung a) Wiederfindung 95 - 105% a) Wiederfindung 97,96%
b) Methoden-Vergleich b) keine signifikante Abweichung der b) Keine signifikante Abweichung
Ergebnisse (P = 95%) der Ergebnisse
. Mehrfachinjektion der selben Losung RSD < 2% RSD =0,57%
Systemprazision
3 o, — (o)
Methodenprézision Mehrfache Durchfithrung der gesamten Analyse RSD < 2% RSD = 0,50%
. Gesamte Analyse durch einen zweiten Mitarbeiter RSD < 2% RSD = 0,80%
Mehrtagesprazision
S . Mehrfachinjektion einer Probe RSD < 2% RSD =0,57%
ystemeignung
0,5<As<1,5 As=0,47
e Wirkstofffreie Probenmatrix Keine Peaks zur tr der API oder der entspricht
Selektivitat

Nachweis- und

Bestimmungsgrenze

Kalibriergeradenmethode DIN 32645

Verunreinigungen

s. Tabelle A-2
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Tab. A-2:

Ergebnisse der Eingangsuntersuchung des Atropinsulfats der Fa. Fagron

Priifung/ Priifparameter Methode Spezifikation Ergebnis
Aussehen Visuell Weifes, kristallines Pulver entspricht
pH-Wert Ph.Eur. 6.1/ 2.2.3. 4,5-6,2 6,18
Optische Drehung Ph.Eur. 6.0/ 2.2.7 -0,50° - + 0,05° +0,03°
Wassergehalt Ph.Eur. 6.0/ 2.5.12 2,0-4,0% 3,56%
Identitat IR-Spektroskopie Spektrenvergleich entspricht
Ph.Eur. 6.0/ 2.2.24
Identitat Identitdtsreaktion auf Sulfat ~Weifler Niederschlag mit BaCl>-Lsg., gelbe Farbung  entspricht
Ph.Eur. 6.1/2.3.1 mit lod-Lsg., Entfarbung durch SnCla-Lsg., kein
gefdarbter Niederschlag bei Erhitzen zum Sieden
Identitat HPLC Retentionszeitvergleich mit Standard entspricht
Ph.Eur. 6.1./ Atropinsulfat
Reinheit HPLC Tropaséaure < 0,20% Tropasédure = 0,08%

Fremde Alkaloide und Zersetzungsprodukte Ph.Eur. 6.1./ Atropinsulfat Apoatropin < 0,20% Apoatropin = 0,31%
Unbekannte < 0,10% Unbekannte = 0,08%
Gesamt < 0,50% Gesamt = 0,47%
Gehalt Potentiometrische Titration 99 -101% 100,64%
Ph.Eur. 6.0/ 2.2.20
Reinheit RRLC Tropasaure < 0,20% Tropasaure = 0,08%
Fremde Alkaloide und Zersetzungsprodukte Apoatropin < 0,20% Apoatropin = 0,31%
Unbekannte < 0,10% Unbekannte = 0,08%
Gesamt < 0,50% Gesamt =0,47%
Gehalt RRLC 99-101% 101,74%
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Anhang

Tab. A-3: Nachweis- und Bestimmungsgrenzen
Substanz Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze
relativ? [%] relativ? [%]
Scopolamin 0,028 0,089
Noratropin 0,077 0,325
Tropasaure 0,005 0,019
Phenol 0,017 0,056
pHB-Methylester 0,010 0,036
Apoatropin 0,012 0,041
Atropasaure 0,028 0,157
Tab. A-4: Masseverlust der Priifkollektive nach Lagerung bei den angegebenen Bedingungen
Packmaterial Lagerbedingung  Masseverlust 2

[Temperatur/ Zeit] [%]

Glas (n =6) 40°C/ 1 Monat 0,04

40°C/ 3 Monate 0,07

40°C/ 12 Monate 0,20

50°C/ 1 Monat 0,05

50°C/ 3 Monate 0,72

50°C/ 12 Monate 0,31

60°C/ 1 Monat 0,09

60°C/ 3 Monate 0,19

60°C/ 12 Monate 0,61

Tab. A-4 Fortsetzung

1 bezogen auf die Peakfldche des Atropin-Peaks bei einer Konzentration von 0,48 mg/ml
2 Mittelwert



Anhang

Packmaterial Lagerbedingung  Masseverlust !
[Temperatur/ Zeit] [%]
Kunststoff 40°C/ 1 Monat 1,50
40°C/ 3 Monate 2,07
50°C/ 1 Monat 2,36
50°C/ 3 Monate 2,73
60°C/ 1 Monat 4,39
60°C/ 3 Monate 5,88
Metall passiviert ( n = 6) 40°C/ 1 Monat 0,05
40°C/ 3 Monate 0,64
40°C/ 12 Monate 5,62
50°C/ 1 Monat 0,12
50°C/ 3 Monate 1,80
50°C/ 12 Monate 0,30
60°C/ 1 Monat 0,87
60°C/ 3 Monate 0,18
60°C/ 12 Monate 0,44
Metall nativ (n=9) 40°C/ 1 Monat 0,01
40°C/ 3 Monate 0,31
50°C/ 1 Monat 0,51
50°C/ 3 Monate 0,11
60°C/ 1 Monat 0,54
60°C/ 3 Monate 0,17

1 Mittelwert



Anhang

Tab. A-5: Korrekturfaktoren fiir die Gehaltsbestimmung nach Lagerung bei den angegebenen
Bedingungen
Packmaterial Lagerbedingung Korrekturfaktor
[Temperatur/ Zeit] * Vertrauensbereich
40°C/ 3 Monate 0,86 0,02
40°C/ 5 Monate 0,98 + 0,05
40°C/ 12 Monate 0,96 + 0,02
50°C/ 1 Monat 1,01 £0,01
50°C/ 3 Monate 0,89 0,02
50°C/ 5 Monate 0,98 +0,01
50°C/ 12 Monate 0,98 + 0,01
60°C/ 1 Monat 1,02 £ 0,01
60°C/ 3 Monate 0,86 + 0,004
60°C/ 5 Monate 0,96 + 0,08
60°C/ 12 Monate 0,97 £ 0,01
Metall nativ 40°C/ 1 Monat 1,03 £0,02
40°C/ 3 Monate 0,89 0,03
40°C/ 5 Monate 0,94 + 0,06
50°C/ 1 Monat 1,03 £ 0,01
50°C/ 3 Monate 0,89 +0,01
50°C/ 5 Monate 0,97 £ 0,03
60°C/ 1 Monat 1,02 £ 0,01
60°C/ 3 Monate 0,86 +0,01
60°C/ 5 Monate 0,92+0,13




Anhang

Tab. A-5 Fortsetzung

Packmaterial Lagerbedingung Korrekturfaktor

[Temperatur/ Zeit] =+ Vertrauensbereich

Kunststoff 40°C/ 1 Monat 0,99 £ 0,04
40°C/ 3 Monate 0,85+ 0,02
40°C/ 5 Monate 0,91 £0,01
40°C/ 12 Monate 0,83 £ 0,02
50°C/ 1 Monat 0,98 £ 0,05
50°C/ 3 Monate 0,80 £ 0,03
50°C/ 5 Monate 0,87 +£0,03
50°C/ 12 Monate 0,77 £0,03
60°C/ 1 Monat 0,97 £0,05
60°C/ 3 Monate 0,75+ 0,05
60°C/ 5 Monate 0,77 £0,03
60°C/ 12 Monate 0,40 £ 0,05

Vi



Anhang

Tab. A-6: pH-Werte und zugehériger 95%-Vertrauensbereich nach Lagerung in Glaskarpulen bei den
angegebenen Bedingungen
Losung A: atropinhaltige Injektionslésung; Losung B: wirkstofffreie Injektionslosung
Lagerbedingung  Losung A*  Losung B2
40°C/ 1 Monat 4,07+0,02  4,01+0,01
40°C/ 3 Monate 411+0,01  4,06+0,01
40°C/ 5 Monate 404+012  3,92+0,06
40°C/ 12 Monate 397+0,01  3,95+0,02
50°C/ 1 Monat 4,04+0,01  4,04+0,01
50°C/ 3 Monate 404+001  399+0,01
50°C/ 5 Monate 3,98+0,06  3,92+0,09
50°C/ 12 Monate 395+0,02  3,95+0,01
60°C/ 1 Monat 409+0,01  4,05+0,01
60°C/ 3 Monate 403+0,02  4,02+0,02
60°C/ 5 Monate 402+011  3,88+0,17
60°C/ 12 Monate 396+0,01  3,94+0,02
n=6
2n=3

Vil
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in passivierten

Tab. A-7: pH-Werte und zugehériger 95%-Vertrauensbereich nach Lagerung
Metallkarpulen bei den angegebenen Bedingungen
Losung A: atropinhaltige Injektionslésung; Losung B: wirkstofffreie Injektionslosung
Lagerbedingung  Losung A*  Losung B2
40°C/ 1 Monat 4,09+0,09 4,01+0,01
40°C/ 3 Monate 4,06+0,00  4,05+0,02
40°C/ 5 Monate 403+0,04  3,98+0,07
40°C/ 12 Monate 395+0,01  3,93+0,01
50°C/ 1 Monat 393+0,01  3,87+0,05
50°C/ 3 Monate 414+0,02 411+0,03
50°C/ 5 Monate 4,02+0,04 390%0,06
50°C/ 12 Monate 395+0,01 393+ 0,01
60°C/ 1 Monat 397+0,03  3,93+0,03
60°C/ 3 Monate 433+0,02 430+0,01
60°C/ 5 Monate 405+0,03  3,97+0,08
60°C/ 12 Monate 397+0,01  3,95+0,01
n=6
n=4

Vil



Anhang

Tab. A-8: pH-Werte und zugehériger 95%-Vertrauensbereich nach Lagerung in nicht passivierten
Metallkarpulen bei den angegebenen Bedingungen
Losung A: atropinhaltige Injektionslésung; Losung B: wirkstofffreie Injektionslosung
Lagerbedingung  Losung A*  Losung B2
40°C/ 1 Monat 404+004 4,01+0,03
40°C/ 3 Monate 417+0,02  4,12+0,02
40°C/ 5 Monate 394+0,07  3,99+0,02
50°C/ 1 Monat 392+0,03  3,94+0,01
50°C/ 3 Monate 420+0,02  4,28+0,03
50°C/ 5 Monate 400+0,04  3,98+0,02
60°C/ 1 Monat 396+0,02  395%0,05
60°C/ 3 Monate 434+0,01  433+0,01
60°C/ 5 Monate 399+0,056 4,01+0,02
n=9
n=6



Anhang

Tab. A-9: pH-Werte und zugehdriger 95%-Vertrauensbereich nach Lagerung in Kunststoffkarpulen bei
den angegebenen Bedingungen
Losung A: atropinhaltige Injektionslésung; Losung B: wirkstofffreie Injektionslosung
Lagerbedingung Losung A Losung B
40°C/ 1 Monat 407+0,041 404+0,032
40°C/ 3 Monate 397+0,023 4,01 +£0,062
40°C/ 5 Monate 406+0,20+ 4,02+0,082
40°C/ 12 Monate 398+0,035 3,82+0,252
50°C/ 1 Monat 4,05+ 0,022 4,03
50°C/ 3 Monate 4,00+£0,02¢ 3,970,063
50°C/ 5 Monate 422 +0,26> 4,00+£0,432
50°C/ 12 Monate 3,88+0,195 3,95+0,073
60°C/ 1 Monat 4,02 4,020,013
60°C/ 3 Monate 399+0,033 424+0,081
60°C/ 5 Monate 424 +0,23°> 4,73+£0,56?2
60°C/ 12 Monate 3,69 £0,28° 8,40
In=4
2n=2
Sn=5
‘n=6
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Tab. A-10: Atropinsulfatkonzentration sowie der 95%-Vertrauensbereich nach Lagerung in Glaskarpulen

bei den angegebenen Bedingungen

Lagerbedingung  Konzentration [mg/ml]
40°C/ 1 Monat 2,02+0,01
40°C/ 3 Monate 2,03+0,03
40°C/ 5 Monate 2,00 + 0,05
40°C/ 12 Monate 1,95+ 0,02
50°C/ 1 Monat 1,99 0,03
50°C/ 3 Monate 2,03+0,02
50°C/ 5 Monate 2,01 +0,09
50°C/ 12 Monate 1,84 0,10
60°C/ 1 Monat 1,98 0,02
60°C/ 3 Monate 1,89 +0,14
60°C/ 5 Monate 1,91 +0,09
60°C/ 12 Monate 1,72 £ 0,02

Xl



Anhang

Tab. A-11:

den angegebenen Bedingungen

Gehalt an Atropinsulfat sowie der 95%-Vertrauensbereich nach Lagerung in Metallkarpulen bei

Gehalt [mg/ml]
Lagerbedingung
Passiviert Nicht passiviert

40°C/ 1 Monat 2,06 + 0,002 2,07+0,01
40°C/ 3 Monate 1,78 £0,02 1,82 +0,01
40°C/ 5 Monate 1,97 0,01 1,94 + 0,03
40°C/ 12 Monate 1,90+ 0,01

50°C/ 1 Monat 2,05+ 0,02 2,06 +0,01
50°C/ 3 Monate 1,80 = 0,02 1,80 £ 0,01
50°C/ 5 Monate 1,89+ 0,03 1,91 £ 0,02
50°C/ 12 Monate 1,79 £ 0,04

60°C/ 1 Monat 2,02+0,01 1,99 £ 0,03
60°C/ 3 Monate 1,67 0,02 1,64 + 0,06
60°C/ 5 Monate 1,74 0,06 1,66 £ 0,04
60°C/ 12 Monate 1,30 0,12

Xl



Anhang

Tab. A-12: Atropingehalt sowie der 95%-Vertrauensbereich nach Lagerung in Kunststoffkarpulen bei den
angegebenen Bedingungen;

n= Anzahl der Mehrfachbestimmungen

Lagerbedingung  Gehalt [mg/ml] n
40°C/ 1 Monat 2,04 + 0,01 6
40°C/ 3 Monate 1,79 £ 0,03 5
40°C/ 5 Monate 1,93 +0,01 6
40°C/ 12 Monate 1,80 £0,11 6
50°C/ 1 Monat 2,03 0,03 5
50°C/ 3 Monate 1,68 £ 0,06 5
50°C/ 5 Monate 1,86 £ 0,03 6
50°C/ 12 Monate 1,73 £ 0,09 6
60°C/ 1 Monat 1,95 £0,09 3
60°C/ 3 Monate 1,61£0,07 2
60°C/ 5 Monate 1,53 £0,14 6
60°C/ 12 Monate 1,01 +£0,17 6

Xl



Anhang

Tab. A-13: Tropaséduregehalt der Losung A und zugehdoriger 95%-Vertrauensbereich nach Lagerung in

Glaskarpulen bei den angegebenen Bedingungen

Lagerbedingung Gehalt [%] ©2

40°C/ 1 Monat 0,11 + 0,003
40°C/ 3 Monate 0,47 £ 0,004
40°C/ 5 Monate 0,82 +0,02

40°C/ 12 Monate 2,04 +0,03

50°C/ 1 Monat 0,16 £ 0,01
50°C/ 3 Monate 0,74+0,01
50°C/ 5 Monate 1,24 + 0,06

50°C/ 12 Monate 2,87 +0,16

60°C/ 1 Monat 0,36 £ 0,01
60°C/ 3 Monate 1,92+0,13
60°C/ 5 Monate 2,85+0,15

60°C/ 12 Monate 7,70+ 0,15

1 Peakfldache bezogen auf Atropinpeak
n=6

XV



Anhang

Tab. A-14: Tropaséduregehalt der Losung A und zugehdoriger 95%-Vertrauensbereich nach Lagerung in

Metallkarpulen bei den angegebenen Bedingungen

Gehalt [%] 1
Lagerbedingung
Passiviert? Nicht passivierts

40°C/ 1 Monat 0,11 £ 0,01 0,12 + 0,004
40°C/ 3 Monate 0,43 +0,03 0,42+0,01
40°C/ 5 Monate 0,74 +0,03 0,66 = 0,09
40°C/ 12 Monate 1,67 0,05

50°C/ 1 Monat 0,16 £ 0,01 0,16 + 0,004
50°C/ 3 Monate 0,67 £ 0,02 0,68 + 0,02
50°C/ 5 Monate 1,14 £ 0,08 1,06 £ 0,04
50°C/ 12 Monate 2,53+0,14

60°C/ 1 Monat 0,34 £ 0,01 0,93 + 0,02
60°C/ 3 Monate 1,63 0,06 1,75+ 0,06
60°C/ 5 Monate 2.73+0,22 2,82 +0,21¢
60°C/ 12 Monate 6,63 + 0,57

1 Peakfldache bezogen auf Atropinpeak
n=6
Sn=9
2n=5

XV



Anhang

Tab. A-15: Tropaséduregehalt der Losung A und zugehoriger 95%-Vertrauensbereich nach Lagerung in
Kunststoffkarpulen bei den angegebenen Bedingungen

n = Anzahl der Mehrfachbestimmungen

Lagerbedingung  Gehalt [%] * n

40°C/ 1 Monat 0,11 £ 0,004 6
40°C/ 3 Monate 0,39 £0,01 5
40°C/ 5 Monate 0,69 £ 0,01 6

40°C/ 12 Monate 1,63 £0,27 6

50°C/ 1 Monat 0,15+0,01 5
50°C/ 3 Monate 0,67 £ 0,08 5
50°C/ 5 Monate 1,06 £ 0,07 6
50°C/ 12 Monate 2,31 +0,21 6
60°C/ 1 Monat 0,35+ 0,02 3
60°C/ 3 Monate 1,57 +£0,14 2
60°C/ 5 Monate 3,15+0,23 6

60°C/ 12 Monate 7,03 + 0,27 6

1 Peakfldache bezogen auf Atropinpeak

XVI



Anhang

Tab. A-16: Apoatropingehalt der Lésung A und zugehoriger 95%-Vertrauensbereich nach Lagerung in

Glaskarpulen bei den angegebenen Bedingungen

Lagerbedingung Gehalt [%] ©2

40°C/ 1 Monat 0,37 £ 0,002
40°C/ 3 Monate 0,51 +£0,01
40°C/ 5 Monate 0,59 £0,03

40°C/ 12 Monate 1,18 £ 0,05

50°C/ 1 Monat 0,41 £0,01
50°C/ 3 Monate 0,66 = 0,02
50°C/ 5 Monate 0,86 £ 0,03

50°C/ 12 Monate 1,51 + 0,32

60°C/ 1 Monat 0,70 £0,02
60°C/ 3 Monate 1,38 £ 0,15
60°C/ 5 Monate 1,86 + 0,32

60°C/ 12 Monate 4,97 + 0,45

1 Peakfldache bezogen auf Atropinpeak
n=6

XVII
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Tab. A-17: Apoatropingehalt der Losung A und zugehoriger 95%-Vertrauensbereich nach Lagerung in

Metallkarpulen bei den angegebenen Bedingungen

Gehalt [%] 1
Lagerbedingung
Passiviert? Nicht passivierts

40°C/ 1 Monat 0,38 +0,01 0,39 + 0,005
40°C/ 3 Monate 0,49 +0,01 0,49 + 0,04
40°C/ 5 Monate 0,61 +0,02 0,61+0,01
40°C/ 12 Monate 1,08 0,02

50°C/ 1 Monat 0,44 + 0,002 0,43+0,01
50°C/ 3 Monate 0,64 + 0,02 0,64 +0,02
50°C/ 5 Monate 0,84+ 0,01 0,85+ 0,01
50°C/ 12 Monate 1,62 0,05

60°C/ 1 Monat 0,69 +0,01 0,71+0,02
60°C/ 3 Monate 1,43 + 0,04 1,65+ 0,22
60°C/ 5 Monate 2,42+0,11 2,50 +0,09
60°C/ 12 Monate 4,32 +0,23

1 Peakfldache bezogen auf Atropinpeak
2n=6
Sn=9

XV
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Tab. A-18: Apoatropingehalt der Losung A und zugehoriger 95%-Vertrauensbereich nach Lagerung in
Kunststoffkarpulen bei den angegebenen Bedingungen

n = Anzahl der Mehrfachbestimmungen

Lagerbedingung  Gehalt [%]!' n

40°C/ 1 Monat 1,50+ 0,21 6
40°C/ 3 Monate 1,06+0,13 5
40°C/ 5 Monate 0,61 0,01 6

40°C/ 12 Monate 1,26+ 0,15 6

50°C/ 1 Monat 1,08 + 0,27 5
50°C/ 3 Monate 1,25 + 0,20 5
50°C/ 5 Monate 0,78+0,10 6

50°C/ 12 Monate 1,65 +0,14 6

60°C/ 1 Monat 1,17 + 0,15 3
60°C/ 3 Monate 1,73 £0,10 2
60°C/ 5 Monate 2,04 £0,17 6

60°C/ 12 Monate 3,83 +£0,29 6

1 Peakfldache bezogen auf Atropinpeak

XIX



Anhang

Tab. A-19: Gehalt der bekannten Atropinabbauprodukte in Losung A und zugehériger 95%-

Vertrauensbereich nach Lagerung in Glaskarpulen bei den angegebenen Bedingungen

Lagerbedingung Gehalt [%] 12
40°C/ 1 Monat 0,54 +£0,12
40°C/ 3 Monate 0,97 £0,01
40°C/ 5 Monate 1,41 +0,01
40°C/ 12 Monate 3,22+ 0,04
50°C/ 1 Monat 0,57 +0,01
50°C/ 3 Monate 1,40 + 0,01
50°C/ 5 Monate 2,10+ 0,07
50°C/ 12 Monate 4,38 + 0,19
60°C/ 1 Monat 1,06 0,01
60°C/ 3 Monate 3,30 £ 0,07
60°C/ 5 Monate 4,71+0,18
60°C/ 12 Monate 12,67 + 0,51

1 Peakfldache bezogen auf Atropinpeak

n=6

XX



Anhang

Tab: A-20: Gehalt der bekannten Atropinabbauprodukte in Lésung A und zugehoriger 95%-

Vertrauensbereich nach Lagerung in Metallkarpulen bei den angegebenen Bedingungen

Gehalt [%] 1

Lagerbedingung
Passiviert? Nicht passivierts

40°C/ 1 Monat 0,50 £ 0,01 0,50 + 0,01
40°C/ 3 Monate 0,92 +0,02 0,91 +0,04
40°C/ 5 Monate 1,35+ 0,04 1,27 0,09
40°C/ 12 Monate 2,75+ 0,06

50°C/ 1 Monat 0,60 + 0,004 0,60 + 0,01
50°C/ 3 Monate 1,32 +£0,03 1,31£0,03
50°C/ 5 Monate 1,98 £ 0,07 1,91+0,03
50°C/ 12 Monate 4,15+0,16

60°C/ 1 Monat 1,03 £0,01 1,10 £ 0,02
60°C/ 3 Monate 3,06 0,07 3,40+0,21
60°C/ 5 Monate 516 £ 0,27 5,32+ 0,26
60°C/ 12 Monate 10,96 + 0,44

1 Peakfldache bezogen auf Atropinpeak

2n=6
Sn=9

XXI



Anhang

Tab. A-21: Gehalt der bekannten Atropinabbauprodukte in Lésung A und zugehoriger 95%-

Vertrauensbereich nach Lagerung in Kunststoffkarpulen bei den angegebenen Bedingungen

Lagerbedingung  Gehalt [%] *

40°C/ 1 Monat 1,61+0,21
40°C/ 3 Monate 1,44 +0,13
40°C/ 5 Monate 1,29 £ 0,01

40°C/ 12 Monate 2,73+0,37

50°C/ 1 Monat 1,24 + 0,27
50°C/ 3 Monate 1,71 + 0,50
50°C/ 5 Monate 1,85+ 0,04

50°C/ 12 Monate 3,96 £0,12
60°C/ 1 Monat 1,52 +0,17
60°C/ 3 Monate 3,31+0,24
60°C/ 5 Monate 520+0,17

60°C/ 12 Monate 10,86 £ 0,25

1 Peakfldache bezogen auf Atropinpeak

XXl
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Tab. A-22: Phenolgehalt in Losung A und zugehoriger 95%-Vertrauensbereich nach Lagerung in

Glaskarpulen bei den angegebenen Bedingungen

Lagerbedingung  Phenol [%] !

40°C/ 1 Monat 2,19+0,40
40°C/ 3 Monate 2,92+0,82
40°C/ 5 Monate 3,02 +0,59
40°C/ 12 Monate 457 1,17
50°C/ 1 Monat 2,04+0,71
50°C/ 3 Monate 2,49 +0,59
50°C/ 5 Monate 3,79 +0,81
50°C/ 12 Monate 5,01+1,22
60°C/ 1 Monat 3,39+1,11
60°C/ 3 Monate 3,58 +1,05
60°C/ 5 Monate 4,23 +0,93
60°C/ 12 Monate 4,54 +1,02

1 Peakfldache bezogen auf Atropinpeak

XXl



Anhang

Tab. A-23: Phenolgehalt in Losung A und zugehoriger 95%-Vertrauensbereich nach Lagerung in

Metallkarpulen bei den angegebenen Bedingungen

Phenol [%]
Lagerbedingung
Passiviert? Nicht passiviert3

40°C/ 1 Monat 14,24 + 2,63 13,39 £1,76
40°C/ 3 Monate 28,16 + 4,22 20,26 +2,16
40°C/ 5 Monate 35,39 + 4,86 25,38 + 10,53
40°C/ 12 Monate 34,83 + 4,03

50°C/ 1 Monat 20,94 +2,29 19,51 + 4,28
50°C/ 3 Monate 29,63 + 4,45 28,83 +4,11
50°C/ 5 Monate 40,19 + 6,33 39,48 +9,72
50°C/ 12 Monate 38,39 +£ 5,39

60°C/ 1 Monat

29,57 + 1,86

32,01 +£5,70

60°C/ 3 Monate 33,82 + 8,68 38,37 +4,42
60°C/ 5 Monate 48,77 + 8,26 32,72 + 6,36
60°C/ 12 Monate 34,07 +1,26

1 Peakfldache bezogen auf Atropinpeak
2n=6
Sn=9

XXIV



