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Evaluierung der Leachables in TPP TubeSpin® Bioreaktoren:
Eine Migrationsstudie mit Methanol, 10% DMSO und WFI

Zusammenfassung

In den letzten Jahren haben mehrere Studien gezeigt, dass bestimmte Stoffe, so genannte
Leachables, aus Kunststoffen freigesetzt werden kénnen . Leachables sind Verbindungen, die bei
bestimmungsgemaBer Verwendung in Prozessflissigkeiten migrieren. Diese Leachables kdnnen
potentiell unerwiinschte Auswirkungen auf die Qualitat und Sicherheit der Produkte haben, da sie
bioaktiv sein kénnen.

Um die Sicherheit von Proben in TPP-Gefassen fir den Anwender zu gewahrleisten, wurde eine
Migrationsstudie mit TPP TubeSpin® Bioreaktoren durchgefihrt.

Die Studie zeigte, dass weder unter dem Einfluss von 100 % Methanol, 10 % DMSO noch von WFI
(Wasser fir Injektionszwecke) Leachables aus den TPP TubeSpin® Bioreaktoren freigesetzt wurden.

Einleitung

In den letzten Jahren haben zahlreiche Studien gezeigt, dass aus verschiedenen Kunststoffartikeln
austretende Leachables einen erheblichen Einfluss auf Experimente haben kénnen. Betroffen von
Leachables kdnnen alle Kunststoffartikel sein, wie z.B.: Petrischalen, Reaktionsgefasse,
Pipettenspitzen sowie Verbrauchsmaterialien fiir die Zellkultur. Diese konnen das Wachstum von
Neuronen verdndern !, zu Anomalien und inkonsistenten Ergebnisse bei enzymatischen Assays =), zu
Systemkontaminationen und Probenverlusten in der Analytik [/, als auch zu verfdlschten DNA-
Konzentrationen fiihren ", Leachables stéren auch in der Zellkultur und kénnen das Zellwachstum
negativ beeinflussen &9,

Um einen negativen Einfluss auf das Zellwachstum in den TPP-Bioreaktoren auszuschlieRen, wurde
von einem externen, unabhangigen Labor eine Migrationsstudie durchgefiihrt. Als
Migrationslosungen wurden gewahlt

1. 10% DMSO; wird in der Zellkultur in Gefriermedien fiir die Kryokonservierung von
eukaryotischen Zellen verwendet.

2. Methanol; wird haufig als kostenglinstige Alternative zu Ethanol zur DNA-Extraktion
eingesetzt

3. WEFI; ist ein Wasser von besonders reiner Qualitat, das zur Herstellung von Parenteralia (z. B.
Infusions- oder Injektionslésungen) verwendet wird.

Mit den entnommenen Migrationsproben wurde sowohl ein Target Screening als auch ein Non-
Target Screening (NTS) durchgefihrt. Unter Target Screening versteht man die gezielte Suche nach
bekannten Substanzen. In dieser Studie wurde gezielt nach DIHEMDA und Oleamiden gesucht.

Eine NTS ist eine analytische Methode, bei der alle in einer Probe enthaltenen Substanzen, ob
bekannt oder nicht, erfasst werden, um unbekannte Verbindungen zu entdecken. NTS wird
eingesetzt, um komplexe Zusammensetzungen von Zellkulturmedien, Extrakten oder Proben zu
analysieren, um unbekannte Metaboliten oder Stoffwechselprodukte zu identifizieren.
Automatisierte Softwareunterstiitzung ermaoglicht eine prazise Analyse komplexer
Massenspektrometriedaten, wodurch unbekannte Verbindungen quantifiziert und ihre biologische
Relevanz verstanden werden kann.

Source: TPP 1/4 Version 01_2025

Note: TPP products are for research use only. See full disclaimer at the end of this document for details.



=

TPP Techno Plastic Products AG A
Zollstrasse 7, CH-8219 Trasadingen, Switzerland =___' —
Tel. +41 (0)52 687 01 87, Fax +41 (0)52 687 01 77 y F -
info@tpp.ch, www.tpp.ch home of tissue culture A = == @

Material und Methoden

Die folgende Migrationsstudie wurde mit 50 ml und 600 ml TPP TubeSpin® Bioreaktoren
durchgefiihrt. Jeweils drei TPP TubeSpin® Bioreaktoren (n=3) wurden zu 40% des Rohrchenvolumens
mit 100% Methanol, 10% DMSO oder WFI befiillt. Die geflllten R6hrchen wurden bei
Raumtemperatur bis zu 8 Tage unter Schitteln inkubiert. Die Proben (n=3) wurden nach 0, 3, 24 und
192 Stunden entnommen und gepoolt. Die Konzentration der gesuchten Zielverbindungen DiIHEMDA
und Oleamide wurde mittels LC-MC quantifiziert.

Fiir das NTS wurde eine Full-Scan-HPLC-HRMS-Analyse der gepoolten Migrationsproben
durchgefiihrt. Die Strukturaufkldrung von auffalligen UV- und/oder Massenpeaks wurde mit
verschiedenen Datenbanken durchgefiihrt.

Ergebnisse

Die Ergebnisse der Quantifizierung von Oleamid und DiIHEMDA zeigen keine signifikante Migration
unter den getesteten Versuchsbedingungen (Tabellen 1 und 2). Die in der Zielanalyse gemessenen
Konzentrationen wurden auch in den Waschleerproben mit hohen Signalen detektiert und daher als
nicht nachweisbar eingestuft. Alle Proben wurden ebenfalls einer NTS unterzogen. Sowohl fiir WFI als
auch fir 10% DMSO und 100% Methanol waren keine Signale nachweisbar, was darauf hindeutet,
dass mit dem getesteten Losungsmittel keine Leachables extrahierbar waren.

Tab. 1: Ergebnisse der Quantifizierung von Oleamid in MeOH, WFI und
DMSO-Migrationsexperimenten. Die gemessenen Konzentrationen (*) in der LC-HPLC waren jedoch
auch in den Waschleerproben mit hohen Signalen nachweisbar und werden daher nicht als
Migrationsverbindungen des TPP TubeSpin® 50 und 600 eingestuft.

Tubespin Timepoint (h) Oleamide Oleamide Oleamide
Bioreactor concentration concentration WFlI  concentration 10%
100% MeOH [ng/mL] DMSO[ng/mL]
[ng/mL]
50 0 7,6%* n.a. 12,3*
3 n.a 10,6* 5,7*
24 n.a. n.a. n.a.
192 n.a. n.a. n.a.
600 0 7,6* n.a. 12,3*
3 5,5% n.a. n.a.
24 n.a. 10,4* 10,5*
192 n.a. n.a. n.a.
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Tab.2: Ergebnisse der Quantifizierung von DIHEMDA in MeOH, WFI und
DMSO-Migrationsexperimenten. Es waren keine Konzentrationen von DIHEMDA in allen Proben
nachweisbar.

TubeSpin® Timepoint (h) DIHEMDA DiHEMDA DIHEMDA
Bioreactor concentration concentration concentration
ng/mL ng/mL ng/mL
50 0 n.a. n.a. n.a.
3 n.a. n.a. n.a.
24 n.a. n.a. n.a.
192 n.a. n.a. n.a.
600 0 n.a. n.a. n.a.
3 n.a. n.a. n.a.
24 n.a. n.a. n.a.
192 n.a. n.a. n.a.
Fazit

TPP TubeSpin® Bioreaktoren werden aus hochreinem Polypropylen hergestellt. Bei der Herstellung
werden keine Trennmittel, Weichmacher, Biozide oder Schmiermittel verwendet. Durch die
vorliegende Studie kann gezeigt werden, dass durch die Verwendung von hochreinem Polypropylen
der USP Klasse VI und der speziellen TPP-Herstellung keine Auslaugung von bioaktiven Substanzen
aus den Kunststoffchemikalien erfolgt. Somit wird fiir den Anwender das Risiko reduziert, dass durch
unerwiinschte Substanzen, die das Zellwachstum hemmen, Versuchsergebnisse durch enzymatisch
aktive Leachables verfalscht werden oder gar Assays nicht reproduzierbar sind.

Glossar & Erlauterung

DiIHEMDA di(2-hydroxyethyl)methyldodecylammonium
DMSO Dimethylsulfoxid
HPLC High Performance Liquid Chromatography
HRMS High Resolution Mass Spectrometry
LC Liquid Chromatography
MeOH Methanol
n.a. Not Applicable, analyte not found
ng Nanogram
NTS Non-Target-Screening
NVOC Non-Volatile Compound
usp United States Pharmacopeia
uv Ultra Violet
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Disclaimer

TPP products are for research use only and not for clinical, diagnostic or therapeutic use. All products
are intended for use by trained personnel that are familiar with safe laboratory practices.

TPP assumes no responsibility for damage or defects resulting from improper or unauthorized use. It
is the responsibility of the user to store, handle, and use the products in accordance with the
instructions provided.

TPP does not warrant the completeness or accuracy of this TechDoc. TPP's recommendations are
intended as general guidelines and may not cover all possible scenarios. TPP shall not be liable for
any indirect, incidental, consequential, or special damages arising out of the use or inability to use
the information in this TechDoc.

Swiss law governs these terms of use and any resulting legal matters.
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