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Chargenpriifung von Comirnaty
Integritat und Identitat von mRNA

BNT162b2 ist ein mRNA Impfstoff gegen das Coronavirus Sars-CoV-2. mRNA-Impfstoffe
tragen einen Teil der Erbinformation des Virus, in diesem Fall einen Bestandteil des
sogenannten Spikeproteins, welches normalerweise auf der Oberflache der Viren
prasentiert wird. Bei der Impfstoffherstellung wird die mRNA mit Lipiden (Fettstoffen)
umhdallt, welche die Aufnahme der mRNA in die Kérperzellen nach Applikation sowie die
Stabilitdt der mRNA verbessern. Wird die mRNA von Kdrperzellen aufgenommen und
exprimiert, bildet der Kérper das Antigen selbst, ohne mit dem Virus in Kontakt zu
kommen. Die Antigene werden vom korpereigenen Immunsystem als ,,fremd” erkannt,
wodurch eine Immunreaktion ausgeldst wird, die einen Schutz vor der Infektion bei einem
spateren Kontakt mit dem Virus vermittelt.

Testprinzip zur Uberpriifung der Integritit der mMRNA

Die Integritat der mRNA ist ein qualitatsbestimmender Parameter dieses Impfstoffes, da
nur die intakte mMRNA von den Kdorperzellen exprimiert werden kann. Zur Bestimmung der
Integritat muss das die mRNA umhillende Lipid-Vesikel zerstort werden. Hierflir wird der
Impfstoff mit einer Losung aus einem Detergenzund einem Alkohol gemischt und
inkubiert. AnschlieRend wird die Probe mit einem Marker versetzt, bei 70°C denaturiert
und danach mithilfe von Kapillargelelektrophorese am Fragment-Analyzer analysiert.

Bei der Kapillargelelektrophorese wird die Kapillare mit einer Gelmatrix gefullt. Die
Gelmatrix verhindert die Bildung eines elektroosmotischen Flusses, gleichzeitig bildet die
Gelmatrix ein Trennmedium, wodurch die mMRNA Molekile entsprechend ihres Grole-
Ladungsverhaltnisses aufgetrenntwerden. Durch elektrokinetische Injektion wird die
mRNA in die Kapillare geladen. Durch Anlegen einer Trennspannung wandert die
injizierte mRNA im elektrischen Feld durch die gelgefullte Kapillare. Hierbei werden die
Molekiile entsprechend ihres GroRe-Landungsverhaltnisses getrennt, wobei kleine
Fragmente friher eluieren als die intakte mMRNA. Gréliere Spezies (MRNA-Multimere oder
-Aggregate) eluieren entsprechend spéater. Die Detektion erfolgt Gbereinen in der
Gelmatrix vorhandenen Fluoreszenzfarbstoffs. Der Farbstoff interkaliert mit der mRNA zu
einem mRNA-Fluoreszenzfarbstoff-Komplex. Nach Anregung durch einen Laser wird Licht
emittiert, welches mit dem Geratedetektor des Fragment-Analyzers detektiert wird.

Das Paul-Ehrlich-Institut ist ein Bundesinstitut im Geschéftsbereich des Paul-Ehrlich-StraBe 51-59 Telefon [ Phone +49 (0) 6103 77 0
Bundesministeriums fiir Gesundheit [ The Paul-Ehrlich-Institut is an Agency 63225 Langen Fax +49 (0) 6103 77 1234
of the German Federal Ministry of Health Deutschland [ Germany >> www.pei.de


Jörg Matysik
Schreibmaschine
Frag den Staat, Nummer 283531



Bundesinstitut fiir Impfstoffe und biomedizinische Arzneimittel

ede all stitute fo VaCC\ esa dB|0 edC es I aul Elll |IC|I IIIStItut
,HH\

Nach der Trennung erfolgt die Quantifizierung mithilfe einer Software. Dabei wird die
Integritat der mRNA als %-Anteil des Hauptpeaks (intakte mRNA) zur gesamten
detektierten Flache im Chromatogramm bestimmt.

Testprinzip zur Uberpriifung der Identitit der mRNA

Zur Uberpriifung der Identitdt der mRNA wird eine ,Single Step Real-Time Reverse
Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)“ durchgefuhrt. Bei der RT-PCR wird
in Echtzeit die Fluoreszenzeiner fluorophormarkierten, sequenzspezifischen Sonde
gemessen. Fur dieses Verfahren werden Primer und Sonden verwendet, die fur die Spike-
Glykoproteinsequenz spezifisch sind.

Basierend auf dem ermittelten Ct-Wert (Anzahl der Zyklen, die erforderlich sind, damit das
Fluoreszenzsignal den Schwellenwert Uberschreitet), kann die Identitat der mRNA
bestatigt werden.

Bei jedem Testdurchlauf wird eine Negativ-Kontrolle mitgeflihrt, um eine unspezifische
Amplifikation auszuschlielRen, und eine Positive Kontrolle, um die Glltigkeit des Assays
sicherzustellen.

Charakterisierung der Farbigkeit und Streustarke der Dispersion

Fur diese Frage (Uberpriifung der Farbigkeit) verweisen wir auf die Monographien der
europaischen Pharmakopoe, in denen die angewandte Methode beschrieben wird.

2. Method of Analytics
2.2.2. Degree of Coloration of Liquids
2.9.22 Softening time determination of lipophilic suppositories
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