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1 Einleitung

In Deutschland ist Krebs die zweith&aufigste Todesursache und jeder vierte Todesfall ist
auf ein Krebsleiden zurickzufihren. Bei M&nnern sind die haufigsten Todesursachen
Lungen- und Bronchialkrebs, gefolgt von Prostatakrebs. Bei Frauen ist Brustkrebs die
haufigste Krebstodesursache.! Jahrlich erkranken ca. 426.800 Personen neu an Krebs,
wobei Manner etwas haufiger betroffen sind als Frauen.? Krebserkrankungen treten
gehauft mit zunehmendem Alter auf. Frauen erkranken im Durchschnitt mit 68, Manner
mit 69 Jahren. Durch den demographischen Wandel und die steigende
Lebenserwartung ist in Zukunft mit einer Zunahme an Krebserkrankungen zu rechnen.
Unter Krebs werden im Allgemeinen alle soliden Tumore, Leuk&mien, sowie
Lymphome, verstanden. Im Jahr 2009 wurden bundesweit rund 1,5 Millionen an Krebs
erkrankte Patientinnen (0,68 Mio.) und Patienten (0,81 Mio.) im Krankenhaus
behandelt. Als Therapieoptionen gelten vor allem die Strahlentherapie, die chirurgische
Entfernung des Tumors und die antineoplastische Chemotherapie, teilweise gefolgt
von einer Stammzelltransplantation. Die 5-Jahres-Uberlebensraten haben sich in den
letzten Jahrzehnten erheblich verbessert. Die zuletzt von den Landeskrebsregistern
verdffentlichten Daten geben fur Frauen eine relative 5-Jahres-Uberlebensrate von ca.
62% und fur Manner von ca. 56% an. Diese Daten variieren jedoch stark abhangig von

der Krebsart.!

Die zur Zytostatikatherapie eingesetzten Arzneimittel sind der Gefahrdungsbeurteilung
entsprechend Stoffe mit geféahrlichen Eigenschaften. Die meisten Substanzen haben
krebserzeugende, mutagene oder reproduktionstoxische (CMR) Eigenschaften. Daher
missen im Umgang mit Zytostatika besondere Vorsichtsmalinahmen getroffen und
eingehalten werden (siehe TRGS 525 oder BGW Themenheft ,Zytostatika im
Gesundheitsdienst — Informationen zur sichereren Handhabung von Zytostatika).® Auch
hat sich gezeigt, dass im Umgang mit monoklonalen Antikérpern, die seit einigen
Jahren erfolgreich in der Tumortherapie eingesetzt werden, dieselben
VorsichtsmalRnahmen zu treffen sind wie bei klassischen Zytostatika. Diese Stoffe

erwiesen sich ebenfalls als reproduktionstoxisch und teilweise auch erbgutverandernd.*

In den letzten 25 Jahren hat sich die zentrale Herstellung von applikationsfertigen
Zytostatikazubereitungen in der Apotheke etabliert. Die zentrale Herstellung bietet
wesentliche Vorteile vor allem im Bereich des Personenschutzes. Das
Kontaminationsrisiko des Stationspersonals wird minimiert, da die
Infusionszubereitungen applikationsfertig angeliefert werden. Vor Ort muss somit nur

das Infusionssystem konnektiert und das Zytostatikum appliziert werden. Die



Herstellung in der Apotheke erfolgt gesondert von der Herstellung von Nicht-CMR-
Arzneimitteln in speziell dafir eingerichteten Bereichen (Zytostatikaabteilung). Durch
spezielle Schutzkonzepte nach Gefahrstoffverordnung (hinsichtlich Kleidung,
Raumausstattung, Personalschulungen etc.) ist die potentielle Gefahrdung fur das
herstellende Personal auf ein Minimum beschréankt.® Sicherheitswerkbanke der
Reinraumklasse A umgeben von Bereichen der Reinraumklassen B oder C, sowie
validierte Arbeitstechniken gewahrleisten die Herstellung steriler Losungen.
RoutinemalRig werden die Luftqualitdt (Partikelzahl, Luftwechselzahl etc.) und die

mikrobiologischen Bedingungen in den Herstellungsbereichen iiberwacht.>®

Die Herstellung von Zytostatikazubereitungen in Krankenhausapotheken erfolgt
entsprechend der Leitlinie ,Aseptische Herstellung und Prifung applikationsfertiger
Parenteralia mit toxischem Potenzial* herausgegeben von der
Bundesapothekerkammer (siehe Abbildung 1).” Die Verfahrensanweisung umfasst die

Verordnung, deren Prifung sowie die eigentliche Herstellung.



Leitlinie der Bundesapothekerkammer zur Qualitatssicherung
Aseptische Herstellung und Priifung applikationsfertiger Parenteralia mit toxischem Potenzial

IV Aseptische Herstellung und Priifung applikationsfertiger Parenteralia mit toxi-
schem Potenzial

Vorliegen einer arztlichen
Verordnung (patientenindividuelle
Zusammensetzung einer
Einzeldosis)

I-1 Plausibilititsprifung der Verordnung

- Name, \ Geschlecht und Geburtsd

- Ktrpergewicht, Korpergroe und ggf. Ki
Patienten

Y - Patientenindividuelle Faktoren

- Name und Z g des o
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A
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- Inkompatbilitaten, Instabilitaton Untersuchung zum

- Appiikaionsart, -eystem, elien Verordnungsmonitoring
- Behandlungszeitraum

- Interaktionen

Bedenken/
Unklarheiten bzw. unvoll-
stindige Angaben

naaiage | RUcksprache mit

dem verordnenden —{-r" des Gesp

Arzt

Angazen volsindg,
bhaing Bedenan

1-2 Ausgangsprodukte
1-2 Bereitstellen der benétigten - Sterile Ausgang
Materialien - Sterile Hilfsmittel (geeignet fur die Herstellung)
- Sterile Behaltnisse fir Parenteralia
Verweis auf Leitlinien zur
Qualitdtssicherung
- Prifung der Fertigarzneimittel
Prifung und Lagerung der Primar-
ckmittel
\ 1-3 Herstellung
- Ei g der R gemaR USP-Monographie <797> in
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1-3 Vorbereitung Erarbeitung der g g unter Zuhilt der
Vi g und der alig Herstellung: 9
- Beachtung der erforderlichen Hygiene- und Arbeitsschutz-
mafnahmen
Y
I-3 Herstellung
- B g der aligemeinen g g fur einzelne
I-3 Herstellung Produkle gema Packungsbedage
- Dok der Her 9. ggf. Wagep
\/

Copyright © Bundesapothekerkammer



Leitlinie der Bundesapothekerkammer zur Qualitatssicherung
Aseptische Herstellung und Priifung applikationsfertiger Parenteralia mit toxischem Potenzial

Fortsetzung

I-4 Kennzeichnung
- Name und Anschrift der Apotheke
- Name, Vormame, Geburtsdatum des Patienten
- Ggf. Name der anfordemden Praxis bzw. Krankenhausstation
- Bezeichnung des Arzneimittels
- Alle wirksamen Bestandteile nach Art und Menge

1-4 Kennzeichnung nach § 14 - Ggf. Antic jen, St en, Konservierungsstoffe

ApBetrO - sowie weitere aus - Inhalt nach Gewicht, Rauminhalt, Stickzahl

Griinden der Arzneimittel- - Art und ggf. Dauer der Applikation
sicherheit erforderliche Angaben =Gt Anwencungahinweiss
- Lagerungshinweise

- Datum und Uhrzeit der Herstellung
- Datum und Uhrzeit der vorgesehenen Applikation
- Verwendbarkeitsfrist

- Sonstige qualitatssich iQweise
- Herstellungsnummer der Doku! n Untersuchungen zur
—— physikalisch-chemischen
Stabilitat ausgewahlter
Zytostatikazubereitungen

1-5 Endpriifung
- Endprifung gemaR den Forderungen der vorliegenden
Risikogruppe
I-5 Endpriifung durch den - Organoleptische Prifung, z. B. Farbe, Klarheit
Apotheker - Unversehrtheit der Behaltnisse
-0b g der Dekk ) mit dem Herstellungsprotokoll
und der Verordnung
- Dok ation der Freigab

1-6 Dokumentation

- Kopie der Verordnung

- Name, Vomame, Geburtsdatum des Patienten

- Korpergewicht, -grole

- Bezeichnung des hergesteliten Arzneimittels

- Alle wirksamen Bestandteile nach Art und Menge

- Ggf. Antioxi d ilk , Konservierungsstoffe

- Ggf. Dauer der Applikation

- Bezeichnung der verwend Fertigarzneimittel nach Art und
I-6 Dokumentation Menge, Chargenbezeichnung, Verfallsdatum

- Ggf. Wageprotokoll

- Darreichungsform

- Ap ne G

- Datum und Uhrzeit der Herstellung

- Lagerungshinweise

- Verwendbarkeitsdatum bzw. -zeitraum

- Angaben zur Endprifung

- Name und Unterschrift des ph hen Mitarbeiters
- Freigabe, Unterschrift des rtlichen Apothekers

I-7 Verpackung, Lagerung und Transport

- Bevorzugt Kohllagerung (abh. von der Stabilitat)
I1-7 Lagerung vor der Abgabe Begrenzte Haltbarkeit

- Ggf. Lichtschutz

- ordnur Be K g des Transportb

959

- Beachtung der Transportvorschriften
Abgabe Evtl. Kot plicht
- Geeignete Transportbehalter

Dokumentation der Abgabe

Copyright © Bundesapothekerkammer

Abbildung 1 Verfahrensanweisung zur , Herstellung und Prifung
applikationsfertiger Parenteralia mit toxischem Potenzial”
der Bundesapothekerkammer



Der behandelnde Arzt verordnet die Chemotherapie in der Apotheke mittels
standardisierter Anforderungsformulare handschriftlich (siehe Abbildung 2) oder als

elektronische Verordnung (z.B. AIS-SAP, Zenzy).

Apotheke der Universititsmedizin Mainz Station: Jal
Zentrale Zytostatika -Zubereitung Patientenname:
Anforderung
Vorname:
Geburtsdatum:
Fax: XXXX
Kérpergewicht [kg]: KoérpergréRe [cm): Kérperoberflache [m2]: AIBW
WBC [/pl): PTL [/pl]: S-Kreatinin [mg/dl]: [gemessene Kreatininclearance [ml/min]: S-Bilirubin [mg/dI]:
Diagnose: Therapieschema:
Dosismodifikation: Begriindung:
Nein Ja L. % Fir: Clearance-adaptiert
Applikationsdatum Therapie- Arzneimittel Dosierung Dosis Dauer der Infusion | Injektion | Perfusor| Infusion
von bis tag(e) (INN-Bezeichnung) [mg/m?/Appl]|  [mg] (z.B. 2x/d Gber 3h) | [ml] [ml] [ml]
Bestelldatum: gefaxt: Arztunterschrift: Datum: Hersteller:
Abbildung 2 Anforderungsformular fur Chemotherapeutika in der

Universitatsmedizin Mainz

Aufgrund der geringen therapeutischen Breite werden Zytostatika in der Regel
patientenindividuell dosiert. In sogenannten Chemotherapieprotokollen ist die
Dosierung der Zytostatika pro m? Korperoberflache oder pro Kilogramm Kdérpergewicht
angegeben. Die Kdrperoberflache wird aus der Grol3e und dem Gewicht des Patienten
nach der Formel von Du Bois berechnet. Auch Leber- und Nierenwerte mussen bei
einigen Zytostatika (z.B. Carboplatin) fur die Dosierung bericksichtigt werden. Bei
Carboplatin sollte zur optimalen Wirkstoffexposition die Dosisberechnung nicht Gber die
Kdrperoberflache, sondern anhand der AUC (Flache unter der Plasmakonzentrations-

Zeit-Kurve) erfolgen.®

Die Verordnung der Chemotherapie birgt, vor allem aufgrund der Komplexitat der
Protokolle und der patientenindividuellen Zusammensetzung der Einzeldosis, ein
grol3es Fehlerrisiko. Eine Plausibilititsprifung (siehe Abbildung 1) der arztlichen

Verordnung durch geschultes und qualifiziertes Personal der Apotheke ist daher ein



unumganglicher Schritt zur Verbesserung der Arzneimittel- und Patientensicherheit.
Bei Bedenken, Unklarheiten oder unvollstandigen Angaben erfolgt eine Ricksprache
mit dem verordnenden Arzt, um eventuelle Fehler zu korrigieren. Konsequentes
Verordnungsmonitoring ist ein wesentlicher Teilprozess in der zentralen
Zytostatikazubereitung. Die aktuelle Umsetzung und die Ergebnisse des
Verordnungsmonitorings in den Universitatskliniken Deutschlands wurden im Rahmen

dieser Arbeit in einer prospektiven Erhebung erfasst.

Die Wahl der Tragerlésung nach Art und Menge sowie die Haltbarkeitsdeterminierung
der applikationsfertigen Zubereitung liegen in der pharmazeutischen Verantwortung.
Durch die aseptische Herstellung in der Apotheke ist es mdglich, die
applikationsfertigen Zytostatika-Infusionslésungen nicht unmittelbar vor der Applikation,
sondern im Voraus herzustellen. Dazu sind Kenntnisse Uber die Stabilitat der
applikationsfertigen Infusionslésungen, wie auch der Zytostatika-Fertigarzneimittel
nach Anbruch, unerldsslich. Die Hersteller der als Ausgangsmaterial eingesetzten
Fertigarzneimittel geben in der Regel an, dass die Zubereitungen unmittelbar nach
Herstellung zu applizieren sind oder es wird eine Aufbrauchsfrist von maximal 24
Stunden angegeben. Die Aufbrauchsfrist ist definiert als Zeitraum, in dem man
Arzneimittel nach Anbruch, unter Beriicksichtigung chemischer, physikalischer und
mikrobiologischer Aspekte, verwenden darf. Die Aufbrauchsfrist der Hersteller resultiert
aus dem Risiko der mikrobiellen Kontamination bei nicht aseptischer Herstellung. Bei
Herstellung unter validierten aseptischen Bedingungen kann die Haltbarkeitsfrist

abhangig von der physikalisch-chemischen Stabilitat festgelegt werden.®

Wenn keine validen Stabilitdtsdaten zur physikalisch-chemischen Stabilitat, die tber
die Angaben der Hersteller hinausgehen, bekannt sind, ist die Suche nach
entsprechenden Daten zur Stabilitdtsdeterminierung der applikationsfertigen
Zubereitungen problematisch. Die Stabilitat ist vielfach abhangig von der
Konzentration, dem Behéltnismaterial und der Lagerbedingung. Nur wenn die
Untersuchungsbedingungen der in Frage stehenden Zubereitung entsprechen, sind
Stabilitatsdaten Ubertragbar. Zur fundierten Entscheidungsfindung veroffentlicht die
Apotheke der Universitditsmedizin Mainz (Krdmer et al.) die sogenannte ,STABIL-
Datenbank®. Die elektronische Datenbank ist eine Zusammenstellung von publizierten
Daten oder eigenen Untersuchungen zur physikalisch-chemischen Stabilitat und
(In)Kompatibilitdt parenteral applizierbarer Zytostatika und Virustatika. Als
Zusammenfassung der Literaturdaten ist auch ein Ringbuch, die ,STABIL-Liste®
erhaltlich (siehe Abbildung 3). Beide Varianten sind lber die Serviceabteilung des

Bundesverbandes Deutscher Krankenhausapotheker (ADKA e.V.) zu beziehen.



Arzneimittel Fertigarzneimittel Stammlésung Stammlésung Infusionslésung Besonderheiten
Rekonstituens Physikalisch-chemische Stabilitit Physikalisch-chemische Stabilitat
INN-Name |Beispiele Gehalt Art Menge Konzen- RT 2.8°C Auf- Trager- RT 28°C Aut-
tration bewahrung losung bewahrung
(AbkUrzungen) (Hersteller) [mg) [mi) [mg/mi) R
Behaltnis-
material
Aclarubicin-HCI Aclaplastin® 20 |NaCl 0.9% 10 2 72h 14d Kih! NaCl 0,9% 72h 7d Lichtschutz
(=Aclacinomycin) |(medac) oder G5 Kahl
(ACM)
(PVC)
(PE)
(PP)
Alemtuzumab MabCampath® 30 _ (1) 30 24h 28d Kiihl NaCl 0,9% 24 h 24 h Lichtschutz JZugabe zur Infusionslésung Ober
(Bayer Vital oder G 5 Kahl g -;-"f'ﬂe; mit niedrigem
GmbH) (Filter: PorengroBe 5 pm,
PVC Polyamidmembran).
PE
(PP)
A rin Amsidyle 75 VerdUnnungs- 135 5 96 h Nicht RT G5! 96 h Nicht RT [Amsacrin-Konzentrat aus den Ampullen mit
J(AMSA) |(Godecke AG) (1.5 ml) h:“:"g bekannt bekannt 8 Braun Injekt Spritzen entnehmen.
= Milchsaure
0,035m Bel Zubereitung in NaCl 0,9% kommt es zur
W IAusfallung von Amsacrin-HCI,
PE
PP
Arsentrioxid Trisenox” 10 = (10) 1 28d 28d Kihl NaCl 0,9% 24h 48 h Kahl
|(Cell Therapeutics) oder G5
(PVC)
(PE)
(PP)
Asparaginase Asparaginase 10.000 JAqua ad ] 2000 E 5d 7d Kihl NaCl 0,9% 8h 7d Kahl Nicht heftig schiitteln!
|(=C-Asparaginase) 10000 medac E [inject. Kontakt der Lésung mit Gummistopfen
|(medac) vermeiden!
W (Auch bei der Lagerung in Einmalspritzen
PE beachten)
(PE) [Glucose als Trageridsung vermeiden
(PP) (ungUnstiger pH).
. H ®
Abbildung 3 Auszug aus der STABIL-Liste™ (Stand 2010)
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Die Anwendung der Angaben in der Stabil-Liste® zur Haltbarkeitsdeterminierung von
Infusionslésungen und Fertigarzneimitteln nach Anbruch liegt jedoch in der
Verantwortung des zustandigen Apothekers. Dabei ist stets auf die Vergleichbarkeit
der stabilitatsdeterminierenden Parameter (Tragerlésung, Konzentration,
Lagerbedingung etc.) fiur die Untersuchungslosungen und fir die eigenen

Zubereitungen zu achten.®

Die Informationen zur physikalisch-chemischen Stabilitdt neu zugelassener
Arzneimittel gehen in der Regel nicht Gber die Angaben in den Fachinformationen
hinaus. Untersuchungen zur physikalisch-chemischen Stabilitdt von zwei neuen Purin-
Analoga (Nelarabin und Clofarabin) und des monoklonalen Antikérpers Trastuzumab
bei praxisrelevanten stabilitatsdeterminierenden Bedingungen war Gegenstand dieser
Arbeit.

Eine neue Therapieoption zur Behandlung von Patienten mit Lebertumoren und
Lebermetastasen stellt die Chemoembolisation mit beispielsweise DC Beads™ dar.
Hierbei wird das Chemotherapeutikum direkt auf das Embolisationssystem
(Mikrosphéren, bestehend aus einem PVA-Grundgerist) geladen. Nach Embolisation
der den Tumor versorgenden Arterie wird das Chemotherapeutikum (ber einen
verlangerten Zeitraum vor Ort freigesetzt. Die systemische Belastung des Korpers
durch das Zytostatikum ist hierbei sehr gering und von groRem Vorteil fir den
Patienten. Die Beladung mit Doxorubicin wird schon seit langerem in der Praxis bei
Lebertumoren durchgefiihrt.’®*® Die Behandlung von Lebermetastasen bei
hepatozellularen Karzinomen mit Irinotecan beladenen DC Beads™ ist noch in den

fruhen Anfangen.'**®

Die Mdglichkeit der Beladung von Topotecan auf DC Beads™
wird momentan in in-vitro Tests untersucht.’® Die Beladung der DC Beads™ mit
Wirkstoff erfolgt in der Regel im Rahmen der zentralen Zytostatikaherstellung. Die
beladenen Beads werden applikationsfertig in Spritzen an die interventionellen
Radiologen geliefert und von diesen im Rahmen der Chemoembolisation mit
Kontrastmittel gemischt. Hieraus begrindet sich der Bedarf an erweiterten
Stabilitatsdaten und Kompatibilitdtsdaten. Bestimmungen zur physikalisch-chemischen
Stabilitat und Ladungskapazitdit von DC Beads™ beladen mit Irinotecan und
Topotecan in Kombination mit und ohne Kontrastmittel war ein weiterer Bestandteil

dieser Arbeit.
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2 Verordnungsmonitoring in der zentralen
Zytostatikaherstellung

Die Prufung der A&rztlichen Chemotherapieverordnung durch qualifiziertes
pharmazeutisches Personal (Verordnungsmonitoring) kann als Standard in fast allen
Zytostatika herstellenden Apotheken angesehen werden. Durch das konsequente
Verordnungsmonitoring durch  die  Apotheken kénnen schwerwiegende
Verordnungsirrtimer aufgedeckt und mit den behandelnden Arzten geklart werden. Auf
Basis der Dokumentation der pharmazeutischen Interventionen festgestellten

Verordnungsfehlern lasst sich dessen Nutzen abbilden.

Der Beitrag des pharmazeutischen Verordnungsmonitorings zur Patienten- und
Arzneimitteltherapiesicherheit ist in ausl&ndischen Studien gezeigt worden (z.B.

Spanien*"*8).

Zielsetzung dieser Studie war, die aktuelle Umsetzung und die
Ergebnisse des Verordnungsmonitorings in den Universitétskliniken Deutschlands in

einer prospektiven Erhebung zu erfassen.
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2.1 Bedeutung des Verordnungsmonitorings in der zentralen
Zytostatikaherstellung — Eine Erhebung in deutschen

Universitatskliniken

I.Kr&mer, H.Walz-Jung, J.Kaiser

Krankenhauspharmazie 2010; 31:349-357
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Bedeutung des Verordnungsmonitorings in
der zentralen Zytostatikaherstellung

Eine Erhebung in deutschen Universitatskliniken

Irene Krdmer, Hannah Walz-Jung und Jeanette Kaiser, Mainz, fiir den Stindigen Arbeitskreis der Leitenden
Apotheker der Universitdtsklinika Deutschlands (LAUD) im Verband der Universitdtsklinika Deutschlands
(VUD)

Zur Verbesserung der Arzneimitteltherapiesicherheit bei onkologischen Patienten wird das Verord-
nungsmonitoring der Zytostatikatherapien empfohlen. In einer prospektiven Erhebung wurde iiber
einen Beobachtungszeitraum von 8 bis 12 Wochen der Beitrag universitarer Krankenhausapotheken
zur Vermeidung von Verordnungsirrtiimern im Rahmen der zentralen Zytostatikaherstellung dokumen-
tiert und analysiert. Insgesamt wurden in 21 Universitatskliniken iiber etwa drei Monate 835 Verord-
nungsfehler dokumentiert, von denen 748 beziiglich der Fehlerkategorien und Relevanz ausgewertet
werden konnten. Ubereinstimmend mit der Literatur traten die meisten Fehler in der Fehlerkategorie
Dosisberechnung (48 %) auf. Diese wurden in 76 % der Félle als von hoher Relevanz eingestuft. In
den Fehlerkategorien Patientendaten traten 26 %, Applikationsdatum 15 % und Zytostatikum 11 %
der Fehler auf. Die Inzidenz der Verordnungsfehler betrug durchschnittlich 0,77 % bei rund 1950 Ver-
ordnungen pro Tag in 17 Universitatskliniken (von vier Kliniken gab es keine Daten zur Gesamtanzahl
hergestellter Zytostatikazubereitungen). Die iiberwiegend als von hoher Relevanz eingeordneten
Verordnungsfehler unterstreichen die Bedeutung des Verordnungsmonitorings fiir die Arzneimittelthe-
rapiesicherheit. Dem Zeitaufwand fiir das Verordnungsmonitoring (fiir 37 % der Fehler <5 Minuten, fiir
37 % der Fehler 5 bis 15 Minuten) steht ein Nutzen gegeniiber, der die Kosten iiberwiegt.

Schliisselwérter: Verordnungsmonitoring, Zytostatikatherapie, Fehlerkategorie, Fehlerinzidenz, Zeitauf-
wand, Relevanz

Krankenhauspharmazie 2010;31:349-357.

Téaglich werden in den deutschen
Krankenhausapotheken  Tausende
von patientenindividuellen, appli-
kationsfertigen Zytostatikazuberei-
tungen hergestellt. Allein in den
Apotheken der Universitdtskliniken
Deutschlands werden jidhrlich rund
eine Million Zytostatikaverordnun-
gen bearbeitet. In der Apotheke ein-
gehende Zytostatikaanforderungen
werden zundchst auf Richtigkeit und
Plausibilitat gepriift (Verordnungs-
monitoring), anschliefend nach dem
aktuellen Stand des Wissens und der
Technik aseptisch hergestellt und
zur Applikation ausgeliefert. Die
mutmafRlichen Verordnungsirrtiimer
werden in Zusammenarbeit mit den
verordnenden Arzten Kkorrigiert und
die pharmazeutischen Interventi-
onen dokumentiert.

Bereits vor tiber 15 Jahren wurde im
Rahmen der zentralen Zytostatikazu-

bereitung in der Universititsmedizin
Mainz ein konsequentes Verord-
nungsmonitoring durchgefiihrt. In
einer prospektiven Beobachtungs-
studie tliber zehn Monate wurden
98 schwerwiegende Verordnungs-
irrtimer (Fehlerinzidenz 0,57%)
dokumentiert. In der Konsequenz
wurden verbesserte Verordnungs-
formulare und Checklisten fiir das
Verordnungsmonitoring etabliert
[11]. Das Verordnungsmonitoring ist
heute Gegenstand von Leitlinien, die
einerseits die zentrale Zytostatika-
herstellung [1] und andererseits die
Vermeidung von Medikationsfehlern
bei onkologischen Patienten von der
Verordnung tiber die Herstellung bis
zur Applikation zum Gegenstand
haben [3]. Durch konsequentes Ver-
ordnungsmonitoring und Vermei-
dung von Uberdosierungen kénnen
Neutropenien und deren Komplika-
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tionen sowie eine erhohte Mortali-
tiatsrate kosteneffektiv vermieden
werden [14]. Der stindige Arbeits-
kreis der Leitenden Apotheker der
Universitatsklinika Deutschlands ist
an der aktuellen Umsetzung und den
Ergebnissen des Verordnungsmonito-
rings in den Universitdtskliniken in-
teressiert. Aus diesem Grund wurde
eine prospektive Erhebung zu Art
und Umfang des Verordnungsmoni-
torings tiber einen Beobachtungszeit-
raum von acht Wochen initiiert.

Prof. Dr. Irene Kramer, Hannah Walz-Jung,
Jeanette Kaiser, Apotheke der Universitats-
medizin der Johannes Gutenberg-Universitat
Mainz, LangenbeckstraBe 1, 55131 Mainz,
E-Mail: Irene.kraemer@unimedizin-mainz.de,
fiir den Standigen Arbeitskreis der Leitenden
Apotheker der Universitatsklinika Deutsch-
lands (LAUD) im Verband der Universitatskli-
nika Deutschlands (VUD)
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Ziele der Untersuchung

In der Untersuchung sollte der Bei-
trag der Krankenhausapotheken
zur Erkennung, Losung und Vermei-
dung von Verordnungsirrtiimern
im Rahmen der zentralen Zytosta-
tikaherstellung dokumentiert und
analysiert werden. Dazu wurden fiir
die Verordnungsfehler vier Hauptka-
tegorien (Patientenangaben, Dosis,
Zytostatikum, Applikationsdatum)
jeweils mit Subkategorien definiert.
Gleichzeitig sollte das eingesetzte Er-
hebungssystem und die benutzte Feh-
lerklassifikation auf ihre Eignung ge-
prift werden. Dartiiber hinaus sollte
festgestellt werden, ob Dringlichkeit
und Zeitdruck bei der Herstellung
standortbezogen variieren.

Methode

In der Apotheke der Universitits-
medizin Mainz wurde eine elektro-
nische  Dokumentationsdatenbank
mittels MS Access® in Anlehnung an
die APOSTAT-Datenbank Mainz [12]
erstellt. Diese wurde gemdf3 Abspra-
che den Krankenhausapotheken der
32 Universitdtsklinika Deutschlands
elektronisch zugestellt. Die verant-
wortlichen Mitarbeiter in der jewei-
ligen Zytostatikaherstellung wurden
aufgefordert, das wie tiblich durchge-
fithrte Verordnungsmonitoring und
dessen Ergebnisse iiber einen Zeit-
raum von etwa acht Wochen (6. Juli
2009 bis 31. August 2009) in der Da-
tenbank zu erfassen. Die Dokumen-
tationen sollten ab dem 1. September
2009 zur Auswertung an die Apothe-
ke der Universititsmedizin Mainz
ibermittelt werden.

Die Eingabemaske der Datenbank ist
in Abbildung 1 dargestellt. Um auf
eine Korrelation der Verordnungs-
irrtiimer mit der Diagnose oder dem
Chemotherapieprotokoll priifen zu
konnen, waren diese in Zeile 2 und
3 zu dokumentieren. Die Zeilen 4 bis
7 zeigen die vorgegebenen Hauptka-
tegorien der Verordnungsfehler, fiir
die jeweils Subkategorien hinterlegt
waren. Es wurden folgende Fehler-

Fehlerdokumentat i Y fiir
Zytostatikaanforderungen

Dokumentationsnummer 1 -
Diagnose

Chemotherapieprotokoll

Patientenangaben

Zytostatikum

Dosis falsch berechnet

Applikationsdatum

Relevanz

Zeitaufwand

Beschreibung des
Problems (optional)

Abb. 1. Eingabemaske fiir das Verordnungs-
monitoring von Zytostatikaverordnungen

kategorien und Subkategorien (nicht
dargestellt in Abb. 1) definiert:

Fehlerkategorie 1: Fehlerhafte
Angabenizum Patieénten

Subkategorien:

- Gewicht/GroRe falsch/fehlend

- Korperoberfliche (KOF) falsch be-
rechnet

- Patientenzuordnung falsch

Fehlerkategorie 2: Fehlerhafte Aus-
wahl des Zytostatikums

Subkategorien:
- Zytostatikum falsch
- Zytostatikum fehlend

Fehlerkategorie 3: Fehlerhafte
Dosisberechnung

Subkategorien:

— Abweichung von der korrekten
Dosis <10%

- Abweichung von der korrekten
Dosis >10%

Fehlerkategorie 4: Fehlerhaftes
Applikationsdatum

Subkategorien:

- Applikationsdatum falsch

- Applikationsdatum fehlend
Weitere Erfassungsparameter waren
die Relevanz des Verordnungsfehlers
gemdR Einschdtzung des verantwort-
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lichen Apothekers mit definierten
Subkategorien (groR, moderat, ge-
ring, unklar) sowie der fiir das Ver-
ordnungsmonitoring erforderliche
Zeitaufwand (<5 Minuten, 5-15 Mi-
nuten, >15 Minuten).

Um die Héufigkeit fehlerhafter Ver-
ordnungen berechnen zu koénnen,
war von den Teilnehmern die Ge-
samtanzahl der Zytostatikazuberei-
tungen wihrend des Dokumentati-
onszeitraums anzugeben. Des Wei-
teren sollte fiir alle Zubereitungen
in diesem Zeitraum die Zeitspanne
zwischen Eingang der Anforderung
in der Apotheke und gewiinschtem
Auslieferungstermin  erfasst und
iibermittelt werden.

Ergebnisse
Methodik der Auswertung

Von den 32 angefragten Universitats-
klinika beteiligten sich 21 an der Er-
hebung, so dass die Erhebung als re-
prasentativ erachtet werden kann.

Insgesamt wurden iiber etwa drei
Monate 835 Verordnungsfehler do-
kumentiert. Davon wurden 98 Doku-
mentationen aus unterschiedlichen
Griinden nicht in die Auswertung ein-
bezogen (Tab. 1). Die liberwiegende
Zahl (n=64) der von der Auswertung
ausgeschlossenen Dokumentationen
bezog sich auf Fehlerkategorien, die
im Voraus nicht definiert waren. In
drei Kliniken wurde eine zusitzliche
Fehlerkategorie fiir die falsche Aus-

Tab. 1. Auswertbarkeit der dokumentierten
Verordnungsfehler

Anzahl [n]  Ausschlusskriterien fiir
Auswertung
737 Keine
46 .Falsche Tragerlosung”
als nicht definierte Fehler-
kategorie
34 Unzureichende Daten

10 .Fehlende Freigabe/Arztun-
terschrift” als nicht definierte
Fehlerkategorie

8 JFalsche Applikationsart”
als nicht definierte Fehler-
kategorie



© Deutscher Apotheker Verlag

wahl einer Trigerlosung oder des
Volumens definiert und in dieser
Kategorie 46 Fehler dokumentiert.
Weitere 10 bzw. 8 Dokumentationen
waren fir die nicht im Voraus defi-
nierten Fehlerkategorien ,fehlende
Freigabe/fehlende Arztunterschrift“
bzw. ,falsche Applikationsart* er-
folgt. Wegen unzureichender Anga-
ben konnten 34 Dokumentationen
nicht in die Auswertung einbezogen
werden. Davon fehlten fiir 14 in der
Kategorie ,falsche Dosis“ dokumen-
tierte Verordnungsfehler die Angabe
der prozentualen Abweichung.

Die Dokumentation mehrerer Ver-
ordnungsfehler in verschiedenen
Kategorien fiir eine Verordnung war
im Voraus nicht ausgeschlossen wor-
den, so dass ,Folgefehler* in mehre-
ren Fehlerkategorien dokumentiert
werden konnten. Waren fiir eine Ver-
ordnung voneinander unabhingige
Fehler dokumentiert, ging jeder Feh-
ler in die Dokumentation ein. Wenn
aufgrund einer falschen Gewichtsan-
gabe, die falsche Korperoberfliche
(KOF) und dadurch eine falsche Dosis
errechnet wurde, ging nur der ur-
sdchliche Fehler in die Auswertung
ein. Bei 11 Fehlern war aufgrund der
Daten keine eindeutige Zuordnung
moglich, wodurch in der Auswertung
748 kategorisierte Fehler aus 737 feh-
lerhaften Verordnungen resultierten.
Bei der Auswertung stellte sich her-
aus, dass die im Vorfeld definierte
Klassifizierung der Fehler unzurei-
chend war. Es wurden daher weitere
Subkategorien definiert und ausge-
wertet.

Fehlerkategorie 1: Fehlerhafte
Angaben zum Patienten

Zusidtzliche Subkategorien:

- Patientendaten fehlerhaft/fehlend
- KOF fehlend

- Studienzuordnung falsch

Fehlerkategorie 2: Fehlerhafte Aus-
wahl des Zytostatikums

Zusatzliche Subkategorie:
- Protokoll falsch
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Nur zum personlichen Gebrauch

Fehlerkategorie 3: Fehlerhafte
Dosisberechnung
Zusitzliche Subkategorien:
- Abweichung von der korrekten
Dosis >2%
- Dosis fehlend
Unter ,Patientendaten fehlerhaft/
fehlend“ konnten damit Fehler wie
falsches Geburtsdatum (was zu Ver-
wechslungen fithren kann), falsche
Station und fehlende Patientenaufkle-
ber eingeordnet werden. Die neu de-
finierte Subkategorie ,Studienzuord-
nung falsch® erscheint den Autoren
relevant und sollte fiir zukiinftige Er-
hebungen beibehalten werden. Viele
onkologische Patienten werden in
Studien eingeschlossen und die GCP-
konforme Durchfithrung der Zytosta-
tikatherapie ist von hochster Wich-
tigkeit (GCP: Good Clinical Practice).
In einem der dokumentierten Fille
fiihrte die fehlende Kennzeichnung
eines Studienpatienten zum Aus-
schluss aus der Studie. Die Tatsache,
dass durch sorgfdltiges Monitoring
auch bei Studienprotokollen Fehler
vermieden werden, belegt die Bedeu-
tung des Verordnungsmonitorings
als Qualitatssicherungsmafnahme.
Die Fehlerkategorie ,Fehlerhafte
Auswahl des Zytostatikums“ wurde
um die Unterkategorie ,falsches Pro-
tokoll“ ergdnzt, da 28 dokumentierte
Fehler dieser Kategorie zuzuordnen
waren und es von der Bedeutung
dieses Fehlers her angezeigt er-
scheint.
Da ein Universititsklinikum eine
fehlerhafte Dosis entsprechend der
dort tblichen Fehlergrenzen von
+2% dokumentiert hatte, wurde
die Subkategorie ,Dosisabweichung
>2%“ zusdtzlich aufgenommen. Die
nachtrdglich bei Dosisabweichungen
gebildete Subkategorie >2% ist fir
zukiinftige Erhebungen ohne Bedeu-
tung. Sie wurde hier eingefiihrt, um
die eingegangenen Fehlerdokumen-
tationen in der Auswertung belassen
zu konnen. Eine Abweichung der er-
rechneten Dosis zwischen 2 und 10%
der protokollgemidRen Dosis kann
bei erwachsenen Patienten fiir den
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Tab. 2. Haufigkeit der dokumentierten
Verordnungsfehler (n=748) in den definierten
Fehler(sub)kategorien

Fehlerkategorie Anzahl Haufigkeit
[n] [%]
Patientendaten 194 25,9
Gewicht/GroBe 73 98
falsch/fehlend
KOF falsch berechnet 37 49
KOF fehlend* 1 1,5
Patientenzuordnung 1 1,5
falsch
Patientendaten fehler- 50 6,6
haft/fehlend*
Studienzuordnung 12 1,6
falsch*
Zytostatikum 80 10,7
Falsch 32 43
Fehlend 20 27
Falsches Protokoll* 28 i
Dosisberechnung 360 48,1
<10% Dosisabweichung 68 9,1
>10% Dosisabweichung 250 334
>29%* Dosisabweichung 26 35
Fehlend* 16 2,1
Applikationsdatum 114 15,3
Falsch 97 13,0
Fehlend 17 23

*Aufgrund eingegangener Dokumentationen
erganzte Subkategorien; KOF: Korperoberfldche

Erfolg und die Sicherheit der Behand-
lung im Allgemeinen als unbedeu-
tend erachtet werden.

Das vollstindige Fehlen einer Dosis-
angabe wurde ebenfalls aufgrund
der dokumentierten Fille erganzt.

Fehlerhaufigkeit nach Kategorien
und Relevanz

In Tabelle 2 sind die dokumentierten
Verordnungsfehler nach Haufigkeit
des Vorkommens fiir die Katego-
rien und Subkategorien dargestellt.
Fast die Halfte der Verordnungsfeh-
ler (48%) waren der Hauptkategorie
~falsche Dosis“ zuzuordnen. Die {ib-
rigen 52% Verordnungsfehler verteil-
ten sich zu rund 26 % auf ,fehlerhafte
Patientenangaben®, zu 15% auf ,feh-
lerhaftes Applikationsdatum® und zu
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Fehlerkategorie

Relevanz

M CroB M Moderat ™ Gering M Unklar

Fehler gesamt [
posisabweichung <10% D 0
Dosisabweichung >10% I NG

Patientendaten fehlerhaft/fehlend* [ M
Gewicht/GroBe falsch/fehlend [ R e

KOF falsch berechnet/fehlend* Y
Zytostatikum falsch | GG

Protokoll falsch* |

Zytostatikum fehlend [ NG
Applikationsdatum falsch [ N
Applikationsdatum fehlend [ NS

0 10 20

40 50 60 70 80 90 100
Anzahl Fehler [%]

* aufgrund der eingegangenen Dokumentationen erganzte Subkategorien

Abb. 2. Prozentuale Verteilung der Verordnungsfehler differenziert nach Fehlerkategorien und

Relevanz; KOF: Kérperoberflache

11% auf ein ,fehlerhaftes Zytostati-
kum®.

In Abbildung 2 ist die Zuordnung der
Fehlerdokumentationen zu den Feh-
ler- und Relevanzkategorien darge-
stellt. Fast die Hilfte aller dokumen-
tierten Verordnungsfehler (48%) wur-
den von den dokumentierenden Kli-
niken als von groRRer Relevanz einge-
ordnet. Zwischen den Subkategorien
variierte die Zuordnung zu grofRer Re-
levanz zwischen rund 20% (Subkate-
gorie ,Gewicht/GroRRe falsch/fehlend®)
und fast 90% (Subkategorie , Zytostati-
kum falsch®). Weitere 25% wurden als
von moderater und nur 10% als von
geringer Relevanz eingestuft. Fir 17%
der dokumentierten Fehler war die
Relevanz als unklar eingestuft, wobei
dieser Kategorie auch alle Dokumen-
tationen ohne Angabe der Relevanz
zugeordnet wurden.

Falsche Dosis

Die Kategorie ,fehlerhafte Dosisbe-
rechnung” und hier die Subkatego-
rie ,Abweichung von der korrekten
Dosis >10%" der verordneten Dosis
von der protokollgemdRen Dosis
wurde bei weitem am héufigsten
dokumentiert, was mit dem Befund
anderer Untersuchungen {berein-
stimmt [11, 15]. Dosisfehler, die aus
einer falschen KOF oder aus falschen

Gewichtsangaben resultierten, sind
hier nicht berticksichtigt, sondern
den entsprechenden Fehlerkatego-
rien zugeordnet. Zwangsldufig fiihrt
jede unvollstindige ~oder  falsche
Angabe dieser Parameter zu einem
potenziellen Dosisfehler. Dosisab-
weichungen <10% wurden nur zu 9%
dokumentiert. Mit dem benutzten Er-
fassungssystem ist nicht auswertbar,
wie die von einem Klinikum mit der
2%-Toleranzgrenze dokumentierten
Dosisabweichungen in Bezug auf
die 10%-Grenzen einzuordnen sind.
In der Regel wird eine Abweichung
der verordneten Dosis von der Proto-
koll-geméfRen Dosis in den Grenzen
+10% in der klinischen Praxis ak-
zeptiert [11]. Es ist folgerichtig, dass
fehlerhafte Dosisberechungen mit
einer Abweichung von mehr als 10%
in der iiberwiegenden Zahl der Fille
(76 %) als von groRRer Relevanz einge-
ordnet wurden. Den Regeln entspre-
chend wurden Dosisabweichungen
<10% tiberwiegend als moderat oder
von geringer Relevanz eingeordnet.
Griinde fiir die falsche Dosisberech-
nung waren

m falsche BezugsgroRen (GroRe, Ge-

wicht),
® Kommafehler,
B nicht beachtete Dosisreduktionen
und
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B Dateniibernahme von veralte-
ten Daten aus fritheren Verord-
nungen.

Fehlerhafte Patientendaten

In der Fehlerkategorie Patienten-
daten waren die meisten Verord-
nungsfehler den Subkategorien ,Ge-
wicht/GroRe falsch/fehlend“ (10%)
und ,,KOF falsch bzw. fehlend“ (6,4 %)
zuzuordnen. Die Kategorie ,KOF feh-
lend“ war nachtréglich gebildet wor-
den und wurde nur dann zugeordnet,
wenn GroRe und Gewicht angegeben,
aber die KOF nicht eingetragen wor-
den war. Dies kann als Fliichtigkeits-
fehler gewertet werden, wenn die
Dosierungen mit der korrekten KOF
berechnet wurden.

Fehlerhaftes Applikationsdatum

Es ist bemerkenswert, dass 15% der
Verordnungsfehler der Subkategorie
Jfehlerhaftes  Applikationsdatum®
zuzuordnen waren. Ursache fiir diese
Fehler waren Verkiirzungen oder Ver-
lingerungen der Vorphasentherapie
bei neu diagnostizierten Hamoblas-
tosen und das Verschieben des nichs-
ten Zyklus der Chemotherapie. Die
Tatsache, dass das Applikationsda-
tum bei 2% der Verordnungen fehlte,
ist wiederum als Fliichtigkeitsfehler
zu werten. Die Relevanz der Subkate-
gorien falsches und fehlendes Appli-
kationsdatum wurde iiberwiegend
als moderat und gering eingestuft.
Eine korrekte zeitliche Abfolge der
Chemotherapie und die Dosisinten-
sitdit (Dosis pro Zeitintervall) sind
insbesondere bei kurativem Thera-
pieansatz von hoher Relevanz. An-
dererseits sind von den Protokollen
abweichende Zeitabfolgen dem kli-
nischen Zustand des Patienten zuzu-
schreiben und spiegeln die klinische
Praxis wieder.

Fehlerhaftes Zytostatikum/
Protokoll

Insgesamt 10% der dokumentierten
Verordnungsfehler waren einer feh-
lerhaften Auswahl des Chemothe-
rapieprotokolls, einer fehlerhaften
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Auswahl einzelner Zytostatika im
Chemotherapieprotokoll oder dem
Fehlen einzelner Zytostatika zuzu-
ordnen.

Die Verordnung eines falschen Zyto-
statikums wurde zu 89% als von gro-
Rer Relevanz eingestuft und muss
eher als noch hoher angenommen
werden. Die Verwechslungen traten
bei den Platinderivaten und Antikor-
pern auf. Diesen Verordnungen gilt
es daher beim Monitoring besonderes
Augenmerk zu schenken. Auch muss
daraus abgeleitet werden, dass die
Antikorpertherapien auch wegen
potenzieller Verordnungsfehler un-
bedingt der zentralen Zubereitung
durch die Apotheke bediirfen. Die in
der Subkategorie ,falsches Protokoll*
dokumentierten Verordnungsfehler
erfolgten mehrheitlich durch ein ein-
ziges teilnehmendes Universitétskli-
nikum.

Diagnose und Chemotherapie-
protokoll

Die Erfassung der Diagnose und des
Chemotherapieprotokolls waren vor-
gesehen, um auf Korrelationen zur
Fehlerhaufigkeit und Relevanz priifen
zu konnen. Die in den acht Wochen
gesammelten Fehlerdokumentati-
onen erwiesen sich dafiir als nicht
ausreichend. Die Diagnosen und an-
gewandten Chemotherapieprotokolle
waren einerseits zu heterogen und
andererseits fehlten Angaben. Bei 23%
der Dokumentationen fehlten Anga-
ben zum Protokoll und bei 34% zur
Diagnose.

Fehlerinzidenz

Der genaue Dokumentationszeitraum
und die Gesamtzahl hergestellter Zy-
tostatikazubereitungen in diesem
Zeitraum wurden von 17 Kliniken
ibermittelt. Von vier Kliniken wur-
den keine Angaben dazu gemacht. Die
errechnete Zahl der Zubereitungen
pro Wochentag variierte zwischen 39
und 212. In der Summe wurden in den
17 Kliniken 1946 Zubereitungen pro
Tag hergestellt. Hochgerechnet auf
das Jahr (250 Werktage) werden von

L Verordnungsmonitoring in der zentralen Zytostatikaherstellung
Nur zum personlichen Gebrauch

den 17 Kliniken 486500 Zytostatika-
zubereitungen hergestellt mit einer
durchschnittlichen Verordnungsfeh-
lerinzidenz von 0,77%. Die Inzidenz
der Verordnungsfehler der einzelnen
Kliniken schwankt zwischen 0,24 %
und 1,48% (Median: 0,71%). Zudem
imponiert ein Klinikum durch eine
besonders niedrige Fehlerinzidenz
von 0,08%, die der dort praktizierten
elektronischen Verordnung zuzuord-
nen ist. Die berechnete Fehlerinzidenz
darf nicht iiberbewertet werden, da
sie von Art und Intensitét des Verord-
nungsmonitorings abhdngig und nur
bedingt vergleichbar ist. Die jeweilige
Detektionsrate von Verordnungsfeh-
lern ist insbesondere davon abhdngig,
ob eine Checkliste verwendet wird,
welche Parameter gepriift werden
und wie konsequent auf erforderliche
Dosismodifikationen gepriift wird.

Zeitbedarf fiir das Verordnungs-
monitoring

In Abbildung 3 ist der Zeitaufwand
fiir das Verordnungsmonitoring und
zur Klirung der identifizierten Feh-
ler dargestellt. 37% der Verordnungs-
fehler konnten innerhalb von 5 Mi-
nuten und weitere 37 % innerhalb von
5 bis 15 Minuten geklart werden. Nur
in 11% der Dokumentationen betrug
der erforderliche Zeitaufwand mehr
als 15 Minuten (bis zu mehreren
Stunden).

Bei der Kalkulation einer Dienstleis-
tungspauschale fiir die zentrale Zy-
tostatikazubereitung muss der Zeit-
aufwand fiir das Verordnungsmoni-
toring berticksichtigt werden, zumal
er ausschlieflich von Apothekern
mit entsprechender Qualifikation er-
bracht werden kann.

Ein Zusammenhang zwischen Dring-
lichkeit und Fehlerinzidenz wurde
nicht gesehen. Der Zeitbedarf und
Zeitdruck beim Verordnungsmoni-
toring wird von den Apothekern als
stairker empfunden, wenn viele ver-
schiedene oder selten genutzte The-
rapieprotokolle verordnet werden
und héufige Arztwechsel auf den Sta-
tionen und Teileinheiten stattfinden.
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<5 Minuten

>15 Minuten—#&

5-15 Minuten

36,6%

Abb. 3. Zeitbedarf fiir das Verordnungs-
monitoring (n=737 Dokumentationen)

Dringlichkeit der Bereitstellung

In acht Kliniken wurde die Dring-
lichkeit der Bereitstellung der Zyto-
statikazubereitungen erfasst. Hier-
fiir wurde die Zeit zwischen Eintref-
fen der Anforderung in der Apotheke
und der Auslieferung auf die Station
dokumentiert (Tab. 3). In zwei Kli-
niken wurde die Dringlichkeit nur
fir die fehlerhaften Verordnungen
erfasst. Es zeigten sich deutliche Un-
terschiede in der Dringlichkeit der
Bereitstellung in den acht Kliniken.
Die besonders dringlichen Verord-
nungen (bis zwei Stunden) betragen
zwischen 21% und 76% der Gesamt-
verordnungen. Im Durchschnitt miis-
sen rund die Hilfte aller Zytostatika-
Anforderungen innerhalb von zwei
Stunden auf die Station geliefert
werden. In der Dringlichkeitskatego-
rie ,,2 bis 6 Stunden” betrug der nied-
rigste Anteil 2% und der hochste 33%

Tab. 3. Dringlichkeit der Bereitstellung
(n=8 Universitatskliniken)

Zubereitungen Dringlichkeit
je Klinik
Bis2h Bis6h >6h
[n] [0 [%] %]
3300 55 20 25
3408 25 8 67
3749 51 2 47
80' 55 15 30
87! 33 29 38
6132 21 14 65
5090 67 333
14 365 ca.76 ca. 15 ca.9
Mittelwert 47 14 39

! Dringlichkeit nur fir fehlerhafte Verordnungen
erfasst; 2 Dokumentationszeitraum 1 Woche
3,>6 h", bei der Mittelwertberechnung nur fiir
.>6 h" beriicksichtigt
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der Anforderungen. Im Durchschnitt
waren 14% der Zytostatikaverord-
nungen innerhalb dieser Zeit zu
bearbeiten. Eine hohe Zahl von Ver-
ordnungen in der Dringlichkeitskate-
gorie ,bis zwei Stunden“ war in der
Regel mit einer niedrigen Zahl von
Verordnungen in der Dringlichkeits-
kategorie ,>6 Stunden“ verkniipft
und umgekehrt. Da fast 90% der Ver-
ordnungen der hochsten (<2 Stun-
den) und niedrigsten (>6 Stunden)
Dringlichkeit zugeordnet wurden,
miissen die gewdihlten Dringlich-
keitskategorien fiir zukiinftige Erhe-
bungen iiberdacht werden.

Diskussion
Methodik

Die Auswertung erfolgte fiir freiwil-
lig zugesandte Dokumentationen. Es
kann daher ein Selektionsbias von
qualititsbewussten Kliniken unter-
stellt werden, der sich allerdings
durch die hohe Beteiligung (66%)
relativiert. Zudem wurde das einge-
setzte Dokumentationssystem nicht
im Vorfeld validiert und fiir das Klas-
sifikationssystem kein Kappa-Faktor
(dimensionsloser Koeffizient zur Be-
schreibung der tiber den Zufall hin-
ausgehenden Ubereinstimmung zwi-
schen mindestens zwei Moglichkeiten
oder mindestens zwei Beurteilenden)
fiir die erzielte Ubereinstimmung
ermittelt. Der dadurch entstandene
Dokumentationsbias ist hinsichtlich
der Erfassung und Kategorisierung
der Fehler kritisch zu betrachten. Die
nachtragliche Anpassung der Fehler-
subkategorien ist ebenfalls kritisch
zu bewerten. Vor einer zukiinftigen
Erfassung sollten eine Uberarbeitung
der Fehlerkategorien und eine Defi-
nition von Pflichtfeldern erfolgen,
um den Dokumentations- und Aus-
wertungsbias zu verringern. Eine Un-
tersuchung der Verldsslichkeit (siehe
auch [6]) der Kategorisierung fiir
diese spezifische Fragestellung wire
ebenfalls angebracht.

Aus der beschrinkten Zahl vorge-
gebener Fehlerkategorien und im

Voraus nicht ausgeschlossener Mehr-
fachzuordnung eines Fehlers und
den sich daraus ergebenden Folge-
fehlern resultierten Probleme bei der
Dokumentation und Auswertung.
Am schwierigsten gestaltete sich die
Auswertung der Kategorie fehler-
hafte Angaben zum Patienten“, da
hier die grofSten Unterschiede zu den
urspriinglich definierten Kategorien
auftraten. In den Fehlerdokumenta-
tionen wurde 8-mal die KOF fehlend
geltend gemacht und der neu defi-
nierten Subkategorie ,KOF fehlend*
zugeordnet. Mit 1,5% ist die Fehler-
rate allerdings so gering, dass sich
die Frage nach der Notwendigkeit
einer getrennten Erfassung stellt.
Wenn Korpergrofe und Korperge-
wicht angegeben sind und mit der
korrekten KOF dosiert wurde, ist der
fehlende Eintrag der KOF zudem als
von geringer Relevanz einzustufen.
Fir die Weiterentwicklung des Do-
kumentationssystems sind in Fehler-
kategorie 1 fiir die Zukunft folgende
Subkategorien zu empfehlen:

- Gewicht/GroRe falsch/fehlend

- KOF falsch berechnet

- Andere Patientendaten fehlerhaft

- Andere Patientendaten fehlend

In 28 Dokumentationsbogen wurde
als Fehler ,falsches Protokoll* an-
gegeben. Da dazu keine weiterge-
henden Informationen dokumentiert
waren, wurde die Fehlerkategorie
wZytostatikum“ um die Unterkate-
gorie ,falsches Protokoll“ erweitert.
Denkbar wire auch eine Einordnung
unter ,falsches Zytostatikum®, wenn
das falsche Protokoll ein oder meh-
rere falsche Zytostatika enthdlt. Fir
zukiinftige Erhebungen sollte die zu-
satzliche Subkategorie ,falsches Pro-
tokoll* dennoch beibehalten werden.
Das vollstindige Fehlen einer Dosis-
angabe wurde fiir 16 Verordnungen
dokumentiert. Dafiir wurde eine
neue Subkategorie gebildet, die man
ebenso beibehalten sollte. Die Berech-
nung kann zwar vom Apotheker vor-
genommen werden, aber die verord-
nete Dosis muss vom verordnenden
Arzt schriftlich bestitigt werden. In
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der Praxis erreicht dieser Fehler den
Patienten in der Regel nicht.
Dokumentierte Fehler, die in keine
der vier definierten Hauptkategorien
einzuordnen waren, gingen nicht
in die Auswertung ein. So war von
drei Kliniken eine neue Fehlerkate-
gorie definiert worden, die sich auf
die falsche Auswahl einer Tragerlo-
sung oder des Volumens bezog. Diese
Fehlerkategorie war urspriinglich
nicht vorgegeben worden, weil die
Auswahl der Tragerlosung spezielle
pharmazeutische Kenntnisse voraus-
setzt und in der Universititsmedi-
zin Mainz in der pharmazeutischen
Verantwortung gesehen wird. In die
Auswahl der Tragerlésung miissen
Art der Applikation, Kompatibilitét
und Stabilitit der applikationsferti-
gen Zubereitung als Entscheidungs-
kriterien eingehen. Die Art und das
Volumen der Trigerlosungen sollten
standardisiert sein und fiir die ge-
nutzten  Chemotherapieprotokolle
im Herstellungsprogramm der Apo-
theke hinterlegt sein. Damit kénnen
auch Sicherheitsmafnahmen wie
die Zubereitung von Vincristin als
100-ml-Kurzinfusion routinemaRig
umgesetzt werden. Es bleibt dem ver-
ordnenden Arzt moglich, in begriin-
deten Ausnahmefillen abweichende
Verordnungen zu Art und Volumen
der Tragerlosung zu machen. In einer
vergleichbaren Untersuchung [7] in
einem spanischen Universitatskli-
nikum wurden fehlende Art und
fehlendes Volumen der Trigerlosung
iiber einen Zeitraum von 15 Monaten
mit einem Anteil von 16,3% aller Ver-
ordnungsfehler dokumentiert. Der
hohe Prozentsatz spricht auch dafiir,
dass zur Qualitits- und Effizienzstei-
gerung der Verordnung und des Ver-
ordnungsmonitorings die Auswahl
von Art und Volumen der Tragerlo-
sung standardisiert und elektronisch
unterstiitzt durch den Apotheker er-
folgen sollte.

Nicht in die Auswertung gingen die
Dokumentationen zur fehlerhaften
Angabe der Applikationsart ein. Es
handelte sich dabei beispielsweise
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um die fehlende Verordnung in einer
Elastomerenpumpe, die fehlerhafte
Verordnung einer Methotrexat-Infu-
sion zur intrathekalen Gabe und Ver-
ordnungen von Kurzinfusionen an-
stelle von Injektionszubereitungen
fiir die protokollgemdRe Bolusappli-
kation. Diese Fehler koénnten auch
der Fehlerkategorie ,fehlerhafte Art
und Volumen der Trigerlosung® zu-
geordnet werden und diese gegebe-
nenfalls um die Art des Behiltnisses
erginzt werden. Die klinische Rele-
vanz dieser Verordnungsfehler ist als
gering einzuschitzen, da der Fehler
ein potenzieller bleibt und vor der
Applikation am Patienten korrigiert
wird. Allerdings ist die fehlerhafte
Zubereitung mit wirtschaftlichen
Nachteilen verbunden.

Relevanz der Verordnungsfehler

Die Kategorisierung der Verordnungs-
fehler nach Relevanz lag im Ermessen
jedes einzelnen Dokumentierenden.
Es waren keine konkreten Vorgaben
und Definitionen dazu gemacht wor-
den. In der Regel erfolgt die Zuord-
nung der Relevanz entsprechend dem
zu erwartenden Schweregrad der re-
sultierenden Schédigung durch den
potenziellen Medikationsfehler (kein
Schaden bis lebensbedrohlich fiir den
Patienten). Die Zuordnung erfordert
vom dokumentierenden Apotheker
Antizipation und Erfahrung. Die Ka-
tegorisierung durch den dokumentie-
renden Apotheker ist nach unseren
Untersuchungen nicht verlésslich
[6] und die Einzelergebnisse diirfen
daher nicht tiberbewertet werden.

Zytostatika sind aufgrund ihrer ge-
ringen therapeutischen Breite, steilen
Dosis- und Toxizitdtswirkungskur-
ven, der individualisierten Dosierung
und schwerwiegenden Folgen bei
Uber- oder Unterdosierung den ,cri-
tical dose drugs“ zuzuordnen. Dart-
ber hinaus sind Zytostatika auch als
wcritical use drugs“ [2] einzuordnen,
da viele onkologische Patienten eine
oder mehrere kritische Faktoren
(Alter, Organfunktion, Komorbidi-
titen etc.) aufweisen, die die Sicher-

L Verordnungsmonitoring in der zentralen Zytostatikaherstellung
Nur zum personlichen Gebrauch

heit und Wirksamkeit der Zytostati-
katherapie beeintrichtigen koénnen.
Daraus leitet sich die Notwendigkeit
und Bedeutung des Monitorings der
Zytostatikaverordnungen im Rah-
men der zentralen Zytostatikazube-
reitung ab.

In einer Untersuchung von Small
et al. [15] zu Verordnungsfehlern bei
Zytostatikaverordnungen wurde fest-
gestellt, dass bei Umstellung auf die
elektronische Verordnung insbeson-
dere die Haufigkeit von Fehlern mit
geringer Relevanz stark reduziert
wurde. Die elektronische Verordnung
und der Zugang aller Beteiligten zur
elektronischen Patientenakte mit
vollstindigen und aktuellen Daten
sind von Vorteil fiir die Patienten-
sicherheit. Zudem wird die Haufig-
keit falscher Dosisberechnungen bei
elektronischer Verordnung stark re-
duziert 3, 15].

Fir die Kategorisierung der Rele-
vanz fehlerhafter Dosierungen wire
eine weitergehende Differenzierung
der Dosisabweichung von Interes-
se. Denkbare Kategorien konnten
>10%, >50%, >100% und >1000%
sein. Dadurch koénnte sich die unter-
schiedliche Einordnung der Relevanz
fiir Dosisabweichungen >10% besser
nachvollziehen lassen.

Fehlerinzidenz

Die Haufigkeit von Verordnungs-
fehlern liegt fiir Zytostatikaverord-
nungen tiiber den Verordnungsfeh-
lerraten sonstiger Arzneimittelthe-
rapien [15]. Faktoren, die dazu beitra-
gen, sind die Verordnung nach KOF,
Komplexitit der Therapieprotokolle,
héufig erforderliche Dosismodifika-
tionen, rasche Entwicklung neuer
Zytostatika und Therapieschemata.
Beschrieben werden Verordnungs-
fehlerraten héufig im Zusammen-
hang mit der Umstellung von der
Verordnung mit spezifischen An-
forderungsformularen auf die elek-
tronische Verordnung [9, 13, 15|. Bei
herkémmlicher Verordnung werden
Fehlerraten von 0,5% (mit Therapie-
protokoll spezifischen Vordrucken)
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[9] iiber 1,4% [7, 16], 3,6 bis 4,2% [14],
4,15% (mit Therapieprotokoll spezi-
fischen Vordrucken) [9], 8,4% [13] bis
20% [15] berichtet. Bei elektronischer
Verordnung werden Verordnungs-
fehlerraten von 1,1% [13], tiber 1,9%
[14], 3,2% [8] bis 11,8% [15] beschrie-
ben. Allerdings sind die Fehlerraten
aufgrund unterschiedlicher Erfas-
sungssystematiken und Standortfak-
toren kaum vergleichbar. Auch die
Zusammensetzung des Patientenkol-
lektivs scheint eine Rolle zu spielen.
Walsh etal. [16] registrierten bei
padiatrischen Patienten eine hohere
Medikationsfehlerrate als bei er-
wachsenen onkologischen Patienten.
Markert etal. [14] beschreiben bei
stationdren onkologischen Patien-
ten hohere Verordnungsfehlerraten
als bei ambulanten Patienten. Die
in unserer Untersuchung gefundene
durchschnittliche Fehlerinzidenz
(0,77%) ist im Vergleich sehr gering,
wobei die in einem Universitdtsklini-
kum mit elektronischer Verordnung
gefundene Fehlerinzidenz von 0,08 %
eingerechnet ist. Die variierenden
Fehlerinzidenzen in den 17 Univer-
sitatskliniken konnten auf unter-
schiedliche Standortfaktoren zuriick-
zufithren sein. Ein Zusammenhang
zwischen der Anzahl der zu bearbei-
tenden Verordnungen pro Tag (39 bis
212) und der Fehlerinzidenz konnte
nicht gefunden werden.

Eine andere Moglichkeit, die Quali-
tit der Verordnung und des Verord-
nungsmonitorings zu vergleichen,
konnte die Priiffung der Einhaltungs-
raten von Verordnungsregeln sein
(vergleiche [5]). Dazu miisste zunéchst
ein gemeinsamer Katalog mit Regeln
erarbeitet werden.

Fehlerhafte Dosis

In allen dokumentierenden Kliniken
war die falsche Dosisberechnung
(48%) der am hdéufigsten dokumen-
tierte Verordnungsfehler. Dieses Er-
gebnis ist vergleichbar mit dem Un-
tersuchungsergebnis von Garzds-Mar-
tin et al. [7], die ebenfalls die falsche
Dosis mit 28% als haufigsten Verord-
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nungsfehler fanden. Diese Untersu-
chung wurde monozentrisch tiber
15 Monate durchgefiihrt, und die
definierten Fehlerkategorien waren
nur teilweise iibereinstimmend mit
den in der hier vorliegenden Unter-
suchung gewdihlten Kategorien. Un-
abhingig von Zeitpunkt und Linge
des Beobachtungszeitraums war in
der Universititsmedizin Mainz die
falsche Dosisberechung jeweils der
héufigste Fehler (vergleiche [11]).

Um eine falsche Dosisberechnung
erkennen zu konnen, bedarf es einer
vollstindigen und sorgfiltigen Anga-
be der fiir die Dosisberechnung erfor-
derlichen Patientenparameter. Bei der
elektronischen Verordnung konnen
die entsprechenden Felder als Pflicht-
felder definiert und die Berechnung
der patientenindividuellen Dosis au-
tomatisiert werden. Die Effektivitit
dieser MaRnahme zeigt sich deutlich
in der geringen Fehlerinzidenz von
0,08% in der teilnehmenden Klinik
mit elektronischer Verordnung.

In zukiinftigen Untersuchungen soll-
te die Dosisreduktion eine eigene
Fehlerkategorie darstellen. Subkate-
gorien konnten die fehlende Dosisre-
duktion oder falsche Dosisreduktion
sein. Ein zu beachtendes Problem ist
auch die Notwendigkeit und Art der
Dosisanpassung bei tibergewichtigen
Patienten. Mangelnde Dosisanpas-
sung an die Organfunktionen stellt
insgesamt in der Arzneimittelthe-
rapie ein bedeutendes Arzneimittel-
risiko dar und das gilt besonders fiir
Zytostatikaverordnungen.  Voraus-
setzung fiir ein zielfiihrendes Moni-
toring beziiglich der Dosisreduktion
ist die Zugriffsmoglichkeit auf die
Laborparameter der Patienten. Da es
keine eindeutigen Standards fiir die
erforderlichen Dosisanpassungen
gibt, miissen diese in den einzelnen
Kliniken im interdisziplindren Team
prospektiv festgelegt werden, um ein
effektives und effizientes Vorgehen
zu gewdihrleisten.

Als nachteilig fiir die Fehleranalyse
erwies sich, dass das Ausmaf der Do-
sisabweichung nicht erfasst wurde.

Es stellt sich die Frage, ob jede Abwei-
chung iiber 10% als von gleicher Rele-
vanz einzuordnen ist. Beispielsweise
wurde in einem Fall eine 1000fache
Unterdosierung aufgrund einer Ver-
ordnung in Milligramm statt Gramm
dokumentiert. Bei Zytostatika, die
in einem breiten Dosisbereich ange-
wandt werden (z.B. Cytarabin, Me-
thotrexat), konnte dieser Fehler un-
bemerkt bleiben.

Die Festlegung der Akzeptanzgren-
zen *5% bei Kindern und *+ 10% bei
Erwachsenen ist eine reine Konven-
tionsmethode. Fiir den Einzelfall ist
nicht gezeigt, welche prozentuale
Abweichung bei welcher Chemo-
therapie klinisch relevant ist. Die
erlaubten Gehaltsabweichungen bei
den Fertigarzneimitteln (*5% zum
Zeitpunkt der Herstellung) und die
manuelle Herstellung der Zytosta-
tikazubereitungen lassen die Um-
setzung von zu genau berechneten
Verordnungen gar nicht zu. Wenn
Nachkommastellen bei Dosierungen
>10 Nenneinheiten verordnet wer-
den, kann nach den mathematischen
Regeln gerundet werden. Zwischen-
zeitlich wird auch die Dosierung
der Zytostatika nach KOF in Frage
gestellt und neben Methoden des
therapeutischen  Drug-Monitorings
auch die Gabe von standardisierten
Dosierungen (dose-banding) gepriift
[10]. Weitere interessante Dokumen-
tationskriterien wiren Uber- oder
Unterdosierung und Uberschreitung
der empfohlenen maximalen Einzel-
dosis oder kumulativen Dosis.

Dringlichkeit der Bereitstellung

Um den bei der Bearbeitung und
Herstellung der Zytostatika-Anforde-
rungen entstehenden Zeitdruck und
seinen Einfluss zu bewerten, sollte
die Zeitspanne zwischen Eingang der
Anforderung in der Apotheke und
der Auslieferung erfasst werden. Die
unterschiedlichen Ergebnisse bei den
acht berichtenden Kliniken sind ein
Hinweis auf unterschiedliche Organi-
sationsstrukturen. Ein kurzes Zeitin-
tervall muss nicht unbedingt durch
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einen hohen Anteil ambulanter Pa-
tienten bedingt sein. Bei zukiinftigen
Erhebungen miisste zur Beantwor-
tung dieser Fragestellung zusitzlich
die Versorgungsform erfasst werden
(ambulant, tagesklinisch, statio-
ndr). Auch fiir ambulante Patienten
sind durch entsprechende organi-
satorische MaRnahmen die Verord-
nungen am Vortag der Applikation
moglich. Frithzeitige Anforderungen
setzen eine gute Organisation im
klinischen Bereich, hohe Flexibilitdt
und eine enge Zusammenarbeit zwi-
schen verordnendem, herstellendem
und applizierendem Personal voraus.
Andererseits zeigt sich mit einem An-
teil von 47% der Dringlichkeit unter
zwei Stunden deutlich die Notwendig-
keit einer zeitnahen und ortsnahen
Versorgung. Dies ist auch im Hin-
blick auf die begrenzte Haltbarkeit,
den hohen Preis der Zubereitungen
und das spezielle Patientenkollektiv
zu berticksichtigen. Fehlende Freiga-
ben oder fehlerhafte Anforderungen
kénnen zu einer mehrstiindigen
Wartezeit fiihren, was fiir die Lebens-
qualitidt der Patienten eine nicht zu
vernachlissigende Einbuf3e bedeuten
kann. Wartezeiten lassen sich aus der
Erfassung allerdings nicht ableiten.

Schlussfolgerungen

Die kurzfristig etablierte Dokumen-
tationsdatenbank ist geeignet, um
einen Uberblick zur Bedeutung des
Verordnungsmonitorings im Rahmen
der zentralen Zytostatikazubereitung
in deutschen Universitédtskliniken zu
erhalten. Fiir zukiinftige Erhebungen
sollten die Fehlerkategorien und Sub-
kategorien auf Basis der gewonnenen
Erkenntnisse erginzt werden. Der
Dokumentations- und Auswertungs-
aufwand lieRe sich dadurch reduzie-
ren. Die Inzidenz der Verordnungs-
fehler variierte standortbezogen. Die
meisten Fehler traten in der Fehler-
kategorie Dosisberechnung (48 %) auf.
Die iiberwiegend als von hoher Re-
levanz eingeordneten Verordnungs-
fehler unterstreichen die Bedeutung



© Deutscher Apotheker Verlag

des Verordnungsmonitorings fiir die
Arzneimitteltherapiesicherheit. Dem
Zeitaufwand fiir das Verordnungsmo-
nitoring steht ein Nutzen gegeniiber,
der die Kosten tiberwiegt. Die Finan-
zierung des Verordnungsmonitorings
zur Verbesserung der Arzneimittel-
therapiesicherheit bei onkologischen
Patienten sollte fiir die Entschei-
dungstriger selbstverstindlich sein.
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Analysis of prescription monitoring in
pharmacy-based cytotoxic preparation
units of German University hospitals

Today monitoring of chemotherapy prescrip-
tions by oncology pharmacists is recommended
in order to improve medication use and to pre-
vent medication errors. The pharmacy depart-
ments of 21 university hospitals in Germany
took part in a prospective audit according to
error prevention of chemotherapy prescrip-
tions. During the observation period of 8 to
12 weeks 835 prescription errors were docu-
mented. 748 errors were analysed with regard
to type and severity. 48% of the prescription
errors fall into the category "dose error”; out
of these 76 % were classified as severe. The
other errors were related to patient data (26 %),
administration date (15%) and selection of
antineoplastic drug substances. The incidence
of prescription errors amounted on average to
0.77% based on 1,950 prescriptions per day in
17 university hospitals. As most of the errors

R Verordnungsmonitoring in der zentralen Zytostatikaherstellung
Nur zum personlichen Gebrauch

were highly relevant for patient outcome the
checking of prescriptions by oncology pharma-
cists is obligatory. The benefit of prescription
monitoring in the pharmacy department is
obvious and the service is highly efficient (37%
of errors detected in < 5 min, another 37% of
errors detected in 5-15 min).

Key words: Prescription monitoring, antineo-
plastic therapy, error type, severity, incidence,
expenditure of time
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3 Ladungskapazitat und physikalisch-chemische
Stabilitat von DC Beads™ beladen mit
Camptothecin-Derivaten

3.1 Transarterielle Chemoembolisation

Die transarterielle Chemoembolisation (TACE) ist in den vergangenen Jahren zu einem
festen Bestandteil des interdisziplindren Behandlungskonzepts bei inoperablen
hepatozellularen Karzinomen (HCC) geworden. Die TACE beinhaltet die simultane
Embolisation von tumorversorgenden Arterien mit einer lokalen Chemotherapie. Durch
die Embolisation wird ein kinstlicher Verschluss von Arterien herbeigefuhrt. In einem
minimal-invasiven Eingriff, meist durch einen Radiologen durchgefiihrt, wird
embolisches Material durch einen Mikrokatheter in die versorgenden Arterien eines
hypervaskularisierten Tumors disponiert.

Blutzu-
fihrende
Arterie

Abbildung 4 Schematische Darstellung des Prinzips der transarteriellen
Chemoembolisation

In Folge der mangelnden Sauerstoff- und Nahrstoffzufuhr verringert sich die
Tumormasse. Die TACE vereint den Aspekt des Nahrstoffentzugs des Tumors mit
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dem Aspekt der verlangerten und lokal begrenzten Wirkung des Chemotherapeutikums
im Tumorgewebe. Die kontinuierliche Freisetzung in niedriger Dosierung fuhrt zu einer

signifikant reduzierten systemischen Toxizitat der Chemotherapeutika.'**

Bei der ,konventionellen® TACE wird das gewdahlte Zytostatikum (Doxorubicin,
Mitomycin, Cisplatin etc.) zuvor in einem auf Ol basiertem Medium (z.B. Lipiodol®)
emulgiert. Uber den Embolisationskatheter wird das emulgierte Chemotherapeutikum
in einer hohen Konzentration lokal appliziert. Direkt im Anschluss erfolgt der
Verschluss der versorgenden Gefél3e durch Embolisation mit Mikrosphéren (z.B. Bead
Block™). Nachteil dieser Methode ist der relativ schnelle Abtransport des

Zytostatikums vom Wirkort.?*#

Eine Verbesserung und Weiterentwicklung konnte mit der sogenannten Ein-Schritt-
TACE oder Precision TACE erzielt werden. Dieses System mit wirkstofffreisetzenden
Mikrosphéren (Drug Eluting Beads, DEB) ermdglicht die gleichzeitige Embolisation und
Zytostatika-Applikation sowie eine prazisere Dosierung durch kontinuierliche
Wirkstofffreisetzung. Die Medikamentenfreisetzung halt bis zu 14 Tage lang an. Die

Tumornekrose lasst sich zwei bis drei Wochen nach der Behandlung nachweisen.?

Das Mikrospharengerist der Beads (DC Bead™, Biocompatibles, Farnham, UK)
basiert auf einem Polyvinyl Alkohol (PVA) haltigen Grundgeriist, welches durch
Addition  von  N-Acryloylaminoacetalaldehydedimethylacetal =~ (NAAADA) und
anschlieBendem ,Cross-Linking® mit 2-Acyrlamido-2-methylpropanesulfonat (AMPS)
Gruppen funktionalisiert wird. Zur besseren Sichtbarkeit werden die Beads mit dem

wasserldslichen Farbstoff RB4 blau gefarbt.'®2%%

O OH OH O

? OH OH OH OH OH OH O

- \[ >=0
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Ay O
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Farbstoff RB4

Abbildung 5 PVA-Grundstruktur der DC Beads™ 2’
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Die vollstandig polymerisierten Mikrosphéren bestehen zu Uber 90% aus Wasser,
welches zwischen den Molekulen eingelagert ist. Die hohe Anzahl an negativ-
geladenen AMPS-Resten ermdglicht es, kationische Wirkstoffe zu binden und auch
wieder freizusetzen. Durch die Beladung mit kationischen Wirkstoffen werden
Wassermolekile, die in den Beads eingelagert sind, verdréngt. Infolgedessen
schrumpft der Mikrospharendurchmesser um 20 — 30%.'%*> DC Beads™ sind in vier
verschiedenen GroRRenbereichen auf dem Markt erhéltlich (100 — 300 pm, 300 — 500
pm, 500 — 700 pm und 700 — 900 pm). Hauptsachlich wird der Grol3enbereich von 300
— 500 pm zur transarteriellen Chemoembolisation eingesetzt. Beads mit einem
Durchmesser von 500 — 700 pm werden nur zum endgultigen VerschlieRen der

Arterien verwendet (Precision-V-Studie).?®

Abbildung 6 Handelsibliche DC Beads™ der Firma Biocompatibles

Die handelsiiblichen DC Bead™-Vials enthalten die Mikrosphédren in einer
Phosphatpufferlosung. Vor der Wirkstoffbeladung der DC Beads™ '*?° muss so viel
Pufferldsung wie maglich von den Beads entfernt werden. Die Beladungseffektivitat mit
den kationischen Wirkstoffen ist stark von der lonenkonzentration abhéngig. Je grol3er
die lonenstdrke des Umgebungsmediums, desto weniger Wirkstoff wird in die
Mikrospharen geladen.'® Die Wirkstoffldsung (z.B. Irinotecan - Campto®) muss daher
zu einer soweit wie moglich pufferfreien Beadsuspension gegeben werden. Im Falle
einer Lyophilisat- bzw. Pulverformulierung des zur Beladung vorgesehenen
Zytostatikums (z.B. Topotecan - Hycamtin®) wird dieses zuvor in méglichst hoher
Konzentration rekonstituiert. Die zu verwendende Menge an Wirkstofflosung pro
Milliliter Beads hangt von der bendétigten Dosierung und der Beladungskapazitat der

Beads ab. Fir Doxorubicin hat sich eine Dosis von 50 mg** und fiir Irinotecan eine
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Dosis von 100 mg® auf 2 ml Beads bewéhrt. In der Beladungsphase nehmen die
Beads das kationische Zytostatikum in ihre Polymerstruktur auf. Die Arzneistoff-Bead-
Suspension soll vorsichtig geschiittelt werden, um die Beladungszeit zu verkirzen.
Durch die Beladung andert sich die Farbe der Beads. Im Falle von Doxorubicin &ndert
sich die Farbe von transparent-blau nach rot.** Bei Irinotecan werden die Beads
turkisfarben®® und bei Topotecan gelb-griinlich®®. Die Beladungszeit, welche durch
Bewegung beschleunigt werden kann, variiert zwischen den einzelnen Wirkstoffen und

ist, wie fir Doxorubicin gezeigt, auch von dem Beaddurchmesser abhangig.***%*°
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Abbildung 7 Beladung der DC Beads™ 2°:

1) Entfernen der Pufferldsung,
2) Uberfiihren der Wirkstoff-Lésung zu den Beads,
3) Beladungsvorgang (hier: Irinotecan)

Die beladenen Beads werden vor der Applikation mit einem nichtionischen
Kontrastmittel und 0,9%iger Natriumchlorid-Losung gemischt. Das Verhaltnis von
Kontrastmittel und Salzldsung sollte so gewahlt sein, dass die Beads weder sinken
noch aufschwimmen, sondern sich gleichmé&Rig in der Ldsung verteilen.*® Ebenso
hangt der Anteil an Kontrastmittel (KM) auch von den Gegebenheiten wahrend der
Angiographie und den GefaRzustanden des Patienten ab. Die Gefahr der
Katheterverstopfung durch zu hohe Mengen an Kontrastmittel oder einer zu gepackten

Bead-Suspension muss ebenfalls beachtet werden.

Die Precision-TACE mit Doxorubicin beladenen DC-Beads (DEBDOX) der
Herstellerfirma Biocompatibles wird seit einigen Jahren erfolgreich zur Therapie von
Patienten mit Lebertumoren eingesetzt. Mit dem Camptothecin-Derivat Irinotecan
wurde ein weiterer Wirkstoff gefunden, der auf DC Beads™ geladen (DEBIRI) zur
Behandlung inoperabler Lebermetastasen bei Kolorektalkarzinomen eingesetzt wird.*
Fur die mit Irinotecan-beladenen DC Beads™ (DEBIRI 100 mg / 2 ml) gibt der

Hersteller eine Haltbarkeit von 14 Tagen bei 2 — 8 °C an. Nach Mischung mit
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Kontrastmitteln liegen keine Stabilititsdaten vor.”® Aufgrund der unzureichenden
Datenlage zur Wirkstofffreisetzung und zur physikalisch-chemischen Stabilitat von
Irinotecan beladenen DC Beads™ wurden in Zusammenarbeit mit der Herstellerfirma

entsprechende Untersuchungen durchgefihrt.

Topotecan, wie Irinotecan zu der Gruppe der Topoisomerase-1-Inhibitoren gehdrend,
wird als weitere Option fir die Beladung von DC Beads™ getestet. Topotecan
(Hycamtin®) wird systemisch fiir die Behandlung von Patienten mit metastasierendem
Ovarialkarzinom, rezidivierendem kleinzelligen Lungenkarzinom (SCLC) und in
Kombination mit Cisplatin bei rezidivierendem Zervixkarzinom eingesetzt. * Durch den
Einsatz in der Precision-TACE k&me eine neue Option fir Patienten mit
Lebermetastasen der erwéhnten Karzinome in Betracht. Mit Topotecan beladenen DC
Beads™ (DEBTOP) wurden bis zum jetzigen Zeitpunkt noch keine in vivo - Studien
durchgefiihrt. Forster et al.*® filhrten in vitro — Studien zum Ladungsprofil der Beads fiir
Topotecan durch, bestimmten die Kompressibilitat, das Freisetzungsprofil in
Phosphatpuffer-Lésung und verglichen die Wirkung von DEBIRI mit DEBTOP an
humanen Pankreas-Adenokarzinom-Zellen (PSN-1) in Maus-Xenograft-Modellen. Es
wurde dabei gezeigt, dass die maximal mdgliche Beladung bei 40 — 45 mg Topotecan
pro ml Beads liegt. Jedoch benétigt Topotecan, im Unterschied zu Irinotecan, nicht die
enzymatische Aktivierung vom Prodrug zum aktiven Metaboliten und ist daher in sehr
viel geringeren Dosen wirksam.® Die (iblichen Dosierungen von Topotecan fur die i.v.
Behandlung der oben genannten Indikationen betragen zwischen 0,5 und 1,5
mg/m2/Tag.* Sie liegen damit um 100 bis 200% unter der Dosierung von Irinotecan.
Forster et al.'® konnten im Tierversuch zeigen, dass Dosierungen von 3,3 — 6,6 mg bei
DEBIRI und nur 0,2 — 0,4 mg bei der Gabe von DEBTOP vertraglich waren. Fir den
Einsatz in der klinischen Praxis wird demnach nur ein Bruchteil der maximal
beladbaren Menge von 40-45 mg auf die DC Beads™ geladen werden missen.
Zudem sollte die Beladung der zentralen Zytostatikaherstellung mdglichst praktikabel
durchgefiuhrt werden kénnen und Stabilitatsdaten zur validen

Haltbarkeitsdeterminierung der Produkte vorliegen.
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3.2  Stability of irinotecan-loaded drug eluting beads (DC

Bead ™) used for transarterial chemoembolization

Ziel der in der nachfolgenden Originalpublikation dargestellten Studie war die
Bestimmung der Wirkstofffreisetzung, der Ladungskapazitat und der physikalisch-
chemischen Stabilitét Irinotecan beladener DC Beads™ und deren Mischungen mit

einem nichtionischen Kontrastmittel (Accupaque®, Imeron®, Ultravist®) iber 28 Tage.

J.Kaiser, J.Thiesen, |.Kramer

Journal of Oncology Pharmacy Practice * Volume 16: No 1 « 2010 « P. 53-61
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Stability of irinotecan-loaded drug eluting
beads (DC Bead™) used for transarterial

chemoembolization

Jeanette Kaiser, PharmD

Judith Thiesen, PhD
Irene Kramer, PhD

Purpose. The aim of this study was to determine
the loading efficiency, physicochemical stability, and
release of irinotecan-loaded DC Beads™ (bead size
100-300 pm, 300-500 pm) before and after mixing
with nonionic contrast medium (Accupaque® 300,
Imeron™ 300, Ultravist” 300) during a prolonged
period of time (28 days) when stored at room
temperature or refrigerated.

Methods. DC Beads™ were loaded with 50 mg
irinotecan (Campto™) per milliliter beads in a 2h
loading period. Drug loading efficiency and stability
were determined by measuring the irinotecan con-
centration in the excess solution. A free-flowing
in vitro elution method for a period of 2h and
phosphate buffered solution (PBS, pH 7.2) as elution
medium were used to analyze the integrity of the
irinotecan-loaded. Stability of irinotecan-loaded
beads after mixing with an equal volume of three
different nonionic contrast agents was determined
by measuring irinotecan concentrations in the
excess solutions. Vials with loaded beads were
stored protected from light at room temperature.
Mixtures with contrast media were stored protected
from light under refrigeration (2-8°C). Samples were
taken periodically over a 4 week period (day 0, 1, 3,7
and 28). A reversed phase HPLC assay with ultravi-
olet detection was utilized to analyze the concentra-
tion and purity of irinotecan.

Results. The loading procedure of DC Beads
with irinotecan drug solution resulted in a loading

™

Department of Pharmacy, University Medical Center, Johannes
Gutenberg-University, LangenbeckstraBe 1, 55131 Mainz,
Germany

percentage of 96% (bead size 100-300 um) inde-
pendent of the storage time. No differences
in loading levels and no irinotecan degradation
products were observed over the period of 28
days, while the test vials were stored light
protected at room temperature. Integrity of
loaded irinotecan was also given over that same
period of time according to the purity and
concentration of irinotecan measured after inten-
tional elution with PBS. Mixing of irinotecan-loaded
beads (bead size 100-300 um, 300-500 um) with
nonionic contrast media decreased the irinotecan
loading efficiency by ~5-10% during a maximum
period of 24h. However, no further elution or
degradation was observed during a 4-week period
when stored protected from light under
refrigeration.

Conclusions. Irinotecan-loaded DC Beads™ are
shown to have adequate physicochemical stability
over a period of at least 28 days when stored light
protected at room temperature. Due to concerns of
microbiological overgrowth refrigeration should
always be considered. The preparation of admix-
tures of irinotecan-loaded beads with contrast
medium in centralized cytotoxic preparation units
is not recommended, because of rapid elution of
5-10% of irinotecan from the loaded beads.
Furthermore, physicians see no advantages of
admixtures due to the wide variation of mixing
ratios of drug-loaded beads with contrast medium.
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In addition varying volumes of 0.9% sodium
chloride solution are to be admixed during the
chemoembolization procedure. J Oncol Pharm
Practice (2010) 16: 53-61.

INTRODUCTION

Colorectal cancer (CRCO) is the second most common
cause of cancerrelated death in both genders in
Europc."z At first diagnosis liver metastases are
present in 20% of CRC patient population. An
additional 25% of patients develop liver metastases
after surgery of the primary tumor.” The standard
treatment procedure is abdominal resection, some-
times preceded by neoadjuvant chemotherapy.
However, <20% of all patients are suitable candidates
for surgery.”” Patients with unresectable liver metas-
tases are usually treated with systemic chemotherapy
based on 5-fluorouracil (5-FU). Recently it has been
shown that combination regimens including oxali-
platin or irinotecan and monoclonal anti-EGFR or
anti-VEGF antibodies lead to higher response rates
and an improved survival.>’

Transaterial chemoembolization (TACE) is a loco-
regional and established method in the treatment of
CRC related liver metastases.® TACE involves selec-
tive arterial embolization of a tumors feeding artery
combined with a simultaneous or subsequent local
delivery of chemotherapeutic agents. Simultaneous

Hydrated beads

Hydrated shell Bulk
associated with PVA (nonbound)
and ionic groups water

Figure 1.

Irinotecan
solution

Scheme of unloaded and irinotecan-loaded DC Beads™.

Key words: irinotecan; drug eluting beads; chemoem-
bolization; contrast media; stability; drug release;
high-performance liquid chromatography (HPLC)

local delivery of anticancer drugs and embolization
can be ensured by administration of drug-loaded
microspheres, such as DC Beads™. Drug-loaded
beads offer an option to control drug release over
an extended period of time, which can enhance
tumor response.() Prior to administration via a cath-
cter, the loaded beads are mixed with an equal
volume of nonionic contrast medium to guide the
injection. The specific targeting of the drug at the site
of the tumor implies enhanced efficacy by a
maximized tumor dose and at the same time reduced
toxicity due to negligible systemic exposure and
toxicity.7‘9 DC Beads™ consist of nondegradable
hydrogel microspheres based on polyvinyl alcohol
(PVA) with a smooth surface and a precisely
calibrated size of 100-900 pm. They are characterized
by a high content (45% of the total polymer
weight)  of negatively charged AMPS  (2-
acrylamido-2-methylpropanesulfonate). The unsatu-
rated AMPS monomer crosslinks the PVA backbone
and allows the load and release of cationic drugs like
doxorubicin hydrochloride or irinotecan hydrochlo-
ride by an increased number of sulfonate moieties
(compare Figure 1). Charge-charge interactions of

Drug-loaded beads

Interaction of irinotecan with SO5~ groups
by an ion-exchange process
displaces water from the hydration shells
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positively charged antineoplastic drugs and the neg-
atively charged sulfonate groups of the hydrated
beads represent the main mechanism of binding and
ensure drug-polymer complexes. 10

Irinotecan (CPT-11) is a water-soluble, semisyn-
thetic analogue of camptothecin. After intravenous
(i.v.) application it is rapidly converted in to its water-
insoluble active metabolite SN-38 by liver carboxyl-
esterase enzymes.'' Both drugs bind to the
topoisomerase I - DNA complex and prevent relega-
tion of single strand breaks. The cytotoxic activity of
the camptothecin derivatives is linked to an intact
lactone moiety. However, in aqueous solutions the
camptothecin derivatives undergo a pH-dependent
reversible hydrolysis. Under acidic conditions
(pH <4.5) the cyclic lactone form predominates,
whereas at pH-values of 7.5 and above the lactone
ring is quantitatively opcncd'z"'i (compare Figure 2).
According to the product information, irinotecan-
loaded DC Beads™ (100 mg irinotecan per 2 mL DC
beads"'M) are stable over a period of 14 days when
stored refrigerated. After mixing with nonionic con-
trast media irinotecan-loaded beads have to be
administered immediately."> The bead admixture is
reported to be stable for a maximum 24 h at 2-8°C or
4 h at room temperature.'® The aim of this study was
to determine the stability of irinotecan-loaded DC
Beads™ before and after mixing with contrast media
over a prolonged period of time (28 days) when
stored at room temperature or under refrigerated

Lactone

Figure 2. pH dependent equilibrium of ring-closed and ring-
opened irinotecan.

conditions. In particular, the irinotecan loading level
of irinotecan-loaded beads unmixed or mixed with
contrast medium, and the integrity and chemical
stability of irinotecan-loaded in beads were studied by
a stability indicating HPLC assay.

MATERIALS AND METHODS

Loading of DC-beads™ with irinotecan HCI
Tests were performed with commercially available
Camptoi" formulation (irinotecan HCI, 20 mg/mlL,
100mg per vial, Pfizer, Karlsruhe, Germany, lot
75M025-A/75M037-A), and commercially available
DC Beads™ (Biocompatibles, Farnham, UK). Beads
of the sizes 100-300 um (7 x lot 060914F-2, 11 x lot
060921F-2), and 300-500 pm (6 x lot 060629F-4)
were used. Each vial contains 2mL of beads in
physiological buffered saline with a total volume of
8mL."”

Loading of the beads was performed according to
the loading instructions of the manufacturer.'® For
each time interval three samples of beads were
loaded and stored. At first as much saline as possible
was removed from the hydrogel beads. SmL of
(Iampto“ solution (100mg irinotecan HCI) was
withdrawn from each vial as received and added to
a vial of DC Beads™, respectively. During the loading
period of 2h” the vials were stored light protected at
room temperature (25°C) and occasionally agitated.
Afterwards test vials were stored under the same
ambient conditions without agitation for a maximum
of 28 days.

Loading level and integrity of irinotecan-loaded
DC beads™

The loading level of irinotecan-loaded DC Beads
(IEB), bead size 100-300um, was determined by
measuring the irinotecan concentration in the excess
solution of the vials after 0, 1, 3, 7 and 28 days of
storage. At each point of time the excess solution was
removed from three test vials and filtered through a
5 um filter needle. A 0.25 mL aliquot of each filtered
excess solution was diluted 1:4 with 0.9% sodium
chloride infusion solution [100 mL freeflex infusion
bag (Fresenius Kabi, Bad Homburg, Germany lot WD
S021)] in order to fit the calibration curve. By adding
10 puL 1% phosphoric acid [117.65 puL 85% phosphoric
acid (AppliChem, Darmstadt, Germany) diluted to
10mL with Water HPLC Gradient Grade
(Mallinckrodt Baker, Phillipsburg, New Jersey)] pH

™
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was adjusted to 3.5. Triplicate HPLC determinations
were performed on each aliquot. Percentage rate
loaded was calculated as given below:

Percentage rate loaded (%)
(Initial drugconcentration in solution

—residual drug concentration in solution)
Initial drug concentration in solution

x 100

In vitro release and integrity of irinotecan-
loaded in DC beads™

Integrity of irinotecan in IEB was determined by
analyzing irinotecan after drug release into phosphate
buffered salt solution [GIBCO® PBS pH 7.2
(Invitrogen, Karlsruhe, Germany, lot 239268)]. At
cach predetermined point of time (0, 1, 3, 7 and 28
days after drug loading) from the samples prepared
for the loading level tests, the residual excess
solutions were removed and the remaining bead
slurry was each suspended in 200 mL PBS elution
medium. Elution was performed by agitating the
suspensions with a roller mixer (200 mot/min) at
room temperature and protected from light for 2h.
Aliquots of 250 L were removed, using a filter
needle. Aliquots were diluted 1:4 with 0.9%
sodium chloride infusion solution and acidified with
20 pL of 1% phosphoric acid and analyzed in tripli-
cate. HPLC chromatograms were scrutinized for
degradation products. Percentage rate of undegraded
irinotecan eluted was calculated as given below:

Percentage rate eluted (%)

Irinotecan concentration in PBS solution

- — x 100
Irinotecan concentration in beads

Irinotecan loading level of DC beads™ after
mixing with contrast media

The loading level of IEB (bead size 100-300 um or
300-500 um) was determined after mixing with
different nonionic contrast media [Ilohexol =
Accupaque® 300 (GE Healthcare, Miinchen,
Germany, lot 10580880), Iomeprol:lmeron"“ 300
(Bracco-Altana Pharma, Konstanz, Germany, lot
173611), Iopromid = Ultravist® 300 (Bayer Schering
Pharma, Leverkusen, Germany, lot 73750A)], i.e. by
measuring irinotecan concentrations in the excess
solutions over a four-week period. Triplicate test
solutions with each of the contrast media were

prepared by loading DC Beads™ with Campto® as

described above. At the end of the loading proce-
dure, aliquots were withdrawn from the excess
solution and irinotecan concentrations determined
by HPLC analysis (results given as ‘day 0 unmixed’).
The content of each vial (IEB plus excess solutions)
was transferred to a 20 mL syringe [Omnifix®, 20 mL
Luer Lock (B.Braun, Melsungen)] and approximately
an equal volume of contrast medium (6.5 mL) added.
Test solutions were stored light protected under
refrigeration (2-8°C) over a period of 28 days. After
0, 1, 3, 7, 13 and 28 days of storage aliquots were
withdrawn from each syringe by using a 5 um filter
needle. Samples of test solutions prepared with
Accupaque® 300 or Imeron® 300 or Ultravist® 300
were diluted 1:10 and 1:5 with 0.9% sodium
chloride infusion solution, respectively. Each sample
was acidified by adding 10 pL of 1% phosphoric acid
and samples were assayed immediately in triplicate
using the HPLC assay. Percentage rate of loaded
irinotecan was calculated as described above.

HPLC assay

Concentrations of irinotecan were determined by
using a stability indicating reverse phase high-
performance liquid chromatography (RP-HPLC) assay
with photodiode array (PDA) detection. The HPLC
system consisted of a Waters 717 plus autosampler,
a Waters PDA detector 996 and a Waters 510 HPLC-
pump. Data were acquired and integrated by using
Waters Empower Pro, Empowcr" software, version
6.10.01.00 (Waters, Eschborn, Germany). The
reversed phase column used was the PerfectChrom
100CN, 250 mm x 4.6 mm, particle size 5um (MZ-
Analysentechnik, Mainz, Germany). Mobile phase
consisted of 75% 0.02M potassium dihydrogen phos-
phate solution [2.72g potassium dihydrogen phos-
phate anhydrous (Merck, Darmstadt, Germany)
dissolved in 11 of Water HPLC Gradient Grade
(Mallinckrodt Baker, Phillipsburg, New Jersey)] and
25% acetonitrile HPLC Gradient Grade (Promochem,
Wesel, Germany). The flow rate was 1.0 mL/min, the
detection wavelength was set at 225 nm. All samples
were injected in triplicate with an injection volume of
20 pL. Retention time of irinotecan (lactone-form) was
~9 min and run time 15 min.

The HPLC analysis method used, was a modifica-
tion of a published method for the determination of
irinotecan in pharmaceutical dosage forms.'?

Suitability of the assay was demonstrated by
forced degradation of Campto® infusion solution.
The resultant chromatogram of a base degraded
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(Iampto"“ solution (2.5mg/mL, 1N NaOH, pH 10,
60°C 1h) showed a minor peak of the active
irinotecan ring-closed lactone form (tg: 9.0), a major
peak of the inactive carboxylate form (tg: 4.5) and
three additional peaks of irinotecan degradation
products (tg: 3.7, 5.7, 6.6).

The calibration curve was set up by using seven
irinotecan concentrations ranging from 30 to
200 pg/mL and 5-fold injections. The calibration
curve constructed from plots of peak area versus
concentration showed linearity with a correlation
coefficient of 0.99978.

Accuracy was proven by analyzing three different
concentrations (30, 100, 150 pug/mL). For each
sample injected (seven injections per concentration)
percentage of recovery was calculated and mean
recovery was 99.416 +0.763%.

Intraday precision was assessed at the same time as
accuracy also by a 7-fold injection of the three
concentrations. Injection reproducibility showed a
relative standard deviation of 1.9% for 30 ng/mL, 0.2%
for 100 ug/mL, and 0.2% for 150 pg/mL. Interday
precision was evaluated by triplicate injections of
samples containing different concentrations of irino-
tecan (30, 100, 150 ug/mL) on five different days.
Relative standard deviations were 1.2% for 30 ng/mL,
0.6% for 100 pg/mL and 0.3% for 150 pg/mL contain-
ing irinotecan solutions.

RESULTS

Loading level and integrity of irinotecan-loaded
DC beads™

The loading procedure of 2mL DC Beads™ of the
size 100-300 pm with 100 mg irinotecan drug solu-
tion resulted in a loading percentage of 96% in each
of the 15 test vials independent from storage time.
No differences in loading levels were observed over
the period of 28 days, while the test vials were stored
light protected at room temperature (Table 1). No
irinotecan degradation products were detected in the
chromatograms of the excess solutions throughout
the entire time. With regard to the loading level and
purity of irinotecan in the excess solution the drug-
device combination can be categorized as stable over
a minimum of 4 weeks.

In vitro release and integrity of irinotecan-
loaded in DC beads™

In vitro release of IEBs was determined by placing
the bead slurry in PBS after different time intervals of

storage (1-28 days). Thereby the in vivo release by
competitive ion-exchange displacement was simu-
lated. Positively charged irinotecan, which is accu-
mulated inside the beads, is displaced with cationic
salt ions present in PBS. The amounts eluted were
measured after 2 h, as the irinotecan elution process
is known to be finished during that time interval.”
Indeed high percentage rates of the loaded irinotecan
i.e., 86.9-97.1% were eluted after that time interval
(Table 2). Variations of the release rates are to be
explained by the study design and by technical
reasons. By the removal procedure of excess solution
from unloaded and loaded beads and the transfer
of IEB slurry into 200mL PBS solution a loss of
individual beads may occur. Release rates below 90%
are most probably caused by those invisible losses.

The high release rates of intact irinotecan through-
out the entire observation period together with the
unchanged irinotecan loading levels prove integrity
of the IEB over a period of 28 days. Moreover, no
irinotecan degradation products were detected in the
HPLC chromatograms of samples drawn from the
elution medium. With regard to the loading level,
release rate and purity of irinotecan in the excess
solution and elution medium, the drug-device com-
bination can be categorized as stable over a minimum
of 4 weeks.

Irinotecan loading level of DC beads™ after
mixing with contrast media

Prior to local administration IEBs are to be mixed
with contrast media. Therefore, we studied whether
the addition of contrast media alters the irinotecan
loading level by inducing irinotecan release or
influences the integrity of bound and unbound
irinotecan. Larger bead sizes are known to result in
lower loading levels after 2h loading time.” Hence,
different bead sizes used in our experiments resulted
in slightly different loading levels of the unmixed IEB
(Table 3, column day O unmixed). The rate and
amount of irinotecan release differed depending on
the type of contrast medium added. The immediate
decrease of the loading level was ~10% in admixtures
with Accupaque” 300 (bead size 100-300 pm) and
1% in admixtures with Imeron® 300 or Ultravist® 300
(bead size 300-500 pm). There was no further release
of irinotecan found in IEB-Accupaque® admixtures
over the entire storage period of 28 days under
refrigeration (2-8°C). The loading level of IEB-
Imeron” and IEB-Ultravist® admixtures decreased
further 5 and 10%, respectively, during the first 24 h
of storage and remained subsequently unchanged
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Table 1. Drug loading and integrity level of irinotecan-loaded DC Beads™ 100-300 pm. Percentage rate expressed as
mean = relative standard deviation of triplicate assays of test solutions

Storage Test Initial drug Percentage rate irinotecan loaded on beads + relative SD (%)
temperature solution concentration
(mg/ml) Day 0 Day 1 Day 3 Day 7 Day 28
25C 1 14.29 96.07 +£0.01 97.60 +0.01 97.22+0.00 96.80+0.00 95.60+0.01
2 14.29 96.20 +0.01 96.80+0.02 97.02 +0.00 97.35+0.01 96.57 +0.02
3 14.29 96.44 +0.01 95.69+0.01 96.30+0.02 97.33+0.01 95.76 +0.04

Table 2. In vitro release of irinotecan-loaded in DC Beads™ 100-300 pm. Percentage rate eluted expressed as mean = relative

standard deviation of triplicate assays of test solutions

Storage Test Percentage rate eluted from beads = relative SD* (%)
temperature solution
Day 0 Day 1 Day 3 Day 7 Day 28
25°C 1 93.9+2.0 89.5+0.9 93.6+0.8 97.1+0.7 94.6+0.5
2 86.9+1.5 92.4+0.8 93.3+1.6 95.5+1.0 92.2+0.5
3 87.1+0.9 93.0+0.4 87.7+2.0 96.1+0.5 96.3+0.8

%lrinotecan concentrations according to the results in Table 1 were designated as 100%.

Table 3. Irinotecan loading level of DC Beads™ 100-300 um and 300-500 ym mixed with contrast media Accupaque” 300, Imeron®
300, and Ultravist” 300. Percentage rate expressed as mean = relative standard deviation of triplicate assays of test solutions

Contrast  Storage Test Irinotecan concentration loaded in beads after mixing with non-ionic contrast media =+ relative SD* (%)

Medium temperature solution

(CM) Day 0 Day 0 Day 1 Day 3 Day 7 Day 13 Day 28
unmixed mixed

Accupaque®2-8°C 1° 93.71+0.10 82.49+0.02 83.84+0.03 84.59+0.05 85.71+0.01 86.20+0.04 86.78+0.01

300 2 93.51+0.02 83.07+0.07 84.26+0.03 84.80+0.03 86.07+0.01 86.40+0.04 87.14+0.03
3° 91.27+0.00 82.70+0.04 82.67+0.08 83.14+0.02 84.38+0.01 85.14+0.03 85.81+0.01
Imeron* 2-8°C 1¢ 89.97 +£0.05 88.30+0.05 85.02+0.11 84.53+0.30 87.32+1.07 84.87+0.13 85.12+0.09
300 2° 90.21+0.06 89.08+0.04 84.15+0.08 83.69+0.26 87.57+0.43 84.55+0.62 84.87+0.08
3¢ 89.32+0.04 88.19+0.04 84.50+0.08 83.86+0.18 87.86+0.07 84.89+0.21 85.09+0.02
Ultravist® 2-8°C 1¢ 88.96+0.083 88.47+0.05 79.45+0.17 79.27+0.07 83.45+0.40 79.26+0.16 79.79+0.02
300 2¢ 90.26+0.06 89.16+0.04 82.97+0.11 80.67+0.16 83.15+0.32 78.48+0.083 79.43+0.07
3° 90.71+0.083 88.11+0.04 80.91+0.10 79.82+0.04 82.53+0.15 78.38+0.16 79.43+0.07

“Nominal drug concentration of 100 mg irinotecan was designated as 100%.
®Bead size 100-300 uum.
“Bead size 300-500 um.

during long-term storage. The higher loading
levels observed on day 7 of storage in IEB-Imeron™
and IEB-Ultravist” admixtures are to be admitted as
measurement artifacts caused by variation of the
sampling volumes. In total a 5-10% release of
irinotecan is caused by the admixture of contrast

media. Again no irinotecan degradation products
were detected in the HPLC chromatograms of
samples drawn after the maximum storage period.
With regard to the decreased loading levels, mixtures
of IEB with contrast media are to be categorized as
unstable.
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DISCUSSION

HPLC assay

A modified HPLC assay was optimized by previously
described methods.'”?° The mobile phase was
adjusted to pH 5. Aliquots were acidified immediately
before injection in order to stabilize the irinotecan
lactone form and prevent ring opening during
analysis.

Loading level and integrity of irinotecan-loaded
DC beads™

Commercially available irinotecan injection concen-
trate (Campto”, 20 mg/mL) is formulated with lactate
buffer and pH adjusted to 3.5 in order to shift the
lactone-carboxylate equilibrium to the active lactone
form.?" Admixture of the injection concentrate to the
bead slurry minimally changes the pH to 3.7 what
favors irinotecan stability. Previously it was reported
that the preferential binding of the positively charged
irinotecan lactone form to the sulfonate groups in DC
Beads™ also shifts the equilibrium towards the active
lactone form.” Both mechanisms synergistically favor
the active lactone form. Our results also demonstrate
that loading levels remained unchanged for at least
28 days and unbound irinotecan was not degraded.
These observations correspond with our stability
studies of irinotecan injection concentrate which was
found to be physicochemically stable for a minimum
of 4 weeks independent of storage temperature
provided that light protection is given.”” However,
due to concerns of microbiological overgrowth
storage under refrigeration should always be consid-
ered for iv. preparations. The conditions chosen
for the stability studies of the irinotecan-loaded
DC Beads™ simulated worst-case conditions with
regard to temperature. Pure irinotecan injection
concentrate was already shown to be physicochemi-
cally stable under refrigeration for a minimum of
4 weeks?” and irinotecan also remained intact in IEB-
contrast media admixtures when stored refrigerated.
Therefore, refrigerated storage of irinotecan-loaded
DC Beads™ is acceptable when taking microbiologi-
cal instability in consideration.

In vitro release and integrity of irinotecan-
loaded in DC beads™

Using the free-flowing in vitro elution method and
PBS as elution medium, it was found that ~90% of the
irinotecan bound could be eluted. The percentage
release rate was calculated according to the amount
of irinotecan-loaded in each test vial. Slightly different

results to the findings of Taylor et al’ could be
caused by a variation of methods. Eluted irinotecan
showed 100% purity. Ring opening, which inherently
occurs during elution with PBS buffer pH 7.2, was
totally reversible by acidifying the aliquot immedi-
ately before injection. The fact that no other degra-
dation products were detected proves that irinotecan
bound inside the beads was stable. Thus the loading
procedure of IEB is not necessarily to be done
immediately prior to delivery. With regard to
physicochemical stability irinotecan drug-device
combinations can be stored for a minimum of
4 weeks under refrigeration.

Irinotecan-loading level of DC beads™ after
mixing with contrast media

The question needs to be clarified, whether the
release or integrity of IEB is influenced by the
admixture of contrast media and if admixtures
could be prepared in centralized cytotoxic prepara-
tion units and stored. Immediate, rapid release of
irinotecan could result in higher concentrations of
unbound irinotecan at local delivery and pH changes
could shift the equilibrium to the inactive, ring-open
carboxylate form. Admixtures of IEB with contrast
media were stored refrigerated as the manufacturer
reports in-use-stability of 4 h and 24 h for admixtures
stored at room temperature and refrigerated, respec-
tively. The three different brands of nonionic contrast
media mainly used in Germany were selected for
testing. Along with clinical practice in the depart-
ment of radiology in our hospital, contrast media of
the iodine concentration 300 mg/mL and the bead
size 300-500 um were used in our experiments.
Formulations and physicochemical data of the differ-
ent products vary (Table 4) and may cause a variation
of test results. Indeed irinotecan release was different
in rate and quantity in the different settings. The pH
values of the pure contrast media vary from 6.5 to 8.
Measured values of pH were in admixtures with
Accupaque” 4.5, with Imeron® 4.0, and with
Ultravist® 5.5. Lactone hydrolysis is favored at pH
values >pH 4.5, and therefore may occur in
admixtures with Ultravist”. However, this hypothesis
can not be confirmed because aliquots were acidified
prior to the HPLC assay. Most probably the different
immediate rate of irinotecan elution is rather caused
by the different bead sizes than contrast media.
Smaller beads tend to have an enhanced release rate
compared to larger beads.” This phenomenon can be
explained by the effect of the larger surface area of
smaller beads. In addition, in larger bead sizes the
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Table 4. Product characteristics of the nonionic contrast-media used

Trade name Active substance Manufacturer pH value Viscosity Osmolality
at 20°C at 37°C at 37°C
(mPas) (mPas) (Osm/kg H»0)

Accupaque 300? lohexol GE-Healthcare Buchler 6.8-7.6 11.6 6.1 0.64

Imeron 300° lomeprol Bracco Altana Pharma 6.5-7.2 8.1 4.5 0.51

Ultravist 300° lopromide Bayer Schering Pharma 6.5-8.0 8.7 4.6 0.61

“SmPC (Summery of Product Characteristics) Accupaque®).

®SmPC Imeron”, Standardinformation fir Krankenhausapotheker.

°SmPC Ultravist .

distance of drug diffusion within the microspheres is CONCLUSION

longer and the high-loading concentrations in our
experiments (50 mg/mL) increases the hydrophobi-
city of the loaded beads. This retards the drug elution
rate.” The different elution rates of Imeron® and
Ultravist” admixtures with IEBs of the same bead size
can be explained by different osmolalities of the
contrast media. The competitive ion-exchange dis-
placement of protonated irinotecan depends on the
ion content in the elution medium and the lower
osmolality of Imeron® solution possibly causes
reduced irinotecan release. The fact that
Accupaque®, which has higher osmolality than
Imeron®, results in an overall quantity of irinotecan
elution similar to Imeron® is possibly caused by the
higher viscosity of the Accupaque”™ solution.

We do not recommend the preparation of admix-
tures of irinotecan-loaded beads with contrast
medium in centralized cytotoxic preparation units
because of elution of irinotecan from the loaded
beads. Furthermore, physicians see no advantages of
admixtures due to the wide variation of mixing ratios
of drug-loaded beads with contrast medium. In
addition varying volumes of 0.9% sodium chloride
solution are to be admixed during the chemoembo-
lization procedure. The mixing ratios depend on
arterial size and actual delivery conditions. The
delivered dose of IEBs is limited by patient individ-
ual clinical factors and also technical issues, and
therefore cannot be planned reliably. Overall the
premixture of IEBs is not time saving for the
physician, but probably reducing the loading level
of IEBs.

Release and integrity of irinotecan in the admix-
tures were not tested as local delivery is combined
with rapid dilution and wash away of the excess
solution. Moreover, the release conditions for the
remaining beads are similar to those we tested by
transferring the pure IEB slurry to PBS and similar
results are to be expected.

According to our results DC Beads™ is a suitable

drug delivery system to carry and deliver intact
irinotecan drug substance. Irinotecan-loaded DC
Beads™ are shown to have adequate physicochem-
ical stability over a period of minimal 28 days when
stored light protected. Due to concerns of micro-
biological overgrowth refrigeration should always be
considered.

The preparation of admixtures of irinotecan-loaded
beads with contrast medium in centralized cytotoxic
preparation units is not recommended, because of
rapid elution of 5-10% of irinotecan from the loaded
beads. Furthermore, physicians see no advantages of
admixtures, due to the wide variation of mixing ratios
of drug loaded beads with contrast medium and 0.9%
sodium chloride solution necessary during the
chemoembolization procedure.
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3.3

Loading profile of topotecan into polyvinyl alcohol

microspheres (DC Bead™) over a 7 day period

Gegenstand dieser Studie war die Bestimmung der Ladungskapazitat von DC Beads™
fur den Topoisomerase-1-Inhibitor Topotecan sowie die Bestimmung der physikalisch-
chemischen-Stabilitat Topotecan beladener DC Beads™ Ulber einen Zeitraum von 7
Tagen. Da noch keine Dosierungsempfehlungen vorliegen, wurde eine Dosis von 4 mg
Topotecan geladen auf 2 ml Beads gewahlt, die basierend auf theoretischen
Uberlegungen und den Ergebnissen von Tierversuchen zufolge eine geeignete
Dosierung fir die TACE darstellen konnte und gleichzeitig in zentralisierten
zytostatischen Herstellungsbereichen wie einer Krankenhausapotheke gut zu
handhaben ist.

Jeanette Kaiser, Irene Kramer
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Abstract

Purpose: DC Bead™ is successfully used for chemoembolization of various liver
cancers. The purpose of this study was to determine the loading capacity of the semi-
synthetic topoisomerase-1 inhibitor topotecan into the DC Bead™ microspheres under
static or agitated conditions and to assess the physico-chemical stability over a period
of 7 days.

Methods: Commercially available topotecan hydrochloride powder (Hycamtin®) was
reconstituted with water for injection to yield a nominal concentration of 1 mg/mL
topotecan. Polyvinyl alcohol (PVA) based microspheres (DC Bead™, 300-500 pum, 2
mL/vial) were mixed with 4 mL of the reconstituted topotecan solution. Vials were
stored light protected at room temperature under static or agitated conditions for 7 days
(n=3, for each loading condition). At different time intervals samples were taken from
the excess solution and assayed via a stability-indicating HPLC assay. Drug loading
profiles were determined by measuring the remaining topotecan concentration in the

excess solution.

Results: Under agitated conditions, topotecan was loaded into the microspheres rapidly
after mixing. After 5 minutes 86.4 + 0.1% of topotecan was loaded. Under static
conditions, drug uptake was slower. Only 65.0 = 0% were loaded after 5 minutes; 86.6
+ 0.1% drug uptake was achieved not until one hour. Over a storage period of 7 days,

topotecan remained loaded in the DC Bead™ microspheres at a level of > 90%.

Conclusion: Drug uptake of 2 mg topotecan (1 mg/mL solution) into DC Beads™ was
faster under agitated loading conditions. Nevertheless, after one hour ~ 90% of
topotecan was loaded into the DC Bead™ microspheres independent from the type of
loading condition. The loading rate remained >90% over the observation period of 7
days and light protected storage at room temperature. Loading and stability of
topotecan-loaded DC Beads™ is suitable and convenient for preparation in a

pharmacy-based cytotoxic preparation unit.
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Introduction

DC Bead™ is a medical product used for trans-arterial chemoembolization (TACE), i.e.
selective arterial embolization of a tumour’s feeding artery and subsequent local
delivery of chemotherapeutic agents. The sustained-release delivery of the
chemotherapeutic drug from the DC Bead™ system favours high local activity and
reduces systemic toxicity.*®* However the loading efficacy is limited to positively
charged antineoplastic drugs.'> The DC Bead™ microspheres are based on a
biocompatible polyvinyl alcohol (PVA) hydrogel which is modified with negatively
charged sulphonate groups. The increased number of sulphonate moieties permits
cationic antineoplastic drugs to be loaded and to be released from the microspheres
into dilution media or biological fluids by ion exchange.'**® Today, doxorubicin- and
irinotecan-loaded DC Beads™ are used for the local treatment of hepatocellular
carcinoma and liver metastases of various tumours. DC Beads™ can also be delivered
by other routes (e.g. intraperitoneal, intratumoral) and loaded with other drugs.
Topotecan loaded beads are currently studied and may result in a new approach for
the treatment of ovarian cancer. Topotecan has proven activity against ovarian

cancer.%1°

Topotecan HCI (9-[(dimethylamino)methyl]-10-hydroxy-camptothecin hydrochloride) is
commercially available in a lyophilized form (Hycamtin®) for intravenous use. The
positively charged topotecan salt is suitable to be loaded by ionic interaction to DC

Beads™ (see Figure 1).

OH OH OH OH OH

lonic interaction

DC Bead polymer

OH OH OH

W\

Lacton

Figure 1 Chemical structure of DC Bead™ polymer and the proposed interaction
with the topotecan active lactone form.
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Loading experiments with solutions of the pure active substance showed that a
maximum loading of 40-45 mg topotecan per mL of hydrated beads is achievable.'®
The Hycamtin® formulation contains mannitol as bulking agent, tartaric acid as a
stabilizer as well as hydrochloric acid and sodium hydroxide to adjust the pH to 2.5 —
3.5. The pH-adjustment ensures an adequate stability of topotecan during storage and
reconstitution with water for injection.®* In aqueous solution, topotecan undergoes a pH
dependent, reversible equilibrium between the closed ring lactone form and the open
ring carboxylate form. The carboxylate form predominates at alkaline pH, while the
lactone form predominates at acidic pH-values. The cytotoxic activity of the
camptothecin derivatives is linked to the lactone form and its binding to the
topoisomerase I-DNA complex.>**” Topotecan is not a prodrug and does not require
enzymatic activation as it is the case for irinotecan.'® Therefore topotecan is used in
much lower doses (0.7 - 1.5 mg/m?) than irinotecan (>100 mg/m?2) for intravenous

chemotherapy.

As the drug formulation as well as the ionic interaction with the DC Beads™ favours
the active topotecan lactone form, the DC Bead™ loading capacity most probably
exceeds by far the favourable dose in humans. Therefore the loading profile of
topotecan HCI equivalent to 4 mg topotecan base (1 vial of powder for injection) into 2
mL of hydrated DC Beads™ was evaluated. Unlike previous studies we used the
commercially available brand and studied the loading capacity over a prolonged period

of 7 days.

Material and Methods

Commercially available topotecan hydrochloride for injection (Hycamtin® 4 mg
topotecan/vial, lot C406, GlaxoSmithKline GmbH & Co. KG, Munich, Germany) was
reconstituted with 4 mL of Water for Injection (lot 8064A191, B.Braun, Melsungen,
Germany) according to the SmPC* of Hycamtin® powder for infusion solution
concentrate. DC Beads™ (sulfonate-modified polyvinyl alcohol hydrogel beads, lot
060629F-4, Biocompatibles UK Ltd., Farnham, UK) were used in the size range of 300-
500 pm to assess the loading efficiency of topotecan. Each vial contains 2 mL of blue

tinted beads in sodium phosphate solution with a total volume of 8 mL.*®
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Loading of DC Beads™ with topotecan hydrochloride and determination of drug

loading level

The packing solution of DC Beads™ (1 mmol sodium phosphate solution) was
removed as far as possible from the microspheres. Afterwards 2 mL of reconstituted
topotecan solution (1 mg/mL) were added to 1 mL of residual bead slurry remaining in
the vials. Six test suspensions were prepared. Directly after mixing three test vials were
placed on a roller mixer (KL 2, Product No. 6115 000, Edmund Buhler GmbH,
Hechingen, Germany) and three vials were stored under static conditions. The test
suspensions were handled under light protection at room temperature. The loading
level of topotecan-loaded beads (TEB) was assessed after 5 min, 10 min, 15 min, 30
min, 1 h, 2 h, 6 h, 24 h, and after 7 days. At each interval, 0.3 mL of the excess solution
was removed from the test vials (G19 Sterifix® 5 um filter needle, 1 mL Luer Injekt®-F
syringe, B.Braun, Melsungen, Germany). The topotecan concentration in the excess
solution was determined via RP-HPLC. Prior to the analysis the samples withdrawn
were diluted 1:5 with Water for Injection (lot 8064A191, B.Braun, Melsungen Germany)
in order to fit the calibration curve. Triplicate HPLC determinations were performed on

each aliquot. The percentage rate of loading was calculated as given below:

Percentage rate loaded (%) =

(Nominal initial drug concentration in solution — residual drug concentration) x 100
Nominal initial drug concentration in solution

HPLC assay

Analysis of topotecan concentrations was performed by using the stability indicating
reverse phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC) assay as
described previously.*** The assay was conducted on an HPLC system consisting of
a Waters 717 plus autosampler, a Waters photodiode array (PDA) detector 996 and a
Waters 510 HPLC-pump. Data were acquired and integrated by using Waters
Empower Pro, Empower’ software, version 6.10.01.00 (Waters, Eschborn, Germany).
The reversed phase column used was the Symmetrie C,g, 150 mm x 3.9 mm, particle
size 5 pm (Part No. WAT046980, Waters, Eschborn, Germany). The mobile phase
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consisted of 85% Water HPLC Grade (lot 731100034, Mallinckrodt Baker, Phillipsburg,
New Jersey), 15% acetonitrile HPLC Grade (lot 76726, Promochem, Wesel, Germany)
and 0.1% trifluoroacetic acid (lot C48H03, Mallinckrodt Baker, Phillipsburg, New
Jersey), at a flow rate of 1.2 mL min™. Samples were analyzed using UV absorption at
228 nm. All samples were injected in triplicate with an injection volume of 20 pL. In
addition, PDA chromatograms (wavelength ranging from 200 to 600 nm) were obtained
to observe the formation of degradation products. Under these conditions, the retention

time (tr) of topotecan (lactone-form) was approximately 5 minutes (see Figure 2).
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Figure 2

PDA chromatogram (200 — 600 nm) of topotecan.
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The suitability of the assay was proven by analyzing forced degraded topotecan
solutions. A diluted topotecan solution (50 pg/mL) was heat-degraded at 100 °C for 45
minutes. The resultant chromatogram showed two degradation peaks (tr 0.8 min and
12 min), which were clearly separated from the reduced parent drug peak (tg: 5 min).
Another topotecan solution (50 pg/mL) was base-degraded by diluting with 1IN NaOH
(lot HC617630, Merck, Darmstadt, Germany), resulting in a pH value of 13.5. The
chromatogram showed a large peak of topotecan in the carboxylate form (tz: 0.8 min)
and one minor degradation peak (tg: 2.5 min) which was also clearly separated from
the peak of the topotecan lactone form.

The linearity of the method was evaluated at seven concentrations injected 5-fold each
ranging from 12.5 to 100 pg/mL topotecan. The calibration curve constructed from plots
of peak area versus topotecan concentration was linear with a correlation coefficient of
0.9998.

Assay accuracy was determined by analyzing three topotecan solutions with nominal
concentrations of 12.5, 30, and 65 pg/mL and 10-fold injections each. For each sample
injected, percentage rate of recovery was calculated. Mean recovery of n=30 was
100.4 + 0.5%. Injection reproducibility was determined by 10 replicate injections and
resulted in relative standard deviations of 0.6%, 0.8%, and 0.3% for solutions of the
nominal concentrations 12.5 pg/mL, 30 pg/mL, and 65 pg/mL, respectively. Interday
precision was evaluated on five different days with triplicate injections of three different
solutions. Relative standard deviations were calculated to be 0.6%, 1.2% and 1.8% for

solutions containing 12.5 pg, 30 ug, and 65 pg topotecan per mL.

Results

After addition of the inherent yellow to yellow-green topotecan solution concentrate to
the blue-tinted DC Bead™ slurry, the excess solution depleted in color and the blue
tinted microspheres turned yellow-green. No further changes of color or appearance of

the TEB suspensions were observed during the one week observation time.

From the loading efficacy profiles (see Figure 3) it becomes obvious that under agitated
conditions topotecan was taken up into the microspheres very rapidly. After 5 minutes
86% of topotecan was loaded. Under static conditions drug uptake required a longer
period of time. After 5 minutes only 65% of topotecan was loaded. It took about 1 hour
to reach a loading capacity of 87%. Topotecan loading increased up to 95% over a 7
day period (see Table 1). In the HPLC chromatograms of the excess solutions no

degradation peaks were detected. With regard to the loading level and purity of
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topotecan the drug-device-combination can be categorized as stable over a minimum
of 1 week.
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Figure 4 Agitated and static loading profiles (% loading) of 2 mg topotecan

per mL of 300-500 pm beads (n=3) over the first 3 hours of
loading.
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Table 1

Static and agitated loading of 4 mg topotecan into 2 mL of 300-500 um beads (n=3) over a 7 day period. Loading
expressed as mean of triplicate assays of 3 samples from each test solution.

Static loading

rofile (percentage rate of loading)

Loading time 0 min 5 min 10 min 15 min 30 min 1h 2h 6h 24 h 7d
Ne of test solution [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%]
1 0 64.98 72.27 77.91 82.35 86.64 87.80 92.56 93.81 95.01
2 0 64.99 71.76 78.07 82.15 86.49 87.93 92.28 93.82 95.05
3 0 64.98 71.89 78.41 82.25 86.56 87.90 92.37 94.03 95.05
Mean 0 64.98 71.98 78.13 82.25 86.56 87.88 92.40 93.89 95.03
SD (n=27) 0 0.01 0.27 0.26 0.10 0.07 0.07 0.15 0.13 0.02
RSD [%] (n=27) 0 0.02 0.37 0.33 0.12 0.09 0.08 0.16 0.13 0.03
Agitated loading profile (percentage rate of loading)
Loading time 0 min 5 min 10 min 15 min 30 min 1h 2h 6h 24 h 7d
Ne of test solution [%0] [%0] [%0] [%0] [%0] [%0] [%0] [%0] [%0] [%0]
1 0 86.44 87.63 88.63 89.54 90.74 90.81 92.17 93.58 94.67
2 0 86.30 87.55 88.38 89.39 90.65 90.84 92.13 93.48 94.62
3 0 86.32 87.70 88.56 89.46 90.52 90.71 92.21 93.56 94.64
Mean 0 86.35 87.63 88.52 89.46 90.64 90.79 92.17 93.54 94.64
SD (n=27) 0 0.07 0.08 0.13 0.07 0.11 0.07 0.04 0.05 0.02
RSD [%] (n=27) 0 0.09 0.09 0.15 0.08 0.12 0.08 0.04 0.06 0.02
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Discussion

DC Bead™ is a CE approved medical device for loading with doxorubicin and
irinotecan, but not yet with topotecan. There are no dosing recommendations or
loading instructions for TEB available so far. In our studies, loading of TEB was
performed in analogy to the instructions of the manufacturer for “Loading of DC Bead™
using doxorubicin powder in a vial”.** With regard to the dosing recommendations for
intravenously administered topotecan infusion solutions, which vary between 0.7 and
1.5 mg/m2 BSA, it was decided to load 4 mg of topotecan into 2 mL of beads. This dose
equates to one commercially available Hycamtin® vial loaded into one commercially
available DC Bead™ vial. The dose chosen would facilitate convenient handling in
clinical practice and be favorable for initial dosage in dose-finding studies although
doses up to 40 — 45 mg topotecan per mL of unloaded beads are achievable. In a PSN-
1 mouse xenograft model, DC Beads™ loaded with irinotecan doses of 3.3 — 6.6 mg
were well tolerated, whereas TEB loaded with doses of about 1 mg were lethal after 6
days. TEB loaded with 0.2 - 0.4 mg topotecan demonstrated good efficacy and
tolerability.

In the study performed approximately 90% of the topotecan in the loading solution was
taken up into the beads after 1 hour. This result matches with the loading capacity of a
pure topotecan loading solution.™® 88% of the available topotecan was loaded up to a
dose of 35 mg when pure topotecan hydrochloride powder was dissolved in distilled
water.'® The concentration used for all studies was the same, with 1 mg/mL topotecan.
As a reason for the incomplete loading, Forster et al. assumed that the residual salt
within the packing solution is exchanging with ionically bound topotecan. However, the
loading rate increased up to 95% after 7 days, whereas the maximum loading rates of
doxorubicin and irinotecan tend to be 98 - 100%. The lower maximum loading rate may
also be caused by the low concentration of the loading solution. Loading of DC
Beads™ (300-500 um) with 2 mg/mL doxorubicin loading solution takes a loading time
of 9 or 18 hours depending on the dose loaded (50 mg or 75) mg. When a 25 mg/mL
doxorubicin loading solution is used, the loading capacity is 98% after 90 minutes for
75 mg.'*® As described by Forster et al. loading of topotecan was faster under agitated
conditions compared to static conditions (see Figure 3).° However, in the study
performed with topotecan, the loading rate difference between agitated and static
suspensions was substantially lower and the standard deviations of the static loading
were merely influenced by unintentional movement of the test vials. Definitely agitation

helps to disturb the electrical double-layer build up of ions at the bead surface thereby
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impeding the loading process.*® The manufacturer also recommends gentle agitation in

the loading instructions for doxorubicin and irinotecan.**°

The time to achieve maximum loading is also dependent on the size of the beads. The
drug is taken up more rapidly into smaller beads (100 - 300 pum) than into larger beads,
which can be explained by a decreasing surface area with increasing bead sizes.'**
With an eye to clinical practice, the most commonly used bead size was chosen,
ranging from 300 — 500 um for the experiments. It can be assumed that smaller bead
sizes (100 — 300 um), which are also used in clinical practice, are loaded at the same
rate, whereas the loading time for larger bead sizes is marginally longer. In pharmacy-
based cytotoxic preparation units it is accepted to agitate the beads gently directly after
mixing the drug solution with the bead slurry. Afterwards the vials are stored under
static conditions in the Laminar Air Flow hood until loading is completed. With regard to

this standard procedure, a loading time of 1 hour for TEB can be stated as suitable.

During the storage period of seven days topotecan, remained loaded in the
microspheres and no degradation products could be detected. This observation
corresponds with results of previous stability tests for topotecan infusion solutions.*®
The excipients contained in the commercially available topotecan injection do not affect
the loading of topotecan into the beads but favor the stability of the active topotecan
lactone form. TEB proved to be physico-chemically stable when stored at room
temperature and light protected for a minimum of seven days. In recent studies
reconstituted topotecan infusion concentrates were already shown to be physico-
chemically stable under refrigeration and at room temperature for 28 days.*® For
microbiological reasons we recommend refrigerated storage. We do not recommend
the admixture of TEB with contrast media in the pharmacy departments since rapid

elution of topotecan might take place.*’

Conclusion

The loading of DC Beads™ with the commercially available topotecan HCI drug
formulation results in a 90% loading efficacy after a loading time of 1 hour for a dose of
4 mg and a loading solution with the concentration of 1 mg/mL. Gentle agitation after
mixing and during the loading time is recommendable. Since stability of TEB for at least
7 days has been demonstrated, the loading procedure can be easily performed in

pharmacy departments.
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4 Physikalisch-chemische Stabilitat applikations-
fertiger Zubereitungen neuer Purin-Analoga

4.1  Applikationsfertige Zubereitungen neuer Purin-Analoga

Nukleosid-Analoga werden seit langem erfolgreich in der Krebstherapie, vor allem bei
hamatologischen Erkrankungen, eingesetzt. Ende der 50er Jahre wurde das erste
Nukleosid-Analogon Cytarabin (Ara-C) synthetisiert und ist seit dieser Zeit aus der
Behandlung der akuten myeloischen Leukamie (AML) nicht mehr wegzudenken.** Der
Erfolg von AraC fuhrte zur Entwicklung anderer Arabinosylpurin-Analog wie Fludarabin
(Fara-A) und Cladribin (CdA). In den 90er Jahren wurde mit Clofarabin (CAFdA) eine
neue Generation der Desoxyadenosin-Analoga entwickelt. Clofarabin ist das 2'-
Arabino-fluoro-Derivat von Cladribin und zeichnet sich durch eine erh6hte Stabilitat im
Plasma, wie auch im saurehaltigen Magensaft aus.***® Diese Erkenntnisse fiihrten zu
der Uberlegung, dass ein Arabinosyl-Analogon von Desoxyguanosin, 9-R-D-
Arabinosylguanin (Ara-G) erfolgreich bei der Behandlung h&matologischer Krankheiten
eingesetzt werden konnte. Es konnte gezeigt werden, dass Ara-G eine hohe Toxizitat
auf T-Zellen ausibt. Doch ist die Wasserloslichkeit fur den Einsatz als
Chemotherapeutikum zu gering.***> Mit Nelarabin wurde ein wasserldsliches Prodrug

von Ara-G entwickelt, das zur Behandlung der T-ALL und T-LBL zugelassen ist.*®*’

Nukleosid-Analoga kdnnen in Purin- und Pyrimidin-Analoga (z.B. Gemcitabin) unterteilt
werden. Sie besitzen selbst keine zytotoxische Aktivitat. Als Prodrugs missen sie in
die jeweiligen Ribonukleotide und weitere aktive Metaboliten umgewandelt werden.*®
Nelarabin wird durch das korpereigene Enzym Adenosindesaminase rasch zu Ara-G

demethyliert.
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Nelarabine

Abbildung 8 Demethylierung von Nelarabine zu Ara-G *

Die weitere Metabolisierung erfolgt intrazellular durch zellulare Kinasen, die Ara-G
schrittweise phosphorylieren bis das aktive 5 -Triphosphat Ara-GTP entsteht.**"*
Clofarabin kann direkt durch zellulare Kinasen zum Mono-, Di- und letztendlich zum

aktiven Triphosphat (CAFdA-TP) metabolisiert werden.*

Nelarabin und Clofarabin haben, wie alle Purin-Analoga, ahnliche
Wirkungsmechanismen. Sie fiihren zur Hemmung der DNA-Synthese, hemmen DNA-
Reparaturmechanismen und induzieren DNA-Strangbriche, was letztendlich zur
Apoptose  fiihrt.>*  Clofarabin hemmt die  DNA-Polymerase und die
Ribonukleotidreduktase. Die Mitochondrienmembran wird geschadigt, woraus die
Freisetzung von Cytochrom C und die anschlieRende Apoptose resultiert.>* Nelarabin
kumuliert nach der Metabolisierung zum aktiven Ara-GTP in leuk&mischen Blasten und
wird durch Verdrangen des kdrpereigenen dGTP in die DNA eingebaut. Ara-GTP
kumuliert bevorzugt in malignen T-Zellen. Die Halbwertszeit von Ara-GTP ist in B-
Zellen vergleichsweise kirzer.”>*®* Dies erklart, wieso Nelarabin erfolgreich fiir die
Behandlung von T-Zell spezifischen Leukdmien, wie T-ALL und T-LBL, eingesetzt

werden kann.>°

Clofarabin (Evoltra®) erhielt 2006 die europaische Marktzulassung fiir die Behandlung
der akuten lymphoblastischen Leukdmie (ALL) bei padiatrischen Patienten, bei denen
erwartet wird, dass keine andere Behandlungsoption zu einem dauerhaften
Ansprechen filhrt.>* Nelarabin (Atriance®) ist seit Ende 2007 von der europaischen
Arzneimittelbehérde (EMA) fiir die Behandlung der T-ALL und T-LBL zugelassen.”®
Aufgrund der speziellen und seltenen Formen der Leukadmien als Indikation wurden

beide Chemotherapeutika als ,,Orphan Drugs” zugelassen.
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Die applikationsfertige Infusionsldsung des Chemotherapeutikums in
patientenindividueller Dosierung wird in zentralen Zytostatika-Herstellungsbereichen
aseptisch hergestellt. Im Falle von Nelarabin wird die als Fertigarzneimittel im Handel
befindliche Infusionslésung (Atriance®) mit einer Konzentration von 5 mg/ml unverdiinnt
in der erforderlichen Menge in Leerbeutel Uberfuihrt. Der Hersteller gibt fur die
applikationsfertige Infusionsldésung eine maximale Haltbarkeit von 8 Stunden bei
Temperaturen unter 30 °C an.* Clofarabin ist als Konzentrat zur Herstellung einer
Infusionslésung (Evoltra®) als Fertigarzneimittel erhaltlich. Vor Applikation muss das
Konzentrat laut Fachinformation mit 0,9%iger Natriumchlorid-Infusionslésung verdinnt
werden. Der Hersteller gibt fur das verdinnte, sterile Konzentrat eine Haltbarkeit von 3

Tagen bei 2 — 8 °C oder bei Raumtemperatur an.*

Stabilitatsdaten, die tUber diese Angaben hinausgehen, wurden bisher nicht publiziert.
Fur die klinische Praxis sind hierbei vor allem Stabilititsdaten tber einen langeren
Zeitraum wie auch die Kompatibilitat mit verschiedenen Behéltnismaterialien (EVA, PE,

PP, etc.) und Tragerldsungen (NaCl 0,9%, Glukose 5%) von grof3em Interesse.
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4.2  Physico-chemical stability of nelarabine infusion
solutions in EVA infusion bags

Ziel der nachfolgend als Originalpublikation dargestellten Studie war die Bestimmung

der physikalisch-chemischen  Stabilitat von  applikationsfertigen  Nelarabin-

Infusionslésungen in Ethylenvinylacetat (EVA) Infusionsbeuteln tber einen Zeitraum
von 4 Wochen.

J.Kaiser, |.Kramer

EJHP Science * Volume 17 « 2011 ¢ Issue 1 « P. 1-6
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Physico-chemical stability of nelarabine infusion solutions
in EVA infusion bags

Jeanette Kaiser, PharmD; Professor Irene Kramer, PhD

ABSTRACT

Objectives: To determine the physico-chemical stability of ready-to-use nelarabine infusion solutions in ethylene vinyl
acetate (EVA) infusion bags stored under refrigeration (2°C-8°C) or at room temperature, and either protected from light
or exposed to light.

Methods: Stability of nelarabine infusion solutions was determined by a stability-indicating reversed-phase high-
performance liquid chromatography assay with ultraviolet detection. Undiluted nelarabine solution for infusion (Atriance,
5 mg/mL) was transferred to EVA infusion bags and the physico-chemical stability of the infusion solutions assessed over
a four-week storage period. Test solutions were stored under refrigeration (2°C-8°C) or at room temperature, and either
protected from or exposed to light. Nelarabine concentrations were determined after preparation on days O (initial), 1, 3,
7,14, 21, and 28. In addition, pH values were measured once a week during the storage period and test solutions were
visually checked for colour change and precipitation.

Results: The stability tests revealed that nelarabine infusion solutions are physico-chemically stable for a minimum of four
weeks. Nelarabine concentrations remained at a level of > 95% of the initial concentration independent of the storage
conditions. Exposure to daylight did not influence the stability of the nelarabine infusion solutions. No colour change or
precipitation occurred. The pH of the infusion solutions varied between 5.7 and 6.5.

Conclusion: Ready-to-use nelarabine infusion solutions in EVA infusion bags are physico-chemically stable over a four-
week period even when stored at room temperature without protection from light.

KeywoRrbps
Degradation, high-performance liquid chromatography (HPLC), infusion solution, nelarabine, physico-chemical stability

INTRODUCTION

Nelarabine (code 506U78 and GI26250), a new purine
nucleoside analogue, was approved in 2005 by the
FDA (brand name Arranon) and in 2007 by the EMA

authorised under exceptional circumstances and has
been granted orphan drug status [1].

Nelarabine is a water-soluble prodrug of a cytotoxic

(brand name Atriance) for the treatment of T-cell acute
lymphoblastic leukaemia and T-cell lymphoblastic lym-
phoma. Nelarabine is indicated when patients have failed
to respond or have stopped responding to at least two
types of chemotherapy. The T-cell phenotype occurs in
only about 15-20% of children and 25% of adults with
acute lymphoblastic leukaemia and in approximately
10-20% of patients with non-Hodgkin’s lymphoma.
Because of the rarity of the condition, nelarabine was
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deoxyguanosine analogue named 9-B-D-arabinofurano-
sylguanine (ara-G). In vivo, nelarabine is rapidly converted
to ara-G and subsequently into the active 5-triphosphate
(ara-GTP) [1-5].

The recommended dose of nelarabine in adults and
adolescents (16 years and older) is 1,500 mg/m?2 to be
administered intravenously over two hours on days 1, 3
and 5, repeated every 21 days. In children and adoles-
cents, 21 years and younger, the recommended dose
is 650 mg/m? on five consecutive days, repeated every
21 days. The prescribing physician should consider which
regimen is appropriate when treating patients in the age
range of 16-21 years.

Nelarabine is chemically designated as 9-B-D-arabino-
furanosyl-6-methoxy-9H-purine-2-amine, see Figure 1.
It is an ampholyte with an aqueous solubility of 8-9 mg/mL
at 25°C over the pH range of 4 to 10 and has a molecu-
lar weight of 297.27 [1, 6]. Nelarabine is manufactured by
GlaxoSmithKline and marketed under the names of Atriance

EJHP Science + Volume 17 + 2011/1 » www.ejhp.eu » 1
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cially available as a solution

for infusion and supplied as
a clear, colourless, sterile
solution in glass vials. Each
ready-to-use liquid inject-
able dosage-form contains
250 mg of the active sub-
stance, nelarabine, dis-
solved in 50 mL water for
injection. Sodium chloride
is used as an excipient to
adjust the tonicity of the
formulation, and sodium
hydroxide or hydrochloric
acid to adjust the pH. In
aqueous solution, nelarab-
ine is most stable between
pH5and 7 [1, 7].

Nelarabine is intended for
IV use only. The commercially available solution for infusion
is not diluted before administration. The appropriate vol-
ume of nelarabine solution for infusion is transferred into
ethinyl vinyl acetate (EVA) or polyvinylchloride (PVC) infu-
sion bags or into glass containers and administered as
a two-hour infusion in adult patients and as a one-hour
infusion in paediatric patients [7, 8].

When nelarabine was stored at 30°C/65% relative humidity
(RH) for 24 months or at 40°C/75% RH for six months, the
results of all studies complied with the manufacturer’s
product specification. No changes were observed under
photostability, stress or freeze/thaw conditions [1, 7].
According to the summary of product characteristics,
Atriance solution is stable for up to eight hours at up to
30°C once the vial is opened [9]. No further information,
either on the stability of nelarabine infusion solution in the
glass vial or on the ready-to-use nelarabine infusion solu-
tions in infusion bags, was found in the literature. Therefore
a systematic study was initiated to determine the stability
of nelarabine infusion solution in EVA infusion bags under
different storage conditions. The results can be used to
set storage-period limits for drugs prepared in pharmacy-
based cytotoxic preparation units.

MateriaLs AND METHODS

Preparation of test solutions

Stability studies were performed on the commercially
available Atriance liquid injectable dosage form nelarabine
5 mg/mL, 250 mg per vial; excipients: sodium chloride,

hydrochloric acid, sodium hydroxide and water for
injection [1] (lot C370069, GlaxoSmithKline, Munich,
Germany). Nelarabine test solutions were prepared
aseptically by transferring 50 mL of nelarabine infusion
solution to empty EVA infusion bags (nominal volume
100-300 mL, product number: SN2020P, lot: 010001,
Neocare, Ludenscheid, Germany). Test solutions were
stored under refrigeration (2°C-8°C) or at room temperature
(20°C-25°C), either protected from or exposed to light for
a period of 28 days. For each storage condition, three test
solutions were prepared (a total of nine test solutions).

HPLC Assay

Nelarabine concentrations were analysed by a stability-
indicating reversed-phase high-performance liquid chro-
matography (RP-HPLC) assay with photodiode array
detection adopted from Reichelova [10]. The HPLC
system consisted of a Waters 717 plus autosampler,
a Waters photodiode array (PDA) detector 996 and a
Waters 510 HPLC-pump. Datawere acquired andintegrated
by using Waters Empower Pro, Empower 2 software, ver-
sion 6.10.01.00 (Waters, Eschborn, Germany). The column
used was the Spherisorb ODS-2 C18, end-capped, 80 A x
4.6 mm, particle size 3 um (MZ-Analysentechnik, Mainz,
Germany). The mobile phase consisted of 80% 0.01 M
potassium dihydrogen phosphate solution [1.36 g anhy-
drous potassium dihydrogen phosphate (Merck, Darmstadt,
Germany) dissolved in 1 L of water HPLC gradient grade
(Mallinckrodt Baker, Phillipsburg, New Jersey, US)] pH 6.8
and 20% methanol [methanol HPLC gradient grade (Fisher
Scientific, Schwerte, Germany)]. The pH of the potassium
dihydrogen phosphate solution was adjusted to pH 6.8
with 1.0 M potassium hydroxide solution [65.61 g potas-
sium hydroxide pellets (Merck, Darmstadt, Germany)
dissolved in 1 L of water HPLC gradient grade (Mallinck-
rodt Baker, Phillipsburg, New Jersey, US)] using a pH 210
Microprocessor pH Meter (Hanna Instruments, Kehl am
Rhein, Germany). The flow rate was set at 1.0 mL/minute,
with an injection volume of 10 uL. The detection wavelength
was set at 265 nm. Under these conditions, the retention
time of nelarabine was about 2.5 minutes, see Figure 2.
Therefore the run time was set at six minutes. The calibra-
tion curve was constructed from plots of peak area versus
concentration. The linearity of the method was evaluated at
seven nelarabine concentrations varying from 0.05 mg/mL
to 1.0 mg/mL and five-fold injections. Nelarabine stock
solution (Atriance 5 mg/mL) was diluted with 0.9% sodium
chloride solution to the required concentration. The calibra-
tion curve was linear, the correlation coefficient was 0.999.

The accuracy of the assay was proved by analysing three
different concentrations (0.2 mg/mL, 0.5 mg/mL and
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Figure 2: Sample RP-HPLC chromatogram of nelarabine

solutions (200, 500 and 700 pg/mL)
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Figure 3: HPLC chromatograms of nelarabine solution ad-
justed to pH 1 and heated for three hours at 85°C
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0.7 mg/mL, 10 injections per concentration). The per-
centage rate of closeness to the nominal value was cal-
culated for each sample injected. Mean accuracy was
100% + 1.7 (n = 30). The intraday precision, expressed
as relative standard deviation (RSD), was 1.8% for
0.2 mg/mL solutions, 1.9% for 0.5 mg/mL solutions, and
1.3% for 0.7 mg/mL solutions. Interday precision was
determined with three different nelarabine concentra-
tions assayed on five different days. Triplicate injections
of each concentration yielded interday RSDs of 1.4% for
the 0.2 mg/mL, 0.3% for the 0.5 mg/mL and 0.4% for the
0.7 mg/mL concentrations.

The assay was validated as stability indicating by analys-
ing forced degraded nelarabine solutions. Samples were
diluted with 0.9% sodium chloride solution to a nominal
concentration of 1.0 mg/mL nelarabine and heated for
three hours at 85°C or adjusted to acidic (pH 1 with HCI)
or alkaline (pH 13 with NaOH) conditions without heat-
ing for one day or with heating for three hours at 85°C.

In addition, forced degradation samples were analysed by
using a mobile phase that consisted of 90% 0.05 M potas-
sium dihydrogen phosphate solution and 20% methanol.
Run time was set at 15 minutes because of the nelarab-
ine retention time of 6.8 minutes. Degradation peaks were
clearly separated from the original nelarabine peak, see
Figures 3b and 4b.

SAMPLE PREPARATION

OndaysO, 1,3, 7, 14,21 and 28, 1 mL samples were with-
drawn from each test solution and diluted 1:10 with 0.9%
sodium chloride solution [100 mL Freeflex infusion bag (lot
13BAS091, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Germany)] in
order to fit the calibration curve. Immediately after dilution,
the samples were analysed in triplicate by RP-HPLC.

PHYSICAL STABILITY
Physical stability was determined by visual inspec-
tion and pH measurement. Test solutions were visually

0,40 4
2
<

0,20 4

ol

T T T T T
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
Minutes

a: With a mobile phase of 20% MeOH and 80% K,HPO, 0.01 M

o] [

D 0,20
<

0,104

0,004
T T T T T T T
000 200 400 600 800 1000 1200 14,00
Minutes

b: With a mobile phase of 10% MeOH and 90% K,HPO, 0.05 M
(1 + 2 = unknown degradation products, 3 = 2-amino-6-mercapto-purine)

examined in normal laboratory light whenever samples
were withdrawn. Test solutions with no colour change or
any precipitation were defined as physically stable.

Once a week, samples of nelarabine test solutions were
withdrawn. Values of pH were measured, using a pH
210 Microprocessor pH Meter (Hanna Instruments,
Kehl am Rhein, Germany) equipped with an InLab Micro
pH glass electrode (Mettler Toledo, Giessen, Germany).
The pH meter was calibrated with standard buffer solu-
tions (pH 4.01 and 7.01) from Hanna Instruments. PH
values were stated as stable between pH 5 and 7 [11].

ResuLTs

RP-HPLC

The HPLC method adopted from Reichelova et al. [10] was
shown to be suitable for stability studies of the guanosine
analogue, nelarabine, although the method was originally
developed to study deoxyadenosine analogues. By using
this method, degradation products could only be detected
when the pH-modified samples were heated for three hours
at 85°C, see Figures 3a and 4a. Analysing the forced degra-
dation samples with an adapted mobile phase, three main
degradation products (after retention times (t.) of 1.4, 4.0
and 4.8 minutes) were recognised in the chromatograms
of the acidulated and heat-degraded samples. Intact
nelarabine (after t, 6.8 minutes) was no longer detecta-
ble. Chromatograms of the alkalised and heated samples
revealed one degradation product peak (t.: 1.8 minutes)
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Figure 4: HPLC chromatograms of nelarabine solution adjusted

to pH 13 and heated for three hours at 85°C

Minutes

a: With 20% MeOH and 80% K,HPO, 0.01 M as mobile phase

Minutes

b: With 10% MeOH and 90% K K,HPO, 0.05 M as mobile phase
1 = unknown degradation product, 2 = nelarabine parent compound

and a decreased parent peak (t;; 6.8 minutes), see
Figures 3b and 4b. The additional peak with the retention
time of 4.8 minutes results from acid-catalysed cleav-
age of the N-glycosidic bond. The degradation product
corresponds to the respective free purine base as was
demonstrated by chromatography of pure 2-amino-6-
methoxy-(9H)-purine  (CAS-Nr.  20535-83-5, Chemos,

Regenstauf, Germany).

Ready-to-use nelarabine infusion solutions in EVA bags
were found to be chemically stable for a minimum of
four weeks, independent of temperature or light condi-

|I] tions. Nelarabine concentrations declined less than 5%

1,004 over the entire test period, see Table 1, and no peaks of

2 0,50 - degradation products were detected in the PDA chro-
' matograms. In none of the chromatograms was tailing
900 of the nelarabine parent peak or peaks of degradation
000 100 200 300 400 500 600 products detected after a storage period of 28 days,

see Figure 5. Marginal variations in nelarabine con-
centration can be explained by the dilution step before
HPLC assay and by standard deviations in the HPLC
method.

2,004 E]
- PHYSICAL STABILITY
< 1,001 Nelarabine infusion solutions in EVA infusion bags are
0,50 physically stable for at least four weeks. No colour
0,00 - : : : : : - changes and no haze or precipitation were observed in
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00

the test solutions during the entire storage period.

The pH values measured over the four-week period
remained between 5.7 and 6.5, see Table 2.

Discussion

Nelarabine is commercially available as a solution for
injection. The medicinal product Atriance undergoes
terminal sterilisation after filling the filtered solution in
sterile vials. Its stability is not affected under long-term
storage conditions and accelerated conditions includ-
ing exposure to light. These facts indicate the thermal
stability and photostability of nelarabine in aqueous

Table 1: Stability of nelarabine infusion solutions in EVA infusion bags over a 28-day period (determined with RP-HPLC)

under different storage conditions

Storage Infusion|Initial drug Initial concentration remaining [%)]
conditions bag concentration
number |(mg/mL)
Nominal|Actual Day 1 Day 3 Day 7 Day 14 Day 21 Day 28
Room temperature |1 5.0 4.88 +0.03 [102.28 +0.90 |101.88 +1.08 [102.33+0.72 [ 98.19+0.81 [103.26 +2.37 |102.88 + 0.31
Exposed to light 2 5.0 5.05+0.13 | 96.80 +2.49 | 98.07 +1.48 | 97.98+2.19 | 94.86+2.60 | 98.38 +2.33 | 97.47 +2.74
3 5.0 5.02+0.08 |98.85+1.37 | 96.84+0.77 | 97.74+1.51 | 96.78 +1.83 | 98.24 +1.22 | 97.99 + 1.22
2°C-8°C 1 5.0 5.08+0.21 [ 96.81+325 | 99.09+3.93 | 9552+3.52 | 96.15+4.10 | 96.92+5.90 | 95.93 +4.02
Protected from light |2 5.0 498 +0.09 [ 99.48+0.58 [101.46+1.76 | 99.556+1.98 | 97.83+1.57 | 97.26 +1.94 | 97.36 + 1.83
3 5.0 5.07 +0.08 [ 98.72+0.65 | 98.49+1.99 | 97.26+1.09 | 96.80+0.64 | 95.68 +0.59 | 96.82 + 2.38
Room temperature |1 5.0 5.00+0.09 | 98.13+224 (10251 +1.27 | 99.32+1.94 [100.01 £2.11 | 9570 +2.00 | 98.78 + 1.94
Protected from light | 5.0 5.01+0.09 | 98.14+1.05 [101.86+2.39 | 98.61+2.07 | 98.62+1.63 | 9587 +1.23 | 99.13 +1.68
3 5.0 4.96 +0.07 | 99.98 +1.51 [102.46+1.32 | 98.92+1.18 |100.03 +1.78 |102.65 +1.32 | 99.15 £ 1.12
Concentration expressed as mean + standard deviation of triplicate assays of one test solution. Drug concentrations in samples taken at time zero
were designated as 100%
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Figure 5: Sample RP-HPLC chromatogram of nelarabine
infusion solution after a storage period of 28 days
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solution. In addition, during the manufacturing proc-
ess no loss in content was seen at any point [1]. In the
study, nelarabine concentrations remained consistently
above 95% of the initial concentration over the four-
week test period, independent of storage, temperature
and light conditions. Loss of nelarabine because of
adsorption on to EVA, the primary packaging material,
can be excluded. No degradation products could be
detected in PDA chromatograms of the test solutions
at any time.

Test solutions, in primary packing material at the stand-
ard available concentration, and storage conditions were
selected to observe normal clinical practice. Because
the commercially available infusion solution is not
diluted before administration, the influence of different
vehicles with different ionic strengths and pH values was
not assessed. The pH of Atriance infusion solution is
adjusted to pH 5-7 because it is the optimum pH range
for the stability of aqueous nelarabine solutions. During

Table 2: pH values of nelarabine infusion solutions in EVA infusion bags under

different storage conditions. Mean of three infusion bags is calculated from
(H*) concentrations

European Journal of Hospital Pharmacy Science

the entire test period, the pH of test solutions remained in
the range given by the manufacturer (GlaxoSmithKline),
thereby supporting the chemical stability of nelarabine.
Moreover, nelarabine was revealed to be fairly stable
in acid and base conditions. In the forced degradation
studies, sole acidification or alkalinisation of nelarabine
solutions did not induce degradation. Only maximum
forced conditions (pH maodification plus prolonged heat-
ing at 85°C) caused significant degradation. Purine nucl-
eosides are known to undergo acid-catalysed hydrolysis
of the N-glycosylic bond resulting in the respective sugar
and purine moiety [10, 12]. The acid-catalysed hydrolysis
rates depend on the structure of the purine base and
the structure of the sugar moiety. Guanine nucleosides
are slightly less stable than adenine nucleosides. The
2’-hydroxyl component on the sugar moiety was shown
to have a very strong stabilising effect on the rate of acid
hydrolysis thereby explaining the stability of nelarabine.
The configuration of the hydroxyl group on the 2’-carbon
atom has only minor influence [12]. Consequently, the
arabinoside configuration decreases the hydrolysis rate
and favours the stability of nelarabine. Liquid chromato-
graphic studies of acid stability of adenosine analogues
also revealed unknown products which were different
from the expected adenine analogues [10]. This was
also the case in this study, which revealed two unknown
degradation products in addition to the expected purine
base.

In general, nucleosides are even more resistant to alka-
line nucleoside hydrolysis. Elevated temperatures
(60°C-80°C) are necessary to
obtain reasonable rates of hydrolysis
independent from the structure of the
sugar moiety [13]. In addition to the

Storage conditions | Infusion bag | Day 0 | Day 7 | Day 14 | Day 21 | Day 28 cleavage of the glycosyl bond, certain
uember purine nucleosides undergo alkaline-

Room temperature 1 564 |[6.53 |5.79 5.15 6.09 induced cleavage of the imidazole ring.
Exposed to light 2 567 |650 |565 542 |6.23 Alkaline-based forced degradation of
3 580 |6.16 |5.71 5.54 6.38 qelarablne .resulted in only one addi-

tional peakin the HPLC chromatogram

Mean 570 1636 |5.7 534 [6.22 (see Figures 4a and 4b) which corre-

2°C-8°C ‘ 1 562 |6.00 |[5.78 567 |6.46 sponds most probably to ring opening
Protected from light ' 574 |589 |5.77 566 |6.54 oftheimidazolering. Solvolysis of nelar-
3 578 |5.81 5.82 5.76 6.45 abine to the respectlve purine was not

observed. Alkaline solvolysis by two

Mean 571 5689 |679 669 [648 parallel routes has been thoroughly

Room temperature 1 582 |597 |5.82 5.94 6.50 investigated for adenine nucleosides
Frotacted rom kgt [, 582 |596 |580 |593 |643 |[11] and shown that ring open-
3 603 |604 |575 5.83 6.36 ing is favoured at higher alkalinities.

These results support the assump-

Mean 588 [599 [582 590 [643 tion in this study of a ring-opened
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degradation product of nelarabine (as a guanosine
analogue) under strong alkaline conditions. The fact that
during the stability tests no tailing of the nelarabine par-
ent peak or additional peaks of degradation products
(t;: 1.2 minutes) were to be found at any time gives proof
of the stability of nelarabine.

With regard to physico-chemical stability, pharmacy-
based centralised preparation of ready-to-use nelarabine
infusion solutions has proved unproblematic and cost-
saving. However, despiteits pronounced physico-chemical
stability, the risk of microbiological contamination should
be considered when preparing the solutions and
assigning extended expiry dates. The tests carried
out in this study revealed physico-chemical stability of
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4.3 Long-term stability of clofarabine injection concentrate

and diluted clofarabine infusion solutions

Ziel der nachfolgend in Form einer eingereichten Originalpublikation dargestellten
Studie war die Bestimmung der physikalisch-chemischen Stabilitdt der Clofarabin-
Stammlosung und applikationsfertiger Clofarabin-Infusionslosungen ber einen

Zeitraum von 28 Tagen unter verschiedenen Lagerungsbedingungen.

J.Kaiser, I.Kramer (2011)
Journal of Oncology Pharmacy Practice eingereicht am 6.2.2011
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Abstract

Purpose: The aim of this study was to investigate the physicochemical stability of
clofarabine injection concentrate and ready-to-use clofarabine infusion solutions over a

prolonged period of 28 days.

Methods: To determine the stability of clofarabine infusion solutions, the injection
concentrate (Evoltra®, 1 mg/mL, Genzyme) was diluted either with 0.9% sodium
chloride or 5% glucose infusion solution. The resulting concentrations of 0.2 mg/mL or
0.6 mg/mL respectively were chosen to represent the lower and upper limit of the
ordinary concentration range. Test solutions were stored under refrigeration (2-8 °C) or
at room temperature either light protected or exposed to light. Clofarabine
concentrations and pH values were determined at different time intervals throughout a
28 days storage period. Compatibility of diluted clofarabine infusion solutions (0.1 — 0.4
mg/mL) with different container materials (PVC, glass, PP/PE) was tested over a 48-
hours storage period. Clofarabine concentrations were measured by a stability-

indicating reversed phase HPLC assay with ultraviolet detection.

Results: Clofarabine injection concentrate and clofarabine infusion solutions remained
physico-chemically stable (> 90% clofarabine) for 4 weeks. Results are independent of
storage conditions, drug concentrations (0.2, 0.6 and 1.0 mg/mL) and diluents (0.9%
sodium chloride, 5% glucose infusion solution). Adsorption of clofarabine to container

material can be excluded.

Conclusions: Clofarabine injection concentrate and diluted infusion solutions in
commonly used vehicles are stable for at least 28 days either refrigerated or at room
temperature. Physicochemical stability favours pharmacy-based centralized
preparation. Due to microbiological reasons, strict aseptic handling and storage of the

products under refrigeration is recommended.
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Introduction

Clofarabine (CAFdA) is a halogenated-adenosine analogue approved for the treatment
of relapsed or refractory hematologic malignancies (ALL or AML). Like other nucleoside
analogues which are acting as anti-metabolite anticancer agents, clofarabine is to be
phosphorylated to its triphosphate derivative to be active in cells. Clofarabine leads to
inhibition of ribonucleotide reductase and DNA polymerase-a®® and furthermore to
disruption of mitochondrial function through release of cytochromic and proapoptotic
proteins.”” The recommended dose of clofarabine is 52 mg per m? body surface area
(BSA) administered intravenously daily for five consecutive days. Treatment cycles

should be repeated every 2 — 6 weeks.*®

The chemical name of clofarabine is 2-chloro-9-(2'-deoxy-2’-fluoro-g-D-

arabinofuranosyl)-9H-purine-6-amine (Figure 1).
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Figure 1 Chemical structures of clofarabine (CAFdA), cladribine (CdA) and
fludarabine (Fara-A)

In the U.S. and Canada clofarabine infusion solution concentrate is marketed as
Clolar®, in Europe and Australia/New Zealand as Evoltra®. Each 20 mL vial contains 20
mg of active substance clofarabine [1mg/mL], 180 mg of sodium chloride and water for
injections. Clofarabine concentrate is a clear, practically colourless solution with a pH
of 4.5 to 7.5.>° Clofarabine has the highest lyophilicity among the anticancer purine
analogues.*”” The stability of 5 -triphosphate clofarabine in leukaemic cells was shown
to be higher than the stability of phosphorylated cladribine.®® 2-Chloradenine (CAde) is

the major catabolite of clofarabine as well as of cladribine.®* The introduction of a
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fluorine atom at the 2’-arabino position of the deoxyribose moiety increases acid
stability to the glycosidic linkage.®

It is known that diluted clofarabine concentrate is chemically and physically stable for 3
days at 2 — 8 °C or at room temperature.”® During photostability tests (room
temperature, up to 4.8 million lux hours) no significant changes in appearance, content
(HPLC, 95.0 — 105.0 %) and impurities (HPLC) were observed.’® In plasma samples
clofarabine is almost intact (87% of the initial concentration) after 24 weeks of storage
at — 20 °C. More than 50% of cladribine is degraded under the same conditions.®* No
further information on the stability and compatibility of clofarabine concentrate and

clofarabine infusion solutions was found in the literature.

The purpose of this study was to determine the physicochemical stability of ready-to-
use clofarabine infusion solutions and of the undiluted injection concentrate [Evoltra®, 1
mg/mL] after first opening of the vial. Tests were performed over a period of four weeks
under different storage conditions. Chemical stability was determined by using a
stability-indicating  high-performance-liquid-chromatographic (HPLC) assay with
ultraviolet detection. Physical stability was determined by pH-measurement and visual

inspection.

Materials and Methods

Sample preparation

Clofarabine infusion solutions were aseptically prepared by transferring clofarabine
injection concentrate (clofarabine Pre-Clinical, 1mg/mL, 20 mL, Genzyme, lot. 09-
002398) to commercially available prefilled polypropylene/polyethylene (PP/PE)
infusion bags (freeflex®, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Germany) containing 0.9%
sodium chloride solution (Product No. B248356) or 5% glucose solution (Product No.
B248087) in amounts yielding nominal clofarabine concentrations of 0.2 and 0.6
mg/mL. The ready-to-use infusion solutions and injection concentrate in original glass
vials (1 mg/mL) were stored at room temperature exposed to light or light protected or
under refrigeration (2-8 °C) in parallel. For each storage condition and concentration
one vial of stock solution and three infusion solutions were examined. Samples of the
infusion solutions were withdrawn immediately after dilution (day 0) and after 1, 3, 7,
14, 21 and 28 days and assayed in triplicate without further dilution. Samples of
clofarabine injection concentrate were withdrawn immediately after first opening the

vials and at the same intervals given for the infusion solutions. Samples withdrawn
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from the injection concentrate had to be diluted 1:1 with diluent (0.9% NaCl or 5%

glucose infusion solution) in order to fit the calibration curve.

In order to study adsorption behaviour, diluted clofarabine infusion solutions were
stored in different container materials (PP/PE, PVC, glass) over a period of 48 hours at
2-8 °C. Therefore stock solution was transferred to prefilled (PP/PE bags: freeflex®,
Fresenius Kabi, Bad Homburg, Germany, Item No. B248356) or empty containers
(PVC: extension line “Heidelberg”, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Germany, Product
No. 287311; glass: Duran® iodine flask, Schott AG, Mainz, Germany, Iltem No. 24 192
27) and diluted with 0.9% sodium chloride infusion solution (Fresenius Kabi, Bad
Homburg, Germany, Item No. B248356) to achieve the predetermined concentrations
(PP/PE: 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 mg/mL, glass: 0.2, 0.3, 0.4 mg/mL, PVC: 0.1, 0.2, 0.3
mg/mL). Each test solution was prepared in triplicate. Immediately after dilution and

after a storage period of 24 and 48 hours samples were withdrawn and assayed.

Samples were assayed for impurities and concentrations of clofarabine were
determined by reversed phase HPLC.

Chemical stability

Reversed phase HPLC assay

Concentrations of clofarabine were determined by using a stability indicating reverse
phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC) assay with photodiode
array detection adopted from Reichelova.*” The HPLC system consisted of a Waters
2695 separation module and a Waters photodiode array (PDA) detector 2998. Data
were acquired and integrated by using Waters Empower Pro, Empower? software,
version 6.10.01.00 (Waters, Eschborn, Germany). The reversed phase column used
was a Spherisorb ODS-2 C18, endcapped, 80 A x 4.6 mm, particle size 3 pm (MZ-
Analysentechnik, Mainz, Germany). The mobile phase consisted of 80% 0.01 M
potassium dihydrogen phosphate solution [1.36 g potassium dihydrogen phosphate
anhydrous (Merck, Darmstadt, Germany) dissolved in 1 L of Water HPLC Gradient
Grade (Mallinckrodt Baker, Phillipsburg, New Jersey)] pH 6.8 and 20% methanol
[Methanol HPLC Gradient Grade (Fisher Scientific, Schwerte, Germany)]. The pH of
the potassium dihydrogen phosphate solution was adjusted to pH 6.8 with 1.0 M
potassium hydroxide solution [55.61 g potassium hydroxide pellets (Merck, Darmstadt,
Germany) dissolved in 1 L of Water HPLC Gradient Grade (Mallinckrodt Baker,
Phillipsburg, New Jersey)] using a pH 210 Microprocessor pH Meter (Hanna
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Instruments, Kehl am Rhein, Germany). The flow rate set was 1.0 ml*min*; the
injection volume was 10 ul. Detection wavelength was set at 265 nm. Under these
conditions retention time of clofarabine was about 5.9 minutes (compare Figure 2).

Therefore run time was set at 10 minutes. Each sample of the clofarabine test solutions

was injected in triplicate.
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Figure 2 Clofarabine 3D Plot (800 pg/mL)




Validation of the RP-HPLC assay

Suitabilit

Suitabilitz of the assay was proven by analyzing forced degraded clofarabine solutions.
Samples were diluted with 0.9% sodium chloride to a nominal concentration of 500 pg
clofarabine per mL. After heating (85 °C for three hours), acidifying to pH 1 [HCI 1N,
Merck, Darmstadt, Germany] or alkalizing to pH 13 [NaOH 1N, Merck, Darmstadt,
Germany] and storage for three hours at room temperature no additional peaks of
degradation products were observed. Therefore acidified and alkalized samples were
heated for 3 hours at 85 °C.

Linearity
The linearity of the method was determined at 7 concentrations (varying from 50 to

1000 pg/mL of clofarabine) by 5-fold injections. The calibration curve constructed from
plots of peak area versus concentration of clofarabine was linear with a correlation
coefficient of 0.999977.

Repeatability and Precision
Precision was determined by calculating the relative standard deviations (RSD [%]).

Intraday precision was defined by analyzing three standard solutions (100, 400, and
800 pg/mL). Therefore clofarabine injection concentrate [1 mg/mL] was diluted with
0.9% NacCl solution to the concentrations required. Ten replicate injections of the
solutions yielded a relative standard deviation of 0.2%, 0.2%, and 0.1% respectively.
Interday precision was determined by analyzing the three standard solutions on
different days. Each day fresh test solutions were prepared as described above.
Triplicate injections on five different days resulted in RSD's of 2.2% (100 pg/mL), 0.9%
(400 pg/mL) and 0.8% (800 pg/mL).

Accuracy
Accuracy was proven by analyzing samples of the standard solutions (100, 400, 800

pHg/mL) ten times. For each sample injected percentage of recovery was calculated and
the mean recovery rate was 99.09 + 0.16 %.
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Physical stability

Physical stability was determined by visual inspection and pH measurement.

Test solutions were visually examined in normal laboratory light whenever samples
were withdrawn. Test solutions with no colour change or any precipitation were defined

as physically stable.

Once a week (on days 0, 7, 14, 21 and 28 after preparation of the test solutions)
samples of clofarabine test solutions were withdrawn. Values of pH were measured,
using a pH 210 Microprocessor pH Meter (Hanna Instruments, Kehl am Rhein,
Germany) equipped with an InLab® Micro pH glass electrode (Mettler Toledo, Giessen,
Germany). The pH meter was calibrated with standard buffer solutions (pH 4.01 and

7.01) from Hanna Instruments.

Results

The HPLC method adopted from Reichelova “* revealed to be suitable for the stability
studies. Only after heating of the acidified and alkalized samples, degradation products
were detected in the chromatograms. The peaks of degradation products were clearly
separated from the clofarabine peak (tg: 5.9). The resultant chromatogram of acid
degraded Evoltra® solution showed one unknown degradation peak with a retention
time of 2.8 minutes and a major peak of the intact form of clofarabine (compare Figure
3). The chromatogram of the alkalized and heated clofarabine solution (compare Figure
4) showed multiple degradation peaks (tg: 1.0, 1.4, 1.5, 1.6, 2.7, 3.5, 4.3 and 4.8). The
major peak had a retention time of 1.0 minute. Only a minor peak corresponding to the
intact clofarabine remained (tr: 5.9). None of the decomposition peaks interfered with

the parent peak.

Clofarabine injection concentrate of the concentration 1 mg/mL and the ready-to-use
infusion solutions of the concentrations 0.2 and 0.6 mg/mL were found to be physico-
chemically stable for a minimum of 28 days. Clofarabine concentrations declined less
than 10% of the initial concentrations during the entire test period independent from the
type of vehicle or storage conditions (compare Table 1). No clofarabine degradation
products were detected in the HPLC chromatograms. However there was a remarkable
decline of the clofarabine concentrations during the first 24 hours of storage in all test
solutions of the concentration 0.2 mg/mL independent from the type of vehicle or
storage temperature. However the resulting concentrations (91% - 94% of the initial

concentrations) did not further decrease during the remaining observation period. In
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additional studies of test solutions with low clofarabine concentrations (0.1, 0.2, 0.3, 0.4
mg/mL) in different container materials (PP/PE, glass, PVC) the initial decline was not
verifiable over a test period of 48 hours (see Table 2). According to these results the
initial decrease of clofarabine concentrations as a consequence of low drug

concentrations and adsorption to container materials is to be excluded.

No visible changes were detected. The solutions remained colourless and clear. No
evidence of precipitation occurred. Results of pH-measurements are shown in Table 3.
In clofarabine infusion solutions diluted with 0.9% NaCl vehicle pH values varied
between 6.4 and 6.1 independent from the initial clofarabine concentration, storage
conditions or storage period. Infusion solutions diluted with 5% glucose vehicle showed
different pH values depending on the clofarabine concentration. The pH measured in
solutions with low (0.2 mg/mL) or high (0.6 mg/mL) clofarabine concentrations varied
around pH 4.4 or pH 5.0 respectively independent from the storage conditions or
storage period. The pH of the injection concentrate decreased from pH 7.0 after first
opening to pH 6.4 at day 28 of the observation period.
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Figure 3 HPLC-chromatogram of acid degraded clofarabine infusion solution (pH1, 85 °C for 3h)

/

Figure 4 HPLC-chromatogram of base degraded clofarabine infusion solution (pH13, 85°C for 3h)
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Table 1 Stability of diluted and undiluted clofarabine (Evoltra®) solutions at different storage conditions. Drug concentrations in
samples taken at time zero were designated as 100%.
Diluent Storage condition Initial drug concentration [%] Initial concentration remaining
[mg/mL] + RSD (mean of 3 test solutions, triplicate assays)
Nominal actual day 1 day 3 day 7 day 14 day 21 day 28
5% glucose solution 2-8°C light protected 0.2 0.21 +0.00 93.3+2.7 93.3+2.7 934+29 932+32 927+29 929+29
(in PP/PE bags) 25°C exposed to light 0.2 0.21 +£0.02 91.3+x74 916x74 914+74 914+74 91.0+x75 914+7.3
2-8°C light protected 0.6 0.59+0.01 998+1.7 100.6+1.7 100.3+1.8 1009+18 100.1+1.8 100.3+1.8
25°C exposed to light 0.6 0.59+0.01 99.7+1.3 1005+1.1 100.1+1.1 1005+1.2 100.1+1.1 1004=+1.2
0.9% sodium chloride 2-8°C light protected 0.2 0.21 +0.00 92.2+0.5 922+06 922+06 920+£05 914+05 91.8+0.5
solution (in PP/PE bags) 25°C exposed to light 0.2 0.21 £ 0.00 93.6+1.7 935+18 936+18 935+21 93.1+1.7 93.5+1.8
2-8°C light protected 0.6 0.58+0.01 1004+0.2 1014+0.1 101.3+04 101.6+0.0 101.0+0.1 101.0%x0.1
25°C exposed to light 0.6 0.58+0.01 100.9+0.2 102.0+0.1 101.6+0.2 1021+0.3 101.5+0.1 101.8%x0.0
Undiluted 25°C exposed to light 1.0 0.99+0.00 100.0+0.7 101.3+0.0 101.0+0.1 102.0+0.3 101.7+0.2 1019=+0.2
(in the original glass vial) 2-8°C light protected 1.0 0.99+0.00 100.3+0.6 101.1+0.1 1005+0.8 100.7+0.2 100.5+0.3 100.9+0.6
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Table 2 Stability of diluted clofarabine (Evoltra®) solutions in different container materials. Test solutions were diluted with 0.9%
sodium chloride and stored light protected at 2 — 8 °C. Drug concentrations in samples taken at time zero were
designated as 100%.

Material Initial drug concentration [%] Initial concentration remaining
[mg/mL] + RSD (mean of 3 test solutions, triplicate assays)
nominal actual day 1 day 2
PP/PE 0.1 0.09 + 0.00 99.9+0.1 100.4£0.1
0.2 0.19 + 0.00 97.3+0.7 97.3+1.2
0.3 0.30 + 0.00 98.5+0.0 98.4+0.1
0.4 0.40 + 0.01 98.6 £ 0.1 98.6 £ 0.2
glass 0.2 0.20 + 0.00 98.4+0.1 98.5+0.2
0.3 0.29 + 0.00 98.5+0.1 98.5+0.2
0.4 0.39 + 0.00 98.7£0.1 98.5+0.1
PVC 0.1 0.10 + 0.00 100.2£0.2 101.2+1.1
0.2 0.20 + 0.00 995+1.1 99.7+£2.0
0.3 0.29 + 0.00 100.2£0.1 100.0+1.5

74



Table 3 The pH-values of diluted and undiluted clofarabine (Evoltra®) solutions at different storage conditions.
Diluent Storage condition Nominal drug pH-values + SD (mean of 3 test solutions)
concentration
[mg/mL] day O day 7 day 14 day 21 day 28
5% glucose solution 2-8°C light protected 0.2 4.47 £0.02 4.42 £0.01 4.50 £ 0.05 4.34+£0.01 4.39+£0.04
(in PP/PE bags) 25°C  exposed to light 0.2 4.44 + 0.07 4.45 +0.04 4.48 + 0.08 4.35 +0.03 4.38 + 0.06
2-8°C light protected 0.6 5.05+0.02 4.92 +0.08 4.92 +0.05 4.87 +0.03 4.94 + 0.04
25°C exposed to light 0.6 5.06 + 0.06 4.97 +£0.10 5.03+0.08 4.86 + 0.08 4,94 +0.12
0.9% sodium chloride 2-8°C light protected 0.2 6.42 + 0.09 6.25+0.01 6.32+0.22 6.19 + 0.03 6.08 + 0.05
solution (in PP/PE bags) 25°C  exposed to light 0.2 6.37 £ 0.03 6.35+0.04 6.40 £ 0.05 6.34 + 0.07 6.30+0.15
2-8°C light protected 0.6 6.40+0.01 6.20 £ 0.02 6.31+0.27 6.28 £ 0.04 6.36 £ 0.11
25°C exposed to light 0.6 6.43 £ 0.06 6.29 + 0.03 6.23+0.14 6.30 = 0.08 6.44 + 0.06
Undiluted 25°C exposed to light 1.0 7.03+0.12 6.66 = 0.09 6.50 £ 0.04 6.40 = 0.03 6.40 £ 0.04
(in the original glass vial) 2-8°C light protected 1.0 7.03 £0.07 6.61 + 0.03 6.45+0.18 6.36 = 0.03 6.35 + 0.07
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Discussion

Forced-degradation experiments revealed the chemical stability of clofarabine.
Degradation was only achieved by heating acidified or alkalized solutions. Acidic
conditions plus heat were less deleterious than alkaline conditions plus heat. It is
known from the literature® that the stability of clofarabine under acidic conditions is
favoured by introduction of the fluorine atom at the 2 -arabino position of cladribine.

Carson et al®?

reported that clofarabine (CAFdA) was much more stable than cladribine
(CdA) at pH 2. The latter was nearly completely degraded after 24 hours at 37 °C while
CAFdA showed only minimal degradation caused by acid-catalysed hydrolysis of the
N-glycosylic bond resulting in the respective sugar and purine moiety. According to the
liquid chromatographic studies of acidic cleavage of CAFdA performed by Reichelova
et al.” the respective 2-Cl-Ade base is further degraded to an unknown product. The
additional peak in the HPLC-chromatogram in Figure 3 most probably corresponds to
this unknown degradation product of 2-Cl-Ade. The alkaline hydrolysis of adenine
nucleosides also results in the cleavage of the glycosyl bond and at higher alkalinities
preferred ring opening of the imidazole ring, glycosylic cleavage and further
degradation of the pyrimidine moiety®. The numerous degradation peaks noticeable in
the HPLC-chromatogram in Figure 4 may result from the different degradation

pathways.

Test solutions and storage conditions were selected to mimic normal clinical practices.
Injection concentrate was stored in the original Evoltra® vials following the common
practice of pharmacy-based cytotoxic services. Concentrations of the diluted
clofarabine infusion solutions were chosen according to the summary of product
characteristics (SmPC) of Evoltra®*. The calculated dose of clofarabine injection
concentrate (1 mg/mL) is to be diluted with 0.9% sodium chloride or 5% glucose
infusion solution to a total volume of 100 mL or 200 mL in the case of extremely high
doses. By calculating the dose for a 1 year old child (BSA 0.44 m?2) or an overweight
adult (BSA 2.3 m?) the resulting concentrations of 0.2 mg/mL or 0.6 mg/mL respectively

were chosen to represent the lower and upper limit of the ordinary concentration range.

The remarkable 8% decline of the clofarabine concentration in all test solutions
containing 0.2 mg/mL clofarabine raised the question of potential adsorption to the
inner layer of polypropylene/polyethylene (PP/PE) infusion bags. However in additional
tests with different container materials and even lower clofarabine concentrations the
particular results were not reproducible. Compatibility with different container materials

was given and no adsorption detected. As prefiled PVC bags are not any longer
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available in Germany we stored the clofarabine samples in PVC lines. Even the
resulting unfavourable volume to surface correlation was not causing detectable
adsorption. Therefore we concluded that the initial decline of clofarabine concentrations

during the stability studies was most probably caused by measurement artefacts.

The pH values of diluted clofarabine infusion solutions mostly remained in the range of
4.5 — 7.5 which is predefined in the SmPC of Evoltra® injection concentrate and does
not affect the stability of clofarabine. Values of pH varied as a function of the type of
vehicle and in the case of glucose vehicle of the drug concentration. This phenomenon
is based on the lower pH values of 5% glucose solutions (pH 3.5 and 6.5)* than of
0.9% sodium chloride solutions (pH 4.5 — 7.0).%°

The prolonged stability data are advantageous for centralized cytotoxic preparation
units because they facilitate less disposal of cytotoxic waste and savings of material
Ccosts.

Conclusion

The results of this study show that clofarabine injection concentrate (Evoltra®) is
physicochemical for at least four weeks after first opening of the vial. Ready-to-use
clofarabine infusion solutions (0.2 and 0.6 mg/mL) in PP/PE-bags in customary fluids
(0.9% NaCl and 5% glucose) are physicochemical stable over at least 28 days when
refrigerated or stored at room temperature. PVC containers are also suitable for diluted
solutions because over a period of 48 hours compatibility with PVC was proven.
Storage of the ready-to-use infusion solutions under refrigeration is recommended for

microbiological reasons.
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5 Physikalisch-chemische Stabilitat von

Trastuzumab Infusions-Zubereitungen

5.1 Monoklonale Antikdrper

Biopharmazeutika spielen heute in vielen Bereichen der Arzneimitteltherapie eine
immer gré3ere Rolle. Nach der Einfihrung der Rekombinationstechnologie wurde 1977
mit Somatostatin das erste humane Peptid rekombinationstechnisch hergestellt.?®
Wenige Jahre spater folgte das erste gentechnologisch hergestellte Insulin®, das 1982
die Zulassung in den USA bekam. Heute werden rekombinationstechnisch hergestellte
monoklonale Antikdrper der IgG Klasse wie Rituximab, Alemtuzumab und Trastuzumab

erfolgreich in der Behandlung von Krebspatienten eingesetzt.

Peptide und Proteine haben relativ grol3e komplexe dreidimensionale Strukturen und
kénnen in vieler Hinsicht nicht direkt mit dem einfachen chemischen Grundgerist
kleiner Arzneistoffe verglichen werden. Die Fahigkeit zur Bindung an die Zielstruktur
und damit das Auslosen eines pharmakologischen Effekts hangt von der korrekten
Struktur und Faltung des Proteins ab.”® Jede Anderung in der Primarstruktur
(Aminosauresequenz), Sekundarstruktur  (Faltung: a-Helix oder [-Faltblatt),
Tertiarstruktur (dreidimensionale Struktur) oder der Quartarstruktur (Proteinkomplex)
kann zur Inaktivitat des Proteins fiihren. Die komplexe Struktur eines Proteins bedingt
seine starke Anfélligkeit fiir Abbaureaktionen.®® Vor allem wéhrend des Transportes,
der Lagerung, der Herstellung zur applikationsfertigen Arzneiform und der Anwendung
kénnen verschiedenste Einflussfaktoren die Wirksamkeit reduzieren.”” Die
Abbaureaktionen konnen in physikalische und chemische Instabilititen unterteilt
werden. Chemische Abbaureaktionen fihren zu einer Verédnderung der kovalenten
Bindungen der Peptidstruktur. Diese werden typischerweise ausgeldst durch
Oxidations-, Desamidierungs- und Hydrolysereaktionen, Isomerisierungen und Disulfid-
Umlagerungen. Chemische Veranderungen finden an der Primarstruktur im Protein
statt. Physikalische Abbaureaktionen betreffen die dreidimensionale Proteinstruktur:
die Sekundéar-, Terti&r- und Quartarstruktur wird verdndert ohne kovalente Bindungen
zu zerstéren. Die Proteine denaturieren, es bilden sich Aggregate oder Prazipitate.
Auch die Adsorption an Oberflichen wird den physikalischen Instabilitdten
zugeordnet.”” Jedoch kann man physikalische und chemische Instabilititen nicht

komplett voneinander trennen, sie laufen in den meisten Féllen parallel ab. Chemische
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Abbaureaktionen kdénnen physikalische Verénderungen induzieren und umgekehrt.
Zum Beispiel konnen Disulfid-Umlagerungen zum  Verlust der nativen
Proteinkonformation filhren. Umgekehrt kdnnen auch Denaturierungen zur Oxidation

von Aminoséureresten beitragen, die zuvor geschiitzt waren.”®"%"

Die Frage der Stabilitat und Haltbarkeit von Biopharmazeutika und insbesondere
Antikdrper-Arzneimitteln ist ein intensiv diskutiertes Thema und erfordert aufgrund der
Empfindlichkeit gegeniber physikalischen und chemischen Instabilitatsreaktionen
sorgféltige analytische Prifung. Gegenstand der nachfolgend beschriebenen

Untersuchungen ist die physikalisch-chemische Stabilitat von Trastuzumab.

Trastuzumab ist ein humanisierter monoklonaler Antikdrper gegen den epidermalen
Wachstumsfaktor-Rezeptor 2 (HER2). Im Jahre 1998 erhielt Trastuzumab die
Zulassung in den USA und im Jahr 2000 folgte die Zulassung in der europaischen
Union fur Patientinnen mit metastasierendem Brustkrebs und gleichzeitiger
Uberexpression des Oberflachenrezeptors HER2/neu. Seit 2006 ist Trastuzumab auch
fur die adjuvante Therapie bei Brustkrebs zugelassen.”® Im Januar 2010 folgte die
erweiterte Zulassung zur Erstlinienbehandlung des metastasierenden HER2-positiven
Magenkarzinoms in Kombination mit Cisplatin und Capecitabin oder 5-Fluoruracil.”
Trastuzumab wurde aus einem klonalen humanen Immunglobulin (IgG;) und den
Antigenbindungsresten des anti-HER2 monoklonalen Antikdrpers entwickelt. Somit
besteht Trastuzumab zu 95% aus humanen Proteinen und nur die
Antigenbindungsreste sind muriner Herkunft.”® Wie alle IgG-Antikérper besteht
Trastuzumab aus zwei schweren und zwei leichten Ketten und hat ein
Molekulargewicht von ca. 145 kDa, was typisch fiir monoklonale Antikdrper ist.”* Der
HER2-Rezeptor, der durch Trastuzumab blockiert wird, ist unter normalen
Bedingungen nur in sehr geringer Anzahl auf der Zelloberflache zu finden. Durch ihn
werden Wachstumssignale in die Zelle geleitet, was zu einem Kkontrollierten
Zellwachstum fiihrt. Die erhéhte HER2-Rezeptorkonzentration (HER2-Uberexpression)
bewirkt, dass permanent wachstumsférdernde Signale an die Zelle abgegeben werden.
Es kommt zu einer erhthten Zellteilungsrate und damit zu einem unkontrollierten
Tumorwachstum. Der HER2-Rezeptor ist bei 20 — 25 % der Mammakarzinom-
Patientinnen Uberexprimiert und diese leiden oft an besonders aggressiven
Krankheitsverlaufen. Mit Trastuzumab konnte eine gut ansprechende, spezifische
Therapieoption gefunden werden. Das permanente Wachstum und die Teilung der
HER2-Uberexprimierenden Krebszelle werden blockiert. Darliber hinaus stimuliert der
Einsatz des HER2-Antikdrpers eine zellvermittelte Toxizitat (ADCC: antibody

dependent cell mediated cytotoxicity), die zur Vernichtung der Tumorzelle fiihrt.”’
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Trastuzumab ist als Lyophilisat mit dem Namen Herceptin® im Handel erhaltlich. Das
Lyophilisat wird mit Wasser fir Injektionszwecke rekonstituiert und mit 0,9%iger
Natriumchlorid-Infusionstragerlésung  verdinnt. Laut Herstellerangaben soll die
Verdinnung mit Glucoseldsung wegen moglicher Proteinaggregation vermieden
werden. Die Haltbarkeit des rekonstituierten Trastuzumab-Konzentrats wird
uneinheitlich dargestellt. Die Herstellerfirma Roche gibt fiir das mit sterilem Wasser
rekonstituierte Lyophilisat eine physikalische und chemische Stabilitdt von 48 Stunden
an.”® Die Firma Genentech in den USA hingegen gibt nach Rekonstitution mit
konserviertem Wasser (1% Benzylalkohol) eine Haltbarkeit von 28 Tagen an.” Im
europaischen Raum ist die Rekonstitution von intraventsen Arzneimitteln mit
Konservierungsmitteln aus rechtlichen Griinden nicht erlaubt. In der Annahme, dass
der einzige Unterschied hierbei in der mikrobiologischen Stabilitat liegt, sollten die
verlangerten Haltbarkeitsdaten der USA bei steriler Herstellung und Lagerung auf das

rekonstituierte Lyophilisat ohne Konservierungsmittel ibertragbar sein.

Fur die applikationsfertige Infusionsldsung von Trastuzumab, verdinnt mit 0,9 % NacCl,
gibt der Hersteller eine Haltbarkeit von 24 Stunden bei Temperaturen bis zu 30 °C an.*
Weitere Daten, die dartber hinausgehen, liegen unseres Wissens nicht vor. Daher
wurden Untersuchungen zur physikalisch-chemischen Stabilitéat Gber einen Zeitraum
von 28 Tagen bei Lagerung unter verschiedenen Bedingungen durchgefiihrt. Diese
sind Gegenstand der nachfolgend in Form der eingereichten Originalpublikation

dargestellten Untersuchungen.
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Abstract

Study objectives: Purpose of this study was to determine the physico-chemical stability
of ready-to-administer trastuzumab infusion solutions in 0.9% NaCl solution as vehicle

over a prolonged period of 28 days.

Methods: Trastuzumab lyophilised powder (thuMab HER2, Herceptin® was
reconstituted with water for injection to a nominal concentration of 21 mg/mL. The
reconstituted trastuzumab concentrate was further diluted with 0.9 % sodium chloride
in polypropylene (PP) infusion bags (freeflex®). The physico-chemical stability of the
infusion solutions was assessed over a 4 week storage period. Test solutions were
stored under refrigeration (2-8 °C) or at room temperature under light protection and
exposed to light. Samples of test solutions were withdrawn on day O (initial), 1, 3, 7, 14,
21, and 28. Preparation of the test solutions and sampling were conducted under
aseptic conditions. Stability of trastuzumab infusion solutions was determined by size-
exclusion high-performance liquid chromatography (SE-HPLC), ultraviolet spectrometry
and SDS-Page. In addition, pH-values were measured weekly over the storage period
and test solutions were visually examined for potential colour changes, turbidity or

particulate matter.

Results: The stability tests used revealed that in ready-to-administer trastuzumab
infusion solutions (0.4 mg/ml, 4 mg/mL) trastuzumab concentrations remained above
90% of the initial concentrations, independent of the storage conditions. No
degradation products were observed. Exposure to daylight did not affect the stability of

the trastuzumab test solutions.

Conclusion: Ready-to-administer trastuzumab infusion solutions prepared with 0.9%
sodium chloride solution in PP bags are storable over a 4 week period, even when
stored at room temperature without light protection. For microbiological reasons

storage under refrigeration is recommended.
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Introduction

Trastuzumab (rhuMab HER?2) is a recombinant humanized IgG1 antibody (MM ~ 145
kDa) that binds to the extracellular domain of the tyrosine kinase receptor HER-2 and
pre-vents HER2-receptor dimerization. Due to suppression of intracellular tyrosine
kinase with attenuation of cell signalling, tumour proliferation is suppressed. Additional
mechanisms of action discussed are HER2-receptor down regulation with subsequent
degradation, inhibition of angiogenesis and G1 arrest of treated cells. Trastuzumab is
indicated for the treatment of breast and metastatic gastric cancer, in case of
overexpression of HER-2 receptors at the tumour cell surface.” ¥ Trastuzumab is
used either as a single agent or in combination with conventional cytotoxic drugs like
taxanes, anthracyclines, platinum derivatives, 5-fluorouracil or vinorelbine. The
recommended dose is either 4 mg/kg as loading dose, followed by a maintenance dose
of 2 mg/kg per week, or an initial dose of 8 mg/kg followed by 6 mg/kg every three

weeks.

The parenteral formulation of Trastuzumab (Herceptin®, Roche Pharma AG) is supplied
in Europe as a pale yellow, lyophilised powder in 150 mg single dose vials. The
finished product contains L-Histidine, L-Histidine HCI, trehalose, and polysorbate 20 as
excipients. Each vial has to be reconstituted with 7.2 mL of sterile water for injection.
The solvent should be added slowly and shaking should be avoided. The resulting
infusion concentrate (21 mg/mL) is a pale yellow, transparent solution with a pH-value
of approximately 6.0. The appropriate amount of trastuzumab infusion concentrate has
to be further diluted with 250 mL of 0.9% sodium chloride solution. Dilution with 5%
dextrose solution is not recommended due to potential risk of protein
aggregation.’®"98%4 Moreover reducing sugars such as glucose can react with amino

groups of the protein, resulting in carbohydrate adducts (Maillard reaction).®®

The stability of reconstituted and diluted protein drugs, including monoclonal
antibodies, is an important issue of drug safety. Inappropriate handling may cause
reduced efficacy and potential side-effects. Pharmacists responsible for the preparation
of ready-to-administer antineoplastic drug solutions have to determine the shelf-life of
these preparations. However the shelf-life is limited by a number of chemical and
physical degradations pathways of protein drugs like MABs. Chemical degradation of
an antibody is due to deamidation, isomerization, oxidation or fragmentation. Physical
degradation processes include denaturation, aggregation, precipitation (insolubility),
and adsorption.®*”* The aggregation rate is dependent on different factors, e.g.

concentration, temperature, shaking, long-term storage. Protein aggregates generally
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have reduced activity. Aggregation, deamidation and isomerization seem to be
prevalent degradation pathways in antibodies” and are reported in the literature for
trastuzumab.’#®" Accelerated degradation resulted in deamidation of Asn30 and Asn55

and in isomerization of Asp102 in the complementary determining regions.®

According to the Herceptin® Summary of Product Characteristics (SmPC) reconstituted
solutions are physico-chemically stable for 48 hours at 2-8 °C. Moreover, trastuzumab
infusion solutions further diluted with 0.9% sodium chloride solution in polyvinylchloride
(PVC)-, poly-ethylene (PE), or polypropylene (PP) infusion bags are declared to be
physically and chemically stable for 24 hours at temperatures up to 30 °C.”® However in
the US a multidose formulation containing 440 mg trastuzumab per vial is approved.
After reconstitution with bacteriostatic water for injection, containing 1% benzyl alcohol,
unused solutions are to be discarded after 28 days.” Extended stability is of utmost
interest in pharmacy based cytotoxic preparation units. Known physico-chemical
stability allows a more efficient preparation of the ready-to-administer cytotoxic
preparations. The purpose of this study was to determine the physico-chemical stability
of diluted trastuzumab solutions free from preservatives. Concentrations and storage

conditions were chosen with an eye to clinical practice.

Materials and Methods

Sample Preparation

Stability studies of trastuzumab infusion solutions were performed with Herceptin®
lyophilized powder (trastuzumab pre-clinical, lot. G119.00) granted by Roche AG
(Grenzach-Wyhlen, Germany). Each vial contained 150 mg trastuzumab, 3.36 mg L-
Histidine HCI, 2.16 mg L-Histidine, 136.2 mg trehalose dihydrate and 0.6 mg
polysorbate 20.%®

Test solutions were prepared by reconstitution of trastuzumab lyophilized powder with
7.2 mL of Water for Injection (Aqua ad Injectabilia, B.Braun, Melsungen, Germany).
The reconstituted trastuzumab solutions (nominal concentration 21 mg/mL) were
further diluted with 0.9% sodium chloride solution in prefilled polypropylene based
freeflex® infusion bags (PP as short form in the following text) granted by Fresenius
Kabi GmbH (Bad-Homburg, Germany) in amounts yielding trastuzumab concentrations
of 0.4 or 4.0 mg/mL. Test solutions were stored under refrigeration (2-8 °C) or at room

temperature, either light protected or exposed to ambient light conditions. For each
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concentration and each storage condition, infusion solutions were prepared in triplicate.
Throughout the test period of 28 days samples were withdrawn under aseptic

conditions.

Size Exclusion High Performance Liguid Chromatography (SE-HPLC)

Concentrations of intact trastuzumab, soluble aggregates, and fragments were
determined by using a known stability indicating SE-HPLC assay with photodiode array
detection.”*®®®" The HPLC system consisted of a Waters 2695 separation module and
a Waters 2998 photodiode array (PDA) detector. Data were acquired and integrated by
using Waters Empower Pro, Empower’ software, version 6.10.01.00 (Waters,
Eschborn, Germany). The TSK-Gel G3000SWXL column (7.8 mm x 30 cm, particle
size 5 um, Tosoh Bioscience, Stuttgart, Germany) was operated with a mobile phase
buffer solution pH 7.2 (Ph. Eur. 6) consisting of 25% 0.2 M potassium dihydrogen
phosphate (Merck, Darmstadt, Germany) solution and 17.5% 0.2 M NaOH solution
dissolved in water HPLC gradient grade (Mallinckrodt Baker, Phillipsburg, New Jersey,
US). The flow rate was set at 1.0 mL/min with an injection volume of 20 pL. The
detection wavelength was set to 214 nm. Under these conditions retention times of
trastuzumab were approximately 10 minutes. Therefore, cycle times were set at 20
minutes. In addition, PDA chromatograms (wavelength range 200 - 600 nm) were

obtained regularly in order to evaluate the formation of potential degradation products.

Linearity of the method was evaluated at six trastuzumab concentrations in the range
of 0.1 mg/mL to 2.0 mg/mL prepared from Herceptin® lyophilised powder. Each
concentration was injected five times. The calibration curve resulting from plots of peak
areas versus trastuzumab concentrations was linear, with a correlation coefficient of
0.9996. Accuracy was proven by analysing three different concentrations (0.4 mg/mL,
1.0 mg/mL and 2.0 mg/mL) with 10 injections per concentration. Mean accuracy was
100% = 0.4 (n = 30). The intraday precision, expressed as relative standard deviation
(RSD), was 0.9% for 0.4 mg/mL solutions, 0.2% for 1.0 mg/mL solutions, and 0.1% for
2.0 mg/mL solutions. Interday precision was determined with three different
trastuzumab concentrations assayed on five different days. Triplicate injections of each
concentration yielded interday RSDs of 2.1% for the 0.4 mg/mL, 1.3% for the 1.0
mg/mL and 2.8% for the 2.0 mg/mL concentrations. Validation studies were performed

with different batches of the mobile phase.

The suitability of the assay was proven by analysing forced degraded samples.

Trastuzumab solutions (1 mg/mL) were degraded at elevated temperatures. After
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heating for two hours at 100 °C the solution showed visible white precipitates (cp. Fig.
1).

Figure 1 Denaturated protein solution after heating for 2 hours at 100 °C

In the resulting SE-HPLC chromatogram intact trastuzumab monomer was not
detectable. Trastuzumab solution was heated at 65 °C for a period of 24 hours and
samples analysed after 0, 1, 2, 4, 6, 24 hours. The monomer peak decreased
constantly and in parallel a degradation peak of fragments (tr = 12.9 min) appeared,
which was clearly separated from the monomer peak (cp. Fig. 2). In addition, samples
were exposed to acidic (pH 1 with HCI) and alkaline stress conditions (pH 13 with
NaOH). After 24 hours with and without heating at 65 °C peaks indicating the
trastuzumab monomer were no longer detectable, neither in the acidic nor in the

alkaline solutions.
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For stability testing one sample of each test solution was withdrawn immediately after
preparation (i.e. initial value) and after 1, 3, 7, 14, 21 and 28 days of storage. If
appropriate (e.g. for the 4.0 mg/mL concentration) test solutions were diluted with 0.9%
sodium chloride solution (Fresenius Kabi, Bad Homburg, Germany) to a nominal
concentration of 1.0 mg/mL in order to fit the calibration curve. After dilution, samples
were analysed in triplicate by SE-HPLC. Samples of known protein concentration were
used as control standards for each set of test samples. The percentage rate of drug
remaining at the respective time intervals was calculated while the initial concentration

at time zero was defined as 100%.

Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-Page)

A polyacrylamide gel containing 4 — 20% tris-glycine (Anamed Electrophorese, Grol3-
Bieberau, Germany) was used for SDS-Page analysis of trastuzumab test solutions.
The running buffer used consisted of a 25 mM tris base solution in water with 192 mM
glycine and 0.1% sodium dodecyl sulphate. The buffer was adjusted to pH 8.3 with tris
or glycine (Carl Roth, Karlsruhe, Germany). Directly after preparation (i.e. “time zero”)
of the test solutions and after a storage period of 28 days, a sample of each storage
condition and concentration was prepared with reducing and non-reducing buffer. The

non-reducing buffer (“Laemmli-buffer” %

) contained 62 mM tris base, 10% glycerine,
2% sodium dodecyl sulphate (Carl Roth, Karlsruhe, Germany) and 0.05% bromophenol
blue (AppliChem, Darmstadt, Germany). The solution was adjusted to pH 6.8 with HCI.
Reducing conditions were achieved by addition of 2-mercaptoethanol (Carl Roth,
Karlsruhe, Germany) in an amount to yield a concentration of 1%. Samples were
diluted with 0.9% sodium chloride solution to achieve a target concentration of 250 pg
trastuzumab per mL, mixed with the reducing or non-reducing buffer and heated for 10
minutes at 85 °C. The unstained standard “Precision Plus Protein” (Biorad, Munich,
Germany) was used as molecular weight size marker. Following the electrophoresis
(XCell Sure Lock™ MiniCell, Invitrogen, Carlsbad, Canada) the gel was stained with
Coomassie® brilliant blue solution (AppliChem, Darmstadt, Germany) for visualization

of the protein bands.
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UV -Spectroscopy

A Spectronic Helios Alpha UV-VIS Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific,
Schwerte, Germany) was used to measure the protein concentration. Measurements
were carried out at 280 nm in silica glass cells (QS Suprasil®, VWR, Darmstadt,
Germany) using a 0.9% sodium chloride solution (equal to the vehicle of test solutions)
as blank reference. Protein concentrations were calculated based on the trastuzumab

absorption determined at 280 nm.

Accuracy was proven by analysing 3 different concentrations, 50 pg/mL, 100 pg/mL
and 150 pg/mL, respectively. For each sample tested, the percentage rate of recovery
was calculated. Mean recovery was 102.0 + 0.4% resulting from 10 measurements per
concentration. Intra-day precision was assessed in parallel with accuracy consecutively
measuring the absorbance of the three concentrations 10 times. Reproducibility
showed a relative standard deviation of 0.4% for 50 pg/mL, 0.6% for 100 pg/mL and
0.2% for 150 pg/mL solutions. Interday precision was evaluated by triplicate
determinations of samples containing different concentrations of trastuzumab (50
pg/mL, 100 pg/mL and 150 pg/mL) on 5 different days. Relative standard deviations
were 6.5% for 50 pg/mL, 5.0% for 100 pg/mL and 5.6% for 150 pg/mL trastuzumab

solutions.

For the wavelength of 280 nm and a constant layer thickness of 10 mm (d) a linear
correlation between the trastuzumab concentration (¢ = 0.02, 0.05, 0.08, 0.01, 0.15,
and 0.20 mg/mL) and absorbance (A) with a correlation factor of 0.9968 was
determined. The remaining concentration of the undegraded trastuzumab monomer
was calculated based on the Lambert-Beer's law (Axo = € x ¢ x d). The extinction
coefficient for trastuzumab was estimated to be € = 215130 with the aid of the
Protparam software program.®® The calculation was based on the known amino acid

sequences of the light and heavy chains of trastuzumab (M, = 145531.5).%°

Directly after preparation of the test solutions (i.e. “time zero”) and after 1, 3, 7, 14, 21,
28 days of storage one sample of each test solution was withdrawn and diluted with 0.9
% sodium chloride solution to a concentration of 100 pg/mL trastuzumab. Immediately
after dilution, solutions were assayed in triplicate using samples of known

concentrations as control standards.
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Visual inspection and pH measurement

Whenever samples were withdrawn, the trastuzumab test solutions and the samples
were visually inspected with the unaided eye for colour changes, turbidity or particulate
matter.

PH of the reconstituted trastuzumab solutions was measured once per week over the 4
week test period using a pH 210 Microprocessor pH Meter (Hanna Instruments, Kehl
am Rhein, Germany) equipped with an InLab Micro pH glass electrode (Mettler Toledo,
Giessen, Germany). The pH meter was calibrated with standard buffer solutions of pH
4.01 and pH 7.01 (Hanna Instruments). PH limits set for stability were pH 5.5 (lower
limit) and pH 6.5 (upper limit) according to pH 6 of the commercially available

trastuzumab (Herceptin®)_72;83

Results

Ready-to-administer trastuzumab infusion solutions (Herceptin® with 0.9% sodium
chloride solution as vehicle in polypropylene infusion bags were according to the
subset of test methods used, found to be physico-chemically stable for a minimum of 4
weeks. No differences were registered depending on the storage conditions, such as
refrigeration at 2-8 °C in comparison to room temperature or exposition to light in

comparison to protection from light.

Trastuzumab concentrations, determined via SE-HPLC, decreased less than 10% over
the test period of 28 days (cp. Table 1). No significant changes were observed in the
PDA-chromatograms over the entire test period. Neither additional peaks indicating
derivatives with higher molecular weights, such as aggregates, nor peaks of

fragmentation products were detected in the chromatograms.

Comparing the SDS-Page results of the trastuzumab test solutions directly after dilution
and after 28 days of storage no significant differences were observed. Under the non-
reducing conditions a single major band was seen (Fig. 3/1). This band was located in
the region of the 150 kD size marker and corresponds to intact trastuzumab with the
known molecular weight of ~ 145 kD. Under reducing conditions all samples degraded
into the heavy chain (50 kD) and light chain fragments (25 kD) of trastuzumab as
expected. In none of the test solutions stored under different conditions over a 28 day
period additional fragmentation or aggregation products were seen (Fig. 3/3). These

results provide a strong indication that trastuzumab remains intact during storage.
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In the UV-spectrophotometric assay differing results were registered depending on the
trastuzumab concentrations of the test solutions. The more diluted solutions (0.4
mg/mL) exhibited decreased trastuzumab concentrations. Because of the erratic
results and varying RSDs it is difficult to determine the shelf-life of these solutions.
Concentrations of the more concentrated trastuzumab solutions declined only

marginally over the four week period (cp. Table 2).

PH-values of the trastuzumab test solutions remained between 6.2 and 6.4 over the
entire observation period (cp. Table 3). All test solutions remained clear. No colour
changes and no particulate matter or turbidity were observed during the entire storage

period.
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Figure 3

SDS-Page of trastuzumab (Herceptin®) infusion solutions run under non-

reducing conditions (1+2) and reducing conditions (3+4).

Samples were withdrawn after a storage period of 28 days (1+3). In
parallel forced degraded samples at pH 1 and pH 13 (2+4) were
assayed.
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pH1 pH13

Nominal
Lane Storage condition concentration
1 MW standard
2 |RT exposed to light 0.4 mg/mL
3 |2-8°C 0.4 mg/mL
4 |RT protected from light 0.4 mg/mL
5 |RT exposed to light 4.0mg/mL
6 [2-8°C 4.0mg/mL
7 |RT protected from light 4.0 mg/mL
8 |RT exposed to light 21.0 mg/mL
9 [2-8°C 21.0 mg/mL
10 |RT protected from light | 21.0 mg/mL




Table 1 Stability of diluted trastuzumab (Herceptin®) infusion solutions (vehicle 0.9% sodium chloride solution in PP infusion bags)
determined via SE-HPLC. Drug concentrations in samples taken at time zero were designated as 100%. Concentrations expressed
as mean = relative standard deviation (RSD) of three infusion solutions (triplicate assays of 1 sample of each infusion solution), n=9.

Storage condition Initial drug concentration [%] of initial concentration remaining £ RSD
[mg/mL] + SD
Nominal Actual Day 1 Day 3 Day 7 Day 14 Day 21 Day 28
25°C  exposed to light 0.4 0.3+£0.0 100.8 + 4.7 97.3+04 96.4 + 0.5 96.2+1.2 97.5+0.7 96.9 £ 0.7
2-8°C light protected 0.4+0.0 96.0 + 2.6 94.4+1.3 93.5+29 93.8+3.1 93.8+3.1 93.8+3.1
25°C light protected 0.3+£0.0 955+24 94.8+2.6 93.5+27 935+27 93.5+27 93.5+2.7
25°C  exposed to light 4.0 3.6+0.1 100.8+1.3 99.5+1.0 98.7+14 92.2+3.1 96.5+ 3.0 985+1.2
2-8°C light protected 3.6+0.1 95.7+4.1 100.2+1.3 97.9+0.6 97.1+0.6 96.2+4.2 99.7+1.1
25°C light protected 3.6+0.1 98.9+34 98.6 +1.3 97.4+21 96.7+1.2 99.1+0.7 98.7+0.7
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Table 2 Stability of diluted trastuzumab (Herceptin®) infusion solutions (vehicle 0.9% sodium chloride solution in PP infusion bags)

determined via UV/Vis-spectroscopy. Drug concentrations in samples taken at time zero were designated as 100%. Concentrations

expressed as mean * relative standard deviation (RSD) of three (* or two, n=6) infusion solutions (triplicate assays of 1 sample of
each infusion solution), n=9.

Storage condition Initial drug concentration

[%] initial concentration remaining + RSD

[mg/mL] + SD
Nominal Actual Day 1 Day 3 Day 7 Day 14 Day 21 Day 28
25°C  exposed to light 0.4 0.37 +0.01" 94.7 +3.8" 106.87 £5.61' 9459+0.22' 93.35+5.87" 92.03+7.98" 94.66 +3.82"
2-8°C light protected 0.41 +0.03 85.3+59  90.56+12.33  92.96+6.62 87.21+3.29 85.74+7.45 8555+1.81
25°C  light protected 0.40 + 0.01 89.1+86  97.48+2.56 90.71+5.98  89.06+3.35 85.71+1.83 8571+1.83
25°C  exposed to light 4.0 3.98+0.11 99.0+7.3 103.80+3.12 97.02+5.64 90.24+271 92.79+6.13 9542 +2.33
2-8°C light protected 3.93+0.04 87.8+43 103.62+4.32 100.40+524 93.54+3.88 93.40+4.97 97.89+1.90
25°C  light protected 3.95+0.23 97.8+12.1 103.84+352  99.87+2.01 9249+307 9457+6.08 97.53+4.11
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Table 3 PH-values of diluted trastuzumab (Herceptin®) infusion solutions (vehicle 0.9% sodium chloride infusion solution in PP infusion

bags) at different storage conditions.

Storage condition Nominal drug

concentration

pH-values + SD (mean of 3 test solutions)

[mg/mL] day O day 7 day 14 day 21 day 28
25°C  exposed to light 0.4 6.30 £ 0.06 6.29 £ 0.06 6.30 £ 0.03 6.34 £ 0.01 6.33+0.05
2-8°C  light protected 6.30 £ 0.10 6.34 £ 0.04 6.24 + 0.03 6.30 £ 0.05 6.34 £ 0.03
25°C  light protected 6.34 £ 0.02 6.40 £ 0.02 6.32 £ 0.02 6.31+0.02 6.37 £ 0.02
25°C  exposed to light 4.0 6.37 £ 0.02 6.28 £ 0.02 6.20 £ 0.02 6.29 £ 0.02 6.29 £ 0.02
2-8°C  light protected 6.40 £ 0.03 6.29 £ 0.01 6.22 £ 0.02 6.30 £ 0.02 6.31+0.02
25°C  light protected 6.38 £ 0.02 6.31+0.01 6.26 £ 0.01 6.33 £ 0.02 6.33+0.01
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Discussion

The degradation pattern of MABs such as trastuzumab is complex and no single
method can address all modes of degradation. Because aggregation and protein
degradation (deamidation, isomerisation) are known degradation pathways of
trastuzumab, SE-HPLC, UV-Spectroscopy and SDS Page were chosen as analytical
methods to monitor instability. These methods are suitable to detect soluble protein
aggregates and fragments of the proteins. But these methods are usually inadequate in
detecting deamidated products. Insoluble aggregates of high molecular weight and
large size are also difficult to detect by means of SE-HPLC, but can be detected by
visual inspection.”*"*® However, a weak point of the study is that insoluble aggregates
forming subvisible particles were not measured with sensitive and objective methods.
Preliminary tests with Dynamic Light Scattering (DLS) showed no particles arising from
aggregation products. Nevertheless, tests for detecting and analysing subvisible
particles are necessary in future studies. On the other hand generation of aggregates
was only reported after longer storage periods®® and the fact that concentrations of
intact trastuzumab altered only minimally over the test period favours the assumption
that aggregation is not a stability limiting parameter. But aggregation inducing factors,
such as unsuitable vehicles, pH alterations, shaking, freezing or heating should be
avoided.”"®* Heating at 100 °C resulted in denaturation and considerable
precipitation. Heating at 65 °C resulted in fragmentation. The amount of fragments was
increasing over time. Under strong alkaline and acidic conditions of the forced-
degradation experiments, trastuzumab was completely degraded. During the entire test
period the pH-values of the diluted trastuzumab infusion solutions remained between
pH 6.2 - 6.4, which is optimal for the stability and verifies the results of the stability
studies.

Trastuzumab consists of two heavy chains and two light chains which linked by
reducible disulphide bonds.”® SDS-PAGE is a suitable method for size estimation and
to distinguish reducible covalent aggregates from noncovalent aggregates. The single
band, representing the monomer of trastuzumab (~ 150 kD), showed smaller bands
shouldering the main band. No other bands like that were detected under reducing-
conditions. These results suggest that the smaller bands did not arise from protein
fragmentation and might be caused by the preparation procedure with a comparatively
high protein content of 10 pg protein per lane.®* Overall, no bands above 150 kD and
no additional bands of fragmentation products were observed, confirming the results of
the SE-HPLC and UV-Spectroscopy analysis.
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Quantification of the intact trastuzumab monomer was performed with two different
methods, i.e. UV-Spectroscopy and SE-HPLC in parallel. The nominal and actual
concentrations as well as the results are slightly different, what might be caused by
inaccuracies of dilution and preparation of the test solutions with 1 mL syringes. In
clinical practice the measuring of such small volumes of reconstituted trastuzumab is
unlikely. Another explanation to be discussed, are the different detection wavelengths
used, which were chosen according to the literature. The SE-HPLC chromatograms

were extracted at 214 nm in analogy to Xiao et al.®’

, While in UV-Spectroscopy the
absorptions were measured at 280 nm®. In general, results from SE-HPLC are
expected to be more precise, since the method is more specific due to the
chromatographic separation step. Samples prepared for UV-Spectroscopy are ten-fold

more diluted, which can also lead to higher variability of results due to inaccuracies.

Stability of reconstituted trastuzumab infusion concentrate in the original glass vials
was not experimentally determined in this study. However stability is proven after
reconstitution with bacteriostatic water for injection for a period of 28 days under
refrigeration.” Because there are no differences in the formulation of the products
marketed in the US and Europe equivalent stability can be assumed. Moreover the
admixture of benzyl alcohol is more likely de-creasing stability. The fact that stability is
proven for the infusion concentrate over 28 days also verifies the results that diluted
trastuzumab infusion solution are stable over the same time interval, because in
general more diluted solutions are less prone for aggregate formation. However in
more diluted solutions agitation stress can cause more aggregation.17 In case of
preparation under strict aseptic conditions similar microbiological stability is to be

assumed.

Conclusion

The results of the stability tests approve the assumption that ready-to-use infusion
solutions of trastuzumab with protein concentrations between 0.4 and 4.0 mg/mL in PP
bags are physico-chemical stable over a period of up to 4 weeks independent from
storage temperatures or light conditions. However, the risk of microbiological
contamination needs to be considered when preparing such solutions and assigning
extended shelf-lives. Hence handling under strict aseptic conditions and storage under

refrigeration is crucial to ensure adequate stability of trastuzumab infusion solutions.
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6 Zusammenfassung

Bedeutung des Verordnungsmonitorings in der zentralen

Zytostatikaherstellung — Eine Erhebung in deutschen Universitatskliniken

Das Verordnungsmonitoring von Chemotherapieverordnungen hat die Verbesserung
der Arzneimitteltherapiesicherheit zum Ziel. Durch eine prospektive Erhebung zum
Verordnungsmonitoring in universitaren Krankenhausapotheken Deutschlands sollten
valide Aussagen zu Art und Haufigkeit detektierter Verordnungsfehler und deren

Ursachen im Rahmen der zentralen Zytostatikazubereitung gemacht werden.

In 21 Universitatskliniken wurden dber etwa 3 Monate 835 Verordnungsfehler
dokumentiert, von denen 748 hinsichtlich Relevanz und Fehlerkategorie ausgewertet
werden konnten. Ubereinstimmend mit der Literatur traten als haufigste
Verordnungsirrtimer Fehler bei der Dosisberechnung (48%) auf. Diese wurden in 76%
der Félle als von hoher Relevanz eingestuft. In der Fehlerkategorie falsche
Patientendaten traten 26% der Fehler auf. Fehler beziglich des Applikationsdatums
(15%) und des Zytostatikums (11%) spielten eine nachgeordnete Rolle. Die Inzidenz
der Verordnungsfehler betrug durchschnittlich 0,77% bei rund 1950 Verordnungen pro
Tag in 17 Universitatskliniken (vier Kliniken konnten wegen mangelnder Daten zur
Gesamtanzahl hergestellter Zytostatikazubereitungen nicht in diese Auswertung
einbezogen werden). Die iberwiegend als von hoher Relevanz eingeordneten

Verordnungsfehler unterstreichen die Bedeutung des Verordnungsmonitorings.
Das konsequente Verordnungsmonitoring aus pharmazeutischer Seite erwies sich als

hochst effizient (Zeitaufwand < 5 Minuten bei 37% der Fehler) und leistet einen hohen

Beitrag zur Patienten- und Arzneimitteltherapiesicherheit in der Onkologie.

Physikalisch-chemische Stabilitdt von DC Beads™ beladen mit

Camptothecin-Derivaten

Die transarterielle Chemoembolisation (TACE) mit wirkstoffbeladenen DC Beads™
ermdoglicht die gleichzeitige Embolisation von tumorversorgenden GeféalRen und eine
lokale Chemotherapie. Infolge der superselektiven Applikation und der langen
Verweildauer im Tumor werden die systemischen Nebenwirkungen der Zytostatika

minimiert und die lokale Wirksamkeit erhght. Das Mikrospharengerist der DC Beads™
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bestent aus einem polyvinylalkolhol (PVA)-haltigen Grundgeriist, welches mit
Sulfatgruppen modifiziert wurde, um positiv geladene Wirkstoffe zu binden. Wé&hrend
der Beladung werden Wassermolekiile durch die positiv geladenen Substanzen aus
dem Mikrospharengeriist verdrangt. Die urspringlich blau gefarbten Beads &ndern
dabei abhangig vom jeweiligen Wirkstoff ihre Farbe und der Mikrosph&rendurchmesser
nimmt ab. In der klinischen Praxis werden die DC Beads™ in den zentralen
Zytostatika-Herstellungsbereichen der Krankenhausapotheken beladen und
applikationsfertig an den Anwender, in der Regel einen interventionellen Radiologen,
geliefert. Vor Applikation werden die Beads zur besseren Visualisierung der
Angiographie-gestitzten Platzierung in  einem nichtionischen Kontrastmittel

suspendiert.

Die Precision-TACE wird seit einigen Jahren erfolgreich mit Doxorubicin beladenen DC
Beads™ (DEBDOX) bei hypervaskularisierten Lebertumoren eingesetzt. Mit Irinotecan
beladenen DC Beads™ (DEBIRI) konnte eine neue Therapieoption fir inoperable
Lebermetastasen bei Kolorektalkarzinom gefunden werden. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurde die Wirkstofffreisetzung, die Ladungskapazitat und auch die
physikalisch-chemische Stabilitdt Irinotecan beladener DC Beads™ vor und nach dem
Mischen mit einem nichtionischen Kontrastmittel (Accupaque®, Imeron®, Ultravist®)
bestimmt. Die DC Beads™ wurden mit 50 mg Irinotecan (Campto®) pro 1 ml Beads
beladen und lichtgeschitzt bei Raumtemperatur tber einen Zeitraum von 28 Tagen
gelagert. Die Ladungskapazitdt und die Stabilitit wurden durch Messung der
Irinotecankonzentration im Uberstand ermittelt. Die Integritit der mit Irinotecan-
beladenen DC Beads™ wurde anhand einer in vitro Elutionsmethode mit
Phosphatpuffer-Lésung (PBS, pH 7,2) untersucht. Mischungen von beladenen DC
Beads mit Kontrastmittel wurden im Kuhlschrank (2-8 °C) ebenfalls lichtgeschuitzt Gber
4 Wochen aufbewahrt. An den Tagen 0, 1, 3, 7 und 28 wurden bei allen Testverfahren
Proben entnommen und mittels einer Reversed-Phase HPLC Methode mit UV-

Detektion die Irinotecan-Konzentrationen sowie dessen Reinheit bestimmt.

Die Ergebnisse zeigten, dass die Ladungskapazitat von DC Beads fir Irinotecan nach
einer 2-stindigen Ladungszeit bei ~ 96% lag und Uuber den gesamten
Untersuchungszeitraum von 28 Tagen stabil blieb. Abbauprodukte von Irinotecan
konnten nicht detektiert werden. Des Weiteren konnte nach eingeleiteter Elution mittels
PBS die Integritat des in die Beads geladenen Irinotecans nachgewiesen werden. Es
ist anzunehmen, dass in-vivo eine vergleichbare Freisetzung des Wirkstoffs in das

Tumorgewebe erfolgt.
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Nach dem Mischen der Irinotecan-beladenen Beads mit einem nichtionischen
Kontrastmittel nahm die Ladungskapazitat in den ersten 24 Stunden um 5 — 10% ab. In
den folgenden 4 Wochen konnte jedoch keine weitere Elution des Wirkstoffes aus den

Beads festgestellt werden. Abbauprodukte wurden zu keinem Zeitpunkt detektiert.

Die Aufbewahrung der beladenen DC Beads™ erfolgte unter Lichtschutz bei
Raumtemperatur um ,worst case“ — Bedingungen zu simulieren. Hinsichtlich
mikrobiologischer Stabilitat wird jedoch eine Lagerung bei 2 — 8 °C empfohlen. Obwohl
gezeigt werden konnte, dass nach Zugabe von nichtionischem Kontrastmittel die mit
Irinotecan beladenen DC Beads Uber einen Zeitraum von mindestens 28 Tagen
physikalisch-chemisch stabil sind, kann die Herstellung dieser vorgefertigten
Mischungen in der zentralisierten Zytostatika-Herstellung nicht empfohlen werden. Ein
Grund hierfur ist die initiale Elution von 5 — 10% lIrinotecan aus den Beads. Des
Weiteren setzen die interventionellen Radiologen unterschiedliche Mengen an
Kontrastmittel pro ml Beads und auch sehr unterschiedliche Mengen an 0,9%iger
Natriumchlorid-Losung im Rahmen der Embolisation ein. Die geeignete Menge an
Kontrastmittel und 0,9%iger NaCl-Losung wird individuell auf den Patienten
abgestimmt. Ein Vorteil von vorgefertigten Mischungen aus beladenen Beads und

Kontrastmitteln ist daher nicht gegeben.

Topotecan, wie Irinotecan zu der Gruppe der Topoisomerase-1-Inhibitoren gehdrend,
wird als weitere Option fur die Beladung von DC Beads getestet. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde die Ladungskapazitdt von Topotecan in DC Beads™ unter statischen
oder agitierten Bedingungen untersucht. Da noch keine Dosierungsempfehlungen
vorliegen, wurde eine Konzentration (4 mg Topotecan auf 2 ml Beads) gewabhlt, die in
Zukunft zu einer vertrdglichen Dosierung fiihren konnte und gleichzeitig in
zentralisierten Zytostatika-Herstellungsbereichen einfach zu handhaben ist (1 Vial

Beads auf 1 Vial Topotecan HCI).

Handelsiibliches Topotecan Hydrochlorid Lyophilisat (Hycamtin®, 4 mg / Vial) wurde
mit Wasser fur Injektionszwecke rekonstituiert, um eine Konzentration von 1 mg
Topotecan pro ml zu erhalten. Die Mikrospharen (DC Bead™, 300 — 500 um, 2ml /
Vial) wurden mit 4 ml der rekonstituierten Wirkstofflosung versetzt. Je 3 Proben
wurden direkt nach Mischung auf eine Schiittelapparatur gestellt oder ohne Bewegung
unter statischen Bedingungen gelagert. Die Lagerung erfolgte lichtgeschiitzt bei
Raumtemperatur Uber einen Zeitraum von 7 Tagen. In verschiedenen Zeitintervallen
(nach 5, 10, 15, 30 min, 1, 2, 6, 24 h, 7 Tagen) wurden Proben aus dem Uberstand

enthnommen und mittels einer Reversed-Phase HPLC Methode mit UV-Detektion die
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Topotecan-Konzentration gemessen. Die Ladungskapazitdt wurde durch Bestimmung

der Wirkstoffkonzentration im Uberstand ermittelt.

Die Beladung mit 2 mg Topotecan in 1 mg DC Beads™ erfolgte schneller, wenn die
Mischung leicht geschuttelt wurde. Nach einer Beladungszeit von 1 Stunde wurden
jedoch ~ 90% des Topotecans auch unter statischen Bedingungen auf die Beads
geladen, was fur die Praxis der zentralisierten Zytostatikaherstellung einfacher
durchfuhrbar ist.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Topotecan beladenen DC Beads™
Uber einen Zeitraum von mindestens 7 Tagen bei Raumtemperatur unter Lichtschutz
physikalisch-chemisch stabil sind. Mit Topotecan beladene DC Beads™ kdnnen also
im Voraus unter aseptischen Bedingungen hergestellt werden. Fir die Praxis wird
allerdings empfohlen, die Topotecan beladenen DC Beads™ im Kihlschrank
aufzubewahren, um die mikrobielle Stabilitat zu gewéahrleisten. Wegen lichtbedingter
Zersetzungsreaktionen von Topotecan sollten Arzneimittel-Zubereitungen prinzipiell vor

Licht geschitzt aufbewahrt werden.

Physikalisch-chemische Stabilitat von Infusionsldsungen der Purin-
Analoga Nelarabin und Clofarabin

In den letzten Jahren wurden zwei Antimetabolite zur Behandlung von Leukdmien neu

zugelassen.

Das Zytostatikum Nelarabin wird seit 2005 zur Behandlung von Patienten mit T-ALL
und T-LBL eingesetzt, wenn diese zuvor nicht auf andere Therapien angesprochen
haben. In der vorliegenden Studie wurde die physikalisch-chemische Stabilitat von
applikationsfertigen Nelarabin-Infusionslésungen in Ethylenvinylacetat-haltigen (EVA)

Leerbeuteln Uber einen Zeitraum von 4 Wochen zu bestimmt.

Die zugelassene Nelarabin-Infusionslésung (Atriance®) der Konzentration 5 mg/ml soll
laut Fachinformationen unverdinnt appliziert werden. Im Rahmen der Studie wurde
handelsiibliche Nelarabin-Infusionsldsung, erhaltlich in Glasflaschen mit 250 mg
Nelarabin, in Leerbeutel (EVA-Infusionsbeutel 100 - 300 ml, Neocare) uberfuhrt. Die
applikationsfertigen Infusionsbeutel mit einer Konzentration von 5 mg/ml wurden bei 2 -
8 °C oder bei Raumtemperatur, entweder lichtgeschitzt oder unter Lichtexposition,
gelagert. Direkt nach Herstellung und an den Tagen 1, 3, 7, 14, 21 und 28 wurden
Proben entnommen und mittels einer validierten RP-HPLC-Methode mit UV-Detektion

analysiert. Wdchentlich wurden pH-Messungen durchgefihrt. Des Weiteren wurden
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die Losungen auf sichtbare Farbveranderungen und Prazipitationen bei jeder

Probenentnahme inspiziert.

Die Stabilitatstests zeigen, dass Nelarabin-Infusionslosungen in EVA-Infusionsbeuteln
mindestens 28 Tage physikalisch-chemisch stabil sind. Die gemessenen Nelarabin-
Konzentrationen blieben unabhangig der Lagerbedingung stabil (> 95%). Weder

Farbveranderungen noch Ausféllungen konnten in den Losungen beobachtet werden.

Trotz der gezeigten physikalisch-chemischen Stabilitat auch bei Raumtemperatur sollte
die Lagerung im Voraus hergestellter Nelarabin-Infusionslosungen unter

mikrobiologischen Aspekten bevorzugt bei 2-8 °C erfolgen.

Neben Nelarabin wurde 2006 ein weiteres Purin-Analogon, welches zur Behandlung
von Patienten mit akuter lymphoblastischer Leukéamie (ALL) eingesetzt wird,
zugelassen. Das Zytostatikum Clofarabin wirkt als Antimetabolit von Adenin und
hemmt die DNA-Polymerase und RNA-Reduktase.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die physikalisch-chemische Stabilitat der
Clofarabin-Stammlésung (Evoltra®) und die Stabilitat applikationsfertiger Clofarabin-
Infusionslésungen geprift. Hierzu wurde Clofarabin-Stammlésung  mit  einer
Konzentration von 1 mg/ml mit 0,9% Natriumchlorid- oder 5% Glucoseldsung (freeflex®,
Polypropylen-Infusionslésungen) auf zwei tibliche Konzentrationen verdiinnt (0,2 mg/ml
und 0,6 mg/ml). Sowohl die verdinnten Clofarabin-Infusionsiésungen als auch die
Stammldsungen wurden bei 2-8 °C oder bei Raumtemperatur Uber einen Zeitraum von
28 Tagen gelagert. An den Tagen O, 1, 3, 7, 14, 21 und 28 wurden Proben
entnommen. Je Messtag wurden die pH-Werte und der Clofarabin-Gehalt der
Losungen mittels validierter RP-HPLC Analyse bei 265 nm bestimmt. Zusatzlich wurde
die Kompatibilitit von verdinnten Clofarabin-Lésungen (0,1 — 0,4 mg/ml) mit
unterschiedlichen Behaltnismaterialien (PVC, Glas, PP) Uber einen Zeitraum von 48

Stunden untersucht.

Die handelstbliche unverdiinnte Clofarabin-Stammlésung und applikationsfertige
Clofarabin-Infusionslésungen erwiesen sich, unabhangig von den Lagerbedingungen,
den eingesetzten Tragerldsungen oder gewahlten Konzentrationen, tUber 28 Tage als
physikalisch-chemisch stabil (Clofarabingehalt > 90%). Eine Adsorption an die
getesteten Behdltnismaterialien konnte nicht beobachtet werden. Auch hier ist wegen

der mikrobiologischen Stabilitat Kiihllagerung zu bevorzugen.
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Physikalisch-chemische Stabilitat von Trastuzumab Infusions-
Zubereitungen

Der monoklonale IgG-Antikérper Trastuzumab (Herceptin®) ist fiir die Behandlung von
HER2-Rezeptor positiven Patienten mit Mamma- und metastasierendem
Magenkarzinom zugelassen. Die Haltbarkeit von Antikdrper-haltigen Arzneimitteln und
deren Untersuchung ist wesentlich problematischer als fiir Nicht-Protein-Arzneimittel.
Dementsprechend ist tiber die Stabilitat applikationsfertiger Antikdrperzubereitungen in
der Klinischen Praxis noch wenig bekannt. Zu beachten ist in jedem Fall die
Empfindlichkeit gegeniber Temperatureinflissen und Scherkraften sowie die Gefahr
der Adsorption. In dieser Arbeit wurde die physikalisch-chemische Stabilitdt von
applikationsfertigen Trastuzumab Infusions-Zubereitungen tber einen Zeitraum von 28

Tagen und praxisiblichen Lagerbedingungen bestimmt.

Trastuzumab-Lyophilisat wurde mit Wasser fir Injektionszwecke rekonstituiert und
anschlieRend mit 0,9% NaCl-Tragerlésung (freeflex®, PP-Infusionsbeutel) auf
therapeutisch dbliche Konzentrationen (0,4 und 4,0 mg/ml) verdinnt. Die
applikationsfertigen Losungen wurden bei 2-8 °C oder bei Raumtemperatur, bei
Tageslicht oder unter Lichtschutz gelagert. An den Tagen O (initial), 1, 3, 7, 14, 21 und
28 wurde die Stabilitat mittels SE-HPLC, UV-Spektroskopie, SDS-Page und pH-
Messungen (wdchentlich) untersucht. Die quantitative Bestimmung der Konzentration
des Antikopers erfolgte parallel mit SE-HPLC und UV-Spektroskopie.

In den getesteten Trastuzumab-Infusionslésungen mit 0,9% NaCl-Infusionslésung blieb
die Trastuzumab Konzentration Uber einen Zeitraum von minimal 28 Tagen stabil. Die
gemessenen Trastuzumab-Konzentrationen lagen > 90% der initial gemessenen
Konzentration. Zwar lag bei den sehr stark verdiinnten Testldsungen der Konzentration
0,4 mg/ml die Konzentration nach 14 Tagen unterhalb der Stabilitdtsgrenze, doch
scheint dies am ehesten methodenbedingt zu sein. In einer qualitativen Untersuchung
auf Zersetzungsreaktionen mit SDS-PAGE wurden keine zusatzlichen Banden, die auf
Fragmente oder Abbauprodukte hinweisen, detektiert. Auch in der SE-HPLC konnten
keine Abbauprodukte nachgewiesen werden. Die Lagertemperatur und die
Lichtexposition hatten keinen Einfluss auf die Stabilitat. Sichtbare Partikel, Triibung
oder Verfarbung der Infusionsldsungen traten nicht auf. Subvisuelle Partikel wurden
nicht quantitativ bestimmt, doch ist aus der Literatur bekannt, dass Trastuzumab wenig
zur Aggregation neigt. Die Verdinnung mit 5%iger Glucose-Lésung wurde nicht
untersucht, da der Hersteller dies wegen mdglicher Proteinaggregation nicht empfiehlt.

Aus mikrobiologischer Sicht wird die Lagerung der applikationsfertigen Trastuzumab-
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Infusionslésungen im Kuihlschrank empfohlen. Bei sorgsamer Herstellung und
Lagerung ist in der Zusammenschau der Untersuchungsergebnisse von Stabilitat der

Trastuzumab-Infusionslésungen lber einen Zeitraum von 28 Tagen auszugehen.
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