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Zusammenfassung

In Krankenhausapotheken wird eine grof3e Zahl von parenteral zu applizierenden Arzneimitteln
fur die systemische Krebstherapie patientenindividuell unter kontrollierten aseptischen
Bedingungen zubereitet. Dabei werden zahlreiche Wirkstoffe (chemisch hergestellt,
Biologika), unterschiedliche Formulierungen und verschiedene Primarbehaltnisse eingesetzt.
Die Verwendbarkeit der Stammldsungen und der verdiinnten, applikationsfertigen (ready-to-
administer (RTA)-Zubereitungen) ist in den Fachinformationen der als Ausgangsmaterial
eingesetzten Fertigarzneimittel oft unzureichend beschrieben. Um die Verwendbarkeit der
hergestellten RTA-Zubereitungen sicher deklarieren zu konnen, bendétigen die
verantwortlichen Apotheker valide und passende Informationen zur physikalisch-chemischen
sowie mikrobiologischen Stabilitat. Das Ziel dieser Dissertationsarbeit war es, valide Daten zur
physikalisch-chemischen und mikrobiologischen Stabilitat ausgewahlter Arzneimittel und RTA-
Zubereitungen zu generieren, um damit Herstellungsprozesse zu optimieren und die
Arzneimitteltherapiesicherheit (AMTS) fUr die Patienten zu verbessern.

Seit 2017 sind die Mitomycin C (MMC)-haltigen Fertigarzneimittel der Firma medac GmbH mit
Harnstoff formuliert, um die Lo&slichkeit zu verbessern. Laut Fachinformation muss die
rekonstituierte Lésung unmittelbar appliziert werden und Reste der konzentrierten Losungen
verworfen werden. Um eine sichere und effiziente Herstellung in der zentralen
Zytostatikazubereitung der Krankenhausapotheke zu ermdéglichen, sind weitergehende
Kenntnisse zur Loslichkeit und physikalisch-chemischen Stabilitdt von Mitomycin medac
Zubereitungen erforderlich. In der klinischen Praxis werden Losungen der Konzentration
2 mg/mL und 1 mg/mL fur die Chemoembolisation und Losungen der Konzentration 0,4 mg/mL
und 0,2 mg/mL intraokular nach Trabekulektomie eingesetzt. Entsprechende Testlosungen
wurden mit Wasser fir Injektionszwecke als Rekonstituens und NaCl 0,9% als
Verdunnungslosung im Glasvial (1 mg/mL) oder PP-Plastikspritzen als Primarbehéltnisse
hergestellt. Alle Testldsungen wurden lichtgeschitzt bei 2-8 °C und bei 20-25 °C gelagert und
zu definierten Zeitpunkten tber bis zu 8 Tage untersucht. Zur quantitativen Bestimmung von
MMC wurde eine bekannte RP-HPLC-Methode mit Diodenarray-Detektion (DAD) etabliert und
validiert. Die harnstoffhaltige Formulierung verbessert die Loslichkeit von MMC und ermdglicht
die Herstellung von 2 mg/mL MMC-Lésungen ohne zusétzliches Schitteln oder Erhitzen.
Allerdings neigen MMC-LOsungen dieser Konzentration vor allem bei Kuhllagerung zur
Auskristallisation. Bei Raumtemperatur sind die 2 mg/mL MMC-Lésungen fur 8 Stunden
physikalisch-chemisch stabil (Spezifikation: Gehalt an intaktem MMC > 90% des
Ausgangswerts). Bei 1 mg/mL MMC-Ldsungen ist das Risiko der Auskristallisation geringer.
Die Losungen kénnen kihl gelagert werden und sind fur 2 Tage physikalisch-chemisch stabil.
Verdinnte 0,4 mg/mL und 0,2 mg/mL MMC-L6sungen haben kein Risiko der Auskristallisation
und sind bei kuhler Lagerung fur 3 beziehungsweise 5 Tage physikalisch-chemisch stabil.



Fur die intravesikale Applikation wird MMC in speziellen Blaseninstillationssets vertrieben, die
eine sichere Rekonstitution und anschliel3ende Instillation in einem geschlossenen System
unmittelbar am Point-of-Care ermdoglichen. Das Loésungsmittel NaCl 0,9% ist in einem
konnektierten Beutel enthalten. Es wurde die physikalisch-chemische Stabilitat der
harnstoffhaltigen MMC-Fertigarzneimittel Mitomycin medac und mito-medac® sowie
vergleichend zwei weiterer Blaseninstillationslosungen (Urocin®, Mitem®) mit anderer
Formulierung untersucht. Die Praparate wurden entweder mit WFI (Mitomycin medac, Mitem®,
Urocin®) oder mit der konnektierten NaCl 0,9%-L6sung (mito-medac®, Mitem®, Urocin®) zu
einer Nennkonzentration von 1 mg/mL gelost. Die Proben wurden unmittelbar nach der
Rekonstitution und nach 24 Stunden Lagerung bei Raumtemperatur entnommen und mittels
RP-HPLC untersucht. Die initialen pH-Werte der mit NaCl 0,9% rekonstituierten Testldsungen
(5,2-5,6) waren signifikant niedriger als die der mit WFI rekonstituierten Lésungen (6,6-7,4).
Die physikalisch-chemische Stabilitdt war in den mit NaCl 0,9% rekonstituierten MMC-
Losungen Uber den Untersuchungszeitraum von 24 Stunden nicht gegeben. Nach
Rekonstitution mit WFI betrug die MMC-Konzentration bei Mitomycin medac und Urocin® nach

24 Stunden > 90% der Ausgangskonzentration.

Monoklonale Antikorper (mAb) gehéren in der systemischen Krebstherapie zwischenzeitlich
zum Standard. Da mAbs eine komplexe Glykoprotein-Struktur aufweisen, unterscheidet sich
die Untersuchung der physikalisch-chemischen Stabilitét hinsichtlich Art und Aufwand von
denen kleiner, chemisch hergestellter Molekiile.

Fur die Untersuchung des monoklonalen PD-L1-Antikorpers Durvalumab wurde Imfinzi®
50 mg/mL Infusionslésungskonzentrat mit einem Microspike punktiert und lichtgeschiitzt bei
2-8 °C und bei 20-25 °C gelagert. Die physikalisch-chemische Stabilitdt wurde zu definierten
Zeitpunkten Uber 28 Tage mittels lonenaustausch- und GréRenausschluss-Hochleistungs-
Flussigkeitschromatographie (IE-, SE-HPLC) mit Diodenarray-Detektion (DAD) und pH-
Messung bestimmt. Zusétzlich wurde auf Veranderungen der Farbe, der Klarheit und auf die
Bildung sichtbarer Partikel untersucht. Die chromatographischen Methoden wurden basierend
auf Originalpublikationen zu sonstigen mAbs etabliert, optimiert und analog der ICH Guideline
Q2 (R1) validiert. Die Eignung fur Stabilitdtsuntersuchungen wurde mittels forcierter
Degradation nachgewiesen.

Uber den Untersuchungszeitraum wurden keine Anzeichen von Instabilitat detektiert. Der pH-
Wert, die Farbe und die Klarheit des Infusionslésungskonzentrats blieben unveréndert.
Sichtbare Partikel wurden nicht detektiert. Die Ergebnisse der SE-HPLC zeigten keine
Konzentrationsanderungen  des Durvalumab-Monomers  dber den  gesamten
Untersuchungszeitraum von 28 Tagen. In den Chromatogrammen wurden keine sekundaren

Peaks nachgewiesen, die auf Aggregate, Oligomere und/oder Fragmente hingedeutet hatten.



Die IE-HPLC-Untersuchungen ergaben ebenso keine Verédnderungen der Peakflachen-
Verhaltnisse des Hauptpeaks und der basischen/sauren Ladungsvarianten von Durvalumab.
Die physikalisch-chemische Stabilitdt von Durvalumab-Konzentrat konnte mit orthogonalen
Untersuchungsmethoden unabh&ngig von der Lagertemperatur fiir 28 Tage nachgewiesen

werden.

Zur Bestimmung der mikrobiologischen Stabilitdt aseptisch hergestellter Parenteralia ist
Wissen Uber das wachstumsbeeinflussende Potential einer RTA-Zubereitung von Interesse.
Um dieses Wissen zu erweitern, wurde die Viabilitat fakultativ pathogener Mikroorganismen
(MO; Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecium, Candida
albicans) in 20 neuen Arzneimitteln (chemisch hergestellt, Biologika) fur die systemische
Krebstherapie untersucht. Hierfir wurden die RTA-Zubereitungen mit den Testkeimen
entsprechend einer geringfligigen Kontamination (Konzentration: 10#-10° MO/mL) inokuliert.
Die Testlésungen wurden bei 22 °C bis zu 6 Tage gelagert und Proben an definierten
Zeitpunkten entnommen, verdinnt und auf Agarplatten ausgestrichen. Die Platten wurden fir
24 Stunden (Bakterienstamme) oder 72 Stunden (C. albicans) bei 37 °C bebritet und
anschlieBend die koloniebildenden Einheiten (KBE) gezé&hit.

Die Viabilitdt der ausgewahlten, fakultativ pathogenen MOs blieb in den meisten getesteten
RTA-Zubereitungen erhalten. Ausgepragte nutritive Eigenschaften der Biologika wurden nicht
festgestellt. Einige chemisch hergestellte Arzneimittel zeigten hingegen speziesspezifisch

bakteriostatische und sogar bakterizide Wirkung.

Die Ergebnisse der experimentellen Untersuchungen liefern valide Grundlagen zur
Haltbarkeitsdeterminierung von aseptisch hergestellten, applikationsfertigen Parenteralia zur
Behandlung von Tumorpatienten. MMC-L6sungen unterschiedlicher Konzentration kénnen in
der zentralen Zytostatikazubereitung hergestellt und entsprechend der deklarierten Haltbarkeit
sicher angewendet werden. Der Verwurf von Durvalumab-Konzentrat kann reduziert und das
Risikoprofil verschiedener neuer Arzneimittel beziglich der Viabilitdit von MOs besser

eingeschéatzt werden.



Abstract

In hospital pharmacies, a large number of parenteral preparations for systemic anti-cancer
therapy are individually prepared for patients under controlled aseptic conditions. Numerous
active ingredients (small molecule drugs, biologics), different formulations and various primary
containers are used. The shelf-life of stock solutions and diluted ready-to-administer (RTA)
preparations is often insufficiently described in the Summary of Product Characteristics of the
finished medicinal products used as starting material. To determine the shelf-life of RTA
preparations, responsible pharmacists need valid and appropriate information on the
physicochemical as well as microbiological stability. The aim of this dissertation was to provide
valid data on the physicochemical and microbiological stability of selected medicinal products
and RTA preparations in order to optimize the preparation process and improve medication
safety.

Since 2017, the finished medicinal products containing mitomycin C (MMC) from medac GmbH
have been reformulated with urea to improve solubility. According to the Summary of Product
Characteristics, the reconstituted solution should be administered immediately and residues of
the concentrated solutions must be discarded. Further knowledge of the solubility and
physicochemical stability of Mitomycin medac derived RTA-preparations is necessary to
facilitate the preparation in pharmacy-based cytotoxic preparation units. In clinical practice,
solutions of 2 mg/mL and 1 mg/mL MMC are used for chemoembolization and solutions of
0.4 mg/mL and 0.2 mg/mL concentration are injected intraocularly after trabeculectomy.
Respective test solutions were prepared using water for injection (WFI) as solvent and
0,9% NaCl as diluent in glass vials (1 mg/mL) or PP plastic syringes as primary containers. All
test solutions were stored protected from light at 2-8 °C and at 20-25 °C and assayed at
predefined time points for up to 8 days. A known RP-HPLC method with diode array detection
(DAD) was implemented and validated for MMC analysis. The urea-containing formulation
improves the solubility of MMC and enables the preparation of 2 mg/mL MMC solutions without
additional shaking or heating. However, MMC solutions of this concentration tend to crystallize,
especially during refrigerated storage. At room temperature, the 2 mg/mL MMC solutions are
physicochemically stable for 8 hours (MMC concentration > 90% of the initial concentration).
For 1 mg/mL MMC solutions, the risk of crystallization is reduced. Solutions stored refrigerated
are physicochemically stable for 2 days. Diluted 0.4 mg/mL and 0.2 mg/mL MMC solutions do
not tend to crystallize when stored refrigerated and revealed to be physicochemical stable for
a period 3 and 5 days, respectively.

mito-medac® is marketed as bladder instillation set that allows safe reconstitution and
subsequent intravesical instillation in a closed system device at the point-of-care. 0.9% NacCl
solution in a prefilled, pre-connected infusion bag is used as solvent. The physicochemical

stability of the urea-containing MMC products mitomycin medac and mito-medac® as well as



two other licensed MMC bladder instillation solutions (Urocin®, Mitem®) were studied. The
preparations were dissolved either with WFI (mitomycin medac, Mitem®, Urocin®) or with the
pre-connected 0.9% NaCl solution (mito-medac®, Mitem®, Urocin®) to a nominal
concentration of 1 mg/mL. Samples were taken immediately after reconstitution and after
24 hours of storage at room temperature. The initial pH values of the test solutions
reconstituted with 0.9% NaCl solution (5.2-5.6) were significantly lower than those of the
solutions reconstituted with WFI (6.6-7.4). Results of the validated RP-HPLC assay revealed
that MMC concentrations fell below the 90% minimum limit in the 24-hour period in all MMC
solutions reconstituted with the pre-connected 0.9% NaCl solution. When mitomycin medac
and Urocin® were reconstituted with WFI, the MMC concentrations remained above the 90%
limit after 24 hours.

Today, monoclonal antibodies (mAbs) belong to the standard armamentarium in systemic anti-
cancer therapy. Since mAbs have a complex glycoprotein structure, sophisticated
chromatography methods are used to determine the physicochemical stability of the
concentrated and ready-to-use solutions.

To study the physicochemical stability of the monoclonal PD-L1 antibody durvalumab, licensed
as Imfinzi® 50 mg/mL concentrate solution after first opening, vials were punctured with
microspikes and stored protected from light at 2-8 °C and at 20-25 °C. Physicochemical
stability was determined at predefined time points over a period of 28 days by ion-exchange
and size-exclusion high-performance liquid chromatography (IE-, SE-HPLC) with diode array
detection (DAD) and pH measurement. In addition, changes in color, clarity, and visible particle
formation were examined. The chromatography assays were chosen according to the
literature, implemented and adapted. The stability indicating nature of the assays were proven
by forced degradation experiments and the assays validated according to ICH Guideline Q2
(R1).

No signs of instability got obvious over the study period of 28 days. pH, color, and clarity of the
durvalumab concentrate remained unchanged. Visible particles were not detected. In SE-
HPLC chromatograms the area of durvalumab monomer peak remained unchanged. No
secondary peaks indicating aggregates, oligomers, and/or fragments were detected in the
chromatograms. IE-HPLC chromatograms showed no changes of the peak area ratios of the
main peak and the basic/acidic charge variants of durvalumab. The physicochemical stability
of durvalumab concentrate was demonstrated by orthogonal analytical methods independent
from the storage temperature over a period of 28 days. From a microbiological point of view,

refrigerated storage is recommended.



To determine the microbiological stability of aseptically prepared parenterals, knowledge about
the growth potential of RTA preparations is of interest. To increase this knowledge, the viability
of facultative pathogenic microorganisms (MO; Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus faecium, Candida albicans) in 20 new medicinal products (small
molecule drugs, biologics) for systemic anti-cancer therapy was investigated. For this purpose,
the RTA preparations were inoculated with the test strains to simulate low inadvertent
contamination (concentration: 10*-10° MO/mL). The test solutions were stored at 22 °C for up
to 6 days and samples were taken at predefined time points, diluted and transferred to agar
plates. Plates were incubated for 24 hours (bacterial strains) or 72 hours (C. albicans) at 37 °C
and colony forming units (CFU) were counted.

The viability of the selected facultative pathogenic MOs was maintained in most of the tested
RTA preparations imitating worst case conditions for the preparations. Pronounced nutritive
properties of the biologics were not detected. In contrast, some small molecule drugs revealed

species-specific bacteriostatic and even bactericidal activity.

Results of the experimental studies provide essential information to the responsible pharmacist
for determining the shelf-life of ready-to-use parenteral preparations. Various types and
concentrations of urea-containing MMC preparations are physicochemically stable over
defined periods and can be prepared in advance in centralized cytotoxic preparation units.
Leftovers of durvalumab concentrate can be used for up to 28 days after first opening of the
vial, preferably stored refrigerated. Knowledge about the viability of MOs in various innovative
oncology products allows a sound risk evaluation regarding microbiological instability of related
preparations. Overall, results are appropriate to gain economic and ecological benefit in

systemic anti-cancer therapy.



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Parenterale (Zytostatika-) Zubereitungen

Bei der Anwendung von Parenteralia ist das Risiko flr Medikationsfehler sowohl bei der
Vorbereitung zur Anwendung als auch bei der Applikation grof3. An erster Stelle wird zur
Verbesserung der Arzneimitteltherapiesicherheit (AMTS) von Parenteralia immer der Einsatz
von ready-to-use (RTU) und ready-to-administer (RTA) Produkten empfohlen [1,2]. Da aber
nur die wenigsten intraventds applizierten Arzneimittel (AM) als RTA-Fertigspritze
oder -infusion verfugbar sind, mussen Rekonstitution und Verdiinnung (Uberfilhrung in die
anwendungsfahige Form in einer Standarddosierung/-konzentration oder in der
patientenindividuellen Dosierung) durch medizinisches oder pharmazeutisches Personal
erfolgen. Besonders kritische AM wie Tumortherapeutika, NotfallAM, Analgetika, Antimykotika,
Dauerinfusionen fir Intensivpatienten, Mischinfusionen zur parenteralen Erndhrung und
neuerdings ATMP (Advanced therapy medicinal products) werden bereits vielfach aus den
entsprechenden Fertigarzneimitteln (FAM) unter Kkontrollierten Bedingungen in der
Krankenhausapotheke applikationsfertig zubereitet. Die Produktpalette der
Parenteraliazubereitung erweitert sich stetig, wobei in Deutschland insbesondere komplexe
und risikobehaftete Zubereitungen in der Krankenhausapotheke hergestellt werden. Dies
erfolgt einerseits zur Verbesserung der AMTS und andererseits zur Entlastung der Pflege von
pflegefremden Tatigkeiten. Wéhrend die Rekonstitution durch medizinisches Personal der
Fachinformation (FI; Summary of Product Characteristics, SmPC) entsprechend erfolgen
muss, kann die Herstellung mit zugelassenen FAM als Ausgangsmaterial durch
pharmazeutisches Personal Uber die Angaben in der FI hinausgehen [3]. Zudem wird die
Qualitat und Sicherheit der in der Apotheke hergestellten applikationsfertigen
Parenteraliazubereitungen durch technologische Entwicklungen wie Digitalisierung und
Automatisierung der Herstellung, Dokumentation und Qualitatskontrolle geférdert und
verbessert [4].

Die Zubereitung/Herstellung von AM (RezepturAM, DefekturAM, AM zur parenteralen
Anwendung) in der Apotheke unterliegt den einschlagigen pharmazeutischen Gesetzen und
Regularien [1,5,6]. Das Verwendbarkeitsdatum ist vom verantwortlichen Apotheker in Kenntnis
der physikalisch-chemischen, mikrobiologischen und pharmakologischen Qualitadt und
Stabilitat festzulegen [7-10]. Fir die als Ausgangsmaterialien eingesetzten FAM mussen
Stabilitatsdaten vom Zulassungsinhaber im Rahmen der Zulassung vorgelegt werden. Fir die
applikationsfertigen Zubereitungen kénnen freiwillig Daten zur physikalisch-chemischen
Stabilitat vorgelegt und in die FI aufgenommen werden. In der Regel muss der Apotheker auf

Stabilitdtsdaten aus publizierten experimentellen Untersuchungen zurtickgreifen und diese auf



Einleitung

die infrage stehende pharmazeutische Zubereitung Ubertragen. Von besonderer Relevanz
sind Daten Uber die Verwendbarkeit von (rekonstituierten) Stammlésungen und
applikationsfertigen Zubereitungen, wenn die Herstellung im Voraus in Serie, in Chargen in
Standarddosierungen (z.B. Dose banding [11]) oder mittels Standardkonzentrationen erfolgt
[12,13], oder hochpreisige Stammldsungen kosteneffektiv eingesetzt werden sollen.

Stabilitat ist definiert als Ausmal3, in dem ein Produkt in spezifizierten Grenzen bleibt [14-16].
Die Haltbarkeit wird im Wesentlichen bestimmt von der physikalisch-chemischen und der
mikrobiologischen Stabilitdét der AM-Zubereitung, die von internen und externen
stabilitatsdeterminierenden Faktoren beeinflusst wird (vgl. Abb. 1).

Stabilitat

Temperatur

Licht

Sauerstoff
Bewegung
Mikroorganismen

Umgebung

Wirkstoff
Hilfsstoffe

Tragerlosung Behaltnis

Kompatibilitat

Rezepturarzneimittel

Identitat Gehalt Reinheit

Abb. 1: Schematische Darstellung von internen und externen stabilitatsdeterminierenden Faktoren fur

Parenteraliazubereitungen
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1.2 Gute Praxis der Stabilitatsuntersuchung aseptisch hergestellter

applikationsfertiger Parenteralia

Applikationsfertige Parenteralia missen den Anforderungen der Ph. Eur Monographie 2619
[17] ,Pharmazeutische Zubereitungen® entsprechen. Der Begriff Zubereitung beinhaltet, dass
das AM nicht der Zulassungspflicht unterliegt und durch eine Apotheke oder andere
Einrichtung im Gesundheitsbereich hergestellt wird. Detaillierte Hinweise zur Herstellung und
Prufung applikationsfertiger Parenteralia in der Apotheke finden sich in 8 35 ApBetrO (in
Verbindung mit 87, 8, 14 [6]), nationalen [18,19] und internationalen Leitlinien [1,5,20]. In den
Dokumenten wird auf die Notwendigkeit des Risikomanagements sowie der
Qualitatssicherung des Zubereitungsprozesses hingewiesen.

Nachfolgend soll speziell auf die Anforderung der Stabilitdt und Haltbarkeitsdeterminierung der
Zubereitungen eingegangen werden. In der Ph. Eur. 2619 wird angegeben, dass ,die
Anforderungen an die Stabilitat von pharmazeutischen Zubereitungen von der beabsichtigten
Verwendung und der gewinschten Lagerdauer abhangen“ [17]. FiOr die
Stabilitatsuntersuchungen von FAM sind internationale ICH Guidelines, z.B. ICH Q1A (R2)
Stability Testing of new drugs and products [21], ICH Q1C Stability Testing: Requirements for
New Dosage Forms [22], maBgeblich. Empfehlungen zu Stabilitdtsuntersuchungen von
applikationsfertigen Parenteraliazubereitungen, hergestellt aus FAM, wurden insbesondere
von den pharmazeutischen Fachgesellschaften entwickelt und publiziert [14,23-27].

In der United States Pharmacopoeia (USP) finden sich Angaben zur Stabilitdt von
pharmazeutischen Zubereitungen zur parenteralen Anwendung in den Monographien USP
<797> Pharmaceutical Compounding — Sterile Preparations [20] und USP <1191> Stability
Considerations in Dispensing Practice [28]. Zur ,Guten Praxis von Stabilitdtsuntersuchungen®
fur Parenteraliazubereitungen zahlen die Untersuchung und Dokumentation der in Tabelle 1

aufgeflihrten Parameter.
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Tab. 1: Relevante Inhalte der ,Guten Praxis von Stabilitatsuntersuchungen® in Anlehnung an [24,25,29]

Relevante Inhalte, Angaben in Publikationen von Stabilitatsuntersuchungen

Art des Wirkstoffs: Chemisch hergestellt, Biologikum

Eingesetztes FAM: Name, Zusammensetzung (Wirkstoff (-e), Hilfsstoffe), Charge (-n)

Rekonstituens, Tragerlosung: Wasser fir Injektionszwecke, NaCl 0,9%, G5, vorgefillte

Tragerldsung, Rationale fur die Auswahl

Eingesetztes Primarpackmittel: Glas (insbesondere Stammldsung), Infusionsbeutel Polyolefin,

Polyethylen, Polypropylen, Plastikspritzen, Rationale fiir die Auswahl

Testkonzentrationen: Basierend auf Fachinformation, Rationale fir die Auswahl, z.B.

konzentrationsabhangige Stabilitdt (oberes und unteres, klinisch relevantes Konzentrationslimit

verwenden)

Anzahl der Testlésungen: Mindestens 3 flr jede Konstellation der stabilitdtsdeterminierenden
Faktoren

Anzahl der Analysen: Mindestens zweifache (besser dreifache) Analyse jeder Testlosung

Lagerbedingungen: Temperatur (2-8 °C, 20-25 °C, 32 °C fur Wirkstoffe, die Uber Elastomerpumpen

appliziert werden, ggf. Tiefkiihltemperaturen), Lichteinfluss, Rationale fiir die Auswahl

Lagerdauer (Stunden, Tage): In der Regel max. 28 Tage bei RezepturAM

Anzahl der Probenahme Zeitpunkte: Mindestens 5 Analysenzeitpunkte (inklusive t0) Uber die

Dauer der Untersuchung verteilt

Zeitpunkte der Probenahme: In Abhangigkeit von erwarteter Stabilitdt (z.B. resultierend aus

Angaben aus der FI (CAVE: hier oft nur mikrobiologische Stabilitdt angegeben), basierend auf Daten

aus Publikationen ahnlicher/verwandter Wirkstoffe)

Probenvolumen: Methodenabhéngig

Analysenmethoden zu Gehalt und Reinheit von Wirkstoffen/Hilfsstoffen: z.B. HPLC,

Kapillarelektrophorese, Gelelektrophorese, Rationale fir die Auswahl

Inhalte der Validierung der analytischen Methode: Nachweis der Methodeneignung (Bestimmung

des Analyten bei Anwendung von forcierten, stabilitdtsdeterminierenden Bedingungen (pH,

Temperatur, Oxidantien, Licht) in Anwesenheit von sonstigen Bestandteilen der Zubereitung und

neben mdoglichen Abbauprodukten/potentiellen Verunreinigungen)

Weitere Bestimmungen: pH-Wert, Osmolaritat, Aussehen (z.B. Farbung, Klarheit der L6sung),

sichtbare Partikel, nicht-sichtbare Partikel, ,extractables, leachables aus Primarpackmittel (z.B.

Losungsvermittler), Hilfsstoffe (z.B. Permeabilitatsvermittler), Sterilitdt/mikrobiologische Stabilitat

Bereitstellung der Untersuchungsergebnisse: Einleitung (Literaturdiskussion), Material und

Methoden (genaue Beschreibung), Ergebnisse (detaillierte Auflistung aller Ergebnisse als

prozentualer Anteil der initialen Konzentration), Diskussion (kritische Auseinandersetzung mit den

verwendeten Methoden und Ergebnissen; Stellungnahme zu potentiellen Schwachstellen in der

Untersuchung sowie zu mdglichen Out of Specification (OOS)-Ergebnissen und deren

Einfluss/Interpretation)




Einleitung

RTA- und RTU-Parenteralia werden in der Regel aus FAM als Ausgangsmaterial hergestellt.
Im Rahmen der Zulassung werden vom pharmazeutischen Unternehmer umfangreiche
Untersuchungen zur physikalisch-chemischen Stabilitat fur das originalverschlossene FAM
wahrend der Lagerung vorgelegt [14]. Zusatzliche Stabilitdtsdaten zu punktierten
Infusionslésungskonzentraten oder rekonstituierten Lyophilisaten/Trockensubstanzen, die
Uiber 24 Stunden hinausgehen, werden in der Regel nicht angegeben. Des Weiteren fehlen
oftmals Daten zur Verwendbarkeit von patientenindividuellen Zubereitungen, die durch
Verdiinnung mit geeigneter Tragerlosung oder Uberfiihrung des Konzentrats aus einem FAM
in der Krankenhausapotheke applikationsfertig zubereitet werden. Wegen des Risikos der
mikrobiologischen Instabilitat wird in vielen Fl die unverziugliche Verwendung der hergestellten
Infusionslésung empfohlen. Sollten applikationsfertige Zubereitungen nicht unmittelbar
angewendet werden, liegen die Lagerungszeit und -bedingungen in der Verantwortung des
Anwenders und die Verwendbarkeit betragt ,normalerweise nicht langer als 24 Stunden bei
2°C bis 8 °C" [30]. Bei Zubereitung unter kontrollierten und validierten aseptischen
Bedingungen kann der verantwortliche Apotheker bei gegebener physikalisch-chemischer

Stabilitat eine langere Haltbarkeit deklarieren.

Eine geeignete Methode zur Bestimmung der physikalisch-chemischen Stabilitdt muss
geeignet, robust und validiert sein [14,16,24,25,31,32]. Spezifitat und Sensitivitat der Methode
mussen ausreichen, um Veré&nderungen der Zubereitung in Art und Menge uber die Zeit zu
detektieren. Dabei mussen Wirkstoff (WS), mdgliche Verunreinigungen aus dem
Herstellprozess und potentielle Abbauprodukte qualitativ und quantitativ analysiert werden.
Die ausgewahlten Methoden missen entsprechend den ICH Guidelines validiert werden [33].
Um die Eignung einer Analysemethode fur Stabilitdtsuntersuchungen zu belegen, wird die
Untersuchungslosung unterschiedlichen Stressbedingungen (Séure, Lauge, erhohte
Temperatur, Oxidationsmittel, Licht) ausgesetzt und geprift, ob die Zersetzungsprodukte
qualitativ und quantitativ analysiert werden kdnnen. Die gewahlten Stressbedingungen sollten
zu einem patrtiellen Abbau des WS fiihren (Faustregel: gewtinschter WS-Abbau ca. 20% [24]).
Eine geeignete Methode muss ausreichend spezifisch und sensitiv sein, um Abbauprodukte
auch bei gemaRigten Stressbedingungen detektieren zu kénnen.

Bei einem FAM muss zum Zeitpunkt der Freigabe der WS-Gehalt zwischen 95% und 105%
des deklarierten Gehalts betragen (Freigabegrenze) [34]. Diese Grenzen koénnen fur
applikationsfertige Zubereitungen tbernommen werden. Wenn Arzneibuchmonographien fur
das AM vorliegen, kdnnen Spezifikationen (z.B. fur Verunreinigungen, Abbauprodukte) aus
diesen Ubernommen werden. Die Haltbarkeitsgrenze betragt in der Regel 90% des
deklarierten Gehalts (Too-Wert) [14]. Je nach Risikoprofil der Zubereitung ist eine Anpassung

auf Tgs oder Tgs zu prufen [14]. Daneben kdnnen toxische Abbauprodukte stabilitétslimitierend
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sein, auch wenn der untere Grenzwert des WS-Gehalts noch nicht erreicht wurde. Die
Auswertung der analytischen Daten zur Festlegung der physikalisch-chemischen Stabilitéat
erfolgt analog der ICH Guideline ICH Q1E Evaluation of Stability Data [35]. Dabei werden die
Daten einer analytischen Regressionsanalyse unterzogen und die untere einseitige 95% (85%,
90%)-Konfidenzgrenze bestimmt. Die Anzahl der Messpunkte einer Untersuchung sollte dabei
ausreichend sein, um statistisch valide auswerten zu kénnen (mindestens 5 Messzeitpunkte
inklusive to [25]).

Geeignete Methoden zur Untersuchung der physikalisch-chemischen Stabilitdt von rezeptur-
oder defekturmaflig hergestellten pharmazeutischen Zubereitungen kénnen auf Basis von
wissenschaftlichen Publikationen [24,36] oder WS-Monographien und/oder AM-Monographien

von Pharmakopéen etabliert werden.
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1.3 Physikalisch-chemische Stabilitat von applikationsfertigen

Parenteraliazubereitungen — Small molecules

Small molecule drugs (=chemisch hergestellte Arzneistoffe mit geringem Molekulargewicht)
sind durch eine molekulare Masse von <2000 Da charakterisiert [25]. Vorteile sind die
chemische Synthese, die haufig gute orale Verfugbarkeit und niedrige Herstellungskosten [37].
Fur die Stabilitatsuntersuchungen sollen bevorzugt separative Verfahren eingesetzt werden,
die eine Trennung von WS, HS, Abbauprodukten und Verunreinigungen erméglichen.
Geeignet sind Flussig-Chromatographie und Kapillarelektrophorese. Bei kleinen, chemisch
synthetisierten WS wird wegen der hydrophoben Eigenschaften bevorzugt die Reversed-
phase High-performance liquid chromatopraphy, RP-HPLC eingesetzt [24,25,36]. Die
Detektion erfolgt meist mit UV-VIS- oder Diodenarray-Detektoren (DAD). Eine
Weiterentwicklung der HPLC stellt die Ultra-HPLC (UHPLC) dar, welche gegentber der
konventionellen HPLC eine hohere Effizienz und Trennleistung aufweist. Aufgrund geringerer
Probenvolumina und kiirzerer Analysenzeiten ist die UHPLC vor allem fir teure und besonders
instabile Verbindungen interessant. Kombiniert wird die UHPLC mit konventionellen
Detektoren (UV-VIS, DAD), allerdings auch immer haufiger mit Massenspektrometern (MS).
MS kdnnen in Reihe geschaltet werden (UHPLC-MS-MS) und ermdglichen eine zeitliche und
raumliche Trennung chemischer Verbindungen. Aufgrund der héheren Anschaffungs-,
Wartungs- und Zubehdrkosten stehen diese Methoden allerdings selten Apotheken zur
Verfugung. Stabilitdtsuntersuchungen mittels Gaschromatographie (GC) sind nur fur flichtige,

nicht thermolabile WS einsetzbar.
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Physikalische Instabilitat

Prazipitation

Auf Ausfallungen werden gemafd Ph. Eur. mit den Prifungen auf sichtbare Partikel Ph. Eur.
2.9.20 ,Particulate contamination: Visible particles® [38], Ph. Eur. 5.17.2. ,Recommendations
on testing of particulate contamination: Visible particles“ [39] sowie auf nicht-sichtbare Partikel
nach Ph. Eur. 2.19.19. ,Particulate contamination: Sub-visible particles* mittels light
obscuration Tests und/oder mikroskopischer Partikelzdhlung [40] gepriift.

Die Veranderungen von Klarheit und Partikelgehalt einer parenteralen pharmazeutischen
Zubereitung konnen stabilitatslimitierend sein, besonders wenn es zur Bildung sichtbarer
Partikel kommt. Die Prazipitation kann WS und HS betreffen. Die Instabilitdt wird durch

unterschiedliche Parameter beeinflusst und kann zu jeder Zeit auftreten.

Parameter, die Prazipitationen beglnstigen kénnen:
Uberschreiten der Sattigungskonzentration
Verdinnung von Ldsungsvermittlern/Solubilisierungsmitteln  (z.B. Ethanol,
Polyethylenglykole) - Léslichkeit]
Veranderung der Konzentration hydrotroper HS (z.B. Harnstoff) im Verhaltnis zu
WS und Lésungsmittel - Léslichkeit]
Verdiinnung von Pufferlésungen; Uberschreiten der Kapazitét eines Puffersystems
- Polaritat| - Loslichkeit|
Bindre oder Mehrkomponenten-AM-Mischungen unbekannter Kompatibilitat -
Bildung unldslicher Salze, Komplexbildung
Anderung der Elektrolytkonzentration oder des pH-Werts einer Lésung -
Loslichkeit von WS |

Adsorption, Absorption

Sowohl bei Adsorptions- als auch bei Absorptionsreaktionen handelt es sich um
Wechselwirkungen zwischen dem/den WS und/oder HS einer Zubereitung mit verschiedenen
Kontaktoberflaichen. Die Inhaltsstoffe applikationsfertiger Zubereitungen kommen bei der
Zubereitung und Applikation mit den Oberflachen verschiedenster Artikel in Kontakt (z.B.
Spritze, Kantle, Spike, Primarpackmittel, Filter, Infusionssystem, etc.).

Die Adsorption beruht auf ionischen Interaktionen zwischen funktionellen Gruppen
gasformiger oder flussiger WS-/HS-Molekille mit freien Bindungsstellen auf den Oberflachen
der fur die Zubereitung und Applikation verwendeten Materialien. Die Anzahl méglicher
Bindungsstellen an unterschiedlichen Oberflachen ist limitiert, weshalb die
Ausgangskonzentration des WS bei dieser Art der physikalischen Instabilitdt besonders
relevant ist. Fur sehr niedrig konzentrierte Losungen besteht ein hoheres Risiko fur klinisch

relevante Adsorptionsphanomene. Bestrebungen zur Reduktion moglicher Bindungsstellen
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(z.B. durch Blockade von Silanolfunktionen an Glasoberflachen) sind wirksam, kénnen jedoch
nicht alle Interaktionen verhindern (z.B. hydrophobe Wechselwirkungen).

Von Absorption spricht man, wenn WS/HS in die vorhandenen Ausgangsmaterialien migrieren.
Diese Instabilitat ist vor allem bei lipophilen WS zu beobachten, wenn sie mit amorphen
Strukturen (z.B. Polyvinylchlorid (PVC)) in Verbindung kommen. Absorptionsphdnomene
entwickeln sich in der Regel langsamer und sind schwieriger zu kontrollieren.

Die Detektion von Adsorption/Absorption erfolgt passiv tiber Ausschlussverfahren. Wenn eine
geeignete Methode zur Untersuchung von WS-Konzentration und Abbauprodukten verwendet
wird und es zu einem WS-Verlust ohne Bildung von Abbauprodukten kommt und auch andere
physikalisch-chemische Parameter (Partikelbildung, Tribung, pH, Osmolaritdt) unveréndert
bleiben, ist von einer Wechselwirkung zwischen WS und Behéltnis auszugehen [25]. Die

Untersuchungen kdnnen mit alternativen Behaltnismaterialien fortgesetzt werden.

Leaching von Bestandteilen der Priméarverpackung, Applikationssystemen
Priméarverpackungen und Medizinprodukte, die fir die Zubereitung und Applikation
pharmazeutischer Zubereitungen verwendet werden, kdnnen eine Vielzahl von Additiven (z.B.
Gleitmittel, Weichmacher, Stabilisatoren, etc.) enthalten. Das Migrieren dieser Substanzen
(Leachables) in die AM-Zubereitung wird als Leaching bezeichnet. Die Wahrscheinlichkeit und
das Ausmal3 der Migration von Additiven ist unter anderem abhangig von der Art und Menge
der enthaltenen Leachables, der Grol3e der Kontaktoberflachen, der Kontaktzeit sowie von Art
und Volumen der pharmazeutischen Zubereitung. Ein bekanntes Beispiel fiir die Migration sind
Weichmacher, die aus PVC-Behaltnissen herausgelést werden, oder Silikondle (zur
Verbesserung der Gleitfahigkeit des Spitzenstempels bei dreiteiligen Spritzen), die in den
Spritzeninhalt migrieren. Die Leachables kénnen toxisch sein oder physikalisch-chemische
Instabilitat bewirken.

Die Detektion von Leachables ist anspruchsvoll und erfordert die Analyse mittels LC-MS, GC-
MS und ICP-MS (Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma) [41]. Bei wassrigen
Zubereitungen ist die Gefahr der Migration grundsétzlich als gering einzustufen und kann tGber
die Auswahl geeigneter Primarpackmittel minimiert werden [25]. Des Weiteren wird die
Qualitat von Plastik-Priméarverpackungen in Guidelines streng reguliert (CPMP/QWP/4359/03
[42]).
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Chemische Instabilitat

Hydrolyse

Viele Arzneistoffe sind hydrolyseempfindliche, chemische Molekile wie Ester, Amide und
Lactame. Ausmald und Geschwindigkeit der in wassrigen Losungen ablaufenden Hydrolyse

werden wesentlich beeinflusst durch den pH-Wert der Losung und die Temperatur.

Oxidation

Oxidationsreaktionen kénnen an unterschiedlichen Stellen in WS-/HS-Molekilen auftreten.
Besonders empfindlich sind Phenol-, Olefin-, Endiol-, Ether-, Hydroxymethylketon- und Amin-
strukturen [43]. Bei pharmazeutischen Formulierungen treten sie in der Regel spontan als
Autoxidation auf [43]. Bei sehr oxidationsempfindlichen AM erfolgt eine Begasung mit Inertgas
(z.B. Sickstoff) oder die Zugabe von Komplexbildern (EDTA) und Antioxidantien [24].

Photolyse

Bei der Photolyse (auch: photochemische Bindungsspaltung) werden chemische Bindungen
in WS durch die energiereichen UV-Strahlen (280 nm — 400 nm) der optischen Strahlung
hetero- oder homolytisch gespalten. Die resultierenden Photolyseprodukte kdnnen unwirksam,
aber auch toxisch sein. Zusatzlich kann Tageslichtenergie sowohl Hydrolyse- als auch
Oxidationsreaktionen katalysieren. Durch die Verwendung geeigneter Sekundarverpackungen

konnen Photolysereaktionen vermieden werden.

Racemisierung und Epimerisierung

Die Racemisierung betrift WS mit einem und die Epimerisierung WS mit mehreren
stereogenen Zentren. Bei der Racemisierung kommt es zu einer Angleichung der
Konzentration zweier Enantiomere bis nach vollstandiger Racemisierung ein Racemat vorliegt.
Bei der Epimerisierung kommt es zur Konfigurationsumkehr an einem asymmetrischen
Kohlenstoffatom in einem Molekil, das zwei oder mehr stereogene Zentren besitzt. Diese
Phédnomene sind selten, kdnnen aber die Pharmakodynamik und -kinetik eines WS

beeinflussen [24].

Farbung, pH-Wert, Osmolalitat

Chemische Reaktionen von WS/HS kénnen Veranderungen der Farbung, Klarheit und dem
Grad der Opaleszenz von Ldsungen bedingen. Diese Veranderungen werden in Anlehnung
an Ph. Eur. Monographie 2.2.1. ,Clarity and degree of opalescence of liquids® [44] und 2.2.2.

,Degree of coloration of liquids“ [45] untersucht.
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Auf Abbaureaktionen kann auch die Veranderung des pH-Werts einer Zubereitung tber die
Zeit hinweisen. Die Prufung findet analog Ph. Eur. Monographie 2.2.3. ,Potentiometric
determination of pH® [46] statt.

Ob die Prufung der Osmolalitat entsprechend Ph. Eur. Monographie 2.2.35. ,Osmolality“ [47]
eine geeignete Methode zur Stabilitdtsuntersuchung ist, wird neuerdings bezweifelt [48]. In
einer Untersuchung von Vigneron et al. konnte bei elf von 13 AM-Zubereitung kein
Zusammenhang zwischen chemischem Abbau und einer Anderung der Osmolalitat
beobachtet werden [48].

Externe und interne stabilititsdeterminierende Faktoren und korrespondierende

Instabilitéatsreaktionen sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

Tab. 2: Stabilitatsdeterminierende Faktoren und korrespondierende Instabilitdtsreaktionen bei
Zubereitungen aus chemisch hergestellten Arzneistoffen

Stabilitatsdeterminierende - .
Instabilitatsreaktionen

Faktoren

Abweichung vom pH-Optimum:

¢ Verstarkte chemische Abbaureaktion, insbesondere Hydrolyse,

pH-Wert o
Oxidation
o Verringerte WS-Solubilisierung - Prazipitation
e Temperaturerniedrigung: Verringerte Ldslichkeit v.a. in gesattigten
Zubereitungen -> Prazipitation
Temperatur ) S
o Temperaturerh6hung: Erhéhung der Reaktionsgeschwindigkeit
von Hydrolyse, Oxidation
Licht ¢ Photolyse lichtempfindlicher WS
¢ Oxidative Zersetzung oxidationsempfindlicher Strukturen in WS-
Sauerstoff
/HS-Molekilen
Tenside e Einschluss der WS-Molekule in Mizellen

e Adsorption, Absorption von WS, HS
) ) ¢ Sauerstoff-Permeation - oxidative Zersetzung
Behaltnismaterial _ o
e CO2 Permeation - pH-Wert-Erniedrigung

¢ Feuchtigkeitspermeation - Konzentrationsanderungen

11
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1.4 Physikalisch-chemische Stabilitat von applikationsfertigen

Parenteraliazubereitungen — Monoklonale Antikdrper

Monoklonale Antikérper (mAbs) sind hochmolekulare Glykoproteine, deren Proteinanteil aus
vier Aminosaureketten (zwei leichte (,light chain“, L), zwei schwere (,heavy chain®, H))
bestehen, welche durch kovalente Disulfidbriicken miteinander verbunden sind [49] (s. Abb.
2).

hypervariable Regionen

Papainschnittstelle

Komplementbindung 4

Oligosaccharid —U-

Cu2

beetn—W—-+
r== ===~

b () = (e et
O
X
w
ro-0—0-—

|_— 4nm—_|

Abb. 2: Schematische (links) und dreidimensionale Darstellung (rechts) eines intakten IgG-Antikérpers

[50,51]; Leichte Ketten griin, schwere Ketten blau, Oligosaccharide orange, Disulfidbriicken gelb

Innerhalb der Ketten befinden sich variable (Vu, Vi) und konstante (Cy, C.) Domanen. Die
variablen Domanen am Ende einer schweren und einer leichten Kette bilden die
Antigenbindungsstellen (,antigen-binding fragments®, Fab). Jede dieser variablen Domé&nen
besitzt hypervariable Regionen (,complementary determining regions®, CDR), die
verantwortlich fir die Bindungsspezifitt eines mAbs sind. Die beiden schweren Ketten bilden
das kristallisierbare Fragment (,crystallizable fragment®, Fc), das den Isotyp des mAbs und die
funktionellen Eigenschaften bestimmit.

12
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Fc-vermittelte Funktionen von mAbs sind (s. Abb. 3):

e Bindung an Fc-Rezeptoren unterschiedlicher Zellen (Lymphozyten, Monozyten,
Neutrophilen, dendritische Zellen, Epithelzellen) - Phagozytose des Antikorpers
(»-antibody-dependent cellular phagocytosis®, ADCP); Aktivierung von Immunzellen
(»-antibody-dependet cellular cytotoxicity“, ADCC); Aktivierung der Zytokinproduktion

e Bindung an C1q des Komplementfaktors C1 - Aktivierung des Komplementsystems
(,complement dependent cytotoxicity“, CDC)

» Beeinflussung der Halbwertzeit von Antikérpern des IgG-Isotyps

Antigen-antibody interaction

Antigen

Binding Potential impact of
partner modifying interaction

£ Antigen Altered binding affinity
or specificity

Fab —|

Glycosylation Bisecting

N-acetylglucosamine

Sialic acid ﬁ A
Galactose -X -7 7 w =

FcyR Reduced or increased
Complement ADCC or CDC activity

region

—‘* FcRn Altered

Mannose —€ pharmacokinetics

— Core
==== Variable

Fucose

Asn297

Abb. 3: Struktur und Funktion eines IgG-Antikdrpers [52]

Therapeutisch werden Antikérper vom IgG-Typ genutzt, die in vier Subklassen (IgG1-1gG4)
unterteilt werden. mAbs vom Subtyp IgG1 werden aufgrund ihrer hohen Stabilitdt und der
potenten Effektor-Funktionen (ADCC, CDC, Clg-Bindung) am haufigsten therapeutisch
eingesetzt [49]. mAbs werden biologisch hergestellt, ausgehend von einer zugelassenen
Master-Cell-Bank mit Saugetierzellen als Wirtszellen. mAbs werden mittlerweile in einer
Vielzahl von Indikationen eingesetzt, wobei die meisten Zulassungen im Bereich der Therapie

von Autoimmunerkrankungen und malignen Erkrankungen zu finden sind [15]. Nach Ablauf
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der Patentlaufzeit der Originator-Produkte kénnen Biosimilar-Zulassungen
(Nachfolgeprodukte von Biologika) beantragt werden. Die Nachfolgeprodukte werden mit einer
anderen Wirt-Vektor-Kombination produziert, die auch Teil der Zulassung ist. Geringfligige
Unterschiede (z.B. unterschiedliche post-translationale Glykosylierung, unterschiedliche
Produktionsverfahren) koénnen nicht ausgeschlossen werden [53]. Ubliche HS in der

Formulierung von mAbs sind in Tabelle 3 zusammengefasst.

Tab. 3: Ubliche Hilfsstoffe fiir mAb-Formulierungen und deren Funktion analog [54]

Hilfsstoffgruppe Funktion Beispiele

Puffersubstanzen Sicherstellung des pH-Werts Histidin-, Citrat-, Acetat- und
Phosphatpuffer

Sauren, Laugen pH-Einstellung Salzsaure, Natriumhydroxid

Zucker Isotonisierung, Stabilisierung, Saccharose, Trehalose

Kryoprotektion, Lyoprotektion

Salze Isotonisierung, Stabilisierung Natriumchlorid

Aminosauren Isotonisierung, Stabilisierung Glycin, Arginin, Leucin, Prolin

Polyalkohole Isotonisierung, Stabilisierung Mannitol, Sorbitol

Konservierungsmittel Konservierung Benzylalkohol

Antioxidantien Oxidationsschutz Methionin

Tenside Stabilisierung Polysorbat 20, Polysorbat 80

Lésungsmittel Losungsvermittlung Wasser fir Injektionszwecke
(WFI)

Sonstige Stabilisierung Humanes Serumalbumin

mADb-haltige FAM muissen in Europa der EMA Guideline on development, production,
characterisation and specification for monoclonal antibodies and related products
(EMA/CHMP/BWP/532517/2008 [55]) entsprechen. In der Guideline werden zum Beispiel
Anforderungen an die physikalisch-chemische Charakterisierung, aber auch an die biologische
Aktivitat von mAbs aufgefihrt. Zur Bestimmung der biologischen Aktivitat (,,d. h. die spezifische
Fahigkeit oder Kapazitat eines Produkts, eine bestimmte biologische Wirkung zu erzielen® [55])
sollen geeignete in-vitro- (seltener in-vivo-) Tests durchgefuhrt werden. Der Wirkmechanismus
und die Bedeutung von Effektor-Funktionen (ADCC, CDC, ADCP) des mAbs missen im
Hinblick auf Sicherheit und Wirksamkeit beschrieben werden. Anforderungen an biosimilare
mADbs sind durch die EMA in der Guideline on Similar Biological Medicinal Products Containing
Monoclonal Antibodies — Non-clinical and Clinical Issues (EMA/CHMP/BMWP/403543/2010
[56]) reguliert.

Auch bei mAb-haltigen Infusionslésungskonzentraten oder rekonstituierten

Lyophilisaten/Trockensubstanzen wird die Aufbrauchfrist oftmals auf 24 — 48 Stunden limitiert.
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Valide Stabilitdtsdaten von Anbrichen und RTA-Zubereitungen verringern Verwirfe und
ermdglichen die Wiederverwendung von nicht applizierten Zubereitungen. Bei den hohen
Kosten von mAb-haltigen FAM wird so die finanzielle Belastung fir das Gesundheitssystem
massiv reduziert.

Die Untersuchung der Stabilitat von mAb-Zubereitungen wahrend der Zubereitung, Lagerung
und Applikation ist hochkomplex und erfordert spezifisches Wissen, umfangreiches Equipment

und betrachtliche finanzielle Ressourcen [15].

Methoden zur Untersuchung der physikalisch-chemischen Stabilitat von mAb-Zubereitungen
mussen ausreichend spezifisch und sensitiv sein, um Veranderungen der Zubereitung in Art
und Menge Uber die Zeit zu detektieren. Die Methodenvalidierung erfolgt entsprechend den
Vorgaben der ICH Guidelines [33].

Die Untersuchung der Stabilitdt von mAb-haltigen FAM wird von pharmazeutischen
Unternehmen entsprechend der ICH Guideline ICH Q5C Quality of Biotechnological Products:
Stability Testing of Biotechnological/Biological Products durchgefuihrt [57]. Auch fir
Stabilitatsuntersuchungen biopharmazeutischer  Zubereitungen (inklusive mAb-
Zubereitungen) liegen Empfehlungen von pharmazeutischen Expertengruppen vor [15,24,26].
Als Spezifikationen wurden Akzeptanzkriterien wie zum Beispiel der Verlust von aktivem
Protein < 5%, Flache der Peaks von AP < 2% relativ zum Hauptpeak und Anderung des pH-
Werts < 0,5 Einheiten definiert [26]. Informationen Uber spezifische Parameter geeigneter
Methoden (z.B. Art der HPLC-Saule, FlieBmittelzusammensetzung, FlieBmittelgradient,
Detektionswellenlange) koénnen den Originalpublikationen entnommen werden. In WS-
Monographien und/oder AM-Monographien aus Pharmakopten kann ebenfalls nach

geeigneten Methoden recherchiert werden [58].
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Die Effektivitdst und Toxizitdt von mAb-AM hangt nicht nur von der Priméarstruktur

(Aminosauresequenz) sondern auchvon ihrer dreidimensionalen Struktur (Sekundar-, Tertiar-,
Quartérstruktur; s. Abb. 4) ab [15].
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Abb. 4.: Sekundar-, Tertiar-, und Quartarstruktur von mAbs [59]

Sie konnen einer Vielzahl von Instabilitatsreaktionen unterliegen, die in physikalische und
chemische Instabilitaten unterteilt werden. Unterschiedliche Bedingungen (pH-Wechsel, Licht
(vor allem UV-Licht), Temperaturschwankungen, Sauerstoffexposition, mechanischer Stress,
Exposition hydrophober Oberflachen, Verdinnung stabilisierender HS) verursachen
unterschiedliche Abbaureaktionen [49,60-64]. Bereits milder physikalischer/chemischer Stress
ist ausreichend, um Konformationsdnderungen zu erzeugen. Im Rahmen einer
Stabilitéatsuntersuchung missen alle Instabilitdten mit geeigneten Methoden erfasst werden.
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Physikalische Instabilitat

Physikalische Instabilitéatsreaktionen treten bei komplexen mAbs mit hdherer
Wahrscheinlichkeit auf als bei chemisch hergestellten WS [14]. Die wichtigsten physikalischen
Instabilitatsreaktionen sind Aggregation, Denaturierung, Prazipitation und Adsorption an
Oberflachen [14,15,49,60]. Laut Expertenkonsens sollen zur Bestimmung der physikalischen
Stabilitdt von mAb-Zubereitungen unterschiedliche, komplementare Methoden angewendet
werden, die mindestens die Turbidimetrie und die Grof3enausschlusschromatographie (size-
exclusion chromatography, SEC) beinhalten [14].

Aggregation

Bei der Aggregation entstehen neue Spezies mit hherem Molekulargewicht aus nativen und
gefalteten Proteinen [65]. Anhand der zugrunde liegenden Bindungstypen kénnen zwei Arten
von Aggregaten unterschieden werden. Selbst-assoziierende/physikalische Aggregate
entstehen unter Erhalt der Primarstruktur durch nicht-spezifische Bindungen wie Van-der-
Waals Wechselwirkungen, Wasserstoffbriickenbindungen sowie hydrophoben und
elektrostatischen Interaktionen. Kovalente Aggregate entstehen durch kovalente Bindungen
wie Disulfidbindungen [65,66]. In beiden Fallen kdnnen I6sliche Aggregate oder nicht-l6sliche,
prazipitierende Aggregate entstehen. Aggregatbildung wird zum Beispiel begunstigt durch
mechanischen Stress, Erniedrigung/Erhdéhung der  Temperatur, Verdinnung
stabilisierender/protektiver HS, hohe Proteinkonzentrationen oder Materialien mit
Weichmachern und Silikonélen, aber auch durch chemische Instabilitdten wie Veranderung
des pH-Werts [14,15,24,26,49].

Aggregatbildung in applikationsfertigen mAb-Zubereitungen haben massive Auswirkungen auf
die Sicherheit und Wirksamkeit [14,49,60,61]. Es kénnen immunologische Reaktionen wie
Hypersensitivitdt und Anaphylaxie resultieren. Das Ausmald der Reaktion ist dabei abhangig
von der AggregatgrofRe, dem Glykosylierungsmuster, dem mAb-Ursprung und der
Anwesenheit von Verunreinigungen [67]. Aggregate kdnnen zusétzlich als Antigene erkannt
werden und die Bildung von antidrug antibodies (ADAs) verursachen. ADAs kénnen zum
Beispiel den Verlust der Wirksamkeit und eine erhgdhte Toxizitat bedingen [68].

Die Tendenz zur Aggregation ist abhangig von der Hydrophobizitat des Monomers sowohl im
nativ gefalteten Zustand als auch nach Entfaltung. In wassrigen Losungen sind hydrophile
Komponenten von Proteinen Ublicherweise nach auf3en und hydrophobe nach innen gerichtet.
Stabilisiert wird dieser Zustand durch den Zusatz nichtionischer Tenside, Histidin, Arginin und
Salzen [69,70]. Bei der Entfaltung von Proteinen gelangen hydrophobe Reste an die
Oberflache und sind so anféllig fur Wechselwirkungen mit benachbarten Monomeren, mit Luft
sowie Oberflachen von Primarbehaltnissen, Spritzen und Applikationsvorrichtungen. Daraus

resultieren Aggregate in unterschiedlichen Strukturen und in Gréf3en von 10 nm bis 25 pm
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[15]. Somit mussen unterschiedliche Verfahren kombiniert werden, um Aggregate jeder Grol3e

zu erfassen [14].

Denaturierung

Bei der Denaturierung verlieren  Proteine  durch  Verlust stabilisierender
Bindungswechselwirkungen [26] ihre Sekundéar- oder Tertiarstruktur. Die strukturellen
Anderungen kénnen bei mAbs zu einem kompletten Verlust ihrer Wirksamkeit, zu verringerter
Flexibilitat in der Gelenkregion und zu einer verstarkten Aggregationstendenz fuhren [63].
Die Denaturierung von mAb-Zubereitungen kann durch pH-Wert-Anderungen oder
Temperaturschwankungen induziert werden. Dabei kdnnen sowohl sehr hohe als auch sehr
niedrige Temperaturen wie beim Einfrieren die Denaturierung von mAb-Zubereitungen
hervorrufen [49]. Des Weiteren wurde Denaturierung vermehrt beobachtet, wenn mAbs nach
der Adsorption an Oberflachen wieder desorbiert sind [71,72]. Auch protektive HS wie
Polysorbate, die mAbs vor Aggregation und Adsorptionsph&nomenen schitzen, kdnnen durch

Bindung der Fab-Region das Denaturierungsrisiko fir mAbs erhdhen [73].

Prazipitation

Unter bestimmten Umstanden (z.B. pH-Wert-, Temperatur-Abweichungen, Verdinnung
protektiver HS) kdnnen Aggregate prazipitieren und nicht Igsliche Partikel bilden. Diese
kénnen rein aus Protein bestehen oder heterogen zusammengesetzt (mit HS, leachables,
Verunreinigungen) sein [49]. Fur pharmazeutische Zubereitungen sind wegen der Toxizitat

Grenzwerte fur Partikel = 10 um und = 25 pm in der Ph. Eur. festgelegt [40].

Adsorption

Adsorptionsphanomene kénnen in applikationsfertigen mAb-Zubereitungen sowohl das
therapeutische Protein als auch HS wie Puffer, Tenside und Konservierungsmittel betreffen.
Aus Adsorption resultierende, verminderte HS-Konzentrationen kénnen die Stabilitdt von mAb-
Zubereitungen verringern [49]. mAbs selbst besitzen als oberflachenaktive Molekile die
Tendenz besonders an hydrophobe Oberflachen und Grenzflachen zu adsorbieren [74,75].
Diese Form der Instabilitat betrifft mAbs sowohl in ihrem nativen als auch partiell entfaltetem
Zustand. Da durch Entfaltung hydrophobe Reste von Aminosaureseitenketten exponiert
werden, ist die Adsorption in diesem Zustand energetisch begunstigt [60]. Nach initialer
Adsorption kdnnen Oberflachenspannungskrafte an unterschiedlichen Grenzflachen
entstehen. Diese beglinstigen die Aggregation von mAbs durch die Beeintrachtigung ihrer
strukturellen Integritat [60]. Die Adsorption als Instabilitat ist vor allem relevant bei stark
verdinnten mAb-Zubereitungen mit niedrigen mAb-Konzentrationen, da hier ein inakzeptabler

WS-Verlust und eine daraus resultierende Unterdosierung schneller auftreten kénnen [69,76].
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Je nach verwendeten Materialien sind Adsorptionsreaktionen unterschiedlich stark
ausgepragt. Als Primarpackmittel fur AM werden Ublicherweise Vials aus Typ | Glas
(Borosilikat) verwendet. Obwohl dieses Material nahezu inert ist, kann es durch
elektrostatische Interaktionen zur Bindung grof3erer Proteinmengen kommen [75]. Bei der
Herstellung patientenindividueller Zubereitungen werden mAbs applikationsfertig in
geeigneten Tragerldsungen verdinnt oder unverdinnt aufgezogen/portioniert [77,78].
Infusionsbeutel und Administrationsvorrichtungen aus Polyolefin (PO) sollten dabei PVC-
haltigen Materialien vorgezogen werden, da sie ein geringeres Adsorptionspotential aufweisen
[79]. Das Adsorptionspotentials PVC-haltiger Materialien kann durch Zugabe von Polysorbat
20 reduziert werden. Allerdings beginstigen Polysorbate die Migration (leaching) von
Weichmachern aus PVC [80]. Leaching kann weiterhin durch Temperaturschwankungen und
Photodegradation verstarkt werden [81]. Die daraus resultierenden, neuen Oberflachen
erhdhen das Risiko von mAb-Verlusten durch Adsorption.

Das Risiko von Adsorptionsreaktionen besteht in mAb-haltigen Zubereitungen ebenfalls an der
Luft-Wasser Grenzflache. Da Luft starker hydrophob ist als Wasser, kommt es zur Ausbildung
einfacher Proteinschichten [66]. Eine Zerstérung dieser Schicht (z.B. durch mechanischen
Stress) kann zu Proteinaggregationen fuhren [74]. Dieses Risiko kann durch die Entfernung
Uberschussiger Luft aus den fertigen Infusionsbeuteln reduziert werden [82].

Organische Substanzen wie Silikondl (Spritzengleitmittel) kbnnen mit mAbs viskoelastische
Gelschichten durch nicht-kovalente Wechselwirkungen ausbilden [49]. Die Entwicklung der
Proteinschichten wird mit steigender Proteinkonzentration beschleunigt. Eine Zerstérung
fordert die Bildung von Aggregaten und nicht-sichtbaren Partikeln [74,83].

Um Patienten vor potentiell sichtbaren und nicht-sichtbaren Aggregaten und Partikeln zu
schitzen, erfolgt die Applikation patientenindividueller mAb-Zubereitungen oftmals tber In-
Line-Filter. Die verwendeten Filtersysteme besitzen hydrophile Polyethersulfon (PES)-
Filtermembranen mit niedriger Proteinbindungskapazitét. Proteinadsorption an Filtern stellt bei
der Verwendung geeigneter Filter kein Risiko dar [84].

Eine Strategie zur Verhinderung von Adsorptionsreaktionen an Oberflachen von
Behaltern/Materialien stellt das sogenannte Coating/Oberflachenneutralisierung dar. Dabei
werden Oberflachen mit Polymeren (z.B. Oligo(ethylene glycol), poly(ehylene oxide))

behandelt und dadurch fir Adsorptionsreaktionen inaktiviert [85].
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Chemische Instabilitaten

Die wichtigsten chemischen Instabilitatsreaktionen von mAbs sind Deaminierung, Oxidation,
Hydrolyse, Glykierung und die Spaltung von Disulfidbricken [14,15,49,60]. In Abhangigkeit
von der Lokalisation kdnnen sie Konformationsanderungen und Protein-Aggregationen
verursachen [86]. Laut Expertenkonsens soll die chemische Stabilitdt von mAb-Zubereitungen
mindestens durch drei separative Techniken wie lonenaustauschchromatographie (ion-
exchange chromatography, IEC), SEC und Peptid-Mapping mit vorgeschalteter Separation
mittels HPLC bestimmt werden [14]. Alternative Methoden wie CE oder MS kdnnen ebenfalls

angewendet werden.

Deaminierung

Die Deaminierung stellt die wichtigste, temperaturabhangige Abbaureaktion von Proteinen dar
[15]. Dabei werden Amidfunktionen vor allem von Asparagin- und weniger von Glutaminresten
hydrolysiert [26,49]. Die daraus resultierende Asparaginsaure kann zyklisieren und
anschlielend isomerisieren oder wieder hydrolysiert werden. Aufgrund der sinkenden
negativen Gesamtladung erniedrigt sich durch Deaminierung der isoelektrische Punkt (pl) von
mADbs [87], was eine veranderte Pharmakokinetik zur Folge haben kann [88]. Neben erhéhten
Temperaturen [66,89] sind erhéhte pH-Werte fir eine vermehrte Deaminierung verantwortlich
und verstarken ferner das Aggregationspotential von mAbs [66,89-91].

Je nach Lokalisation haben Deaminierungsreaktionen unterschiedlich starke Auswirkungen
auf die Sicherheit und Wirksamkeit von mAbs. Im Fc-Fragment scheinen negative
Auswirkungen relativ gering, wohingegen Deaminierung in den CDR-Regionen der Fab-
Fragmente zu einer Reduktion der Bindungsaffinitat und verminderter Wirksamkeit fiihren
kénnen [92].

Oxidation

Bei der Oxidation handelt es sich um eine der haufigsten chemischen Abbaureaktionen [49].
Ausloser fir Oxidationsreaktionen sind zum Bespiel pH-Wert-Anderungen und Oxidantien wie
Peroxide, Licht und Metalle oder eine spontane Autoxidation [63,66,93]. Licht und Sauerstoff
oxidieren vor allem Methionin-, Cystein-, Lysin-, Histidin- und Tryptophanreste. Eine durch
Licht induzierte Oxidation wird als Photooxidation bezeichnet und findet bevorzugt an
aromatischen Aminosauren wie Tryptophan statt. Photooxidationen kénnen Radikalbildung,
Fragmentierung und Quervernetzungen in mAbs verursachen [94]. In Losungen mit
inadaquatem pH-Wert werden Uberwiegend Methionin- und Tryptophanreste oxidiert [26].
Oxidierte Methioninreste kdnnen mAb-Sekundéarstrukturen destabilisieren [95] und die Bildung
und Zerstorung von Disulfidbindungen begiinstigen [66]. In beiden Féllen entstehen
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Fragmente oder entfaltete/fehlgefaltete mAbs, die eine veranderte Konformation und/oder ein
erhdhtes Aggregationspotential aufweisen kénnen [49].

Im Gegensatz zur Deaminierung flihren Oxidationen in mAbs zu einem Anstieg der positiven
Gesamtladung und damit zu einer Erhdhung des pl [49]. Analog zur Deaminierung konnen
Oxidationsreaktionen in der CDR-Region von Fab-Fragmenten ebenfalls die Bindungsaffinitéat
und Wirksamkeit reduzieren [49]. Dariiber hinaus kénnen Anderungen in Fc-Fragmenten eine
verminderte Affinitat von Makrophagen und erhéhte mAb-Passivierung verursachen [86,96].
Zum Schutz vor Oxidation sollten applikationsfertige mAb-Zubereitungen in Behaltnissen mit
geringer Sauerstoffpermeabilitédt hergestellt und Uberschissige Luft aus den fertigen

Zubereitungen entfernt werden.

Hydrolyse

Von hydrolytischer Spaltung sind in mAb-Zubereitungen vor allem Asparagin und
Asparaginsaurereste betroffen. Die Reaktion erfolgt vermutlich Uber ein intermediar gebildetes
Succinimid [49]. Hydrolysereaktionen entstehen in mAb-Zubereitungen Gberwiegend spontan
bei Bedingungen, die stark von der Norm abweichen (z.B. bei sehr hohen Temperaturen, in
stark saurem Milieu) [15,63,87]. Durch eine geeignete Formulierung sind mAbs ausreichend
vor Hydrolyse geschiitzt [87].

Glykierung

Von Glykierung, auch bekannt als Maillard-Reaktion, sind in mAbs Uberwiegend Lysinreste
betroffen [26]. Bei der Reaktion zwischen reduzierenden Zuckern und mAbs bildet sich tber
eine Schiff'sche Base ein stabiles Ketoamin, das die Struktur und Funktion des betroffenen
mADbs beeinflussen kann [66,97]. Zur Vermeidung dieser Instabilitdét werden mittlerweile
Uberwiegend nicht-reduzierende Zucker als HS verwendet, die jedoch zu reduzierenden
Zuckern abgebaut werden kénnen [98].

Disufildbrickenspaltung/-bildung

Disulfidbriicken beeinflussen entscheidend das Faltmuster und die strukturelle Stabilitéat von
mAbs [99]. Durch Spaltung oder Neubildung von Disulfidbriicken kann die mAb-Stabilitat
erheblich vermindert werden.

Instabilitdten in Disulfidbricken werden vor allem durch Licht (Photodegradation) und
Sauerstoff induziert [26]. Die Spaltung von Disulfidbriicken fuhrt zu Fragmentierung, bei der
leichte und schwere Ketten des mAb komplett voneinander getrennt sein konnen [63]. Eine
Neubildung kann durch die Oxidation von Cysteinresten Uber die Bildung eines Thiolatanion-
Zwischenproduktes erfolgen [66]. Eine daraus resultierende Neuordnung von Disulfidbriicken

kann wiederum Fragmentierung verursachen [26].
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Geeignete Methoden zur Stabilitatsbestimmung von mAbs und Abbauprodukten sind in

Tabelle 4 zusammengestellt.
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Tab. 4: Auswahl an Methoden zur Untersuchung der physikalisch-chemischen Stabilitéat von punktierten/rekonstituierten mAb-FAM und RTA mAb-Zubereitungen
basierend auf [14,15,24,26,49]

Analysenmethode Analyseprinzip Detektierbare Instabilitaten Besonderheiten

Farbe und Klarheit

Turbidimetrie Messung der Abnahme der Lichtintensitat (Extinktion) Mikroaggregate (Bildung ¢ Einfach implementierbar
eines Lichtstrahls beim Durchdringen einer Losung bei  haufig lagerungsbedingt). o Nur fiir leicht opaleszierende
350 nm, 550 nm. Ldsungen geeignet

Sichtbare Partikel

Sichtprifung analog Beobachtung einer Losung vor einer wei3en und einer  Partikel = 100 pm. e Einfach implementierbar
,Particulate contamination:  schwarzen Platte. o Stark abhéngig von der
Visible particles”; Ph. Eur. durchfihrenden Person
2.9.20.
Nicht-sichtbare Partikel
Laserlichtblockade (light Abschwachung eines Lichtstrahls, der durch eine Partikel 1 — 150 pm ¢ GrofRRes Probenvolumen
obscuration particle count; Durchflusskiivette auf eine Photozelle fallt, durch (Ublicherweise = 10 pym, e Nach USP <787> Durchfiihrung mit
Ph. Eur. 2.9.19.) Partikel. Spannungsabnahme durch Lichtblockade =25 um). geringeren Volumina méglich
proportional zur Flache des Partikelschattens.

Lichtmikroskopische Messung des Kreisdurchmessers (projected area Partikel 1 — 150 pm e Morphologische Charakterisierung
Verfahren (microscopic diameter). GroRRenklassifizierung durch (Gblicherweise =z 10 pym, von Aggregaten
particle count test; Ph. Eur.  Okularmikrometer mit Fadenkreuz-Zahlfeld. = 25 um). e Nur geringe Volumina testbar
2.9.19.)
Dynamische Lichtstreuung  Messung des hydrodynamischen Durchmessers durch  Bildung I6slicher, nicht- ¢ Niedriges Probenvolumen
(dynamic light scattering, die optische Detektion der Brownschen I6slicher Aggregate mit e Sehr schnell
DLS) Molekularbewegung von Partikeln in einer Flissigkeit; hohem Molekulargewicht « GrofRRe Bandbreite an PartikelgroRen,

(0,3 nm -10 pm). -konzentrationen detektierbar
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Durchflussmikroskopie
(Flow imaging microscopy,
FIM, auch Microflow

Imgaging)

GroRenausschluss-

chromatographie (SEC)

SDS-PAGE (Sodium
Dodecyl Sulphate —
Polyacrylamide Gel

Electrophoresis)

PartikelgrofRenverteilung in Abhangigkeit von der Zeit
detektierbar.

Aufnahme von Hellfeldbildern bei kontinuierlichem Partikel = 1 pym.
Probenstrom durch eine Durchflusszelle.

Quantifizierung von Partikeln nach GréRRe und Anzahl

durch Analysesoftware.

Aggregatdetektion
Trennung von Molekiilen anhand ihres Fragmente, Aggregate
hydrodynamischen Volumens; Geléste Molekiile
durchlaufen eine HPLC-Saule mit Gel-Matrix. GroRere
Molekdle diffundieren weniger in Poren und werden

friher eluiert.

Denaturierte Polypeptidketten wandern entlang einer Unspezifische Detektion von

elektrischen Spannung durch ein Polyacrylamid-Gel. mAb-Abbau.
Die Wanderungsgeschwindigkeit ist dabei abhangig

von der jeweiligen GréR3e und Ladung der

Polypeptidketten und fuhrt zu einer Auftrennung. Die

Polypeptidketten kdnnen abschliel3end durch Farbung

(Losliche Dimere/Oligomere).

Ungeeignet fur sehr hohe/sehr

niedrige Partikelkonzentrationen

¢ Niedriges Probenvolumen

¢ Detektion durchsichtiger Partikel

¢ Ermdglicht Partikelcharakterisierung
(rein proteinds, gemischt mit
Verunreinigungen)

¢ Proben sind Scherkraften ausgesetzt

e Nach USP <1787> orthogonale

Technik zur Laserlichtblockade

¢ Qualifizierung/Quantifizierung von
Protein-Monomeren neben
Abbauprodukten

e Kompatibel mit vielen Detektoren

e Anderungen des Molekulargewichts
<£10% nicht detektierbar

¢ Nicht verwendbar flr grol3e
Aggregate

¢ Qualifizierung,
Reinheitsbestimmung,
GrolRenmessung

e Sensitivitdt abh&ngig von der
Proteinfarbung (Farbung mit Silber

besser als mit Coomassie Blau)
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Second-derivative UV

spectroscopy

lonenaustausch-
chromatographie (IEC), in
Proteinanalytik
Uberwiegend
Kationenaustausch-
chromatographie (CIEX)
Peptid-Mapping

(Coomassie, Silber) oder immunologisch (Western
Blot) sichtbar gemacht werden.

Messung der UV-Absorption von aromatischen
Aminosauren (Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan).
Detektion der Anderung des Emissionsspektrums (z.B.

Tryptophan 332 nm (gefaltet); 352 nm (voll entfaltet)).

Kleine Modifikationen der
Tertiarstruktur (z.B.

Entfaltung).

Chemische Stabilitat

Trennung anhand von elektrostatischen
Wechselwirkungen der Probenmolekiile mit der
stationaren Phase. Trennung bei Proteinspezies
wegen unterschiedlicher pl. Saure Ladungsvarianten

eluieren vor dem Hauptpeak und basischen Varianten.

Enzymatische Spaltung von mAbs in spezifische

Peptide. Anschliel3end Separation mittels HPLC.

Weitere Untersuchungsmethoden:

e pH-Wert-Bestimmung

Abbau von

Aminosaureseitenketten z.B.

durch Deaminierung (Peaks
saurer Ladungsvariantent),
Oxidation (Peaks basischer
Ladungsvariantent).
Veranderungen der
Primarstruktur durch

Deaminierung, Oxidation.

¢ Einfach implementierbar

¢ Nicht Separative Technik

e Storende HS in mAb-FAM
erschweren Interpretation der

Ergebnisse

e Goldstandard der Proteinanalytik
e Separative Technik
¢ Nicht kompatibel mit MS

e Separative Technik
¢ Empfindlich gegeniber

Umweltveranderungen

e HS-Konzentration (wenn HS relevant fiir die Wirkung wie z.B. Penetrationsvermittler bei subkutan zu applizierenden mAbs)

Weitere Untersuchungen (falls durch individuelles Risikoprofil der Zubereitung erforderlich)

e Feuchtigkeitsverlust (bei RTA-Zubereitungen)

e |eachables
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1.5 Mikrobiologische Stabilitat von applikationsfertigen

Parenteraliazubereitungen

Mikrobiologische Stabilitdt applikationsfertiger Parenteraliazubereitungen bedeutet, dass die
Sterilitdt der Ausgangssubstanzen Uber den Zeitraum der aseptischen Zubereitung, der
Lagerung und der Applikation erhalten bleibt. Mit Mikroorganismen (MO) oder Endotoxinen
kontaminierte Zubereitungen kénnen zu Infektionen, SIRS (Systemic Inflammatory Response-
Syndrome)/Sepsis und einer erhdhten Sterblichkeit bei Patienten fihren. Um dies zu
vermeiden, sind die strikte Einhaltung der ,Good Preparation Practice® (GPP) und die
aseptische Zubereitung unter kontrollierten Bedingungen notwendig. Das Risiko einer
mikrobiellen Kontamination ist von intrinsischen (z.B. Nahrstoffgehalt, Wasseraktivitat, pH-
Wert) und extrinsischen Faktoren (z.B. Zubereitungsprozess, Reinraumumgebung,
Qualifikation des Personals) abhéngig. Die Komplexitéat einer Zubereitung (z.B. multiple
Ausgangsmaterialien, multiple Manipulationen, Mischen groRer Volumina), manuelle
Zubereitung, zeitlicher Abstand zwischen Zubereitung und Applikation sowie die individuellen,
wachstumsfordernden Eigenschaften der verwendeten Komponenten sind weitere

Risikofaktoren mikrobieller Kontamination.

Wachstumseigenschaften von Parenteraliazubereitungen

Die wachstumsférdernden oder wachstumshemmenden Eigenschaften parenteraler
Zubereitungen (z.B. Zytostatikazubereitungen, Katecholaminzubereitungen,
Mischinfusionslésungen zur parenteralen Ernahrung) lassen sich durch mikrobielle
Belastungstests bestimmen. Dazu wird die Viabilitdit (Lebensfahigkeit) und
Vermehrungsfahigkeit von Mikroorganismen in den pharmazeutischen Zubereitungen
untersucht. Die Untersuchung kann analog zur Prufung auf ausreichende antimikrobielle
Konservierung (Ph. Eur. 5.1.3 [100]) durchgefuihrt werden. Die infrage gestellten
Zubereitungen, die frei von Konservierungsmitteln sind, werden mit ausgewahlten, fakultativ
pathogenen Keimen in niedrigen Konzentrationen (102-10°%mL, entsprechend einer
versehentlichen Kontamination) inokuliert. Zu festgelegten Zeitpunkten werden Proben
entnommen und die Zahl der vermehrungsfahigen koloniebildende Einheiten (KBE) bestimmt.
Nach Metcalfe [101] soll die Ausgangskonzentration bei diesen Untersuchungen
< 100 KBE/mL Testkeime betragen und alle Zu-/Abnahmen = 0.5 log evaluiert werden. In
umfangreichen Untersuchungen [102-119] konnte festgestellt werden, dass nur wenige
Zubereitungen antimikrobielle Eigenschaften haben. In vielen Zubereitungen bleiben die
Keime lebensfahig, vermehren sich aber nicht mehr als in den Kontrollldsungen bestehend
aus 0,9% NaCl Lésung oder G5. Dies gilt auch fir Antikdrper- und sonstige proteinhaltige
Zubereitungen [15,102]. Eine rasche Vermehrung der inokulierten Mikroorganismen zeigt sich
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erwartungsgemal in Lipidemulsionen und lipidhaltigen Zubereitungen [107,120]. Am ehesten
vermehren sich gram-negative Bakterien in Parenteralia. Am haufigsten stand B. cepacia im
Zusammenhang mit AM-Ruckrufen [121].

Die mikrobiologische Stabilitat der applikationsfertigen Zubereitungen ist von der Dichtheit der
Primarbehaltnisse abh&ngig. Neben der primdren Kontamination wahrend des
Zubereitungsprozesses kann Undichtigkeit Ursache einer sekundaren Kontamination sein. In
der Regel werden sterile, leere oder vorgefiilite Infusionsbeutel und leere Plastikspritzen, die
mit einem Kombiverschluss versehen werden, als Primérbehéltnisse eingesetzt. Die Integritét
der Behéaltnisse kann mit mikrobiologischen Methoden (Fullen mit Nahrmedien und Eintauchen
in Bakteriensuspensionen) und/oder mit physikalischen Methoden (Eintauchen in
Farblésungen) untersucht werden [122]. Ergebnisse von experimentellen Untersuchungen
durfen ibernommen werden, wenn die gleiche Spritzen-Verschluss-Kombination eingesetzt
wird. Die Dichtigkeit von Infusionsbeuteln kann auch mit Farblésungen (z.B. Toluidinblau)

gepruft werden. Diese Methode ist auch fur Routinekontrollen geeignet.

Sterilitatsprufung von Parenteraliazubereitungen

Die Prufung auf Sterilitat nach Ph. Eur. 2.6.1 [123] ist eine qualitative Methode auf An- oder
Abwesenheit von Mikroorganismen, die durch wachstumsbedingte Verdnderungen in einem
Kulturmedium nachgewiesen wird. Diese Prifung ist als zerstérende Prifung zur
Qualitatskontrolle von aseptisch hergestellten Einzelzubereitungen nicht geeignet. Zudem ist
der Chargenbegriff im Hinblick auf die Homogenitat der Produkte und die Mindestanzahl der
zu prufenden Einheiten nicht Ubertragbar. Ein weiteres Problem stellt die 14-tagige
Inkubationszeit der  Kulturmedien dar. Die verzdgerte  Verfigbarkeit  der
Untersuchungsergebnisse kollidiert mit der zeitnahen Verwendung und teilweise sehr kurzen
Verwendbarkeit der patientenbezogenen Zubereitungen. Zur Kontrolle der mikrobiologischen
Qualitat und der Chance, friher Ergebnisse fir KorrekturmalRnahmen zu erhalten, kénnen
entsprechend Ph. Eur. 5.1.6 [124] alternative Methoden eingesetzt werden, die zu validieren
sind. Die Methoden werden auch als Rapid Microbiological Methods bezeichnet, was auf die
raschere  Verfugbarkeit der Ergebnisse hindeutet. Eine im Rahmen der
Parenteraliazubereitung haufig genutzte alternative Methode ist die Aliquotmethode (5 mL,
10 mL) mit Direktbeschickung von Blutkulturflaschen (parallel aerob, anaerob), die in
Automaten bebritet werden und Wachstum durch Bildung von CO, und dessen Detektion
angezeigt wird. Erste Ergebnisse stehen nach 24-48 Stunden zur Verfigung. Die maximale
Bebritungszeit betragt 14 Tage, um auch langsam wachsende Mikroorganismen identifizieren
zu kdnnen. In Krankenh&ausern weit verbreitete Systeme sind BacT/Alert und BACTEC. Deren
Eignung als Sterilitdtskontrolle ist beschrieben [125-127], allerdings ist die statistische Validitat

wegen des Standardprobevolumens und der niedrigen KBE-Konzentrationen, die aus der
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versehentlichen Kontamination resultieren, eingeschrénkt. Das Ergebnis der Sterilitatsprifung
als Freigabekriterium spielt bei der aseptischen Parenteraliazubereitung nur eine Rolle, wenn
auf Vorrat hergestellt wird und lange Aufbewahrungszeiten vorgesehen sind.

Die Prifung auf Endotoxine ist flr Parenteraliazubereitungen als Endproduktkontrolle nicht
routinemaRig erforderlich, da in der Regel auf Endotoxine geprufte FAM als

Ausgangsmaterialien eingesetzt werden.

Nahrmediensimulation bei der Parenteraliazubereitung

Zur Sicherung der mikrobiologischen Stabilitdt miussen Personal- und Prozessvalidierungen
mit Nahrmedien durchgefihrt werden. Anstelle der tblichen Ausgangsmaterialen wird der
Zubereitungsprozess mit flissigen Nahrmedien simuliert und diese anschlieRend inkubiert. Die

Nahrmediensimulation kann auf unterschiedliche Art durchgefuihrt werden [vgl. 18,19,27].
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1.6 Gute Praxis der Haltbarkeitsdeterminierung aseptisch

hergestellter applikationsfertiger Parenteralia

Gemal der Ph. Eur. Monographie 2619 muss flr pharmazeutische Zubereitungen im Rahmen
der Risikobeurteilung die Stabilitat evaluiert werden. Der Apotheker ist fur die Qualitat der
hergestellten applikationsfertigen Parenteraliazubereitungen verantwortlich und muss
gewahrleisten, dass die Zubereitung ,wéhrend der Haltbarkeitsdauer von angemessener
Qualitat und fir ihren Zweck geeignet bleibt®. Fur auf Vorrat hergestellte Zubereitungen
(DefekturAM) mussen Lagerungsbedingungen und Haltbarkeitsdauer auf Basis von
analytischen Daten oder fachlicher Expertise, die durch Literaturnachweise gestitzt sein kann,
begrundet werden [17]. Wenn Ergebnisse von experimentellen Untersuchungen zur
Haltbarkeit vergleichbarer Zubereitungen publiziert sind, kénnen diese zur Festlegung des
Verwendbarkeitsdatums herangezogen werden [128]. In 814 ApBetrO ist die Kennzeichnung
der Zubereitungen konkretisiert und vorgegeben, dass eine Verwendbarkeitsfrist mit dem
Hinweis ,verwendbar bis“ unter Angabe von Tag, Monat und Jahr erfolgen muss.
Auler in der USP [28] gibt es keine regulatorischen Festlegungen zur generellen Begrenzung
der Haltbarkeit der Parenteraliazubereitungen. In der Praxis wird die Haltbarkeit der
Zubereitungen risikoadaptiert empirisch festgelegt. Wenn die physikalisch-chemische
Stabilitdt experimentell belegt ist, ist die mikrobiologische Stabilitdt fur die empirische
Festlegung des Verwendbarkeitsdatums entscheidend. Untersuchungen zur physikalisch-
chemischen Stabilitdt werden fur rezepturmafig hergestellte Parenteraliazubereitungen
meistens Uber maximal 28 Tage durchgefihrt. Fir chargenmafig hergestellte Zubereitungen
sind auch langere ZeitrAume wie 3, 6 oder 12 Monate von Interesse. Zur Evaluierung der
mikrobiologischen  Stabilitdt kénnen die  Ergebnisse  der  Prozessvalidierung
(Nahrmedienabfullungen, Sterilitatsprifungen) und der Integritétstests wéahrend der
Validierungsphase herangezogen werden. Wenn eine chargenmallige Zubereitung aus
derselben Bulklésung erfolgt, soll fir jede Charge eine Sterilitatsprifung durchgefuhrt werden.
Wenn eine Einzelzubereitung oder Zubereitung in Serie erfolgt, sollen Sterilitdtsprifungen von
Dummy-Zubereitungen oder Nahrmediensimulationen am Ende des Zubereitungsprozesses
durchgefiihrt werden. Bei der empirischen Festlegung des Verwendbarkeitsdatums kann die
mikrobiologische Stabilitat, wie folgt, beriicksichtigt werden:
Fur Niedrigrisiko-Zubereitungen (validierte Prozesse in Reinrdumen, begrenzte Anzahl
von Handhabungen bei der Zubereitung und weniger als drei sterile
Ausgangsprodukte, Integritét der Behaltnisse gegeben, keine wachstumsférdernden
Eigenschaften der Zubereitung, i.v. oder loko-regionale Applikation) werden bei
Raumtemperaturlagerung 2-7 Tage und bei Kihlschranklagerung 14 Tage, 28 Tage
als vertretbar erachtet [27,28,129,130].
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FUr Hochrisiko-Zubereitungen (validierte Prozesse in Reinrdumen, aufwendige
Zubereitung und mehr als drei sterile Ausgangsprodukte, Integritat der Behaltnisse
gegeben, wachstumsférdernde Eigenschaften der Zubereitung, z.B. Lipidemulsionen)
werden bei Raumtemperaturlagerung 24, 30 Stunden und bei Kihlschranklagerung
3 Tage, 7 Tage, 9 Tage als vertretbar erachtet [27,28,129,130].
Die Haltbarkeit von Zubereitungen fir die intrathekale Applikation ist auf 24 Stunden
zu begrenzen und fir die Zubereitung missen frische Stammldsungen verwendet
werden.
In der USP <797> wird die Haltbarkeit bei tiefgefrorener Lagerung (-10 °C bis -25 °C)
auf 45 Tage begrenzt.
In den heute Ublichen Herstellungsprogrammen wird durch entsprechende Stammdatenpflege
das Verwendbarkeitsdatum fir die Kennzeichnung der Zubereitungen automatisch generiert.
Wenn die Zubereitungen am Herstellungstag appliziert werden, ist eine Festlegung des
Verwendbarkeitsdatums und der Lagerbedingungen nicht erforderlich [96]. Bei Rekonstitution

unter nicht-kontrollierten Bedingungen gilt die Einstundenregel [128].
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2 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist die Gewinnung von Daten zur physikalisch-chemischen und
mikrobiologischen Stabilitdt ausgewahlter Fertigarzneimittel und ready-to-administer (RTA)-
Zubereitungen, die in der systemischen Krebstherapie angewendet werden. Bei Kenntnis der
Stabilitat kann die Haltbarkeit der applikationsfertigen Zubereitungen sicherer festgelegt und
der Herstellungsprozess in der zentralen Zytostatikazubereitung effizienter gestaltet werden.
Des Weiteren konnen Wartezeiten fur die Patienten verkirzt und die finanzielle Belastung des
Gesundheitssystems reduziert werden.

1. Physikalisch-chemische Stabilitdtsuntersuchungen

Physikalisch-chemische Stabilitdt von Mitomycin C-haltigen Fertigarzneimitteln in
unterschiedlichen Konzentrationen, Primarbehaltnissen und Formulierungen, nach
Rekonstitution mit Wasser fir Injektionszwecke oder NaCl 0,9% Infusionsldsung

Mitomycin C (MMC)-haltige Parenteralia werden wegen des karzinogenen, mutagenen
und reproduktionstoxischen (CMR) Potentials applikationsfertig in der zentralen
Zytostatikazubereitung der Krankenhausapotheke zubereitet. Als Ausgangsmaterial
stehen MMC-Fertigarzneimittel unterschiedlicher Hersteller zur Verfugung, die in
verschiedenen Indikationen und Applikationsarten (i.v., intraokular, intravesikal)
angewendet werden. Durch neu formulierte MMC-Fertigarzneimittel und neue
Anwendungsformen besteht Bedarf, weitere Untersuchungen zur physikalisch-
chemischen Stabilitaét der applikationsfertigen Zubereitungen durchzufiihren. Diese
wurden mit Mitomycin medac (Pulver zur Herstellung einer Injektions- bzw. Infusionslésung
oder einer LOsung zur intravesikalen Anwendung) sowie mito medac®, Mitem® und
Urocin® (Pulver und Loésungsmittel zur Herstellung einer Losung zur intravesikalen
Anwendung) durchgefiihrt. Das reformulierte, harnstoffhaltige Mitomycin medac wurde mit
verschiedenen Losungsmitteln (Wasser fur Injektionszwecke, NaCl 0,9%) zu
unterschiedlichen Konzentrationen (2,0 mg/mL, 1,0 mg/mL, 0,4 mg/mL, 0,2 mg/mL)
rekonstituiert/verdinnt, in verschiedenen Behdltnissen (Glas Vials, PP-Spritzen) bei
Kuhlschrank- und Raumtemperatur gelagert und die Stabilitdt untersucht. Die Bestimmung
der Stabilitat erfolgte mittels Umkehrphasen-Hochleistungs-Flissigkeitschromatographie
(RP-HPLC) mit Diodenarray-Detektion (DAD), Messung von pH und Osmolalitdt und

Prifung auf sichtbare Partikel oder Farbveranderungen.
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Physikalisch-chemische Stabilitat von Durvalumab Infusionslésungskonzentrat

In den letzten beiden Dekaden wurden Uberwiegend und viele monoklonale Antikorper
(mAb) zur systemischen Krebstherapie zugelassen. Diese stellen hinsichtlich der
Zubereitungsprozesse und Stabilitdt eine neue Herausforderung dar. Die Instabilitat von
monoklonalen Antikérpern als Glykoproteine bezieht sich auf die chemische Stabilitét der
Primarstruktur (Aminosaurensequenz) und die physikalische Stabilitdt der hohergradigen
Strukturen (Entfaltung, Aggregation, Prazipitation). mAb-haltige Fertigarzneimittel sind mit
Hilfsstoffen stabilisiert. Temperatur, Sauerstoff und Scherkrafte gehéren zu den externen
stabilitatsdeterminierenden Faktoren.

Fur den PDL-1 Antikorper Durvalumab fehlen bisher Daten zur physikalisch-chemischen
Stabilitét nach Erstanbruch. Dementsprechend wurde Durvalumab (Imfinzi®) 50 mg/mL
Infusionslésungskonzentrat punktiert, bei 2-8 °C und bei 20-25 °C lichtgeschiitzt gelagert
und Uber einen Zeitraum von 28 Tagen mit orthogonalen analytischen Methoden auf
Intaktheit untersucht. Dazu wurden geeignete lonenaustausch- und Gré3enausschluss-
Hochleistungs-Flissigkeitschromatographie (IE-, SE-HPLC) Methoden mit Diodenarray-
Detektion (DAD) etabliert. Erganzend wurden pH-Messungen sowie die

Arzneibuchprifungen auf sichtbare Partikel, Farbe und Klarheit durchgefuhrt.

2. Mikrobiologische Stabilitatsuntersuchungen

Viabilitdt fakultativ pathogener Mikroorganismen in applikationsfertigen
Zubereitungen fir die systemische Krebstherapie

Die Haltbarkeit von aseptisch hergestellten Parenteraliazubereitungen ist gleichzeitig von
der physikalisch-chemischen und der mikrobiologischen Stabilitat abhangig. Die
mikrobiologische Stabilitdt ist unter anderem von den wachstumsférdernden
Eigenschaften der Zubereitungen abhangig. Viele Mikroorganismen bleiben in wassrigen
Zubereitungen lebensféahig und koénnen nosokomiale Infektionen bei den oftmals
immunsupprimierten onkologischen Patienten hervorrufen. In Erganzung zu friheren
Untersuchungen sollte die Viabilitdt ausgewahlter klinisch relevanter, fakultativ pathogener
Mikroorganismen in Zubereitungen aus 20 neu zugelassenen Arzneimitteln (chemisch
hergestellt, Biologika) zur systemischen Krebstherapie gepruft werden. Damit sollte das
mikrobiologische Risiko der untersuchten Zubereitungen besser beurteilt und bei der

Haltbarkeitsdeterminierung berticksichtigt werden kénnen.
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3 Physikalisch-chemische Stabilitatsuntersuchungen

Physikalisch-chemische Stabilitat harnstoffhaltiger Mitomycin C Zubereitungen in
Glasbehaltnissen (1,0 mg/mL) und Plastikspritzen (2,0 mg/mL, 0,4 mg/mL,
0,2 mg/mL)

Zusammenfassung

Zielsetzung: Vor einigen Jahren wurde das Mitomycin C (MMC)-haltige Fertigarzneimittel
Mitomycin medac zur Verbesserung der Léslichkeit mit Harnstoff reformuliert. FUr die neue
Formulierung fehlen wesentliche Daten zur physikalisch-chemischen Stabilitat der
applikationsfertigen ~ Zubereitungen in  unterschiedlichen  Konzentrationen  und
Priméarbehaltnissen. Ziel der Untersuchung war es, die physikalisch-chemische Stabilitat
klinisch relevanter MMC-Konzentrationen (1 mg/mL zur i.v. Injektion, 0,4 mg/mL, 0,2 mg/mL
zur intraokularen Injektion) bei Lagerung unter verschiedenen Bedingungen in verschiedenen
Primarbehaltern zu bestimmen. Zuséatzlich sollte die L6slichkeit und Stabilitdt von MMC
2 mg/mL zur Anwendung bei der transarteriellen Chemoembolisation untersucht werden.
Material und Methoden: Mitomycin medac wurde mit Wasser fir Injektionszwecke zu MMC-
Konzentrationen von 1 mg/mL und 2 mg/mL rekonstituiert. Die 1 mg/mL MMC-Lésungen
wurden mit NaCl 0,9% zu Ldsungen der nominellen Konzentration 0,2 mg/mL und 0,4 mg/mL
verdinnt. Wie in der klinischen Praxis Ublich, wurden die 1 mg/mL-Lésungen in den Original-
Vials und die 2 mg/mL, 0,2 mg/mL und 0,4 mg/mL-Lésungen in Plastikspritzen als
Primérbehaltnis aufbewahrt. Alle Losungen wurden lichtgeschitzt entweder bei 2-8 °C oder
bei 20-25 °C bis zu 8 Tage gelagert. Unmittelbar nach der Rekonstitution oder Verdinnung
und zu vorher festgelegten Zeitpunkten wurden Proben entnommen und die physikalisch-
chemische Stabilitat mittels Umkehrphasen-Hochleistungs-Flissigkeitschromatographie (RP-
HPLC) mit Diodenarray-Detektion (DAD), pH- und Osmolalitditsmessung sowie Prufung auf
sichtbare Partikel oder Farbveranderungen gepruft.

Ergebnisse: Harnstoffhaltiges Mitomycin medac konnte bei Raumtemperatur ohne
zusatzliche Erwarmung oder Schutteln zu einer Konzentration von 2 mg/mL rekonstituiert
werden. Die physikalisch-chemische Stabilitdt war unabhangig von der Lagertemperatur fir
8 Stunden gegeben. Nach 8 bis 12 Stunden Lagerung kam es bei fast allen Testlosungen zur
Auskristallisation von MMC. In 1 mg/mL MMC-Testlosungen wurden bei 2-8 °C
Lagertemperatur Auskristallisationen in 2 von 3 Vials nach 2- beziehungsweise 4-tagiger
Lagerung beobachtet. In Vials ohne Anzeichen von Auskristallisation betrug die MMC-
Konzentration nach 6 Tagen Lagerung > 90% der initial gemessenen Konzentration. In

Testlésungen, die bei 20-25 °C gelagert wurden, kam es nicht zur Auskristallisation, aber die
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MMC-Konzentration sank nach etwa 15 Stunden unter die Stabilitatsgrenze von 90 %. In
0,4 mg/mL und 0,2 mg/mL MMC-Testlésungen gab es keine Hinweise auf Auskristallisation.
Die physikalisch-chemische Stabilitat konnte fur bei 2-8 °C gelagerten Testlosungen flr
3 (0,4 mg/mL) beziehungsweise 5 Tage (0,2 mg/mL) nachgewiesen werden. Bei 20-25 °C
gelagerten MMC-Testlosungen war die physikalisch-chemische Stabilitdt unabhangig von der
MMC-Konzentration flr mindestens 6 Stunden gegeben.

Schlussfolgerung: Mit Harnstoff formuliertes Mitomycin medac ermoglicht die Herstellung
von 2 mg/mL MMC-Lésungen ohne zusatzliches Erhitzen und Schitteln aufgrund der
hydrotropen Aktivitat des Harnstoffs. Bei den 2 mg/mL MMC-L&sungen ist die Auskristallisation
der stabilititsbegrenzende Faktor, insbesondere bei Kihllagerung. Daher wird fir diese
Konzentration eine Lagerung bei Raumtemperatur empfohlen. In 1 mg/mL MMC-Ldsungen ist
die Gefahr der Auskristallisation weniger stark ausgepragt. Um einen verstarkten chemischen
Abbau von MMC bei Raumtemperatur zu vermeiden, wird eine Lagerung bei 2-8 °C
empfohlen. Sowohl 2 mg/mL als auch 1 mg/mL-Lésungen sollten vor der Verwendung stets
auf potentielle MMC-Kristalle Gberpriaft werden. In verdinnten MMC-Lésungen der
Konzentration 0,4 mg/mL und 0,2 mg/mL war die Auskristallisation kein Problem. Bei

Kuhllagerung betragt die physikalisch-chemische Stabilitat 3 beziehungsweise 5 Tage.

Weiterfihrende Literatur:
Siehe Anhang

Physicochemical stability of urea-containing Mitomycin C preparations
in glass vials (1.0 mg/mL) and plastic syringes (2.0, 0.4, 0.2 mg/mL)

Almasi J, Thiesen J, Kramer I.
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Physikalisch-chemische Stabilitat von applikationsfertigen Mitomycin C-haltigen

Lésungen zur Blaseninstillation

Zusammenfassung

Zielsetzung: Ziel dieser Studie war die Untersuchung der physikalisch-chemischen Stabilitat
von Mitomycin (MMC)-haltigen Arzneimitteln zur Blaseninstillation, die mit Harnstoff als
Hilfsstoff formuliert wurden (mito-medac®, Mitomycin medac). Zum Vergleich wurde die
Stabilitdt von zwei weiteren, in Deutschland verfigbaren MMC-Blaseninstillationslésungen
(Urocin®, Mitem®) nach Rekonstitution mit dem beigepackten NaCl 0,9% oder Wasser fir
Injektionszwecke untersucht.

Material und Methoden: MMC-haltige Arzneimittel zur Blaseninstillation wurden entweder mit
der beiliegenden NaCl 0,9%-L6sung, nominales Volumen 20 mL (mito-medac®, Mitem®,
Urocin®) oder mit 20 mL Wasser fur Injektionszwecke (Mitomycin medac, Mitem®, Urocin®)
zu einer Nennkonzentration von 1 mg/mL rekonstituiert und bei Raumtemperatur (20-25 °C)
gelagert. Die Probenahme erfolgte unmittelbar nach Rekonstitution und nach 24 Stunden
Lagerung. Die physikalisch-chemische Stabilitéat wurde mittels Umkehrphasen-Hochleistungs-
Flussigkeitschromatographie (RP-HPLC) mit Diodenarray-Detektion (DAD), Messung des pH-
Werts und der Osmolalitat sowie durch Prifung auf sichtbare Partikel und Farbveranderungen
bestimmt.

Ergebnisse: Die initialen pH-Werte der mit NaCl 0,9% rekonstituierten Testlosungen (5,2-5,6)
waren signifikant niedriger als die der mit Wasser fur Injektionszwecke rekonstituierten
Ldsungen (6,6-7,4). In den applikationsfertigen Blaseninstillationslésungen lagen die MMC-
Konzentrationen bereits nach 24-stiindiger Lagerung bei Raumtemperatur unterhalb des 90%-
Limits. In mit Wasser flr Injektionszwecke rekonstituierten Ldsungen lagen die MMC-
Konzentrationen bei Mitomycin medac und Urocin® nach 24-stindiger Lagerung bei
Raumtemperatur noch oberhalb des 90%-Limits.

Schlussfolgerungen: Nach Rekonstitution der MMC-Blaseninstillation mit den beigepackten
NaCl 0,9%-Losungen in vorgeflllten PVC-Beuteln betrdgt die physikalisch-chemische
Stabilitét der applikationsfertigen 1 mg/mL MMC-LOsungen weniger als 24 Stunden bei
Raumtemperatur. Die ungunstigen pH-Werte der beigepackten Losungsmittel bedingen den
raschen chemischen Abbau von MMC. MMC-haltige Blaseninstillationslésungen sollen im
geschlossenen System unmittelbar vor der Applikation rekonstituiert werden. Lagerung soll
vermieden werden, um den MMC-Abbau und einen damit einhergehenden Wirkungsverlust zu
vermeiden. Der Zusatz von Harnstoff als Hilfsstoff in MMC-haltigen Arzneimitteln fiihrt nicht zu

einem beschleunigten Abbau.
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Weiterfihrende Literatur:

Siehe Anhang

Physicochemical stability of ready-to-

administer mitomycin C solutions for intravesical instillation

Almasi J, ErdniuRR F, Thiesen J, Kramer |.
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Physikalisch-chemische Stabilitdt von Durvalumab Infusionsldsungskonzentrat nach

Erstanbruch

Zusammenfassung

Zielsetzung: Durvalumab (Imfinzi®) ist ein monoklonaler PD-L1-Antikdrper (mAb), der als
Konzentrat (50 mg/mL) zur Herstellung einer Infusionslésung zugelassen ist. Die
Fachinformation des Arzneimittels gibt Auskunft Gber die physikalisch-chemische Stabilitat der
applikationsfertigen, verdiinnten Durvalumab-Zubereitungen (Tragerlésung NaCl 0,9%, G5%),
jedoch nicht Giber das Konzentrat nach Erstanbruch. Ziel dieser Studie war die Untersuchung
der physikalisch-chemischen Stabilitat von Imfinzi® 50 mg/mL Konzentrat zur Herstellung
einer Infusionslésung nach Erstanbruch tber einen Zeitraum von 28 Tagen.

Methoden: Imfinzi®-Vials wurden punktiert und lichtgeschiitzt bei 2-8 °C oder bei 20-25 °C
gelagert. Zu vordefinierten Zeitpunkten (Tag 0, 7, 14, 21, 28) wurde die physikalisch-
chemische Stabilitat der konzentrierten Lésung mittels lonenaustausch-, GréRenausschluss-
Hochleistungs-Flissigkeitschromatographie (IE-, SE-HPLC) mit Diodenarray-Detektion (DAD)
und pH-Messung bestimmt. Die Vials wurden zu jedem Zeitpunkt auf Veranderungen der
Farbe, der Klarheit und auf die Bildung sichtbarer Partikel untersucht.

Ergebnisse: Unabhangig von der Lagertemperatur blieben Durvalumab 50 mg/mL Losungen
in punktierten Vials 28 Tage physikalisch-chemisch stabil. Die Ergebnisse der SE-HPLC
zeigten keine Konzentrationsénderungen des Durvalumab-Monomers. In Chromatogrammen
der SE-HPLC wurden keine sekundaren Peaks detektiert, die auf Instabilitatsreaktionen wie
Fragmentierung oder Aggregation hingedeutet hétten. Die Ergebnisse der IE-HPLC zeigten
keine wesentlichen Veréanderungen der Peakflichen des Hauptpeaks oder der sauren und
basischen Ladungsvarianten wahrend des gesamten Untersuchungszeitraums. Aussehen und
pH-Wert der Testlosungen blieben bis zum Ende der Untersuchung unverandert.
Schlussfolgerung: Unabhangig von den Lagerungsbedingungen deutete keine der
analytischen Methoden auf eine physikalisch-chemische Instabilitat des intakten Durvalumab-
Monomers wéahrend der 28-tdgigen Lagerung bei Kiihischrank- oder Raumtemperatur hin. Um
mikrobiologische Instabilitéat zu vermeiden, wird die Lagerung bei 2-8 °C empfohlen.
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Weiterfihrende Literatur:

Siehe Anhang

Physicochemical stability of Durvalumab (Imfinzi®) concentrate for

solution in original vials after first opening.

Almasi J, Thiesen J, Kramer I.
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4 Mikrobiologische Stabilitdtsuntersuchung

Viabilitat fakultativ pathogener Mikroorganismen in applikationsfertigen

Zubereitungen fiir die systemische Krebstherapie

Zusammenfassung

Hintergrund: Zu den Risikofaktoren fir die aseptische Zubereitung von parenteralen
Arzneimitteln gehort der potentiell wachstumsfordernde Charakter der
Arzneimittelzubereitung. Obwohl viele wassrige parenterale Zubereitungen keine
wachstumsférdernden  Eigenschaften haben, konnen versehentlich eingebrachte
Mikroorganismen (MO) lebensféahig bleiben. Kenntnisse Uber die Viabilitét von MO in
parenteralen Zubereitungen sind von Interesse bei der Haltbarkeitsdeterminierung von
patientenindividuellen Zubereitungen zur Behandlung von Krebspatienten.

Ziel: Ziel der Studie war die Untersuchung der Viabilitdt von 4 fakultativ pathogenen MO in 20
verschiedenen applikationsfertigen parenteralen Zubereitungen zur systemischen
Krebstherapie.

Methoden: Es wurden Testldsungen von 20 neueren Biologika und chemisch hergestellten
Arzneimitteln fir die systemische Krebstherapie zubereitet und mit ausgewahlten Bakterien
(Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecium) oder mit einer
Candida albicans-Suspension inokuliert. Die resultierenden Testkonzentrationen betrugen
10%-10° MO pro mL. Proben der Testlésungen wurden nach 0, 4, 24, 48 und 144 Stunden
dreifach verdinnt und Aliquote jeder Verdiinnung zweifach auf Agarplatten (tryptic soy agar)
ausgestrichen. Die Platten wurden fur 24 Stunden (Bakterienstdmme) oder 72 Stunden (C.
albicans) bei 37 °C bebritet und anschlieend die koloniebildenden Einheiten (KBE) gezahlt.
Ergebnisse: In den meisten Testlésungen, insbesondere in Losungen mit monoklonalen
Antikorpern (mAbs), wurden erhdhte KBE von P. aeruginosa und unveranderte oder erhghte
KBE von E. faecium und S. aureus registriert. Ausgepragte nutritive Eigenschaften der
Biologika (mAbs, Filgrastim) wurden nicht festgestellt. Azacitidin-, Pixantron- und Vinflunin-
haltige Testldsungen zeigten eine speziesspezifische bakteriostatische und sogar bakterizide
Wirkung. Alle Testldsungen, mit Ausnahme von Nivolumab- und Pixantron-haltigen Lésungen,
zeigten nach der Inkubation konstante oder steigende KBE von C. albicans.
Schlussfolgerung: Die ausgewahlten, fakultativ pathogenen MO blieben in den meisten der
getesteten Zubereitungen viabel, unabhangig davon, ob es sich um biologisch oder chemisch
hergestellte Arzneistoffe zur Behandlung von Krebspatienten handelte. Daher sollten in den
Apotheken strenge aseptische Bedingungen eingehalten und die fehlende antimikrobielle
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Aktivitat bei der Festlegung der Haltbarkeitsdauer von applikationsfertigen parenteralen

Zubereitungen bertcksichtigt werden.

Weiterfihrende Literatur:

Siehe Anhang

Viability of selected microorganisms in parenteral preparations for novel

systemic anti-cancer therapy.

Almasi J, Knoll L, Thiesen J, Kramer |.
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5 Schlussfolgerung

Das Ziel dieser Dissertationsarbeit war die Bestimmung der physikalisch-chemischen und
mikrobiologischen Stabilitat von ausgewahlten Arzneimitteln zur systemischen Krebstherapie
und deren RTA-Zubereitungen. Die Ergebnisse der Untersuchungen sollen zur Verlangerung
von Haltbarkeiten verwendet werden, um die Zubereitung in der Krankenhausapotheke im
Voraus zu ermdglichen und Anbriiche weiterverwenden zu kénnen. Dadurch sollen Ablaufe
optimiert, die AMTS (gesteigert, Wartezeiten fir Patienten verkirzt und das
Gesundheitssystem finanziell entlastet werden.

Die experimentellen Untersuchungen belegen, dass Harnstoff als HS die Léslichkeit von MMC
verbessert und so die Herstellung von 2 mg/mL MMC-Ldsungen ohne Anwendung von Warme
bei Raumtemperatur ermdglicht. Da die physikalisch-chemische Stabilitat bei RT fur 8 Stunden
gegeben ist, kbnnen die Losungen vorab in der Krankenhausapotheke hergestellt und den
interventionellen Radiologen anwendungsfertig in dreiteiligen PP-Spritzen (Omnifix® 5 mL
Luer Lock Solo, B. Braun) fur die TACE zur Verfugung gestellt werden. Weitere
Untersuchungen zum Mischungsverhéltnis, der optimalen Mischtechnik und der Stabilitat von
2 mg/mL MMC/Lipiodol-Emulsionen miissen folgen. Die physikalisch-chemische Stabilitét von
1 mg/mL MMC-L6sungen in Original Glasvials ist bei 2-8 °C fir mindestens 2 Tage gegeben.
Ohne Anzeichen von Auskristallisation betragt die chemische Stabilitdt 6 Tage und Anbriiche
kénnen entsprechend weiterverwendet werden. Die physikalisch-chemische Stabilitdt von
0,4 mg/mL und 0,2 mg/mL MMC-Lésungen wurde in zweiteiligen, silikonfreien PP-Spritzen
(Injekt®-F 1 mL Luer Solo, B. Braun) bei 2-8 °C fir 3 beziehungsweise 5 Tage nachgewiesen.
Die Spritzen zur Anwendung an Glaukompatienten nach Trabekulektomie konnen im Voraus
hergestellt und dem Augen-OP applikationsfertig zur Verfugung gestellt werden.

Die Rekonstitution von MMC in Blaseninstillationssets mit der beigepackten NaCl 0,9%-
Ldsung in PVC-Beuteln fuhrte zu schwach-sauren pH-Werten, die den chemischen Abbau von
MMC beschleunigten. Die Blaseninstillationsldsungen waren bei RT weniger als 24 Stunden
stabil und missen unmittelbar nach der Rekonstitution appliziert werden. Bei der
Rekonstitution mit WFI resultierten ginstigere pH-Werte und die MMC-Konzentration lag bei
Mitomycin medac und Urocin® nach 24 Stunden Lagerung bei RT oberhalb des 90%
Stabilitatslimits. Eine Umstellung des Losungsmittels oder eine Erhéhung des pH-Werts der
beigepackten NaCl 0,9%-Ldsung konnte mit langerer physikalisch-chemischen Stabilitat
einhergehen und die Zubereitung im Voraus in der zentralen Zytostatikazubereitung
ermdglichen.

Die physikalisch-chemische Stabilitat von Durvalumab  (Imfinzi®) 50 mg/mL
Infusionslésungskonzentrat wurde in den Original Glasvials unabhangig von der

Lagertemperatur fir 28 Tage nachgewiesen. Anbriiche kénnen somit Uber diesen Zeitraum
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weiterverwendet werden. Bei Temperaturentgleisungen, zum Beispiel durch den Ausfall von
Kuhlschrdnken am Wochenende, mussen die gelagerten Vials nicht verworfen werden. Bei
den hohen Kosten von mAb-FAM kann das Gesundheitssystem durch Weiterverwendung
finanziell entlastet werden.

Die Viabilitdt fakultativ pathogener MOs blieb in den meisten der getesteten RTA-
Zubereitungen unterschiedlicher Arzneistoffe zur systemischen Krebstherapie erhalten.
Insbesondere in mAb-Zubereitungen kam es zu einer Spezies-spezifischen Erhéhung der
KBE, ausgepragte nutritive Eigenschaften wurden jedoch nicht detektiert. Um das kritische
Patientenkollektiv zu schitzen, muissen in den Zubereitungsbereichen der Apotheken
kontrollierte aseptische Bedingungen eingehalten und die fehlende antimikrobielle Aktivitat bei

der Haltbarkeitsdeterminierung von RTA-Zubereitungen bertcksichtigt werden.
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Abstract

Objectives: To date, there is only one study investigating
the physicochemical stability of diluted mitomycin (MMC)
solutions prepared by using urea-containing Mitomycin
medac as starting material. The aim of the study was to test
the solubility of the new MMC formulation with regard to
highly concentrated solutions and determine the physico-
chemical stability of clinically relevant MMC concentrations
stored under different conditions in various primary
containers.

Methods: Mitomycin medac was dissolved with water for
injection to achieve MMC concentrations of 1mg/mL and
2 mg/mL. Additionally, 1 mg/mL MMC solutions were further
diluted with normal saline to obtain 0.2mg/mL and
0.4 mg/mL solutions. According to clinical practice, 1 mg/mL
solutions were stored in original glass vials and 2 mg/mL,
0.2mg/mL, and 0.4 mg/mL solutions were stored in plastic
syringes, All solutions were stored either refrigerated or at
20-25 °C light protected for up to 8 days. Samples were taken
immediately after dissolution or dilution and at pre-
determined time points. Physicochemical stability was
determined by reversed-phase high-performance liquid
chromatography (RP-HPLC) with photodiode array detec-
tion, pH and osmolality measurement, and inspection for
visible particles or color changes.

Results: 2mg/mL MMC solutions were achieved at room
temperature and physicochemical stahility was given for
8 h, independent of the storage temperature. Between 8 and
12h of storage, crystallization occurred in almost all sam-
ples. In 1 mg/mL MMC test solutions, stored under refriger-
ation, crystallization occurred in 2 of 3 vials after 2 and
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4 days of storage, respectively. In the vial without signs of
crystallization, MMC concentration amounted to >90 % of the
initial measured concentration after 6 days. When stored at
room temperature, crystallization was not seen, but MMC
concentration declined below the 90 % stability limit at about
15h of storage. In 0.2 mg/mL and 0.4 mg/mL MMC test solu-
tions crystallization was not observed at all. When stored
refrigerated, preparations were physicochemically stable for
5 and 3 days, respectively. When stored light protected at
room temperature, physicochemical stability was given for at
least 6 h, irrespective of the MMC concentration.
Conclusions: Mitomycin medac enables the preparation of
2mg/mL MMC solutions without additional heating and
shaking due to the hydrotropic activity of urea contained as
excipient. However, in 2mg/mL MMC solutions crystalliza-
tion is the most dominant stability limiting factor, especially
under refrigerated storage. Hence, storage at room tem-
perature is recommended for this concentration. In 1 mg/mL
MMC solutions crystallization is less prominent. To avoid
increased chemical degradation at room temperature,
refrigerated storage is recommended. Both, 2 mg/mL and
1mg/mL MMC solutions should always be checked for the
formation of crystals before use. In diluted 0.2 mg/mL and
0.4 mg/mL MMC solutions, crystallization was not an issue
and refrigerated storage extends physicochemical stability
to maximum 5 and 3 days, respectively.

Keywords: high-performance liquid chromatography
(HPLC) assay; Mitomycin C; physicochemical stability;
plastic syringes; solubility; urea-containing formulation

Introduction

Mitomycin C (MMC) is a potent agent for various systemic
and local antineoplastic therapies. Depending on the specific
indication and treatment protocol, different routes of
administration are used, i.e. intravenous, intravesical [1, 2],
intraarterial [3, 4], intraocular [5, 6], and intraperitoneal [7].
MMC doses, volumes, and concentrations to be used vary
accordingly [1, 2, 6].

MMC containing medicinal products with doses of 2 mg,
10 mg, 20 mg, and 40 mg MMC per vial are marketed as
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sterile Iyophilized powder for solution for injection/infusion.
Mostly, mannitol and sodium chloride are contained as
excipients to achieve iso-osmolarity after dissolution. Since
2017, the brand product Mitomycin medac [1] contains urea
(instead of sodium chloride) as excipient to facilitate the
manufacturing and reconstitution process. Urea is an
effective non-micellar hydrotropic solubilizer for the poorly
water-soluble MMC [8]. Generally, MMC lyophilized powders
are dissolved with an appropriate amount of sterile water
for injection (WFI) or 0.9% NaCl solution (normal saline
(NS)) to achieve 1 mg/fmL MMC solutions for administration
or further dilution. The reconstituted product should be used
immediately, and any unused solution must be discarded [1].

Literature describing the solubility and in-use stability
of ready-to-administer urea-containing MMC preparations
is scarce. To our knowledge, there are only two studies
reporting stability data of urea containing Mitomycin
medac, studying reconstituted and diluted preparations
for intravesical or intraocular use [9, 10]. However, the
in-use stability of MMC formulations containing NaCl or
Mannitol as excipients has been the subject of numerous
investigations [11-22]. Results indicate that the physico-
chemical stability of MMC solutions depends on pH [17-20],
temperature [16, 17], MMC concentration [16, 17], and
concentration of buffer ions [16]. pH values between 7 and 8
are most favorable for MMC stability, while chemical
degradation is accelerated at lower and higher pH values
[16, 18-20]. Degradation rates of MMC preparations parallel
the acidity of the media used for dissolution and dilution
(e.g., NS, glucose 5%, ringer-lactate infusion solutions)
[17, 21]. Concerning temperature, contrary effects have
been found. While chemical degradation of MMC solutions
is reduced at lower temperatures, physical instability
is enhanced and recognizable as crystallization [10, 17].
Under refrigerated storage, MMC solutions 0.8 mg/mL
(solvent WFI) tend to crystallize and if buffers are used for
dissolution, even MMC solutions =0.6 mg/mL are at risk for
crystallization [16]. When Myers et al. [11] investigated
the in-use stability of 1 mg/mL and 2 mg/mL MMC solutions
the poor solubility turned out as stability limiting factor.
Using NS as solvent, solubilization to MMC 2 mg/mL solutions
was only achieved by incubation at 50°C for 50 min in a
water bath. Solutions remained physicochemically stable
for up to 5h when stored at 37 °C [11].

In our university medical center, different types of
MMC preparations and concentrations are prepared in a
centralized cytotoxic preparation unit of the pharmacy
department. 1 mg/mL MMC solutions are used as stock
solutions to prepare 0.2 mg/mL and 0.4 mg/mL solutions in
1mL plastic syringes as primary containers. These are pro-
vided to the ophthalmic clinic to be administered during
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trabeculectomy in glaucoma surgery [5]. MMC 0.2 mg/mL
solutions prepared in prefilled 0.9 % NaCl infusion bags
(nominal volume 100 mL) are provided to the department of
surgery for hyperthermic intraperitoneal chemotherapy
(HIPECQ).

1 mg/mL MMC solutions dissolved with 20 mL NS are
normally used for intravesical instillation. Mitomycin
finished medicinal products are marketed as bladder
instillation kits enabling safe reconstitution in a closed-
system procedure at the point of care.

1 mg/mL MMC solutions dissolved with water for injec-
tion prepared in syringes as primary containers are mainly
used for intravenous bolus injection and for transarterial
chemoembolization (TACE) in hyperarterialyzed liver
tumors or liver metastases from gastroenteropancreatic
neuroendocrine tumors [23]. During TACE, the oily-based
radio-opaque contrast agent Lipiodol is mixed with a
chemotherapeutic agent through a 3-way stopcock prior to
adminstration. The chemotherapeutic agent and lipiodol are
usually mixed together in a ratio of 1:1 [24], but according
to Deschamps et al,, a higher portion of Lipiodol (e.g., 1:2)
results in more stable emulsions [25]. The volume of injected
Lipiodol is calculated in dependence of the tumor volume,
but should not exceed 20mL due to the risk of life-
threatening adverse events [23]. For TACE with MMLC,
10 mg of MMC are usually applied at a concentration of
1 mg/mL [24]. MMC solutions with a concentration >1 mg/mL
allow reduced Lipiodol volumes and are therefore advan-
tageous especially for the therapy of smaller tumors.

The objective of our study was to investigate the in-use
stability of MMC preparations of different concentrations
(2 mg/mL, 1 mg/mL, 0.4 mg/mL, 0.2 mg/mL) under different
storage conditions and in different types of primary con-
tainers using urea-containing Mitomycin medac as starting
material. In addition, we investigated whether urea as an
excipient increases the solubility of MMC and enables the
preparation of MMC 2 mg/mL solutions without heating.

Materials and methods
Medicinal products

MMC test solutions: Mitomycin medac 10 mg powder for solution for
injection (medac GmbH, Wedel, Germany; batch B190039AA,
G200394AB, D210131BB, A220013AB). Dissolution solvent: WFI solution
100 mL (B. Braun, Melsungen, Germany; batch 214138091). Diluent for
test solutions, samples: pre-filled 0.9 % NaCl 250 mL freeflex® palyolefin
infusion bags (Fresenius Kabi, Bad Homburg, Germany; batch
14RK7330). Mobile phase and flushing solution: water HPLC grade
(AppliChem GmbH, Darmstadt, Germany), methanol HPLC grade
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(Fischer Chemicals AG, Zirich, Switzerland), Potassium dihydrogen
phosphate (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Germany).

Preparation of test solutions and samples

2 mg/mL MMC solution: $ix MMC 10 mg vials were dissolved with 5 mL
WFI each and transferred to 5mL three-piece polypropylene (PP)
syringes (Omnifix® 5mL Luer Lock Solo, B.Braun, Melsungen, Ger-
many). Three syringes each were stored at 2-8 °C or at 20-25°C over a
24 h period. All test solutions were stored protected from light.

At predetermined time points (see Table 1) 1.0 mL samples were
transferred into 1.5 mL PP tubes (Eppendorf Safe-Lock® Tubes, Eppen-
dorf GmbH, Wesseling, Germany). Prior to HPLC analysis samples were
diluted in HPLC vials to a final concentration of 0.2 mg/mL by mixing
100 pL aliquots with 900 uL water HPLC grade.

1mg/mL MMC solution: Six MMC 10 mg vials were dissolved with
10 mL WFI each. Three vials each were stored light protected either at
2-8°C in the refrigerator or at 20-25 °C for 6 and 3 days, respectively.

At predetermined time points (see Table 1) 1.0 mL samples were
transferred into 1.5 mL PP tubes. Prior to HPLC analysis samples were
diluted in HPLC vials to a final concentration of 0.2 mg/mL by mixing
200 pL aliquots with 800 uL water HPLC grade.

0.2 mg/mL and 0.4 mg/mL MMC solutions: 10 mL of freshly dissolved
1mg/mL MMC solution were diluted with 40 and 15 mL NS in 50 mL PP
syringes (Original Perfusor® Syringe 50 mL, B. Braun, Melsungen, Ger-
many) to achieve 0.2mg/mL and 0.4 mg/mL solutions, respectively.
Diluted solutions were transferred into 1mL silicone free PP (barrel),
polyethylene (plunger) syringes (Injekt™F 1mL Luer Solo, B. Braun,
Melsungen, Germany) and stored light protected either at 2-8 °C in the
refrigerator or at 20-25 °C for 8 and 4 days, respectively.

At predetermined time points (see Table 1) 1.0 mL samples of each
storage condition and concentration (0.2 and 0.4 mg/mL) were trans-
ferred into 1.5mL PP tubes. MMC 0.2 mg/mL samples were analyzed
without further dilution, whereas samples of MMC 0.4 mg/mL were
diluted in HPLC vials prior to HPLC analysis to a final concentration of
0.2 mg/mL by mixing 500 pL aliquots with 500 pL NS.
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Reversed-phase high-performance liquid
chromatography (RP-HPLC) assay

For analysis of MMC and degradation products a known RP-HPLC
method with photodiode array detection (PDA) was used as before [9].
The HPLC method was adopted from Briot et al. and proven as a
stability indicating method [10, 12]. The absence of interference with
urea was proven [10]. Figure 1 shows freshly prepared MMC and
degraded MMC after 3 days of storage at room temperature with the
corresponding degradation products, well separated from the MMC
parent peak.

The HPLC system consisted of a Waters Alliance 2,695 pump con-
nected to a Waters Photodiode Array Detector 996 (Waters, Eschborn,
Germany). Waters Empower Pro, Empower 2 Software, Version
6.10.01.00 (Waters, Eschborn, Germany) was used for instrument oper-
ation, data collection and processing.

Detailed information regarding the characteristics of the HPLC
assay are given in Table 2. Test solutions were considered to be stable
when the measured MMC concentration was =90 % of the initally
measured concentration (100 %). Degradation products were detected at
254 nm wavelength.

Validation of the RP-HPLC assay

Assay validation was performed in accordance with the “ICH Harmeo-
nized Tripartite Guideline for Validation of analytical procedures:
Text and Methodology Q2 (R1) [26]. Linearity testing was performed with
a stock solution received by reconstitution of 10 mg MMC with 10 mL
WFL The calibration curve was established with seven MMC standards
(0.10 mg/mL, 0.16 mg/mL, 0.18 mg/mL, 0.20 mg/mL, 0.22 mg/mL, 0.24 mg/
mL, 0.30 mg/mL) received by further dilution with water HPLC grade,
Aliquots of the standards were injected in triplicate. The measured peak
areas were plotted against the nominal MMC concentrations to obtain
the calibration curve.

Intra- and inter-day accuracy and precision were validated by
analyzing MMC solutions on five consecutive days. Stock solutions
where freshly prepared on each day as described above. Eight test
solutions of the nominal concentration 0.2mg/mL were obtained by
adding 200 pL stock solution in each HPLC vial prefilled with 800 pL

Table 1: Time points of sampling for the different Mitomycin (MMC) concentrations and storage conditions.

MMC test solution Storage temperature

Sampling times points

Hours Days

0 4 6 8 12 1 2 3 4 5 6 7 8
2 mg/mL? reconstituted with WFI 2-8°C X - - X X X - - - - - - -
20-25°C X X - X X X - - - - - - -
1 mg/mL® reconstituted with WFI 2-8°C X - - - - X X X X X X - -
20-25°C X - X - - X X X - - - - -
0.4 mg/mL® diluted with NS 2-8°C X - - - X X X X X X X X

20-25°C X - X - - X X X X - -

0.2 mg/mL? diluted with NS 2-8°C X - - - - X X X X X
20-25°C X - - - X X X X - - -

2Stored in plastic syringes. "Stored in original glass vials.
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Figure 1: Overlaid HPLC chromatogramm of Mitomycin C; black line, immediately after dissolution; red line, degraded by room temperature over 72 h.

Table 2: Characteristics of the RP-HPLC assay. pH glass electrode (Mettler Toledo, Greifensee, Germany). The pH
meter was calibrated with a five-point calibration (pH 2.00, 4.01, 7.00,

Parameter condition/set value 9.21, 11.00) with standard buffer solutions (Technical Buffer Sclution,
Mettler-Toledo AG, Germany). pH of each sample was measured in

Column Hypersil ODS €18, 250 mm x 4.6 mm, 5 pm, triplicate without further dilution at predetermined time points

thermoscientific (see Table 1).

Column 25°C

temperature N

Sample 5eC Osmolality

temperature

Flow rate 1.0 mL/min Osmolality of MMC 0.2mg/mL and 0.4mg/mL test solutions was

Injection volume  10pL measured in triplicate with the Osmomat 3000 D (Gonotec GmbH, Berlin,

Run time 10 min Germany) at predetermined time points (see Table 1).

Retention time About 6 min

Detection 216 nm (assay) visual inspection

wavelength 254 nm (detection of degradation products)

Mobile phase 65 % 10 mM potassium dihydrogen phosphate pH 6.5

buffer and 35 % methanol HPLC grade Test solutions were examined by the unaided eye against a dark and a
Flushing solution 95 % water HPLC grade and 5 % methanol HPLC grade  light background whenever samples were taken. Test solutions without
Pump mode Isocratic color changes and signs of erystallization/precipitation were defined as

physicochemically stable.

water HPLC Grade. Samples from test vials 1 and 8 were injected sixfold
on five consecutive days. Samples from test vials 2 to 7 were injected Results
once on the same days.

Validation of the RP-HPLC assay

pH measurement

Al HPLC chromatograms were consistently characterized by
pH-values were measured using a pH 210 Micoprocessor pH meter @ Well-defined and symmetric MMC peak, with a retention
(Hanna Instruments, Kehl am Rhein, Germany) with an InLab Micro  time of approximately 6 min (compare Figure 1). The
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correlation coefficient amounted to R?=0.999 and proved
linearity over the defined concentration range. The inter-
day and intra-day precision tests revealed a mean MMC
concentration of 0.195 mg/mL (97.7 %) + 1.8 % relative stan-
dard deviation (RSD) and 0.196 mg/mL (98.0 %) + 0.8 % RSD,
respectively. The results met the acceptance criteria based
on ICH Q2 (R1) and proved reproducibility.

Physicochemical stability of MMC solutions

Remaining MMC concentrations of ready-to-administer
MMC test solutions over 96 h of storage are summarized in
Figure 2 and detailed results of the stability tests are shown
in Tables 3-5.

2 mg/mL MMC solution (Table 3)

By dissolving the MMC lyophilized powder formulated with
hydrotropic urea, 2 mg/mL solutions were attained without
heating. Solutions revealed to be physicochemically stable
for 8h at both storage temperatures. After 81, crystalliza-
tion occurred in almost all test solutions, especially when
stored refrigerated. In solutions showing no evidence of

100
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crystallization, loss of MMC was less than 5% after 24h
storage at room IEmpEI’ﬂ[‘LlI‘E.

1 mg/mL MMC solution (Table 4)

Solutions stored refrigerated or at room temperature were
physicochemically stable for at least 2 days and at least 6 h,
respectively. Under refrigerated storage crystallization was
detected in two of the test solutions, starting at day 3. The
third test solution showed no crystallization and loss of
MMC was less than 10 % after 6 days. When stored light
protected at room temperature no crystallization occurred
for up to 3 days. However, MMC concentrations rapidly
declined below the 90 % limit between 6 and 24 h of storage
(after about 15 h, compare Figure 2, yellow line).

0.2 mg/mL and 0.4 mg/mL MMC solutions (Table 5)

0.2mg/mL and 0.4 mg/mL MMC solutions stored refrigerated
were physicochemically stable for 5 and 3 days, respectively.
In contrast, at room temperature solutions were physico-
chemically stable only for 6 h independent of the concen-
tration. Crystallization did not occur during the whole
observation period.

90

80

70

Remaining MMC concentration [%]

60

50

0 8 16 24 32 40 48
time [h]
—g—2 mg/mL (2-8 °C, Vial 1)
1 mg/mL (20-25 °C, average)
——0.2 mg/mL (2-8 °C, average)

56

——2 mg/mL (20-25 °C, Vial 1)
0.4 mg/mL (2-8 °C, average)
——0.2 mg/mL (20-25 °C, average)

—a—1mg/mL (2-8 °C, Vial 2)
—a— 0.4 mg/mL (20-25 °C, average)

Figure 2: Remaining Mitomycin C (MMC) concentration in dissolved and diluted Mitomycin medac solutions over a period of 96 h {(mean + standard
deviation). For 2 mg/mL MMC solutions and 1 mg/mL MMC solutions (storage at 2-8 °C) the concentration of one exemplary chosen vial is illustrated

(n=3). Other concentrations are resulting from three test solutions (n=9).
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Table 3: Stability of dissolved Mitomycin medac 2 mg/mL in ready-to-administer syringes. Concentrations in test solutions in which crystallization

occurred are given in red italic numbers. MMC=Mitomycin C.

Storage temp. Test solution Initial MMC-concentration MMC concentration [%] + RSD [%] (n=3); Concentration at t=0 his
[mg/mL] + RSD [%] (n=3) taken as 100 %

Nominal Measured 4h 8h 12h 24h

2-8°C 1 2 1.88 + 0.4 - 99.5 + 0.0 90.6 + 0.3 532+00

2 2 1.83 £ 0.0 - 101.6+04 885+ 05 485+ 0.5

3 2 1.91 £0.2 - 99.5+0.7 94803 67400

25°C 1 2 1.94 £ 0.2 993+ 0.0 95,9+ 0.3 925+03 849+ 0.0

2 2 1.89 + 0.5 101.2+£ 04 99.8+0.3 95.9+0.0 95.1+0.3

3 2 1.94 £1.5 96,7+ 0.5 9.0+ 14 924+ 03 87.6 = 0.5

Table 4: Stability of dissolved Mitomycin medac 1 mg/mL in original vials. Concentrations in test solutions in which crystallization occurred are given in

red italic numbers. MMC=Mitomycin C.

Storage temp.  Test solution Initial MMC MMC concentration [%] + RSD [%] {n=3); Concentration at t=0 h is taken as 100 %
concentration
[mg/mL] + RSD [%]
(n=3)
Nominal Measured 6h 1d 2d 3d 4d 5d 6d
2-8°C 1 1 1.025+03 - 976x03 943+0 67.6x04 52905 469+0 4350
2 1 1.025+0 - 97.1+0 933106 97111 91.7+0 863+0 767104
3 1 0985+03 - 997+03 944+03 958+05 959+03 948+0 93240
25°C 1 1 1115+ 0 933+0 B8541x03 8430 8390 - - -
2 1 1.085+03 954:03 874+05 863+03 85303 - - -
3 1 10710 949+03 883103 8710 86.6+0 - - -
Table 5: Stability of diluted Mitomycin medac 0.2 mg/mL, 0.4 mg/mL in ready-to-administer syringes. MMC=mitomycin C.
Storage temp. Initial MMC MMC concentration [%] + RSD [%] (n=9); Concentration at t=0h is taken as 100 %
concentration
[mg/mL] + RSD [%]
{n=9)

Nominal Measured 6h 1d 2d 3d 4d 5d 6d 7d 8d
2-8°C 0.2 0.217+1.0 - 980+1.0 957+11 937406 922+09 911+06 89.8+06 837+06 83.0+06
0.4 0439+09 - 957+07 91.5+06 902+07 89.0+£1.0 882+08 876106 873+08 869109
25°C 0.2 0214++.5 965+1.0 892+03 862+02 843+02 828+02 - - - -
04 0432+14 96714 891:14 875+04 861102 8.1:05 - - - -

Overall, concentrated MMC preparations (2mg/mL,
1mg/mL) were less prone to chemical degradation than
diluted MMC preparations (<1 mg/mL). Results also indicate
a positive correlation between temperature and chemical
degradation. In contrast, refrigerated solutions and
concentrated solutions are more prone to physical insta-
hility caused by poor solubility of MMC and crystallization,
While the Zmg/mL MMC preparations were at risk for
crystallization regardless of storage temperature, 1 mg/mL

preparations only showed evidence of crystallization under
refrigerated storage.

pH, osmolality, and visual inspection
Tables 6-8 show the measured pH values of the MMC test

solutions. In MMC 1 mg/mL and diluted solutions (0.2 mg/mL,
0.4 mg/mL) initial pH values were in the range of 6.2-7.0 and
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increased over time related to the known formation of
the basic degradation products. Along with these elevated
pH-values, MMC degradation slowed down (compare
Figure 2). Whenever MMC crystallization occurred, no
increase in pH was seen. In MMC 2 mg/mL solutions initial
pH values amounted to pH 7.8 on average with little changes
over the observation period of 24 h.

Osmolality of the diluted solutions initially averaged to
266 mOsm/kg (0.2 mg/mL) and 276 mOsm/kg (0.4 mg/mL) and
remained almost unchanged over the study period (data not
shown).

During visual inspection, MMC crystals appeared as
thin, black needles, easily to detect in the bluish solution.
Color changes were not ohserved.

Almasi et al.; In-use stability of urea-containing mitomycin preparations = 7

Discussions

The in-use stability of ready-to-administer Mitomycin medac
preparations commonly used in our university medical
center was investigated related to MMC conceniration,
storage condition, and type of primary container. The limit
set for stability was =90 % of the initial MMC concentration
determined by a stability indicating HPLC assay.
Degradation of MMC is known to be strongly
pH-dependent [17-20]. Of note, different pH values of
commonly used infusion solutions significantly influence
the rate of MMC degradation. When dextrose 5% infusion
solution is used as solvent, the acidic initial pH (pH 4-5
caused by the sterilization process) leads to an increased

Table 6: pH values of dissolved Mitomycin medac 2 mg/mL in ready-to-administer syringes. pH values of test solutions in which crystallization occurred

are given in red italic numbers.

Storage temp. Test solution pH-values + RSD [%] (n=3)
0h 4h 8h 12h 24h
2-8°C 1 7.78+03 - 7.69+05 749+ 05 7.25+03
2 781+03 - 752+03 789+ 06 734+ 03
3 7.87+0.4 - 780+ 0.2 76103 7.27+03
25°C 1 801102 766102 751+03 7.47 + 0.4 7.65 + 0.3
2 742+ 05 737+03 741 +0.2 771+03 7.63+0.1
3 790+ 05 775+03 7.88 £ 0.3 779+ 03 780+ 0.2

Table 7: pH values of dissolved Mitomycin medac 1 mg/mL in original vials. pH values of test solutions in which crystallization occurred are given in red

italic numbers,

Storage temp. Test solution pH-values + RSD [%] (n=3)
0h 6h 1d 2d 3d 4d 5d 6d
2-8°C 1 6.36+0.2 - 637102 645101 659+ 0.1 645+ 0.1 636+ 02 6.36 + 0.1
2 6.39+0 - 640+0 637041 6.54 + 0.2 6.57+0 6.63+0 6.48 + 0.1
3 6.45 + 0.1 - 6.49 + 0.1 6.50 £ 0.1 654+0 657+02 660+0 665101
25°C 1 6.40 + 0.1 645+ 0.1 680+0 69301 710+ 0.1 - - -
2 6.43 + 0.1 6.49 + 0.2 673z 0 6940 7.08+0 - - -
3 6.21+0 6.47 +0.2 6700 69101 7.09 + 0.1 - - -
Table 8: pH values of diluted Mitomycin medac 0.2 mg/mL, 0.4 mg/mL in ready-to-administer syringes. MMC=mitomycin C.
Storage Nominal pH-values + RSD [%] (n=9)
temp. MMC-conc. oh 6h 1d 2d 3d ad 5d 6d 7d 8d
2-8°C 0.2 64903 - 655+0.1 658+0.1 658+0.1 661401 660+01 657+04 660+04 6.62+0.
04 7.02+02 - 7.05+06 711+05 713+£04 717+05 718401 720+01 719+£02 7.19+0.1
25°C 02 651%0.2 655+03 666+02 666+03 67605 676%0.2 - - - -

04 70302 7.05+03 7.08+0.1 715+0.1 71802 7.19+0.2 - -
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acid catalyzed hydrolysis of MMC [17, 21, 27]. pH values of
NS prefilled in infusion bags usually lie between 5 and 6. In
our study, the pH values of the solvent and diluent were
almost neutral (WFI 7.4, NS 6.7), thereby favoring chemical
stability of MMC. Moreover, WFI is to be used as solvent
according to the SmPC.

2 mg/mL MMC solutions for liver TACE

The current formulation of Mitomycin medac clearly
improves MMC solubility and allows to prepare MMC
2mg/mL solutions in plastic syringes to be used in conven-
tional liver TACE. No additional shaking or heating was
necessary indicating that hydrotropic solubilization of MMC
by urea has been successful. The new formulation was
established in a ratio of urea to solvent (water) and solute
(MMCO) to achieve stable 1mg/mL MMC solutions. As crys-
tallization of MMC 2 mg/mL solutions occurred already after
12 h of storage in almost all test solutions the urea, MMC and
water ratio might not be optimal (see Table 3). In addition,
the hydrotropic activity of urea was demonstrated to be
temperature dependent, with higher temperature leading to
higher activity and thus better solubility [28]. This provides
an explanation for the increased MMC crystallization in
refrigerated solutions.

Noteworthy, 2 mg/mL solutions of Mitomycin for Injec-
tion USP (Accord Healthcare) could only be achieved by
heating (50 min, 50 °C), resulting in a clearly diminished
stability period of 5h [11]. After dissolution with WFI, the
initial pH of the MMC 2 mg/mL solution amounted to 7.8. The
lower initial pH reported by Meyers et al. (pH 7.0) might he
related to the different solvent used (slight acidic NS) [11].

Regarding TACE, MMC concentrations >1mg/mL are
more suitable because of smaller corresponding volumes of
the required MMC dose and smaller volumes of Lipiodol
needed. Higher volume ratios of Lipiodol/anticancer drug
solution (preferred ratio 2:1 or 3:1) help the interventional
radiologists to prepare a stable emulsion by repetitive
pumping of two 10 mL syringes via a 3-way stopcock [23, 25].
Moreover, smaller total injection volumes are related to
a better benefit-risk ratio of TACE, as the total volume
of Lipiodol should not exceed 15 mL per treatment session
[23]. According to our results, 2 mg/mL MMC solutions are
physicochemically stable for atleast 8 h, allowing pharmacy-
based preparation and same day use by interventional
radiologists. Storage at room temperature should be
preferred, but all solutions must be carefully checked for
signs of crystals prior to use. Further studies are necessary
to explore the optimum mixing technique and the stability
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of the MMC/Lipicdol emulsions, since to date further in-
vestigations are only available for doxorubicin/lipiodol
emulsions [25].

1 mg/mL MMC solution

Meanwhile, stability data for 1 mg/mL MMC solutions are
available for formulations containing NaCl, mannitol
and urea as excipients. When Briot et al. investigated the
stability of Ametycine® dissolved with WFI and stored at
25°Cin glass vials, pH values and the loss of intact MMC were
very similar to our results [12]. In both studies tgs (time when
959% of the initially measured concentration is remaining)
was in the range of 6-8 h. According to these study results,
MMC 1mg/mL preparations should be used within a few
hours and residual volumes of concentrated solutions are to
be discarded. When Beijnen et al. did stability tests of
Mitomycin-C Kyowa® in glass vials solved with WFI, storage
under refrigeration resulted in prompt crystallization [16].
However, we found 1mg/mL Mitomycin medac solutions
stored refrigerated to be physicochemically stable for up to
6 days without signs of crystallization. Therefore, 1 mg/mL
MMC solutions stored refrigerated must be carefully
checked for signs of crystals prior to use. Storage at room
temperature is not recommended since chemical stability is
only given for about 15 h. This time span, when 90 % of the
initially measured concentration is remaining (tgg) can be
deduced from Figure 2 (yellow line). This result matches
with our previous finding for urea-containing mitomycin
medac reconstituted with WFI: After 24 h of storage at room
temperature approximately 92% of the initial MMC con-
centration remained intact [9]. In contrast, reconstitution
with 0.9 % NaCl solution accelerated the degradation rate of
MMC [9].

0.2 mg/mL and 0.4 mg/mL MMC solutions for
glaucoma surgery

Diluted (0.1 mg/mL up to 0.4 mg/mL) MMC solutions are
primarily used in glaucoma surgery [6]. Published
in-use stahility studies were performed with varying
MMC concentrations, diluents of different pH values, and
various finished medicinal products and thus revealed
different results [10, 13—15]. In accordance with previous
investigations [15-17], our results highlight that the sta-
bility of diluted MMC preparations is strongly dependent
on the storage temperature, with refrigerated storage
being heneficial for stability. Storage at room terperature
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should be avoided, due to faster degradation of MMC.
Crystallization was not an issue in diluted 0.2 mg/mL and
0.4 mg/mL MMC solutions. Nisse et al. investigated the
stability of Mitomycin medac and Ametycine® diluted with
NS or WFI to a MMC cancentration of 0.2mg/mL. After
63 days of storage at —20 °C, precipitation was observed in
Ametycine® samples but not in Mitomycin medac samples,
indicating improved MMC solubilization by hydrotropic
urea [10].

Limitations of the study

During the study period, peaks of degradation products
appeared clearly separated from the MMC parent peak and
increased over time. Further identification and quantifica-
tion of degradation products, mainly resulting from acid
hydrolysis and aziridine ring opening [16], were not per-
formed. According to the literature [11, 12], degradation
products are not believed to be cytotoxic and there are no
limits set in the pharmacopoeia [29, 30].

Regarding the experimental setup, sampling time points
were chosen according to the known instability of MMC
solutions and the guidelines for stability testing of pharma-
ceutical preparations [31]. Nevertheless, determination of tgy
is limited by the random occurrence of crystallization.
However, lack of crystallization indicates physicochemical
stability over the experimentally determined periods.

In 2mg/mL MMC solutions the initially measured
concentrations deviated from the nominal concentrations
(on average 5%, see Table 3). This is most probably not
caused by immediate MMC degradation, but by the prepa-
ration process of test solutions and the used sampling
technique.

Regarding the limited solubility of MMC and the risk of
crystallization, measurement of sub-visible particles would
have been reasonable, hut was not feasible due to technical
reasons. Further studies with larger volumes of test solu-
tions are necessary to address this issue.

Today, differently formulated finished medicinal
products containing different types and amounts of excip-
ients (e.g. urea, NaCl, mannitol) are available on the mar-
ket. As published in-use stability studies were performed
with different brand products and pH values of NS used as
diluent are different or not reported, comparison of studies
and the applicability of the results often proved difficult.
More systematic stability studies of MMC preparations are
needed, addressing the impact of specific formulations
used as starting material and checking the pH of NS used as
diluent.

Almasi et al.; In-use stability of urea-containing mitomycin preparations
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Conclusions

MMC lyophilized powder formulated with urea as hydro-
tropic agent has significantly increased solubility of MMC,
which allows the preparation of solutions with MMC con-
centrations up to 2mg/mL without additional heating or
shaking. MMC 2 mg/mL solutions remain chemically stable
for 24h and can be utilized in liver TACE, where smaller
volumes of higher concentrated MMC solutions are more
appropriate to prepare stable MMC/Lipiodol emulsions.
However, crystallization is stability limiting, especially
when stored refrigerated. Storage at room temperature is
strongly recommended and all MMC solutions must he
checked for signs of crystallization before use.

For 1 mg/mL MMC solutions the risk of crystallization is
lower and refrigerated storage for up to 2 days can he uti-
lized. When solutions are free from visible particles, chem-
ical stability is given for up to 6 days. Solutions should be
carefully checked for signs of crystallization before use.

In MMC solutions diluted to a concentration of
0.2 mg/mL and 0.4 mg/mL chemical degradation is the most
prominent stability limiting factor. Since crystallization was
not observed at all, refrigerated storage is strongly recom-
mended and feasible for maximum 5 days (0.2. mg/mL) and
3 days (0.4 mg/mL).
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Jannik Almasi

ABSTRACT

Objective The aim of the study was to investigate

the physicochemical stability of mitomycin-containing
medicinal products for bladder instillation, formulated
with urea as excipient (mito-medac®, Mitomycin
medac). For comparison, the stability of reconstituted
Urocin® and Mitem® bladder instillation was studied.
Methods Mitomycin-containing medicinal products
were either reconstituted with the prepackaged

0.9% NaCl solution, nominal volume 20 mL (mito-
medac®, Mitem®, Urocin®}) or with 20 mL water

for injection (Mitomycin medac, Mitem®, Urocin®)

to a nominal concentration of 1 mg/mL and stored at
room temperature (20-25°C). Samples were taken
immediately after reconstitution and after 24 hours.
Physicachemical stability was determined by reverse-
phase high performance liquid chromatography with
photodiode array detection, measurement of pH and
osmolarity, and inspection for visible particles or colour
changes.

Results The initial pH values of the test solutions
reconstituted with prepackaged 0.9% NaCl (5.2-5.6)
were significantly lower than those reconstituted with
water for injection (6.6-7.4). Solutions reconstituted
with 0.9% NaCl solutions rapidly degraded and
concentrations fell below the 0% limit after 24 hours
of storage. When reconstituted with water for injection,
degradation was less rapid. Concentrations of Mitomycin
medac and Urocin remained above the 90% limit after
24 hours.

Conclusions The physicochemical stability of mitomycin
1 mg/mL bladder instillation prepared with prepackaged
0.9% NaCl in prefilled PVC bags is less than 24 hours
at room temperature. Unfavourable pH values of

the solvents cause rapid degradation of mitomycin.
Mitomycin solutions reconstituted at the point of

care should be administered immediately to avoid
degradation and loss of efficacy. Urea added as excipient
did not accelerate degradation.

INTRODUCTION

The antitumor drug mitomycin C (MMC) is
indicated after transurethral resection of non-
muscle-invasive bladder carcinoma. In general,
this adjuvant chemotherapy consists of 20-40 mg
MM instilled into the bladder.' > Specific bladder
instillation kits containing vials with 20 mg/40 mg
MMC lyophilisate and 20 mL/40 mL 0.9% sodium
chloride solution (NS) in prefilled PVC bags with a
pre-connected vial adapter are licensed. Currently,
three 20 mg MMC brand products for intravesical
administration with prepackaged NS solvent solu-
tion are marketed in Germany. Formulation details
are shown in table 1 (product MMC A1, B and C).

, Judith Thiesen, Irene Kraemer

WHAT IS ALREADY KNOWN ON THIS TOPIC

= The physicachemical stability of mitomycin
solutions is limited.

= The degradation of reconstituted mitomycin
depends on pH and temperature.

WHAT THIS STUDY ADDS

= Urea added as excipient in mitomycin medicinal
products does not accelerate degradation.

= The low pH of prepackaged 0.9% Nacl
solutions in mitomycin bladder instillation kits
causes rapid mitomycin degradation.

= At room temperature, reconstituted solutions
should be used immediately after preparation
to avoid loss of efficacy.

HOW THIS STUDY MIGHT AFFECT RESEARCH,
PRACTICE OR POLICY

= Reconstitution of intravesical instillations has to
be carried out at the point of care.

In 2017, mito-medac® (intravesical instillation kit,
product MMC A1) and Mitomycin medac (powder
for injection or intravesical use, product MMC A2)
were re-formulated by the addition of urea as excip-
ient to facilitate the manufacturing and reconstitu-
tion process. Information regarding the impact of
the addition of urea on the physicochemical prop-
erties and stability of the reconstituted solution has
not yet been published.

MMC is sparingly soluble in water and relatively
unstable in aqueous solution. Stability is known to
be strongly pH dependent, with optimum pH 7-8.%*
At lower and higher pH values, MMC degradation
rates increase proportionally to the concentration
of [H*] and [OH] ions.’ In slightly acidic solutions
the methoxy group is cleaved and the aziridine
ring opened, which leads to the formation of two
diasterecomeric diamino-mitosenes (figure 1). The
alkaline degradation products raise the pH, thereby
decreasing the degradation rate of MMC.®

For intravesical administration, MMC lyophili-
sates marketed as instillation kits are dissolved with
the enclosed NS solution and immediately instilled.
Detailed information on the stability of the ready-
to-administer solutions is not given.”” There are
few studies on the physicochemical stability of
MMC 1 mg/mL bladder instillation.” 1! Beijnen et
al stated that 0.6-0.8 mg/mL MMC bladder instil-
lations dissolved in water for injection (WFI) are
stable for 4 days at ambient temperature. Dissolu-
tion and storage in NS or phosphate buffer pH 7.4
is not recommended because, in these media, more
rapid degradation and/or precipitation occur. The

BM]
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Table 1 Characteristics of mitomycin € (MMC)-containing medicinal products for intravesical instillation according to the Summary of Product
Characteristics
MMC A1 MMC A2 MMC B MMmC C
mito-medac® Mitomycin medac Mitem® Urocin®
20 mg*’ 20 mgt® 20 mgt® 20 mgt?
Excipients Urea Urea Mannitol Mannitol
(calculated 40 mg) (calculated 240 mg)
HCI 36% for pH adjustment HCl for pH adjustment
NaOH for pH adjustment -
Solvent 20 mL NS 20 mL NS for intravesical administration 20 mL NS 20 mL NS
prepackaged PVC bag prepackaged PVC bag prepackaged PVC bag

20 mLWFI for IV administration
*Licensed for intravesical and intravenous administration.
tLicensed for intravesical administration.
IV, intravenous; NS, sodium chloride solution; WFI, water for injection.

degradation rates of reconstituted solutions are lower at refriger-
ated temperatures, but solubility is substantially reduced at lower
temperatures and precipitation may occur.’

The aim of our study was to investigate the physicochemical
stability of urea-containing MMC formulations when reconsti-
tuted with prepackaged NS (mito-medac®) or WFI (Mitomycin
medac) and stored for 24 hours at room temperature. In addi-
tion, the stability of reconstituted Urocin® and Mitem® bladder
instillation after reconstitution with prepackaged NS or WFI was
studied.

MATERIALS AND METHODS

Medicinal products

MMC Al: mito-medac®, 20 mg, powder and solvent for intra-
vesical solution, N§ 20 mL PVC bag (pH 4.1); medac GmbH,
Wedel, Germany.

MMC A2: Mitomycin medac, 20 mg, 1 mg/mL powder for
solution for injection/infusion or intravesical use; medac GmbH,
Wedel, Germany.

MMC B: Mitem®, 20 mg, powder for solution for injection/
infusion or intravesical use, NS 20 mL PVC bag, type enclosed
until 02/2021 (pH 4.6); Substipharm Ltd, London, UK (Distrib-
utor; Dr Pfleger, Bamberg, Germany).

MMC C: Urocin®, 20 mg, powder for solution for injec-
tion/infusion or intravesical use, NS 20 mL PVC bag (pH 4.3),
Apogepha Arzneimittel GmbH, Dresden, Germany.

~o
)—N“z
o

Mitomycin C agindinomitosene
o NH; Q NH;
H Ha(
. “OH OH
—»  HN + HaN'
0 o]
NH. NH
P P
1.2 1-hydroxy-2, 1.2-trans-1-hydroxy-2 7-diaminomitosene
Figure 1 Abbreviated degradation pathway of mitomycin C in acidic

solution adapted from Beijnen et a and McClelland et a[*'

40 mLWFI for IV administration 40 mLWFI for IV administration

WFI: Aqua ad iniectabilia Braun, 100 mL glass injection
bottle; B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Germany.

Preparation of test solutions

MMC reconstituted with NS

MMC Al, B and C 20 mg, three vials each, were reconstituted
with the prepackaged NS, nominal volume 20 ml. According
to the Summary of Product Characteristics (SmPC), the entire
volume was transferred via adapter. The reconstituted solutions
were stored at room temperature (20-25°C) protected from
light.

MMC reconstituted with WF

MMC A2, B and C 20 mg, three vials each, were reconstituted
with 20 mL WFI using a Codan spike (CODAN, Lensahn,
Germany) and 20 mL disposable plastic syringes (BD Plastipak,
Becton Dickinson, Drogheda, Ireland). The resulting 1 mg/mL
MMUC solutions were stored at room temperature (20-25°C)
protected from light.

Sample preparation

Immediately after reconstitution (0 hours) and after 24 hours of
storage, 5 mL samples were withdrawn in duplicate from each
MMC test solution. 200 pL aliquots were diluted with 800 uL
water HPLC grade (AppliChem GmbH, Darmstadt, Germany)
and homogenised for 10 s using a vortex mixer.

HPLC assay

A known reverse-phase high-performance liquid chromatog-
raphy (RP-HPLC) method'* ¥ with photodiode array detection
was used for quantitative analysis of MMC and degradation
products. The HPLC system consisted of a Waters Alliance 2695
pump connected to a Waters Photodiode Array Detector 996
(Waters, Eschborn, Germany). Waters Empower Pro, Empower
2 Software, Version 6.10.01.00 was used for instrument opera-
tion, data collection and processing. Separation was performed
with a C18 column Hypersil ODS C18, 250 mm x 460 mm,
5 um (MZ-Analysentechnik, Mainz, Germany) at 25°C. The
mobile phase consisted of 65% 10 mM buffer solution (potas-
sium dihydrogen phosphate; AppliChem, Darmstadt, Germany)
dissolved in water HPLC grade (AppliChem) and 35% methanol
HPLC grade (Fisher Scientific, Loughborough, UK). The flow
rate was set to 1 mL/min, the detection wavelength to 216 nm
(quantification of MMC)'? '* and 254 nm (detection of degra-
dation products).* Run time was 10 min. From each sample 10

2
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pL aliquots were injected in triplicate by an autosampler. Under
these conditions the MMC retention time was about 6 min. The
washing solution consisted of 95% water HPLC grade and 5%
methanol HPLC grade. Test solutions were considered to be
stable when the measured MMC concentration was =90% of
the initially measured concentration (100%0).

Peak areas of degradation products >0.5% of the main peak
area were manually integrated and calculated as a percentage of
the main peak area.

Validation of the RP-HPLC assay

Assay validation was performed in accordance with the ICH
Harmonised Tripartite Guideline for Validation of analytical
procedures: Text and Methodology Q2 (R1).* Linearity testing
was performed with a stock solution obtained by reconstitution
of 10.0 mg mitomycin C CRS substance (EDQM, Strasbourg,
France) with 10 mL WFL The calibration curve was established
with seven MMC standards (0.10 mg/mL, 0.16 mg/mL, 0.18 mg/
ml, 0.20 mg/mL, 0.22 mg/mL, (.24 mg/mL and 0.30 mg/mL)
obtained by further dilution with water HPLC grade. Aliquots
of the standards were injected in triplicate. The measured peak
areas were plotted against the nominal MMC concentrations to
obtain the calibration curve.

Intra- and inter-day accuracy and precision were validated by
analysing MMC solutions on five consecutive days. Stock solu-
tions were freshly prepared on each day, as described above.
Eight test solutions of the nominal concentration 0.2 mg/mL
were obtained by adding 200 pL stock solution in each HPLC
vial prefilled with 800 pL water HPLC grade. Samples from
test vials 1 and 8 were injected sixfold on five consecutive days.
Samples from test vials 2-7 were injected once on the same days.

pH

pH values were measured using a calibrated Seven Compact Duo
pH/Conductivity $213 instrument (Mettler Toledo, Biittelborn,
Germany). Undiluted samples withdrawn at 0 and 24 hours were
measured once when reconstituted with WFI or in triplicate
when reconstituted with NS,

Osmolality

Osmolality was measured with the Osmomat 3000 (Gonotec,
Berlin, Germany) in triplicate for each undiluted sample with-
drawn at 0 and 24 hours.

Visual inspection
Whenever samples were withdrawn, aliquots and the residual
solution in the original vials were examined for colour changes
and particle formation with the unaided eye. Test solutions with
no colour change or any precipitation were defined as physico-
chemically stable.

RESULTS

Validation of the RP-HPLC assay

The HPLC method was adopted from Briot et al and proven as
a stability indicating method.'? '3 The absence of interference
with urea was proven. The MMC parent peak and the peaks
of degradation products were clearly separated. The equation
of the standard curve was y=4.08E + 07x + 8.07E + 04. The
correlation coefficient amounted to >0.999 and proved linearity
over the defined concentration range. Accuracy was 97.0+2.4%
relative standard deviation (RSD) for MMC 1 mg/mL samples.
The intra-day and inter-day precision tests showed a mean MMC
concentration of 97.0+2.5% RSD and 97.5+2.5% RSD, respec-
tively. The results met the acceptance criteria based on ICH Q2
(R1)" and proved reproducibility.

Stability of MMC reconstituted with NS or WFI
The MMC concentrations measured immediately after reconsti-
tution and after 24 hours of storage are shown in table 2.

Reconstitution of MMC A1, B, C with prepackaged NS resulted
in MMC concentrations lower than the nominal concentration
of 1 mg/mL. This was most obvious for MMC B, which had a
concentration of only 0.79 mg/mL immediately after reconstitu-
tion. During the 24-hour storage period at room temperature,
MMUC concentrations rapidly declined below the 90% limit in
each test solution (see table 2). Comparative testing of MMC-
containing medicinal products A2, B and C dissolved with 20
mL of WFI had initial MMC concentrations corresponding to
the nominal concentration. After 24 hours of storage at room
temperature, loss of MMC was lower than 10% for MMC A2
and MMC C and about 18% for MMC B.

Irrespective of the solvent used, degradation products were
detected in the HPLC chromatograms immediately after recon-
stitution. The area under the curve (AUC) of the degradation
products significantly increased over the 24-hour period (see
figure 2) and are shown in table 3 for both time points.

Table 2 Stability of MMC A1, A2, B and C solutions 1 mg/mL reconstituted with prepackaged NS or 20 mL WFI stored for 24 hours at room

temperature, protected from light

MMC concentration

Initial MMC concentration+RSD, mg/mL +RSD, mg/mL % Initial concentration
{n=18) (n=18) remaining+RSD (n=18)
Measured

Solvent Medicinal product Nominal 0 hours 24 hours 24 hours

NS Al (n* 0.932+1.2 0.765+1.3 82.1+1.3

NS B ) 0.793+4.7 0.691+3.7 87.1+£3.7

NS C = 0.903+1.2 0.772+2.2 85.8+2.2

WFI A2 1 0.974+0.9 0.894+1.0 91.8+0.2

WFI B 1 1.017£1.4 0.833x1.2 81.9+2.2

WFI C 1 0.965+1.0 0.887+1.2 91.9+1.4

Measured MMC concentrations and calculated remaining MMC concentrations are expressed as mean£RSD (%) and percentage ratexRSD {n=18).
*The nominal concentration refers to the declared concentration when 20 mL NS is used for reconstitution. In the experiments the total volume of the prepackaged NS was

added as given in the Summary of Products Characteristics.

MMC, mitomycin C; N5, sodium chloride solution; RSD, relative standard deviation; WFI, water for injection.
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Figure 2 Representative chromatograms of mitomycin C (MMC) A1 dissolved with sodium chlaride solution after (a) 0 hours and (a*) 24 hours and MMC
A2 dissolved with water for injection after (b) O hours and (b*) 24 hours of storage at room temperature. Degradation products 1-3 are shown as separate

peaks; detection wavelength 254 nm.

In MMC solutions reconstituted with NS and WFI, a
maximum of four and three additional peaks due to degradation
products were detected, respectively. In test solutions prepared
with the acidic NS, mostly degradation product 3 was formed,
while in test solutions prepared with WFI degradation product
1 was predominant.

Percentage rates of degradation products differed between the
brand products investigated. Immediately after reconstitution
we detected the lowest numbers/percentage rates in the urea-
containing formulations MMC Al and A2 (scc table 3).

pH, osmolality and visual inspection

Table 4 shows the pH and osmolality of the test solutions. Initial
pH values correspond to the solvent used, with acidic NS solu-
tions showing lower pH values (5.2-5.6) than WFI solutions
(6.6-7.4).

After 24 hours, increased pH values were measured (NS solu-
tions 6.4-6.5; WFI solutions 6.9-7.4).

Osmolality of the MMC 1 mg/mL solutions dissolved with
NS amounted to 525 mOsm/kg for the urea-containing MMC
A1 and to about 300 mOsm/kg for MMC B and C. No changes
were observed after 24 hours. When WFI was used as the
solvent, MMC A2 was 250 mOsm/kg while MMC B and C were
distinetly hypo-osmolar (15 mOsm/kg and 69 mOsm/kg).

No visible particles or colour changes were detected in any of
the samples at any time of observarion.

DISCUSSION
The reformulation of mito-medac® (intravesical instillation
kit) and Mitomycin medac (powder for injection or intravesical

use) by the addition of urea as excipient forced us to study the
in-use stability. According to the SmPC, the ready-to-administer
instillation solutions are prepared with enclosed PVC infusion
bags prefilled with NS. Because of the closed system procedure
and low occupational risk, reconstitution can be done at the
point of care followed by immediate use. Therefore, we tested
in-use stability immediately after reconstitution and after 24
hours storage at room temperature. Refrigeration was avoided
because there is evidence of precipitation in 1 mg/mL solutions.’
For comparison, we tested the physicochemical stability of two
other MMC instillation kits marketed in Germany. Each product
is differently formulated, and the instillation kits come with
different PVC bags prefilled with nominally 20 mL NS. The
exact solvent volume plays a minor role as the total volume and
thereby the intended dose is instilled.

Different initial MMC concentrations measured in MMC
bladder instillation A1, B and C can be explained by overfills
of the PVC bags and/or immediately starting rapid degradation
related to the low pH values of the pure NS solvent (measured
pH 4.1-4.6). Initial pH values of the MMC bladder instillations
were 5.2-5.6, and increased to pH 6.4 after 24 hours storage
at room temperature. In parallel, the MMC concentrations
decreased by about 15% in each product and the percentage
rates of basic degradation products increased.

In contrast, when WFI (pH 7.4) was used as solvent, the pH
values of the MMC solutions were 6.6-7.4, which is favourable
for MMC stability. Despite the initial pH value of 6.6, the degra-
dation in MMC B solutions was much higher (18.1%96) than in
MMC A2 and C solutions (about 9%6). Most probably, the low
MMC concentration determined in MMC bladder instillation

4
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Table 3 Percentage rates of degradation products related to the
area under the curve (AUC) of the MMC parent peak immediately after
reconstitution (0 hours) with NS or WFI and after 24 hours storage at
room temperature, protected from light

Mean percentage rate of degradation peak related
to the AUC of the MMC parent peak

Degradation

Medicinal  peak

Solvent  product number 0 hours 24 hours

NS Al 1 - 5.72+0.06
2 1.28+0.12 6.08£0.05
3 1.68+0.11 10.68+0.13
4 - =

NS B 1 1.75+0.19 5.89+0.06
2 0.87+0.06 6.75£0.36
3 1.13+0.11 10.7020.61
4 - _

NS C 1 1.15x0.16 6.22£0.39
2 1.38+0.05 4.77£0.68
3 1.37+0.13 5.88+0.29
4 = 1.23+0.58

WFI A2 1 0.57+0.19 6.17£0.07
2 - 0.55£0.04
3 - 1.24+0.14
4 - —

WFI B 1 1.26+0.30 7.2420.06
2 - 0.59£0.03
3 - 1.25+0.08
4 - =

WFI C 1 2.59+0.18 7.73£0.09
2 1.01£0.06 0.78£0,07
3 1.00+0.05 1.32+0.06

4 = =
Values expressed as mean=5D (n=18).
MMC, mitomycin C; N5, sodium chloride solution; WFI, water for injection.

B directly after dissolution is related to overfill of the NS PVC
bags. It can be concluded that formulation with urea as excipient
does not affect stability.

Direct comparison with published stability data is difficult
since different marketed medicinal products, different solvents/
infusion solutions and different storage conditions were applied

Table 4 pH values and osmolality measured in 1.0 mg/mL MMC
solutions immediately after reconstitution (0 hours) with NS or WFI and
after 24 hours storage at room temperature, protected from light

Mean osmolality+RSD,

Mean pH+RSD mOsm/kg

Medicinal _("=2) (n=9)
Solvent product 0 hours 24 hours 0 hours 24 hours
NS Al 5.2+0.5 6.5+0.5 528+0.8 52520.6
NS B 5.2+1.0 6.4+0.1 310+1.0 31109
NS C 5.6+2.5 6.4+1.1 343+0.6 345+0.7
WFI A2 6.6+3.8  6.9x04" 24919 249+0.6
WFI B 6.6+2.7* 6.9+0.3* 14298 13+3.8
WFI C 7.4+£1.4% 7.4+0.3* 69+1.0 70+1.2
Values expressed as mean=RSD (%)
*n=3.

MMC, mitomycin C; NS, sodium chloride solution; RSD, relative standard deviation;
WEFI, water for injection.

in the experiments. While Beijnen et al’ reported 4 days stability
under refrigeration for MMC 0.6 mg/mL solutions dissolved
with NS (pH unknown), Briot et al'? reported 10 hours stability
at room temperature for MMC 1 mg/mL when WFI was used as
solvent. Meyers et al'® reported stability for up to § hours for
MMC 1 mg/mL bladder instillations stored at 37°C following
initial incubation at 50°C in a hot water bath. MMC diluted in
506 dextrose solution (pH 5) and stored at room temperature is
only stable for 2.6 hours (t%).16 Therefore, it can be concluded
that the stability of MMC bladder instillations prepared with
acidic NS is only for a few hours. Decreased MMC content may
result in clinically relevant underdosing, especially with respect
to the fact that 40 mg MMC/week is more effective than 20 mg
MMC/week.!” Moreover, dosing is affected by parameters such
as the residual urine volume, urine production, urinary pH (the
respective SmPCs of the bladder instillation solutions recom-
mend a pH =6 before instillation) and the dwell time of the
active substance in the bladder.'”""* Hence, initial MMC degra-
dation should be as low as possible to ensure effective dosing,
especially when using the 20 mg MMC bladder instillation
solution.

HPLC chromatograms of the test solutions showed addi-
tional peaks next to the MMC parent peak, with increasing
peak areas over time (see figure 2). These peaks correspond
to the degradation peaks resulting from forced degradation.
MMC degradation products are mostly formed by solvolysis
during manufacturing (eg, lyophilisation) and the reconstitution
process of the medicinal products. This assumption is supported
by the fact that the AUC of the MMC peak decreased to a similar
extent as the AUCs of the additional peaks increased. Further
characterisation of the degradation peaks was not an objective
of our study. No threshold for acceptance of degradation prod-
ucts was set because particular risks of degradation products are
unknown.'? Another limitation of our study is that we did not
examine kinetics and determine shelf life. Additional measure-
ment time points within the 24-hour period would have to have
been investigated.

CONCLUSION

The physicochemical stability of MMC 1 mg/mL bladder instil-
lation prepared with prepackaged NS in prefilled PVC bags is
less than 24 hours at room temperature. Unfavourable pH values
of the solvents are known to cause rapid degradation of MMC.,
Urea added as excipient does not accelerate degradation but
results in hyperosmolar bladder instillation solutions. However,
the osmolality of MMC instillation solutions seems to be negli-
gible due to dilution with residual urine in the bladder. When
reconstitution takes place at the point of care, solutions should
be administered immediately to avoid degradation and loss of
efficacy. Manufacturers should consider optimising the pH of
the prepackaged NS solutions.
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Abstract

Objectives: Durvalumab (Imfinzi®), a PD-L1 monoclonal
antibody (mAb) medication is available as concentrate
(50 mg/mL) for solution for infusion. The summary of
product characteristics provides information about the
physicochemical stability of ready-to-administer durvalu-
mab preparations (vehicle solution 0.9 % NaCl, G5%), but not
about the concentrate after first opening. The objective of
this study was to determine the physicochemical stability of
durvalumab concentrate for solution after first opening over
a period of 28 days.

Methods: Imfinzi® vials were punctured and stored
refrigerated (2-8 °C) or at room temperature (20-25 °C) light
protected. At predefined time points (day 0, 7, 14, 21, 28) the
physicochemical stability of the concentrated solution was
determined by ion-exchange/size-exclusion high-perfor-
mance liquid chromatography (IE-/SE-HPLC) with photo-
diode array detection and pH measurement. Vials were
inspected with regard to changes of color, clarity, and visible
particles at any time point.

Results: Regardless of the storage temperature, durvalu-
mab 50 mg/mL solutions remained physiochemically stable
for 28 days in punctured vials. The concentrations of dur-
valumab monomer remained unchanged and no secondary
peaks (fragments, aggregates) were observed in any of the
SE-HPLC chromatograms. The IE-HPLC test results showed
no substantial changes of the peak areas of the main peak
and of the acidic and basic charge variants during the whole
storage period. Appearance and pH of the test solutions
remained unchanged until the end of the study.
Conclusions: Regardless of storage conditions none of the
analytical methods indicated physicochemical instability of

*Corresponding author: Jannik Almasi, PharmD, Department of
Pharmacy, University Medical Center, Johannes Gutenberg-University,
Langenbeckstrale 1, 55131 Mainz, Germany, Phone: 49 6131 174463, Fax; 49
6131 172262, E-mail: Jannik.almasi@unimedizin-mainz.de

Judith Thiesen and Irene Krimer, Department of Pharmacy, University
Medical Center, Johannes Gutenberg-University, Mainz, Germany

the intact durvalumab monomer over the 28 days of the
study. To avoid microbiological instability storage under
refrigeration is recommended.

Keywords: concentrate for solution; durvalumab; IE-HPLC;
physicochemical stability; SE-HPLC; temperature

Introduction

Durvalumab is a fully humanized immunoglobulin G1-kappa
(IgGlk) monoclonal antibody (mAb) approved or under
clinical investigation in various solid tumors. The checkpoint
inhibitor specifically binds to programmed cell death ligand
1 (PD-L1), selectively blocking the interaction of PD-L1/PD-1
as well as PD-L1/CD80, resulting in increased T-cell activation
and improved antitumor immune response [1]. Antibodies
are large glycoproteins consisting of four polypeptide chains
(2 large, 2 short) with two antigen binding sites. Due to their
high complexity, antibodies can be subject to a variety of
degradation reactions. Instabilities can occur simulta-
neously on various structures and are influenced by
different factors, such as light, temperature, hydrophobic
surfaces, and shear stress [2-8].

Durvalumab (Imfinzi®) is marketed as concentrate for
solution for infusion (50 mg/mL) and available in 120 mg
(24 mL) and 500 mg (10 mL) vials. The finished medicinal
product consists of 26 mM histidine/histidine-HCL (buffer),
275mM trehalose dihydrate (isotonization), 0.02% (w/v)
polysorbate 80 (nonionic surfactant stabilizer) and water for
injection as excipients. Recommended durvalumab doses
are fixed doses of 1,500 mg administered every 3 or 4 weeks
or body weight adjusted doses of 10 mg/kg given every
2 weeks or 20 mg/kg given every 3 or 4 weeks. In the first
version of the SmPC was given that chemical and physical in-
use stability of the diluted solutions have been demonstrated
for up to 24 h at 2-8 °C and for up to 4 h at room temperature
(up to 25 °C) from the time of preparation [9]. In October 2021
[10], physicochemical in-use stability has been extended to
30 days at 2-8 °C and to 24 h when stored at 25 °C [1].

However, in-use stability was not enlarged for the
concentrated solution. Therefore, any residues of the
concentrate left in the original vial must be discarded [1, 9].

8 Open Access, © 2023 the author(s), published by De Gruyter. [[{e<) EXEEEEE| This work is licensed under the Creative Commons Attribution 4.0 International License.
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Additional data on the physicochemical stability and bio-
logical activity of concentrated durvalumab solutions are
only available as non-peer-reviewed poster presentations
[11, 12]. Since weight-based doses result in residues in the
original vials, the objective of our study was to determine
physicochemical in-use-stability of the punctured concen-
trate in order to allow vial sharing and to avoid wasting. We
determined the physicochemical stability of durvalumab
concentrate for solution via size-exclusion high-perfor-
mance liquid chromatography (SE-HPLC), ion-exchange
high-performance liquid chromatography (IE-HPLC), pH
analyses, and visible inspection.

Materials and methods
Reagents

Disodium hydrogen phosphate, sodium sulfate, hydrochloric acid were
purchased from Merck (Darmstadt, Germany); Sodium hydroxide
solution, water HPLC Grade from AppliChem (Darmstadt, Germany);
sodium dihydrogen phosphate, 2-(N-morpholine)ethanesulfonic acid
(MES), isopropanol from Carl Roth (Karlsruhe, Germany); hydrogen
peroxide, sodium chloride from Caelo (Hilden, Germany); acetonitrile
HPLC Grade from Honeywell (Offenbach, Germany). All reagents used
were of analytical grade.

Test solutions

Stability tests were performed with durvalumab (Imfinzi®) 50 mg/mL
concentrate for solution for infusion provided by AstraZeneca GmbH
(batch AADS, AARM). Fourteen vials were punctured with a Codan
microspike (CODAN GmbH & Co KG, Lensahn, Germany) and stored.
Seven vials each were stored refrigerated (2-8°C) and at room tem-
perature (20-25 °C) protected from light. Out of these, three vials each
were assayed by SE-HPLC and IE-HPLC. One vial each was used for pH
measurements, Samples were withdrawn on day 0, 7, 14, 21, 28 via the
spike continuously inserted into the rubber stopper of each vial.

Sample preparation for SE-HPLC

200 pL samples of the test solutions were diluted with 9.8 mL 0.9 % NaCl
infusion solution (Fresenius Kabi, Bad Homburg, Germany) and
homogenized. Afterwards, 400 pL were diluted with 600 pL 0.9 % NaCl
solution in HPLC vials (final concentration 0.4 mg/mL), to fit the cali-
bration curve, 20 pL aliquots were injected by an autosampler in
triplicate.

Sample preparation for IE-HPLC

100 pL samples of the test solutions were diluted with 900 pL buffer
A (see Table 1) in HPLC vials (final concentration 5mg/mL). 25 pL
aliquots were injected by an autosampler in triplicate.

DE GRUYTER

pH measurement

400 pL aliquots of undiluted solution were used for pH measurement.

HPLC assay

The HPLC system consisted of a Waters Alliance 2,695 pump connected
to a Waters photodiode array detector 2,990 (Waters, Eschborn, Ger-
many). Waters Empower Pro, Empower 2 Software, Version 6.10.01.00
was used for instrument operation, data collection and processing. For
[E-HPLC, individual peak areas were calculated as a percentage of the
total peak area.

Size-exclusion high-performance liquid chromatography
(SE-HPLC), ion-exchange high-performance liquid
chromatography (IE-HPLC)

Acceptance criteriawere set to a 5 % maximum loss in active protein and
maximum increase of secondary species of 2 % [8]. Detailed information
on the SE-HPLC assay and the IE-HPLC assay is given in Table 1.

Method validation

To prove the stability indicating nature of the SE-HPLC assay and the
[E-HPLC assay forced degradation experiments were performed by
subjecting durvalumab solutions to heat, oxidant, acidic, and alkaline
solution. In addition, accuracy, intra- and inter-day precision, and
linearity were determined. Because a chemical reference substance
(CRS) was not available when the tests were performed, the finished
medicinal product (Imfinzi® (durvalumab) 50 mg/mL concentrate for
solution for infusion, AstraZeneca GmbH, Germany) was used as
reference.

SE-HPLC

For linearity testing, durvalumab concentrate was diluted with 0.9 %
NacClinfusion solution (freeflex®, Fresenius Kabi, Germany) to achieve
seven calibration standards (0.20 mg/mL, 0.32mg/mL, 0.36 mg/mL,
0.40 mg/mL, 0.44 mg/mL, 0.48 mg/mL, 0.60 mg/mL). Aliquots of these
standards were injected in triplicate. The calibration curve was con-
structed by plotting the peak area vs. the nominal concentration of
durvalumab. Accuracy, inter-day and intra-day precision of the
method were validated by preparing and analyzing 1mg/mL and
5 mg/mL durvalumab standard solutions. Prior to measurement, dur-
valumab standard solutions were diluted with 0.9% NacCl to a con-
centration of 0.4 mg/mL to fit the calibration curve. To determine
accuracy, standard solutions were prepared onefold, diluted and
aliquots were injected tenfold (per concentration). For inter-day
precision, duplicate standard solutions were prepared on five
consecutive days, diluted and aliquots were injected onefold each. To
determine intra-day precision, ten standard solutions each were pre-
pared on the same day, diluted and aliquots were injected onefold
each.
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Table 1: Characteristics of the SE-HPLC assay and the IE-HPLC assay.

Almasi et al.: Physicochemical stability of durvalumab concentrate in original vials

SE-HPLC assay (based on Vats et al. [13])

IE-HPLC assay (based on Vieillard et al. [14])

Column TSngI® G30005Wy, 7,8 x 300 mm
(Tosch Bioscience, Japan)
TSngI® SWy Guard column, 6 x 40 mm

(Tosch Bioscience, Japan)

Guard column

ProPac™ WCX-10, 4 x 250 mm
(Thermao Fisher Scientific, USA)
ProPac™ WCX-10G, 4 x 50 mm (Thermo Fisher Scientific, USA)

Column 25°C 35°C
temperature
Sample 5°C 5°C
temperature
Flow rate 1.0 mL/min 0.8 mL/min
Injection volume 20 pL 25puL
Injections per vial 3 3
Runtime 15 min 50 min
Detection 280 nm 280 nm
wavelength
Mabile phase 0.1 M Na;SQ, + 0.1 M phosphate buffer solution Buffer A: 20 mM MES {2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid) + 60 mM NaCl
R(pH 6.7) (adjusted to pH €)
Buffer B: 20 mM MES + 180 mM NaCl (adjusted to pH 6)
Gradient profile  Isocratic Gradient
0 min — 30 min: starting with 100 % buffer A, 0 % buffer B linearly decreasing/
increasing to 40 % buffer A, 60 % buffer B
30 min — 40 min: 0 % buffer A, 100 % buffer B (purge)
40 min — 50 min: 100 % buffer A, 0 % buffer B (equilibrium period)
Retention time About 8 min About 22 min

SE-HPLC, size-exclusion high-performance liquid chromatography; IE-HPLC, ion-exchange high-performance liquid chromatography.

IE-HPLC

Inter- and intra-day accuracy and precision of the method were
validated by preparing and analyzing 5 mg/mL durvalumab standard
solutions. Ten standard solutions were prepared per day by diluting
durvalumab concentrate with buffer A (see Table 1) on five consecu-
tive days. Aliquots of standard solutions 1 and 10 were injected
in triplicate and aliquots of standard solution 2-9 were injected
onefold.

Appearance

Durvalumab concentrate is a clear to opalescent, colorless to slightly
yellow solution, free from visible particles [1]. At each sampling time
point, the test solutions were checked for any changes with the unaided
eye. Test solutions without any changes were characterized as physi-
cochemically stable.

PH

The pH measurements were carried out with a pH 210 Microprocessor
pH meter (Hanna Instruments, Kehl am Rhein, Germany) equipped
with an InLab Micro pH glass electrode (Mettler Toledo, Greifensee,
Germany). The pH meter was calibrated with a five-point calibration
(pH 2.00, 4.01, 7.00, 9.21, 11.00) with standard buffer solutions (Tech-
nical Buffer Selution, Mettler-Toledo AG) at each time point of mea-
surement. Each sample was measured once. According to SmPC,
specification was pH 6.0.

Results
Validation of the SE-HPLC assay

Figure 1 shows a representative chromatogram of durvalu-
mab concentrate immediately after puncturing the vial with
a microspike. In Figure 2a—d the resulting chromatograms of
the forced degradation tests are given. Acidic and alkaline
forced degradation led to major changes in the chromato-
grams (Figure 2a, b), e.g. broadening of the monomer peak,
appearance of secondary peaks, total loss of the monomer
peak. Moderate heating and oxidant use (Figure 2c, d)
resulted in less significant changes. The lack of secondary
peaks resulting from forced degradation and interfering
with the durvalumab monomer peak indicates the suit-
ability of the method.

The correlation coefficient of the assay amounted to
R%=0.999 and proved linearity over the concentration range.
The accuracy was 98.2 % + 0.50 standard deviation (SD) for
1mg/mL and 99.1% + 0.37 SD for 5mg/mL solutions. The
mean durvalumab concentration of the inter-day precision
test was 0.987mg/mL (98.7% + 0.01) for 1mg/mL and
4.895 mg/mL (97.9 % + 0.12) for 5 mg/mL solutions. The intra-
day precision tests revealed a mean durvalumab concen-
tration of 0.981mg/mL (98.1% + 0.01) for 1mg/mL and
4.971 mg/mL (99.4 % + 0.10) for 5 mg/mL solutions.
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Figure 1: Representative SE-HPLC chromatogram of freshly prepared 0.4 mg/mL durvalumab solution (Imfinzi®); detection wavelength 280 nm.
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Figure 2: a-d: Overlay of SE-HPLC chromatograms of freshly prepared 0.4 mg/mL (black line) and degraded durvalumab (red line) samples; a: pH 1,
20-25°C, 1h; b: pH 13, 20-25°C, 1 h; ¢: 40°C, 24 h; d: H,0; 1.5%, 20-25 °C, 1 h; HMWP: high molecular weight protein, LMWP: low molecular weight
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Validation of the IE-HPLC assay

Figure 3 shows a representative chromatogram of durvalu-
mab concentrate immediately after puncturing the vial with
amicrospike. In Figure 4a—d the resulting chromatograms of
the forced degradation tests are given. Acidic conditions
(Figure 4a) led to minor changes of the peak areas repre-
senting basic charge variants, whereas alkaline conditions
(Figure 4b) resulted in total loss of the main peak. Pure heat
(Figure 4c) caused minor changes of the peak pattern and
oxidation (Figure 4d) induced major changes in the peak
pattern and decrease of the main peak areas. Secondary
peaks resulting from forced degradation conditions did not
interfere with the durvalumab main peak and thereby
demonstrate the suitability of the assay.

Results of interday- and intraday-precision tests are
summarized in Table 2. Subsequent injections resulted in
incremental overlapping of peak 2 and the main peak (see
Figure 5). Therefore, the standard deviation of the percent-
age peak area of peak 2 is higher for inter-day precision than
for intra-day precision (see Table 2). The decrease of the ratio
of peak 2 corresponds to the increase of the ratio of the main
peak, confirming the increasing overlap of peak 2 and the
main peak.

Durvalumab 50 mg/mL analyzed by SE-HPLC

All chromatograms were checked for secondary peaks
(e.g., high molecular weight (HMW) protein forms, low

Almasi et al.: Physicochemical stability of durvalumab concentrate in original vials =—— 5

molecular weight (LMW) protein forms) or changes of the
monomer peak area. In none of the test solutions stored
either refrigerated or at room temperature, systematic or
substantial changes got obvious over time. Besides the dur-
valumab monomer peak (retention time (R,) approximately
8.5 min) only one second peak (relative retention time (rR)
about 1.4) referring to histidine (identification by assaying
pure histidine; data not shown) was present in the SE-HPLC
chromatogram. Detailed results of the quantitative analyses
of the durvalumab monomer peak area are shown in Table 3.
When stored at 2-8 °C durvalumab monomer concentration
remained unchanged over the 28 day-period. The slight
increase of the durvalumab monomer concentration in test
solutions stored at room temperature lies within the 5%
acceptance limit.

Durvalumab 50 mg/mL analyzed by IE-HPLC

The assay resulted in five durvalumab peaks, with peak 1
and 2 corresponding to the acidic charge variants and peak
4 and 5 corresponding to the basic charge variants of the
main peak 3 (see Tigure 3). Peak areas of the main peak
and charge variants are given in Table 4 as percentage
rates of the total peak area. Similar to the validation
measurements, peak 2 increasingly overlapped with the
main peak as the number of injections increased. Result-
ing from the overlap, the peak 2 area decreased about the
same amount as the main peak area increased, indicating
declining column performance. For verification, day 28
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Figure 3: Representative IE-HPLC chromatogram of freshly prepared 5 mg/mL durvalumab sclution (Imfinzi®); detection wavelength 280 nm.
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Figure 4: a-d: Overlay of IE-HPLC chromatograms of freshly prepared 5 mg/mL {black line) and degraded durvalumab (red line) samples; a: pH 2, 60 °C,
2h; b:pH13,60°C, 2 h; c: 60°C, 4 h; d: Hz0; 1%, 20-25°C, 2h

Table2: Inter-day- and intra-day-precision of the IE-HPLC assay; peak areas calculated as percentage rate of the total peak area expressed as mean + SD.

IE-HPLC assay

% peak 1+ SD % peak 2 + SD % Main peak + SD % peak 4 + 5D % peak 5 + 5D
Intra-day precision® 3.29 £ 0.02 2.75+0.03 83.97 £ 0.04 7.68 + 0.02 230+ 001
Inter-day precision® 3.28 £ 0.02 258 £ 0.24 84.14 £ 0.23 7.70 £ 0.03 2.30+0.02

210 individual durvalumab 5 mg/mL standard solutions assayed on the same day, 10 individual durvalumab 5 mg/mL standard solutions assayed on §
consecutive days. IE-HPLC, ion-exchange high-performance liquid chromatography, SD, standard deviation.

samples were re-measured with a new column on the
same day resulting in values similar to the initial values

Durvalumab 50 mg/mL appearance and pH

(compare Table 4). Overall, peak area ratios met the
acceptance criteria (main peak deviation <5 %) regardless
of storage conditions.

The appearance of durvalumab test solutions remained
unchanged during the observation period. There was no
formation of visible particles, cloudiness or discoloration.
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Figure 5; Overlay of IE-HPLC chromatograms of the same 5 mg/mL durvalumab samples on day 28, obtained with the new (red) or old {black) column,

Table 3: Stability of 50 mg/mL durvalumah concentrate in the punctured vial when stored light protected for 28 days at 2-8 °C or 20-25 °C. Results of the
SE-HPLC assay are given in percent of the initial concentration (mean + SD; n=9; one pH measurement per time point (n=1).

Initial durvalumab monomer Durvalumab monomer concentration remaining + SD;
concentration [mg/mL] + SD measured concentration day 0=100 %
Storage temperature Nominal Measured (day 0) Day7 Day 14 Day 21 Day 28
SE-HPLC assay 2-8°C 50.0 49.38 (+2.52) 100.4 (£1.02) 100.6 (£0.98) 1003 (£1.21) 100.0 (+0.71)
20-25°C 50.0 50.39 (£1.12) 99.5 (+0.62) 99.9 (£0.55) 1017 (£1.39) 101.1 (£1.55)
pH 2-8°C 6.0 6.0 6.0 6.0 6.0 6.0
20-25°C 6.0 6.0 6.0 6.0 6.0 6.0

SE-HPLC, size-exclusion high-performance liquid chromatography; SD, standard deviation.

Table 4: Stability of 50 mg/mL durvalumab concentrate in the punctured vial determined by IE-HPLC stored for 28 days at 2-8 °C or 20-25 °C, protected
from light. Peak areas calculated as percentage rates of the total peak area expressed as mean + SD of nine measurements per time point (n=9),

IE-HPLC assay

Storage temperature Days % peak 1+ SD % peak 2 + SD % main peak + 5D % peak 4 + SD % peak 5 + SD
2-8°C 0 3.32 (+0.05) 4.02 (+0.05) 81.77 (+0.09) 8.24 (£0.03) 2.65 (+0.02)
7 3.32 (£0.01) 3.56 (+0.14) 82.31 (x0.13) 8.16 (£0.02) 265 (+0.01)

14 3.32 (+0.02) 3.05 (+0.05) 82.85 (+0.07) 8.13 (+0.03) 2.66 (£0.01)

21 3.32 (+0.02) 2.71 (£0.10) 83.31 (x0.11) 8.01(£0.03) 2.65 (£0.01)

28 3.31(x0.04) 2.46 (£0.03) 83.61 (x0.07) 7.98 (£0.02) 2.65 (£0.03)

28° 3.53 (+0.10) 4.60 (+0.08) 80.99 (+0.22) 8.24 (+0.04) 2.64 (+0.02)

20-25°C 0 3.33(+0.02) 3.94 (+0.05) 81.83 (x0.05) 8.25 (+0.01) 265 (+0.01)
7 3.42 (£0.04) 3.50 (+0.05) 82.27 (0.06) 8.16 (£0.01) 265 (+0.01)

14 3.48 (£0.04) 3.06 (+0.03) 82.69 (+0.06) 8.13 (£0.01) 2.65 (£0.01)

21 3.61 (+0.04) 272 (£0.04) 82.98 (+0.05) 8.04 (£0.02) 2.65 (£0.01)

28 3.62 (£0.03) 2.48 (£0.05) 83.24 (x0.08) 8.02 (£0.01) 2.64 (£0.02)

28° 3.97 (+0.03) 4.98 (+0.04) 80.16 (+0.05) 8.25(+0.02) 2.64 (+0.03)

?Results obtained with new column. IE-HPLC, ion-exchange high-performance liquid chromatography; SD, standard deviation.
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The pH values of the concentrate remained unchanged at pH
6, regardless of the storage conditions (see Tahle 3).

Discussion

The physicochemical stability of durvalumab (Imfinzi®)
concentrate was analyzed by orthogonal methods over a
prolonged period of 28 days, in order to demonstrate
extended in-use stability of the original vials after first
opening. Overall the study demonstrated that durvalumab
was physicochemically stable in punctured vials regardless of
storage conditions. Appearance and pH remained unchanged,
impurities and degradation products were not detected.

The analytical methods used were selected according to
the recommendations of a European consensus group [15].
Within the recommended methods, SE-HPLC and IE-HPLC
are considered to be the most stability indicating assays [16].
By SE-HPLC chain fragmentation and the formation of
aggregates and oligomers are assessed qualitatively and
quantitatively [8]. By IE-HPLC different charge related var-
iants of monoclonal antibodies are separated according to
their isoelectric points (pI) [2] and chemical degradation, like
deamidation of asparagine residues, is visualized.

The shelf-life of unopened Imfinzi® vials is set to three
years [1]. Since the concentration of the stabilizing excipients
as well as the adjusted pH were not changed by dilution with
vehicle solution, a strong impairment of the stability of the
finished medicinal product appears unlikely. Therefore,
additional investigations of the higher order structures and
physical stability (e.g. measurement of subvisible particles
over time, turbidity measurement) were not applied. The
sample numbers, sampling time points, and temperature
conditions were chosen according to the specifications of
the NHS Pharmaceutical Quality Assurance Committee [8]
while the sampling technique (via syringes and spikes) was
chosen according to clinical practice.

In SE-HPLC chromatograms, no secondary peaks were
found at any time point, indicating the absence of fragmen-
tation or aggregation. A decrease in peak height, increase in
peak width, and increasing system pressure over the oper-
ating life of the HPLC column was observed and can he
explained by the deleterious interaction of the surfactant
(polysorbate 80) and the column packing [17]. To minimize the
polysorbate 80 load and thereby the deterioration, we injec-
ted highly diluted samples and retrogradely rinsed the col-
umn with 20 % isopropanol.

The chromatographic profile of the IE-HPLC assay
revealed minor changes over the assay period, Peak heights of
acidic and basic variants did not increase over time proving
no formation of more acidic variants (e.g. by deamidation)

DE GRUYTER

and more basic variants (e.g. by oxidation) regardless of the
storage temperature. The observed changes are related to the
deteriorated column performance, as shown by the results of
re-measurement at day 28.

The results of our stability study regarding durvalumab
cancentrate are in accordance with extended stability data
given in the Imfinzi® SmPC for diluted solutions [1]. More-
over, physicochemical stability of diluted durvalumab solu-
tions and durvalumah concentrate for 3 weeks at 4°C
following 3 days at 25°C, was reported by Bros et al. [11].
Acramel et al. demonstrated the unchanged biological
activity of diluted durvalumab solutions and durvalumab
concentrate for 28 days at 4°C and for 7 days at room tem-
perature [12]. Study results and the prolonged stability
data given in the SmPC consistently indicate high physico-
chemical stability of durvalumab solutions, regardless of
concentration.

Moreover, several other studies have demonstrated
the stability of various mAbs inhibiting the PD-1/PD-L1
signaling pathway. For instance, Hui et al. investigated the
PD-L1 inhibitor atezolizumab and demonstrated stability of
various concentrations stored for 24 h at 30 °C followed by
3 months at 2-8 °C [18]. Le Guyader et al. studied diluted and
undiluted solutions of the PD-1 inhibitor nivolumab and
demonstrated stability for one month and for seven days at
2-8°C and at 40°C, respectively. Slight changes occurred
after an observation period of three months at 2-8°C [19].
Furthermore, Sundaramurthi et al. demonstrated physico-
chemical stability of diluted solutions of the PD-1 inhibitor
pembrolizumab at 5 °C and room temperature for a period of
at least one week [20].

All these studies indicate a physicochemical stability of
mAb solutions exceeding the stahility information provided
in the respective SmPCs, demonstrating a tremendous
progress in the field of protein stabilization [5].

In a recent study, microbiological stability of durvalu-
mab solutions was tested by intended contamination with
various facultative pathogenic microorganisms [21]. Tested
strains remained viahle in diluted durvalumab solutions,
but pronounced growth supporting activity was not given.
To inhibit growth of any contaminating mesophilic micro-
organisms, refrigerated storage is recommended for dur-
valumab residues. However, if cold chain interruption of
unpunctured vials occurs for a few days, physicochemical
stability is assured and wasting can be avoided.

Conclusions

Physicochemical stability of Durvalumab 50 mg/mL
concentrate for solution for infusion in punctured vials was
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demanstrated by stability-indicating assays. During the
observation period of 28 days, no substantial changes were
observed by any analytical method, regardless of the storage
temperature. Therefore, leftovers can be used for up to
28 days after first opening. From a microbiological paint of
view, refrigerated storage is recommended. Results are
appropriate to gain economic and ecological benefit by vial
sharing.
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Abstract

Background: Risk factors for aseptic preparation of parenteral medicines encompass the growth-promoting nature of
the preparation. Although many aqueous parenteral preparations do not have growth-promoting properties, inadvert-
ently introduced microorganisms may remain viable. Knowledge about the viability of microorganisms in parenteral pre-
parations can add useful information for assigning shelf life to preparations used to treat cancer patients.

Aim: The aim of the study was to assess the viability of four different facultative pathogenic microorganisms in 20 ready-
to-administer parenteral preparations aseptically prepared in hospital pharmacies.

Methods: Samples of 20 different biologics and small molecules for systemic anti-cancer therapy were inoculated either
with different bacteria (i.e., Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecium) or with Candida albicans
suspension. The resulting test concentrations were 10*-10° microorganisms per mL. Aliquots of inoculated test solutions
were transferred in duplicate to tryptic soy agar plates at the time points 0, 4, 24, 48, 144 h. The plates were incubated
for 24 h (bacterial strains) and 72 h (C. albicans) at 37 °C and colony forming units (CFUs) were counted.

Results: In most test solutions, especially in monoclonal antibody solutions, increased CFU counts of P. aeruginosa and
unchanged or increased CFU counts of E. faecium and S. aureus were registered. Pronounced nutritive properties of
monoclonal antibodies and filgrastim were not registered. Azacitidine, pixantrone and vinflunine containing test solutions
revealed species-specific bacteriostatic and even bactericidal activity. All test solutions, except nivolumab and pixantrone
containing solutions, showed constant or increasing CFU counts of C. albicans after incubation.

Conclusion: Viability of the selected pathogenic microorganisms was retained in most of the tested biological and small
molecule preparations used to treat cancer patients. Therefore, in pharmacy departments strict aseptic conditions should
be regarded and the lack of antimicrobial activity should be considered when assigning shelf life to RTA parenteral
preparations.
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Viability, antimicrobial activity, parenteral preparations, systemic anti-cancer therapy
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(SACT) with numerous active substances, diverse formula-
tions, and various primary containers. In-use stability of
the ready-to-administer (RTA) preparations depend on
physicochemical and microbiological stability.'~ Since
many patients treated with SACT are immunocomprom-
ised, microbiological contamination of RTA preparations
can easily lead to severe infections and has to be detected.
The detrimental consequences of any microbiological
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contamination introduced during preparation are more
severe if preparations are susceptible to microbiological
growth and not used immediately.! Hence, microbiological
stability of aseptically prepared pharmaceutical prepara-
tions is assessed by a combination of validation tests, i.e.,
environmental monitoring, operators qualification by
broth transfer or end-of-session broth tests, integrity
testing of the final container, and sterility tests.

Knowledge about the viability (i.e., ability of microorgan-
isms to survive) of inadvertent microbial contamination can
be useful information for the assignment of shelf life to the
RTA preparations. The GERPAC expert panel suggests consid-
eration of literature data in comparable hospital pharmacy
aseptic preparations or the performance of particular viability
studies.! Experimental studies to determine the growth support-
ing or growth inhibiting potential of preparations are performed
by inoculation of the final preparations imitating contamination
by facultative pathogenic microorganisms. The test conditions
should simulate the worst possible conditions for patients and
optimal circumstances for the growth of microorganisms.”
Based on the pharmacopoeia monographs of antimicrobial effi-
cacy tests (USP <513, Ph. Eur. 5.1.3)*® and on clinical experi-
ence the four most relevant microorganisms were selected for
the tests, i.e., S. aureus, P. aeruginosa, E. faecium, and C. albi-
cans. Several studies regarding the potential of microbial
growth in cytotoxic and non-cytotoxic RTA parenteral prepara-
tions have been published.*" 2 Viability tests are missing for
numerous recently licensed monoclonal antibodies (mAb), fil-
grastim, and few small molecules introduced in anti-cancer
therapy in recent years. The aim of this viability study was to
investigate the potential growth promoting nature of 20 RTA
parenteral preparations used for SACT.

Materials and methods

Viability tests were performed in two consecutive series
inoculating four different types of microorganisms. Test
solutions of eleven (atezolizumab, avelumab, bevacizumab,
blinatumomab, cemiplimab, daratumumab, durvalumab,
elotuzumab, nivolumab, pembrolizumab, obinutuzumab),
and nine (azacitidine, carfilzomib, filgrastim, mogamulizu-
mab, ocrelizumab, pertuzumab, pixantrone, ramucirumab,
vinflunine) medicinal products were investigated in series
1 and 2, respectively. Details about the medicinal products
used, characteristics of test solutions, and acknowledged
physicochemical stability data are given in Table 1. Pure
vehicle solutions, i.e., sodium chloride infusion solution
(0.9% NaCl) and glucose 5% solution (G5 = DS5) served
as control solutions.

Preparation of inocula

The four microorganisms selected for the study were
Staphylococcus aureus ATCC strain 6538, Pseudomonas
aeruginosa ATCC strain 15442, Enterococcus faecium

ATCC strain 6057 and Candida albicans ATCC strain
10231. The strains were cultivated at the Department for
Hygiene and Infection Prevention, University Medical
Center Mainz, Germany on tryptic soy agar plates
(CASO/TSA-Agar, Thermo Fisher scientific, Schwerte,
Germany, batch 3134251, expiry date 05.03.2021) at 37 °
C for 24 h (bacterial strains) and 72 h (C. albicans).

Subsequently, the cultures were harvested and sus-
pended in 0.9% NaCl solution. The concentration of micro-
organisms was adjusted by matching the turbidity of the
suspension with McFarland standards. The McFarland stan-
dards used to achieve a microorganism concentration of 10*
colony forming units (CFU)/mL were 0.5 for S. aureus and
E. faecium, 0.2 for P. aeruginosa, and 2.5 for C. albicans.
The suspensions were further diluted with 0.9% NaCl solu-
tion to achieve inocula of approximately 10°/mL viable
Microorganisms.

Sample preparation

The licensed medicinal products were reconstituted under
aseptic conditions according to the manufacturers’ recom-
mendations in the centralized cytotoxic drug preparation
unit of the Pharmacy Department, University Medical
Center Mainz, Germany. Container material and vehicle
solutions were selected in order to guarantee physico-
chemical stability. Samples of the predetermined concentra-
tions were prepared by injecting the appropriate calculated
amount of each concentrated solution either into a polyole-
fin bag containing a nominal volume of 50 mL 0.9% NaCl
infusion solution (freeflex® Isotonische Kochsalzlésung,
Infusionslosung, Fresenius Kabi Deutschland GmbH,
Germany, batch 13PKS021, expiry date 30.09.2022;
batch 13PLS281, expiry date 31.10.2022) or into a polyole-
fin bag containing a nominal volume of 100 mL 5% glucose
solution (freeflex®, Glucosterl® 5% Infusionslésung,
Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Germany, batch
13PIS053, expiry date 31.08.2022). The final concentra-
tions were the lowest prescribed by our physicians.
Azacitidine suspension (Azacitidin Hexal) and filgrastim
s.c. injection solution (Filgrastim Hexal 30 Mio.E./
0.5 mL) were inoculated without further dilution.

Aliquots of 9 mL or 6 mL (azacitidine suspension, fil-
grastim injection solution) were withdrawn from the test
solutions in quadruplicate and transferred to sterile empty
centrifuge tubes with screw caps (Sarstedt™ Tube
15mL, 120x17 mm, SARSTEDT AG & Co. KG,
Germany, batch 0043721).

Inoculation

Prior to inoculation, bacteria or yeast suspensions were care-
fully homogenized with an automatic shaker for 1 min in
order to suspend CFU adhering to surfaces and to ensure
the uniformity of the suspensions. Subsequently, 1 mL of
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Table I. Characteristics of the medicinal products and test solutions inoculated with selected microerganisms in series | and 2.

Active drug Vehicle Active substance Physicochemical stability at room
substance Brand name  Manufacturer Lot Neo Solvent solution congentration [mg/mL] temperature® (25 +2 °C)
Series  Atezolizumab Tecentrig® Roche BOO20H03 - 0.9% NaCl 3.36 24h
1 Axelumab Bavencic® Merck Serono  AU29765 - 0.9% NaCl 3.2 24 h
Bevacizumab Avastin® Roche N7427H18 - 0.9% NaCl 25 284
Blinatumomab Blincyto® Amgen 1119706 Water for 0.9% NaCl  0.032 pgimL 9% h
injection
Cemiplimab Libta)rct@ Sancfi 9FOOIF - 0.9% NaCl 3.5 8h
Daratumumab Darzalex® Janssen-Cilag KG54203 - 0.9% NaCl 04 15h
Durvalumab Imfinzi® AstraZeneca BAEF - 09% NaCl 2.0 8h
Elotuzumab Empl\citig Celgene ABQ7329 0.9% NaCl 2.0 8h
Nivolumab Opdivoﬁ BMS ABQS5556 - 0.9% NaCl 1.0 7d
Pembrolizumab Keytruda® MSD T024402 - 0.9% NaCl 2.0 7d
Obinutuzumab Ga.zyvaro® Reche HO136 - 0.9% NaCl 1.0 48 h
Series  Azacitidine Agzacitidin Hexal CSADBOOSB  Water for - 25 4ht
2 Hexal™ injection
Carfilzomib Kyprolis® Amgen I117814A  Water for 5% Glucose 0.3 10d
injection
Filgrastim Filgrastim Hexal K52299 - - 600. pg/mL 72h
Hexal®
Mogamulizumab Pateligeo™ Kyowa Kirin B24051 - 0.5% NaCl 05 24h
Ocrelizumab Ocrevus® Roche HO043 0.9% NaCl 1.2 8h
Pertuzumab Perjeta® Roche HO409H12 - 0.9% NaCl 168 24 h
Pixantrone Pixcuvri® CTl 6017728 0.9% NaCl 0.9% NaCl 0.3 24 h
Ramucirumab C)‘ramza® Lilly D0e9147G - 0.9% NaCl 1.6 4h
Vinflunine javlur® Pierre Fabre 10P023_A - 0.9% NaCl 4.8 24 h*

Pharma

"according to the current summaries of preduct characteristics (SmPCs).
“when reconstituted with cold (2-8 °C) water for injection.
“when stored light protected.

the suspension was added to the previously prepared 9 mL test
samples to achieve concentrations of approximately 10*
microorganisms per mL. As an exception, 6 mL of reconsti-
tuted azacitidine or filgrastim was inoculated with 0.6 mL of
bacteria and yeast suspension, to achieve the target concentra-
tion of microorganisms. The inoculated preparations were
stored at room temperature and protected from light.

Sampling, incubation, analysis

In both series, samples (1.0 mL) were taken at 0, 4, 24, 48, and
144 h after inoculation and diluted consecutively three times
1:10 (USP <51>) or 1:100 by using tubes prefilled with
nine milliliters of peptone salt solution (Oxoid Deutschland
GmbH, Kochsalz-Pepton-Lésung, batch 3137248, expiry
date 10.09.2021). CFU counting was facilitated in series 2
by adjusting the dilution scheme for test solutions incubated
with C. albicans, P. aeruginosa and E. faecium as follows:
‘Whenever high CFU counts were found in test solutions at
24 h and/or 48 h, the respective solutions were diluted three
times 1:100 instead of three times 1:10 at 48 h and/or 144 h.

After homogenization with an automatic shaker, 0.1 mL
aliquots of the diluted samples were transferred to tryptic
soy agar plates (details see above) in duplicate. The plates

were incubated at 37°C for 24 h (bacterial strains) and
72 h (C. albicans) and CFUs were counted. Mean CFU
log/mL was calculated for each species and time interval.
All microorganisms recovered were checked to confirm
their identity with the organisms initially inoculated.

Results

Results, expressed as CFU log/mL, for each of the four
selected test organisms in 20 particular preparations used
in anti-cancer therapy are given in Table 2-5.

In pure vehicle solutions the CFU counts of C. albicans
increased (see Table 2), S. aureus increased (0.9% NaCl
solution) or decreased (G5) (see Table 3), and E. faecium
decreased over the 6-day observation period (see
Table 5). The numbers of viable P. aeruginosa distinctly
increased in the pure vehicle solutions serving as control
solutions (see Table 4).

Growth inhibition of C. albicans was only obvious in
nivolumab and pixantrone containing test solutions. In vin-
flunine test solutions, CFU counts of C. albicans remained
unchanged. In all other tested solutions CFU counts of C.
albicans increased (see Table 2). Numbers of viable S.
aureus remained unchanged (blinatumomab, nivolumab,
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ramucirumab) or increased in the mAb test solutions and
slightly decreased in carfilzomib and filgrastim solutions.
However, bactericidal activity was registered after inocula-
tion in azacitidine, pixantrone, and vinflunine test solutions
(see Table 3). P. aeruginosa was able to grow in all test
solutions prepared from biological products (mAb, filgras-
tim), but lost viability in pixantrone and vinflunine prepara-
tions immediately after inoculation and after four hours,
respectively (see Table 4, Figure I(b),(c)). Numbers of
viable E. faecium remained unchanged or increased in
almost all test solutions, while in obinutuzumab, azaciti-
dine, and filgrastim containing test solutions CFU counts
decreased (see Table 5).

In summary, CFU counts of the four facultative patho-
genic microorganisms remained unchanged or increased
in almost all mAb test solutions. Growth curves of the dif-
ferent microorganisms in pertuzumab test solutions are
exemplarily illustrated in Figure 2(a). The test solutions,
containing proteinaceous filgrastim (G-CSF) inhibited
growth of E. faecium and S. aureus, but not of P. aerugi-
nosa and C. albicans (see Figure 2(b)).

Species-specific bacteriostatic and even bactericidal
activity was found in azacitidine, pixantrone, and vinflunine

Table 2. Viability of C. albicans in test solutions and control
solutions.

C. albicans (CFU log/mL)

Test/control
solution Oh 4h 24h 48h I|44h
Series 0.9% MNaCl 451 486 436 557 583
| Atezolizumab 450 458 5.17 591 745
Avelumab 436 458 590 690 =85
Bevacizumab 452 461 526 609 =85
Blinatumomab 451 441 459 473 7.0
Cemiplimab 449 4.68 580 6.62 693
Daratumumab 436 4.60 570 641 =85
Durvalumab 444 443 501 547 =85
Elotuzumab 428 442 459 557 7.73
Nivolumab 465 466 464 401 3.79
Pembrolizumab 457 449 526 606 7.54
Obinutuzumab 452 44| 504 571 697
Series  0.9% NaCl 442 456 436 472 na
2 5% Glucose 433 453 558 723 787+
Azacitidine 442 419 514 6.10 7.74*
Carfilzomib 459 447 548 690 7.40%
Filgrastim s.c. 423 456 547 751 7.66*
Mogamulizumab 453 466 456 507 6.62*
Ocrelizumab 439 448 484 602 7.64*%
Pertuzumab 437 478 497 562 633*
Pixantrone 432 443 401 330 3.00
Ramucirumab 4.58 444 470 529 558*
Vinflunine 446 446 445 443 49|

n.a. = not available because of growth of a species not identical with the
inoculated species; *adjusted dilution scheme (1:100)

containing test solutions. Numbers of viable C. albicans
slightly increased, decreased, or remained unchanged over
time in azacitidine, pixantrone, and vinflunine containing
test solutions, respectively (compare Figure 1(a)-(c)).

Discussion

The growth of microorganisms in RTA parenteral prepara-
tions depends on various factors. Among these are type and
concentration of the active substances, temperature, pH,
osmolarity, redox potential, nutritive and water activity.
This study was conducted to obtain a better understanding
of the growth potential of selected facultative pathogenic
microorganisms in RTA preparations commonly used for
SACT. Most pathogens are mesophilic microorganisms
growing in a temperature range of 8-45°C (optimum at
about 20°C).%* Thus, to inhibit growth of any contaminat-
ing organism, preparations should be kept refrigerated
whenever possible. Here we wanted to simulate worst-case
conditions for patients and chose low drug concentrations
(implying poor antimicrobial activity) and missing refriger-
ated storage conditions, thereby promoting growth of
microorganisms. Of note, most of the selected medicinal
products (except bevacizumab, carfilzomib) undergo
physicochemical degradation at room temperature and the

Table 3. Viability of 5. aureus in test solutions and control
solutions.

S. aureus (CFU log/mL)

Test/control
solution Oh 4h 24h 48h 144h
Series  0.9% NaCl 546 543 537 581 699
| Atezolizumab 5.18 549 533 523 639
Avelumab 542 533 417 373 655
Bevacizumab 533 538 539 570 739
Blinatumomab 535 529 495 427 582
Cemiplimab 523 529 479 363 652
Daratumumab 527 539 535 517 678
Durvalumab 516 529 496 445 6127
Elotuzumab 521 538 471 4959 >BS5
Nivolumab 532 533 518 459 575
Pembrolizumab 521 521 496 495 =85
Obinutuzumab 529 542 549 583 =BS5S
Series  0.9% NaCl 539 535 509 506 649
2 5% Glucose 531 521 488 463 387
Azacitidine 5.24 530 507 492 0
Carfilzomib 531 523 516 530 446
Filgrastim s.c. 526 485 528 528 457
Mogamulizumab 544 529 556 5.12 668
Ocrelizumab 535 534 537 513 648
Pertuzumab 546 532 561 536 685
Pixantrone 526 524 490 469 0
Ramucirumab 547 542 546 541 572
Vinflunine 536 050 0 0 0
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Table 4. Viability of P. aeruginosa in test solutions and control solutions.
P. aeruginosa (CFU log/mL)
Test/control solution Oh 4h 24 h 48 h 144 h
Series | 0.9% NaCl 5.23 4.98 6.91 >8.5 >85
Atezolizumab 5.17 5.06 6.71 >85 >85
Avelumab 5.24 5.05 7.42 >8.5 >8.5
Bevacizumab 5.38 5.26 7.37 >8.5 >8.5
Blinaturnomab 5.30 5.40 7.85 >8.5 >85
Cemiplimab 5.34 5.29 >8.5 >8.5 >8.5
Daratumumab 527 5.19 6.44 >8.5 >8.5
Durvalumab 5.28 5.15 7.42 >8.5 >85
Elotuzumab 512 5.33 >8.5 >8.5 >8.5
Nivolumab 5.12 5.34 7.41 >8.5 >8.5
Pembrolizumab 5.02 5.15 7.62 >8.5 =85
Obinutuzumab 522 5.24 7.14 >8.5 >8.5
Series 2 0.9% NaCl 5.24 491 6.35 8.66* 9.39%
5% Glucose 5.04 4.99 5.48 8.46* 9.67%
Azacitidine 5.06 5.12 4.73 4.70 4.63
Carfilzomib 5.19 4.94 5.45 8.78* 9.42%
Filgrastim s.c. 4.95 4.88 4.88 >8.5% 9.30*
Mogamulizumab 5.13 5.10 7.48 9.04* 9.20%
Ocrelizumab 5.03 4.93 5.94 8.65% 9.34*
Pertuzumab 5.03 5.10 6.16 8.54% 9.52%
Pixantrone 0.50 0.67 0.83 0.50 0
Ramucirumab 5.05 4.97 6.85 8.65% 9.52%
Vinflunine 4.68 0.82 0 0 0

*adjusted dilution scheme (1:100).

impact of the resulting degradation products on the viability
of microorganisms is difficult to predict.

The rather high inoculum level (10°-10° CFU/mL) was
chosen according to the pharmacopoeia antimicrobial
effectiveness tests and our previous experiments.*!!~!3
In a recently published study the level of intended micro-
bial contamination was also 10° CFU/mL.” Less detrimen-
tal experimental conditions are achieved, when the
inoculum level is adjusted to 102 CFU/mL to simulate
inadvertent touch contamination (i.e., low-level contamin-
ation).>** For medicinal products not containing preser-
vatives, in-use stability tests might be the better option.
However, it is not yet an official pharmacopoeia test. It
should also be noted, that depending on the biological
test method and the test conditions results can vary
substantially.

In contrast to our previous studies where we used pure
0.9% sodium chloride solution, samples were diluted with
peptone salt solution as maximum recovery diluent. The
increased CFU levels observed in the inoculated test solu-
tions and pure vehicle solutions might be aided by the
growth promoting activity of the peptone salt diluent. The
incubation temperature used for the agar plates was 37°C
for bacteria and yeast corresponding to our earlier test con-
ditions but deviating from the incubation temperatures
defined in the pharmacopoeia.

In any case, the comparison and interpretation of the abso-
lute increase of CFU counts over time is difficult. According
to the USP monograph <51>, “No increase in counts is
defined as not more than 0.5 log unit higher than the previous
value measured”. Related to this specification, in our microbial
challenge experiments in most of the test solutions increase of
microorganisms occurred. Moreover, CFU counts increased
in pure vehicle solutions in similar degrees. The interpretation
could be that the tested medicinal preparations do not possess
nutritive activity. It is worthwhile to check the growth curve
and growth trending over an adequate period.”* Thereby the
start and the end of the log-phase becomes obvious and
allows further interpretation.

Monoclonal antibodies

Special emphasis was put on the investigation of the potential
growth supporting nature of biological products. Lolas et al.
postulate that “biological products generally promote growth
of microorganisms because they are derived from living
systems. This is especially true of proteins in buffer matri-
ces”.”® Ricei et al. also mention that “protein drug product
solutions have been shown to promote microbiological
growth following contamination”.? In line with our previous
results,'>"® the selected microorganisms remained viable
and CFU trending in the mAb containing test solutions was
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mostly similar to the control solutions (see Table 2-4,
Figure 2(a)). Comparable CFU growth rates were recently
described for nivolumab, pembrolizumab and daratumumab. '
The degree of growth promotion appears to be species-
specific. Hence, the higgest increase in CFU counts was
obtained for P. aeruginosa, a species able to use a diversity
of substances as nutrients and even grows in distilled water.
However, in mAb test solutions the growth rates of the

Table 5. Viability of E. faecium in test solutions and control
solutions.

E. faecium (CFU logimL)

Test/control
solution 0Oh 4h 24h 48h |44h
Series  0.9% NaCl 530 546 577 526 440
| Atezolizumab 522 562 634 655 646
Avelumab 517 541 774 8.04 825
Bevacizumab 536 550 631 6.07 610
Blinatumomab 533 539 728 743 725
Cemiplimab 534 556 7.3% 751 681
Daratumumab 536 557 647 603 6.85
Durvalumab 536 567 771 8.1 8.50
Elotuzumab 520 553 734 749 7.6
Nivalumab 528 549 588 620 6.8l
Pembrolizumab 527 552 736 751 729
Obinutuzumab 529 565 578 535 446
Series  0.9% NaCl 513 517 599 na* na.
2 5% Glucose 5.21 525 5.09 452 335
Azacitidine 516 513 486 482 416
Carfilzomib 5.19 5.4 511 512 503
Filgrastim s.c. 504 5.1 501 431 3.5
Mogamulizumab 535 518 690 6.95%>10.0
Ocrelizumab 526 532 607 na* na.
Pertuzumab 528 525 6.03 6.17* na.
Pixantrone 512 455 387 330 na
Ramucirumab 517 543 7.10 7.40% na
Vinflunine 530 5.1 497 485 490

n.a. = not available because of growth of a species not identical with the
inoculated species; *adjusted dilution scheme (1:100).

selected microorganisms are significantly lower than in 20%
lipid emulsions, which unambiguously serve as nutritive
media for microorganisms.'

Filgrastim

Filgrastim s.c. is a biotechnologically produced variant of
human granulocyte colony-stimulating factor. Despite the pro-
teinaceous structure and granulocyte growth promoting activity
of filgrastim, growth of the selected bacteria and C. albicans in
filgrastim containing test solutions was similar to the growth
rates in control solutions (see Tables 2-5). Lack of growth pro-
moting activity was also reported by Jacobson et al.'® investi-
gating the sterility of filgrastim in syringes with similar
species but under different test conditions.

Small molecules

In carfilzomib containing test solutions viability of the selected
microorganisms was similar to the viability in G5 control solu-
tions. In contrast, species-specific antibacterial but not antifun-
gal activity was observed for azacitidine, and vinflunine (see
Figure 1(a),(c)). As azacitidine suspension is physicochemically
stable for a period of only 4 h at room temperature, the species-
specific antimicrobial activity is considered to be related to the
degradation products. Despite different chemical structures and
pharmacological principles, pixantrone and vinflunine showed
similar antimicrobial activity for P. aeruginosa and S. aureus.
In previous studies, mitoxantrone, which is structurally related
to pixantrone, revealed strong antibacterial and antifungal activ-
ity." Further vinca alkaloids proved species-specific antibacter-
ial but not antifungal activity.*'*

Allocation of shelf life

Microbiological and physicochemical stability data are to
be considered concurrently when determining the shelf
life of RTA parenteral preparations. As the growth-
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Figure 1. (ab) viability of the four selected test organisms (A: C. albicans, B: 5. aureus, C: P. aeruginosa, D: E. faecium) in diluted
Pertuzumab (la) or undiluted Filgrastim s.c. (Ib) test solutions. CFU&equals;colony forming units.
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Figure 2. (a—c) viability of the four selected test organisms (A: C. albicans, B: 5. aureus, C: P. aeruginosa, D: E faecium) in undiluted
Azacitidine (2a) or diluted Pixantrone (2b), Vinflunine {2c) test solutions. CFU = colony forming units.

promoting activity of the specific preparation represents a
crucial risk factor for microbiological instability, knowl-
edge about its growth-promoting activity is useful for the
empirical allocation of shelf life. At the same time, a
proper controlled environment and validated aseptic pro-
cessing are to be ensured. In order to diminish microbio-
logical instability, refrigerated storage should always be
preferred, except when physicochemical stability is affected
under refrigeration.

Limitations

The results of microbial challenge studies are heavily
depending on the chosen experimental conditions. Test
conditions used were originally based on the pharmaco-
poeia antimicrobial effectiveness tests and our previous
studies. However, absolute CFU counts are different from
our previous studies and interpretation of the results needs
comparison with the CFU counts in pure vehicle solutions
and observation of data trending. Additional experiments,
using lower contamination rates, pure 0.99% NaCl solution
as diluent for the test solutions and longer test periods,
are necessary to achieve test conditions more adapted to
microbial in-use viability tests. Further studies should also
focus on extended storage (for up to 6 months) of batch

prepared standard infusions and investigate the effect of
cycling storage temperatures, i.e., when refrigerated pre-
parations are delivered to the clinic and then returned to
refrigerated storage for later use. Results of microbial via-
bility tests represent only one single risk factor for the sta-
bility of parenteral preparations. Thus, empirical allocation
of shelf life of pharmacy preparations should be based on
the whole bundle of risk factors.'

Conclusion

Viability and growth of the selected microorganisms were
retained in most of the tested parenteral preparations.
Monoclonal antibodies and filgrastim did not reveal pro-
nounced nutritive properties. However, the lack of anti-
microbial activity should be considered when assigning
shelf life to RTA parenteral preparations. Furthermore, a
validated quality assurance program must be available
and continuously monitored in order to achieve sterile
aseptic preparations.
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