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1. Einleitung

Tumorerkrankungen

Ein Tumor ist eine gut- oder bdsartige Gewebewucherung, die ein irreversibles, zellula-
res (klonales) Phanomen darstellt. Neben zahlreichen gutartigen (benignen) Tumoren
wie Adenomen gibt es verschiedene bosartige (maligne) Tumorerkrankungen, die sich
grob in Karzinome und Sarkome unterteilen lassen. Karzinome gehen von Oberflachen-
geweben (Epithelien), beispielsweise Haut, Schleimhaut oder von Driisengewebe aus.
Entstehen die malignen Tumoren im Binde-, Stitz-, Fett-, Knorpel- und Knochengewebe
(mesenchymal), spricht man von Sarkomen (1).

Im Gegensatz zu den benignen Tumoren, die durch ihr Wachstum gesundes Gewebe
verdrangen kénnen, kdnnen die malignen Tumoren das umliegende Gewebe durch Ein-
wachsen zerstoren. Bei den malignen Tumoren kénnen Metastasen entstehen, wenn
sich Tumorzellen vom Primarius ablésen und tber Lymph- und Blutgefal3en in benach-
barte Lymphknoten und spater in andere Organe wie Leber, Lunge, Gehirn und anderen
Knochen ,abwandern®. Mit histologischen Untersuchungen kann diagnostiziert werden,
von welchem Organ und Zelltyp die Metastasen ausgegangen sind (1).

AuRere Einflisse wie z. B. ungesunde Ernahrung, Virusinfektionen, Umweltfaktoren und
Schadstoffe stellen Risikofaktoren fir Tumorentstehungen dar. Zudem ist erwiesen, dass
die Haufigkeit von Tumorerkrankungen mit steigendem Lebensalter deutlich zunimmt.
Die durchschnittliche Lebenserwartung in Deutschland steigt, was auch einen Anstieg
der Krebsneuerkrankungen zur Folge hat. In einer von der DGHO verdéffentlichten Studie
(2) wurde dargestellt, dass der Anteil der alteren Menschen im Zeitraum zwischen 2008
und 2020 stark zunimmt, obwohl die Gesamtbevdlkerung in Deutschland um etwa 1,8
Millionen Einwohner (2,2%) abnehmen wird. Folglich wird die Anzahl der Krebsneuer-
krankungen in 2020 um etwa 67.000 Falle zunehmen (2).

Pro Jahr erkranken ca. 500.000 Erwachsene in Deutschland an Krebs. 39.280 Falle da-
von waren im Jahr 2013 Blutkrebs, also vom Blut oder von blutbildenden Organen (ha-
matologischer Ursprung) ausgehend (3). Diese Art der Tumorkrankheit ist die finfthau-
figste krebsbedingte Todesursache. Die drei haufigsten Typen sind das Lymphom, Leu-

k&mie und das Myelom.

Das Lymphom ist weltweit mit jahrlich Gber 400.000 Diagnosen die haufigste Art des
Blutkrebs (4). Sein Ursprung liegt in bestimmten Zellen des Immunsystems wie B- und T-



Lymphozyten. Uber die Ursachen ist wenig bekannt. Neben den Hodgkin-Lymphomen
gibt es Non-Hodgkin-Lymphome (NHL), die in langsam wachsende (indolente) Formen
wie z. B. das Follikulare Lymphom und schnell wachsende (aggressive) Formen wie z. B.
das diffuse grof3zellige B-Zell-Lymphom (DLBCL) unterteilt werden kdnnen (5). Erste
Symptome sind Lymphknotenschwellungen, haufig in der Halsregion, Fieber, Nacht-
schweil? sowie erhohte Infektanfalligkeit.

Die zweithdufigste Form der Hamoblastosen stellen die Leukamien dar. Jahrlich wird bei
300.000 Menschen weltweit eine Leukéamie neu diagnostiziert (4). Je nach Art der entar-
teten Leukozyten (Leukamie = weil3es Blut) unterscheidet man verschiedene Leukamie-
arten. Aus bisher wenig bekannten Griinden entarten die blutbildenden Stammzellen des
Knochenmarks und gebildeten Leukozyten (Lymphozyten, Granulozyten) reifen nicht
vollstandig aus. Sie vermehren sich unkontrolliert und verdrangen die noch gesunden
Leukozyten. Die vier Haupttypen der Leukamie sind die Akute lymphatische Leukamie
(ALL), die Chronische lymphatische Leukémie (CLL), die Akute myeloische Leukamie
(AML) und die Chronische myeloische Leukamie (CML). Die Anzeichen und Symptome
unterscheiden sich je nach Art der Leukamie (6).

Ein Myelom wird jahrlich bei Gber 100.000 Menschen diagnostiziert. Es handelt sich
hierbei um eine Krebserkrankung der Plasmazellen. Der Name ,Multiples Myelom (MM)*
basiert auf den im ganzen Korper universell vorkommenden Plasmazellen (7). Durch
deren Entartung kommt es an einzelnen Stellen im Knochenmark zu einer herdférmigen
Vermehrung der Plasmazellen, verbunden mit Knochenbriichen und Verédnderungen der
Blutbildung. Im Unterschied zu Lymphomen und Leukamien, ist das Myelom durch einen
schubférmig remittierenden Krankheitsverlauf charakterisiert. In den symptomatischen
Phasen (Schibe) braucht der Patient aktive Behandlung. In der Remissionsphase zeigt

der Patient keine Symptome und ist nicht behandlungsbedurftig (7).

Tumortherapie

Paul Ehrlich (1854-1915), Nobelpreistrager des Jahres 1908, gilt als der Begrinder der
Immunologie und der modernen Chemotherapie. Neben zahlreichen Organoarsen- und
Organoarsenostibino-Verbindungen entwickelte und patentierte er auch acridinbasierte
Tumortherapeutika (8). Er erfand den Begriff Chemotherapie. Allerdings verstand er da-
runter keineswegs Medikamente gegen Krebs, sondern Wirkstoffe zur Bekampfung von
Infektionskrankheiten. Seine Methode, Naturstoffe auf ihre Effekte zu prifen und halb-

synthetisch weiterzuentwickeln, wurde bereits zu Beginn des 20. Jahrhunderts auch fir



die Entwicklung von Tumortherapeutika ibernommen. Analog zu den Antiinfektiva sollten
zytotoxische Arzneistoffe entwickelt werden, die gesunde Zellen mdglichst nicht beein-
flussen, aber auf Krebszellen wachstumshemmend wirken (9).

Zytostatika, die die Zellteilung hemmen und somit gegen Krebs wirken, lassen sich ent-
sprechend der Wirkmechanismen oder chemischen Struktur in Wirkstoffgruppen, wie z.B.
Alkylanzien, Antimetabolite und Anthrazykline einteilen. Die meisten Zytostatika wirken
phasenspezifisch in jeweils unterschiedlichen Phasen des Zellzyklus (s. Abbildung 1.1).
Zur Behandlung solider Tumoren kann die Zytostatikatherapie nach einer Operation oder
Bestrahlung als adjuvante Chemotherapie oder davor als neoadjuvante Chemotherapie
erfolgen (1).

Probleme der Zytostatikatherapie sind einerseits die unerwiinschten Wirkungen, die frtih
(teils sofort) oder spat (auch nach Jahren) auftreten kénnen. Da die zellschadigende
Wirkung nicht auf die Krebszellen beschrankt ist, sondern auch alle anderen sich naturli-
cherweise schnell teilende Zellen, beispielsweise Schleimhaut-, Haarwurzel- oder Kno-
chenmark-Zellen betrifft, kbnnen verschiedene Komplikationen wie z.B. Leukopenie,
Anamie, Haarausfall und Durchfall ausgel6ést werden (1). Andererseits stellen die Resis-
tenzentwicklungen des Tumors ein groRes Problem dar. Die Uberexpression von P-
Glykoproteinen in Tumorzellen ist eine wichtige Ursache fur das verminderte Ansprechen
auf Zytostatika (Multidrug Resistance). Dartber hinaus kénnen Tumorzellen durch ver-
schiedene Mechanismen wie z. B. erhdhte DNA-Reparaturaktivitat unter Carmustin-
Therapie, Resistenzen gegen die Zytostatika entwickeln.

Neben in der Regel als Zytostatika bezeichneten ,small molecules’, stehen heutzutage
auch andere medikamentdse Krebstherapien zur Verfigung. Dazu gehéren z. B. Hor-
montherapien, zielgerichtete Therapieansatze (targeted therapies) und Immuntherapien
(1).

Eine besondere Behandlungsform der Hamoblastosen (z.B. Leukamien) ist die so ge-
nannte ,Hochdosis-Chemotherapie" mit anschlie3ender Stammzelltransplantation (SZT).
Hierbei wird das mit Tumorzellen befallene Knochenmark des Patienten mit einer beson-
ders intensiven Chemotherapie zerstort. Anschlieend erhalt der Patient gesunde blut-
bildende Stammzellen eines Spenders (allogene SZT) oder eigene, von den kranken
Zellen gereinigte Stammzellen (autologe SZT), damit diese sich im Knochenmark ansie-

deln und vermehren (1).
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Abbildung 1.1:  Bildliche Darstellung von verschiedenen Zellzyklus-Phasen. Zu jeder Phase sind

Zytostatika aufgelistet, die phasenspezifisch wirken (10).

Herstellung von Tumortherapeutika

Die meisten Zytostatika gehdren zu den genotoxischen ,CMR*-Gefahrstoffen, die im
Umgang erganzende SchutzmaflRnahmen nach Schutzstufe 4 (8§11 GefStoffV) erfordern
(11). Im Umgang mit CMR-Arzneimitteln in Einrichtungen der medizinischen Versorgung
sind die konkretisierten Vorgaben in der TRGS 525 (12) bzw. im BGW-Themenheft ,Zy-
tostatika im Gesundheitsdienst — Informationen zur sicheren Handhabung von Zytostati-
ka“ (13) zu beachten. Als weitere hilfreiche Richt- und Leitlinien sind z. B. die Unfallver-
hitungsvorschriften (u. a. VBG 113 ,Umgang mit krebserzeugenden Stoffen®), die Bewer-
tung monoklonaler Antikérper zum Schutz Beschéaftigter (EP-BmAK) der BGW und das
Bundesarbeitsblatt (7—8/98, 69—70) zu nennen (14).

Heutzutage ist die zentrale Zubereitung von Zytostatika der dezentralen Zubereitung zu
bevorzugen. Nach der novellierten Gefahrstoffverordnung (gemafl 811 Chemikalienge-
setz) mussen alle eingesetzten Gefahrstoffe ohne Differenzierung nach Zweckbestim-
mung in einem Gefahrstoffverzeichnis aufgefihrt werden (15). In der Folge ist eine Ge-
fahrdungsbeurteilung fir den Umgang durch eine sachkundige Person (z. B. Apotheken-
leiter) durchzufiihren. Zudem missen nach 814 der GefStoffV Umgangsvorschriften (Be-

triebsanweisungen) erstellt, Mitarbeiter unterwiesen und die Unterweisungen dokumen-



tiert werden (11).

Fur die Herstellung von Zytostatika-Zubereitungen gibt es neben der ADKA-Leitlinie auch
eine Leitlinie der Bundesapothekerkammer (BAK-Leitlinie). Die Leitlinie ,Aseptische Her-
stellung und Prufung applikationsfertiger Parenteralia mit CMR-Eigenschaften der Kate-

gorie 1A oder 1B“ der Bundesapothekerkammer (BAK) ist in Abbildung 1.2 dargestellt
(16).
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Abbildung 1.2:  Leitlinie der Bundesapothekerkammer zur Qualitatssicherung “Aseptische Herstel-
lung und Prifung applikationsfertiger Parenteralia mit CMR-Eigenschaften der Kate-
gorie 1A oder 1B”. Die rot unterlegten Bausteine zeigen, fir welche Tatigkeiten in
der Zytostatika-Herstellung die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit von Bedeu-
tung sind (16).



Haltbarkeit von Zytostatika-Losungen

In der zentralen Zytostatikazubereitung kommt dem Festlegen von Haltbarkeiten eine
grof3e Bedeutung zu. Die Verantwortung hierfur liegt bei dem fur die Herstellung verant-
wortlichen Apotheker. Dies ist nicht immer einfach, da eine Diskrepanz zwischen den
Angaben des Herstellers, der Hilfstaxe und einer Vielzahl von Publikationen besteht (17).
Die Angaben der Hilfstaxe sind das Ergebnis der Verhandlungen zwischen
GKV-Spitzenverband und Deutschem Apotheker Verband (DAV). Sie stellen in der Regel
eine sicherheitsorientierte Pauschalierung (24 Stunden) dar und basieren auf den
Fachinformationen. Alleine die Angaben der Fachinformation sind rechtlich relevant. Nur
fur die darin enthaltenen Angaben tGibernehmen die Hersteller die Haftung.

Der Hersteller, der das Arzneimittel mit allen seinen Eigenschaften, u. a. dessen Abbau-
produkte, am besten kennt, ist rechtlich nicht verpflichtet, adaquate Haltbarkeiten von
Stamm- und Infusionslésungen anzugeben. Neben den Kosten fir die zusatzlichen Un-
tersuchungen sind weniger Verwirfe fur die Herstellerfirma gleichbedeutend mit weniger
Umsatz. Die in den Fachinformationen angegebenen Haltbarkeiten sind daher oft deut-
lich kiirzer als die Angaben in der Sekundarliteratur. Sobald ein Wirkstoff den Patent-
schutz verliert, kann es aus Marketinggriinden von Vorteil sein, langere Haltbarkeiten fur
die Stamm- und Infusionslésungen zu untersuchen und anzugeben. Generika- oder Bio-
similarhersteller geben oft deutlich langere Haltbarkeitszeitraume an als die Hersteller
der Originatorprodukte.

Aus der Sicht der Krankenkasse ist es verstandlich, dass mdglichst lange Haltbarkeiten
bei der Zubereitung der Zytostatika-Losungen zugrunde gelegt werden sollen. Die Kran-
kenkassen missen teilweise auch den Verwurf bezahlen und haben daher aus wirt-
schaftlichen Grinden ein grol3es Interesse, diesen Verwurf moglichst gering zu halten.
Die Krankenkasse darf aber keinesfalls die Gesundheit ihrer Versicherten gefahrden.
Deshalb wird auch keine Krankenkasse schriftlich langere Haltbarkeiten festsetzen, da
sie dafir die Haftung tibernehmen misste.

Soll die Haltbarkeit tber die Herstellerangaben in der Fachinformation hinaus verlangert
werden, muss die zubereitende Apotheke zunachst die physikalisch-chemische und mik-
robiologische Stabilitat prifen. Die in den Fachinformationen angegebenen Aufbrauch-
fristen von maximal 24 Stunden nach Anbruch bzw. der Zubereitung werden meistens
unter mikrobiologischen Aspekten festgelegt. Erfolgt die Zubereitung unter validierten
und kontrollierten aseptischen Bedingungen in der zentralen Zytostatikazubereitung,

kann die Aufbrauchfrist basierend auf der physikalisch-chemischen Stabilitat der Zytosta-



tika-Losung festgesetzt werden (18).

Die Apotheke der Universitatsmedizin Mainz untersucht seit langem verschiedene Arz-

neistoff-Zubereitungen auf physikalisch-chemische Stabilitat (s. a. Stabil-Liste®). Die Un-

tersuchung der physikalisch-chemischen Stabilitat kann mit Hilfe von verschiedenen va-
lidierten Methoden wie z. B. HPLC-Untersuchungen durchgefuihrt werden. Die Untersu-
chungsergebnisse werden kritisch beurteilt und publiziert. Basierend auf diesen experi-
mentellen Daten werden die Haltbarkeiten der gedffneten, rekonstituierten und applikati-
onsfertigen Zytostatika-zubereitungen in der zubereiten Apotheke festgelegt. Je ahnli-
cher die stabilitdtsdeterminierenden Faktoren (z.B. Art der Tragerldsung, Konzentration,
Primarpackmittel, Temperatur) in der experimentellen Untersuchung und der in Frage
stehenden Zytostatikazubereitung sind, umso eher kdnnen die Ergebnisse der physika-

lisch-chemischen Stabilitéat Gbertragen werden.

Applikation von Tumortherapeutika

Wie und mit welchen Arzneimitteln eine Chemotherapie durchgefiuhrt wird, hangt von
verschiedenen Faktoren ab und muss fiur jeden Patienten individuell festgelegt werden
(1). Die haufigste Form ist die intravendse Applikation als Infusionslésung. Hierzu ist das
Einlegen von Port-Kathetern sinnvoll, um mdgliche Paravasation von Zytostatika-
Ldsungen in das umliegende Gewebe zu vermeiden. Diese Port-Systeme kdnnen alter-
nativ auch in Arterien (intraarteriell) oder im Bereich des Rickenmarks (epidural) einge-
legt werden. In bestimmten fortgeschrittenen Stadien des Lebertumors kdénnen die Arz-
neistoffe auf der Oberflache der DC Beads beladen direkt zum Tumorherd in der Leber
gebracht werden. Eine weitere besondere Form der Applikation stellt die intrathekale
Gabe von Zytostatika dar. Diese Applikationsroute wird gewahlt, wenn die Arzneistoffe
die Blut-Hirn-Schranke umgehen sollen und zentral, beispielsweise bei einem ZNS-Befall,
wirken sollen.

Bei einigen Tumortherapeutika wird in den Fach- und Gebrauchsinformationen die Ver-
wendung eines In-Line-Filters wahrend der Applikation vorgeschrieben. Die In-Line-Filter
werden bei der Applikation zwischen Infusionsbehaltnis und Infusionssystem oder pati-
entennah am Zugang angebracht. Dabei sollten beispielsweise Partikel, die sich in der
Zubereitung befinden kénnen, zurtickgehalten werden. Auch die Angaben zur Auswabhl
des geeigneten Filters sind den Fach- und Gebrauchsinformationen nicht immer eindeu-

tig. Die Anforderungen an die Materialeigenschaften der Filtersysteme fir das jeweilige



Arzneimittel und die Eigenschaften der auf dem Markt verfigbaren Filtersets sollten vor
Therapiebeginn miteinander abgeglichen werden. Zur Verbesserung der Arzneimittelthe-
rapiesicherheit kann das geeignete Filterset in der zentralen Zytostatikazubereitung der
applikationsfertigen Zubereitung beigelegt werden.



Untersuchungen zur physikalisch-chemischen Stabilitdt von ausgewahlten Tumortherapeutika

2. Untersuchungen zur physikalisch-chemischen Stabili-

tat von ausgewahlten Tumortherapeutika

2.1 Physikalisch-chemische Stabilitat von Plerixafor

2.1.1 Mobilisierung von hdmatopoetischen Stammzellen

Stammzellapherese

Trotz der Einfliihrung neuer Wirkstoffe fir die Behandlung von Hamoblastosen, ist die
SZT v. a. bei Patienten mit hohem Rezidivrisiko oder wenn mit herkdbmmlicher Therapie
keine komplette Remission erreicht wird, eine wichtige Therapieoption. Ziel ist es, die
Dauer der Chemotherapie-induzierten Aplasie zu verkirzen sowie die behandlungsbe-
dingte Morbiditat und Mortalitat zu reduzieren. So waren unter den insgesamt 16.000 im
Jahr 2008 in Europa durchgefuhrten autologen SZT ca. 13.400 Patienten mit lympho-
proliferativen Erkrankungen, 1.400 Patienten waren an soliden Tumoren erkrankt und
knapp 1.000 litten an einer Leukadmie (19).

Stammzellmobilisierung ist ein multifaktorieller Prozess an dem Adhasionsmolekile, pa-
rakine Zytokine, extrazellulare Matrix des Knochenmarks und chemotaktische Faktoren
beteiligt sind. Hamatopoetische Stammzellen kénnen derzeit aus dem Knochenmark
durch multiple Punktion, aus dem peripheren Blut nach Mobilisation mit einer geeigneten
Vorbehandlung durch Leukapherese oder aus dem Plazentarestblut durch Punktion der
Nabelschnur nach abgeschlossenem Geburtsvorgang gewonnen werden (20). Die Mobi-
lisierung peripherer Stammzellen und Sammlung mittels Apherese vermeidet invasive
Schritte unter Vollnarkose und stellt die gangigste Methode zur Entnahme dar (siehe Ab-
bildung 2.1).

Zu bedenken ist, dass bei der Apherese zur autologen SZT auch Krebszellen aus dem
Knochenmark freigesetzt und zusammen mit den Stammzellen gesammelt werden koén-
nen. Die mdglichen Auswirkungen einer Infusion von diesen Krebszellen wahrend der
Transplantation sind noch nicht abschliel3end untersucht worden (1).

Eine sogenannte ,Chemomobilisierung“ nutzt die erhdhte Anzahl der Stammzellen im
Blut wahrend des Erholungszeitraums nach der Chemotherapie aus. Die eingesetzte
Mobilisierungstherapie wird patientenindividuell an das jeweilige Krankheitsbild und wei-
tere Faktoren wie das Alter angepasst. Nachteile einer Chemomobilisierung sind die
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groRere Toxizitat, hohere Hospitalisierungsraten sowie die mdogliche Schadigung des

Knochenmarks (1).

ACDA
(Gerinnungshemmer) Sammelbeutel

Sammelmenge
ca. 1 ml/min
insgesamt ca 200 ml

Entnahme
ca. 60—100 ml/min Riickgabe

Voliblut Zentrifuge

ca. 2000 Umdrehungen/min

Blutplasma

rote Blutkérperchen

weiBe Blutkorperchen,
Stammzellen, Blutplatichen

Abbildung 2.1:  Bildliche Darstellung einer peripheren Stammzellentnahme mittels Apherese (21).

Wirkung von Granulozyten-Kolonie-stimulierendem Faktor

Die Wirkung des Granulozyten-Kolonie-stimulierendem Faktors (GCS-F) bei der Blut-
stammzelltransplantation wurde bereits im Jahr 1988 gezeigt (22). Ergebnissen mehrerer
prospektiv randomisierter Studien zufolge soll der glykosylierte GCS-F Lenograstim die
Stammzellen effektiver mobilisieren als nicht-glykosylierter GCS-F Filgrastim (23, 24).

Bei der SZT gelten zwei Millionen CD34"-Zellen pro kg KG des Empfangers als Minimum
fur eine erfolgreiche Transplantation. Wiinschenswert ist jedoch eine Zielzellzahl von funf
Millionen Stammzellen pro kg KG. Trotz der Behandlung mit GCS-F wird bei 5 bis 30%
der gesunden Spender bzw. Patienten ein Mobilisierungsversagen beobachtet (Poor-
Mobilizer). Verschiedene Risikofaktoren wie z. B. hohes Alter, vorherige extensive Radio-

therapie oder vorherige Chemotherapie konnen Griinde fur die unzureichenden Zellzah-
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len (Leukozyten <10.000/pL und CD34"-Zellen <20/uL) sein (25).

Wirkung von Plerixafor

Durch den neuen Wirkstoff Plerixafor ist es moglich geworden, die Apherese effizienter
durchzufiihren. Der selektive Antagonist des CXC-Motiv-Chemokinrezeptors 4 (CXCR4)
bindet im Vergleich zur indirekten Wirkung von G-CSF spezifisch an den CXCR4 an der
Oberflache von Stammzellen und verhindert damit die Verbindung mit dem Protein SDF-
la (auch bekannt als CXCL12), das an der Oberflache der Knochenmarkzellen expri-
miert ist. Durch die Rezeptorblockade werden mehr hamatopoetische Stammzellen aus
dem Knochenmark in die Peripherie freigesetzt (26).

Unter dem Handelsnamen Mozobil® ist Plerixafor in Kombination mit G-CSF bei Patien-
ten mit Lymphom und MM, die nicht ausreichend Stammzellen mobilisieren, zur Verbes-
serung der Mobilisierung hamatopoetischer Stammzellen in das periphere Blut zur Ent-
nahme und anschlie3enden autologen Transplantation zugelassen (26). Daten von Liles
et al. (27) zeigen, dass der Einsatz von Plerixafor zusatzlich zu einem funftagigen
G-CSF-Regime im Zeitfenster zwischen vier und 18 Stunden nach der Applikation zu
einer signifikanten Erhéhung der peripheren CD34"-Zellzahl (n=10; p <0,05) fiihrte. Der
Peak der CD34"-Zellen lag zwischen zehn und 14 Stunden nach der Plerixafor-Gabe
(27). Bei den Zulassungsstudien von DiPersio et al. wurden NHL- (28) bzw. MM-
Patienten (29) untersucht. Durch die Behandlung mit Plerixafor wurden die Zielzellzahlen
rasch erreicht und es konnten mehr Patienten autolog transplantiert werden.

Die empfohlene Dosis von Plerixafor betragt 0,24 mg/kg KG taglich. Es sollten nicht
mehr als 40 mg Plerixafor pro Tag verabreicht werden. Die Gabe erfolgt durch subkutane
Injektion sechs bis elf Stunden vor Einleitung der Apherese im Anschluss an eine vierta-
gige Vorbehandlung mit G-CSF. In klinischen Studien wurde Plerixafor haufig an zwei bis
vier (und bis zu sieben) aufeinander folgenden Tagen angewendet (26).

Die haufigsten Nebenwirkungen von Plerixafor sind mit einer Haufigkeit von tber 10%
Durchfall, Ubelkeit, Erbrechen, Miidigkeit, Kopf- und Gelenkschmerzen sowie Reaktio-
nen an der Injektionsstelle. Darliber hinaus sind Blutbildverdnderungen mit einem An-
stieg der Leukozytenzahl und einer Verringerung der Thrombozytenzahl moglich (26).
Plerixafor darf nicht bei Leukdmiepatienten eingesetzt werden, da der Wirkstoff auch die
Freisetzung von leukamischen Zellen férdern kann (26). Diese Patienten werden zudem

immer allogen transplantiert, um die Reinfusion von Leuk&amiezellen zu vermeiden.
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Herstellung von applikationsfertigen Mozobil®-Zubereitungen

Vor der subkutanen Applikation wird das Wirkstoffkonzentrat Mozobil® unverdiinnt mit
einer Einmal-Plastik-Spritze und einer Kanile aufgezogen. Bei der Zubereitung sollte
aus Sicherheitsgriinden bevorzugt eine Spritze mit einem Luer-Lock-Ansatz ausgewahlt
werden. In der zentralen Zytostatikazubereitung kann die applikationsfertige Mozobil®-
Ldsung auch unter aseptischen Bedingungen hergestellt werden.

Laut der Fachinformation von Mozobil® sollte das Produkt sofort nach dem ersten An-
bruch verworfen werden (30). Informationen zur physikalisch-chemischen Stabilitat der
Injektionslosung nach Erstanbruch des im Glasvial und der applikationsfertigen Zuberei-
tung werden vom Hersteller nicht gegeben, sodass der fir die Herstellung verantwortli-
che Apotheker die Verantwortung fur die Dauer und Bedingungen der Aufbewahrung

tragt.

Gegenstand der nachfolgend in Form einer veréffentlichten Originalpublikation darge-
stellten Studie war die Bestimmung der physikalisch-chemischen Stabilitat von Plerixa-
for-haltigen Stammlésungen in Originalglasvials und applikationsfertiger Zubereitungen
in Einmal-Plastik-Spritzen Uber einen Zeitraum von drei Monaten. Die experimentellen
Untersuchungen wurden mit dem Ziel durchgefiihrt, die Haltbarkeiten des Anbruchs und
der applikationsfertigen Zubereitungen auf Basis der Untersuchungsergebnisse festzule-
gen. Durch die verlangerten Haltbarkeitsdaten konnen Verwurfe dieses teuren Medika-

ments vermieden werden.
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2.1.2 Stability of Mozobil® (Plerixafor) Solution for Injection in Glass Vials
and Syringes over a Three-Month Storage Period
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Abstract

Background: The stability of ready-to-administer parent-
eral preparations is an important issue of drug safety.
Profound knowledge about the physicochemical stability
is necessary in order to determine the “beyvond-use-
dates” of solutions in injection vials after first opening
and ready-to-administer preparations in syringes.
Object: The aim of this study was to determine the phy-
sicochemical stability of plerixafor solution marketed as
Mozobil® solution for injection 20 mg/mL (1.2 mL).
Therefore punctured vials and ready-to-administer syr-
inges of Mozobil® solution for injection stored under
refrigeration (2-8°C) or at room temperature (25°C)
were analysed at predetermined intervals over a maxi-
mum storage period of three months,

Method: The stahility of Mozobil™ solution for injection
was determined in the original glass vials stored under
refrigeration (2-8°C) and at room temperature (25 °C), both
light protected. Plerixafor concentrations and pH wvalues
were determined on days 0, 14, 28, 56 and 84 after first
puncture of the vial. Ready-to-administer syringes were
aseptically prepared by withdrawing 0.2 mL injection con-
centrate via cannulas six times from the same Mozohil®
vial into 1 mL 2-piece plastic syringes. Three syringes each
were stored under refrigeration (2-8°C) and at room tem-
perature (25 °C), both light protected. Plerixafor concentra-
tions and pH values were determined on days 0 and 84,
Each sample was assaved three times by a validated sta-
bility-indicating reversed-phase high-perfformance liquid
chromatography (RP-HPLC) assay with photodiode array
detection (PDA) to analyze the concentration and purity of
plerixafor. Whenever samples are taken the vials and
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syringes were visually checked for colour changes or par-
ticulate matter.

Results: No plerixafor degradation products were detected
in the HPLC chromatograms over the period of 84 days,
independent of the storage temperature. In vials and syr-
inges plerixafor concentrations declined less than 5 9% over
the entire test period of 84 days. The pH values remained
unchanged; the mean values varied between 6.79 and 6.60
for Mozohil® injection concentrate stored in vials and
between 6.73 and 6.69 in the ready-to-administer syringes.
Mo particulate matter and no colour changes were
ohserved over the period of 84 days.

Conclusion: Plerixafor injection solution (Mozobil®™) is
stable in glass vials after first opening and in syringes for
at least three months when stored light protected under
refrigeration (2-8°C) or at room temperature (25°C). For
microbiological reasons storage under refrigeration is
recommended. The proven physicochemical stability of
Mozohil® allows cost-saving pharmacy-based centralized
preparation of ready-to-ad minister syringes.

Keywords: plerixafor, physicochemical stability, injection
concentrate, ready-to-administer syringe, reversed-phase
high-performance liquid chromatography (RP-HPLC)

Introduction

Mozobil™® 20 mg/mL solution for injection containing pler-
ixafor as active pharmaceutical ingredientis indicated in
combination with granulocyte-colony stimulating factor (G-
CSF) to mobilize hematopoietic stem cells (HSCs) to the
peripheral blood for collection and subsequent autologous
transplantation in patients with non-Hodgkin's lymphoma
(MHL) and multiple myeloma (MM) [1]. Plerixafor (AMD3100)
is a small bicycdamic molecule (Figure 1) that antagonizes
the binding of the chemokine stromal cell-derived factor-1
[SDF-1), also known as CXCL12, to its cognate receplor
CXCR4 [2]. Thereby plerixafor induces the mohilization of
hematopoietic stemn cells, which are characterized asCD34 +
cells, from the bone marrow to the bloodstream [3]. In a
phase III prospective randomized double-blind placebo-
controlled trial of plerixafor plus G-CSF for autologous
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Figure 1: Chemical structure of plerizafor (AMD3100), 1,1"[1, &
Phenylenebis(methyene)]bis[1,4,8,11tetraazacyclotetradecane].

stemn-cell mobilization in patients with non-Hodgkin's lym-
phoma was shown that plerixafor acts synergistic with G-
CSF [4]. In another phase I clinical trial plerixafor in combi-
nation with G-CSF resulted in a significantly higher propor-
tion of MM patients achieving the optimum CD34 + target
range for trans plantation in fewer apheresis days, compared
with G-CSF alone [5]. Plerixafor is only used in patients
expected to mobilize stem cells poorly, ie. age over &0
and/or prior myelosuppressive chemotherapy and/or exten-
sive prior chemotherapy and for a peak circulating stem cell
count of <20 HSCs/pL [4]. Because the number of patients
that need mobilization and collection of HSCs for transplan-
tation is small, Mozobil® wasclassified as an arphandrugin
October 2004 [g].

Each single-use vial of Mozobil® is filled to deliver
1.2 mL of 20 mg/mL plerixafor aqueous solution for
injection containing 24 mg of plerixafor. The pH is
adjusted in the range of 6.0-7.5 [1]. Plerixafor has
eight basic amine functional groups, and is slightly
soluble in water and saline, freely soluble in alcohols,
glyeol, and aqueous solutions of the pH <10, Type 1
clear glass 2 mL vials are used as primary containers
and closed with grey chlorobutyl rubber stoppers.

According to the Mozobil™ label the product does not
require any special storage conditions [1]. After opening
the vial, the solution should be used immediately [1]. The
content of each Mozobil® vial is appropriate to treat a
patient with 100 kg body weight (0.24 mg/kg/d used on
24 {and up to 7) consecutive days) [1]. For patients with
a lower body weight, the remaining solution must be
discarded, resulting in a significant waste of this expen-
sive drug (5,800 € per 1 mL).

According to the EPAR [6] stability of plerixafor active
substance is given under a wide range of conditions (tem-
perature, humidity, pH, light) and degradation is only
observed under severe stress conditions. The results from
photostability studies also show that plerixafor is not photo-
sensitive and does not require special protection against
light exposure [6] Mozobil® solution for injection is

DE GRUYTER

terminally sterilized in an autoclave. The specification of
the finished product includes sterility and freedom from
bacterial endotoxins [6]. The commercial packaging is stable
for at least three years when stored at 25°C/e0% RH. No
special precautions for storage are to be regarded [1]. In
addition, the analysis and stability of repurposed plerixafor
products over a period of six months at room temperature
was published in abstract form [7].

Profound knowledge about the physicochemical sta-
hility is necessary in order to determine the in-use storage
time of Mozobil® solution for injection in vials after frst
opening and the beyond-use-date of ready-to-administer
Mozobil® containing preparations in 1 mL 2-piece plastic
syringes. Decision-making is based on the physicochem-
ical stability and concomitantly on the safe aseptic pro-
cessing and is the responsibility of the pharmacist.
Therefore, the purpose of this study is to determine the
physicochemical stability of Mozobil® solution for injec-
tion in the original vials after first opening and in ready-
to-administer syringes when stored under refrigeration
[2-8°C) or at room temperature (25°C) both light pro-
tected over a period of 84 days. The storage conditions
were chosen with an eye to clinical practice.

Chemical stability of plerixafor was planned to be
determined with a stability-indicating reversed-phase
high-performance liquid chromatography (RP-HPLC)
assay which was previously published by M. Mathrusri
Annapuma etal. [8]. Physicochemical stability was
planned to be determined by visual inspection of clarity
and colour as well as pH measurement.

Materials and methods

Preparation of test solutions

All tests were performed using commercially available
Mozobil® 20 mg/mL solution for injection, 1.2 mL (lot-no.:
J3001H103/J3001H76, received from Sanofi-Aventis, DE,
GmbH). In order to determine the stability of Mozohil®
solution for injection in the original glass vials, three
Mozobil® vials were stored under refrigeration (2-8 °C) and
additional three vials were stored at room temperature
(25°C), both light protected. Plerixafor concentrations were
determined on days 0, 14, 28, 56 and 84 after first puncture
of the vial. At each predetermined interval 0.2 mL aliquots
were withdrawn from each wvial using cannulas (ED
Microlance™3) and syringes. The vial stopper was covered
by a plastic film, consisting of paraffin wax and polvolefine
(Parafilm M®, Bemis Company, Neenah, Wisconsin, US).
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The cover was removed prior to the next sampling and the
stopper was disinfected with alcohol before the aliquot was
withdrawn.

Six Mozobil® ready-to-administer preparations were
aseptically prepared by withdrawing 0.2 mL solution for
injection from the same Mozobil® vial in 1 mL 2-piece
syringes (Injekt®-F Tuberculin, 0.01 ml-1 ml, Luer Solo,
lot-no.: 15G13CE, B. Braun Melsungen AG, DE) via cannu-
las. The barrel of the used syringe model is made of poly-
propylene (PP) and the plunger of polyethylene (PE). The
syringe is free from latex, polyvinyl chloride (PVC) and
silicone oil [9]. Three test syringes were stored under refrig-
eration (2-8°C) and additional three syringes were stored
at room temperature (25 °C), both light protected. Plerixafor
concentrations were determined on days 0 and 84.

Sample preparation

Aliquots of the test solutions were twofold diluted in
order to fit the calibration curve of the HPLC assay. In
the first dilution step 25 pl aliquots of the test solutions
were diluted with 975 pL mobile phase. Then 400 pL of
the diluted solution were mixed with 600 pL mobile
phase to achieve a concentration of 0.2 mg/mL plerixafor.

Determination of the chemical
stability of plerixafor solution
for injection

HPLC assay

The HPLC system consisted of a Waters Alliance 2695 with
Waters photodiode array detector 996 (Waters, Eschbom,
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DE). The Waters Empower Pro, Empower Build 1154
Software, version 5.00.00.00 (Waters, Eschborn, DE) was
used for data evaluation.

The separation was performed with a C18 column
(Kromasil™ 100, 250 mm = 4.6 mm, 5 pm particle size, lot-
no. 25131313, MZ-Analysentechnik GmbH, Mainz, DE),
which was maintained at 25 °C. The mohile phase consisted
of B8% water HPLC grade (lot-no.: 4J011502/5E012225,
AppliChem GmbH, Darmstadt, DE) and 129 acetonitrile
optigrade (lot-no:1501861, LGC Standards GmbH, Wesel,
DE). 1,000 mL of this solution were mixed with 1.18 mL
trifluoroacetic acid (TFA) (lot—no.:Se406760/S6746460 031,
Merck, Darmstadt, DE). The overall run time was 15 min,
the flow rate 1.0 mL/min. 10 pL samples were injected by
an autosampler in triplicate. The washing solution con-
sisted of 95% water HPLC grade (lot-no.: 4J011502/
SE012225, AppliChem GmbH, Darmstadt, DE) and 5% acet-
onitrile optigrade (details see above),

The absorption of plerixafor was measured at a wave
length of 215 nm. The identity of the plerixafor peak was
confirmed by concentration dependent peak area and
PDA-chromatogram.

Validation of the RP-HPLC assay

The method was validated following the ICH Q2 (R1)
Guidelines [10] for stability studies. A typical HPLC chro-
matogram is shown in Figure 2.

Suitability

Suitability of the HPLC method was proven by analyzing
forced degraded samples of Mozobil™ plerixafor injection
concentrate. The injection concentrate (20 mg/mL) was
either acidified with 10 pL of hydrochloric acid

0804
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Figure 2: Representative HPLC-
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chromatogram of freshly prepared 0.2
mgfml plerizafor solution (Mozabil®),
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(Hydrochloric acid fuming 37% for analysis, lot-no.:
E46428917510, Merck KGaA, Darmstadt, DE), alkalinized
with 10 pL of sodium hydroxide solution (429 (mfv), pre-
pared with sodium hydroxide pellets, lot-no.: 0000537465,
AppliChem GmbH, Darmstadt, DE), or heated to 100°C for
10 min.

Solutions were diluted with the mobile phase and
assaved without prior neutralization.

Linearity

In arder to study the linearity of the assay, standards (n=7)
were prepared by diluting Mozebil® injection sohuition with
mobile phase to achieve the following concentrations: 0.3
mg/mL, 0.24 mg/mL, 0.2 mg/mL, 0.2 mg/mL, 0.18 mg/mL,
.16 mg/mL, 0.1 mg/mL.

Aliquots of the calibration standards were injected in
triplicate. The line of best fit was constructed by analyz-
ing plots of peak area versus plerixafor concentrations.

Accuracy

Accuracy was evaluated with two different concentration
levels (1009%: 0.2 mg/mL and 80%: 0.16 mg,/mL) and 10-
fold injection.

Intra-day precision

The intra-day precision of the assay method was evalu-
ated by carrving out 10 independent assays of plerixafor
solution at two concentration levels (0.2 mg/mL and 0.16
mg/mL}.

Inter-day precision

For inter-day precision at each concentration level (0.2
mg/mL and 0.16 mg/mL) a single injection of plerixafor
solution was assayed daily on five consecutive days.

Determination of the
physicochemical stability
of plerixafor solution for injection

pH values were measured in triplicate in the undiluted
aliquots taken from the test solutions at the predeter-
mined intervals using a pH 210 Microprocessor pH-
meter (Hanna Instruments, Kehl am Bhein, DE) with an
InLab Ultra-Micro pH-glasselectrode (Mettler Toledo Inlab

DE GRUYTER

Ultra-micro pH, Giefen, DE). The instrument was cali-
brated with Hamilton DuraCal buffer pH 4.01+ 0.01 and
pH 7.01+0.01.

Whenever samples were taken the vials were visually
checked for colour changes and particulate matter.

Results

Validation of the RP-HPLC assay
Suitability

Under alkaline condition the peak of the degradation
product (retention time 2.5 min) did not interfere with
the plerixafor parent peak (retention time 7.5 min), see
Figure 3.
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Figure 3: Representative HPLC-chromatogram of alkaline degraded
plerizafor solution for injection (Mozobil®).

There were no changes induced by acidic degradation
(Figure 4) and pure heating (Figure 5).

These results confirm the suitability of the HPLC
method.
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Figure &: Representative HPLC-chromatogram of acid degraded
plerizafor solution for injection (Mozobil®).

Linearity
The correlation coefficient of B =0.9994 proved linearity

over the concentration range. The equation of calibration
curve was y=L1&e+ 007x-1.02e + 005,

Accuracy
The mean recovery was 103.4 %= 0.1% (n=10). The accu-

racy was 102.6%+0.1% for 02 mg/mL and 104.1% +
0.1% for 0.16 mg/mL plerixafor solution.

Intra-day precision

The % RSD (Relative Standard Deviation) was 0.97 % at
the concentration 0.2 mg/mL and 0.74 % at 0.16 mg,/mL.

Inter-day precision

The % RSD was 1.23% at the concentration 0.2 mg/mL
and 4.73 % at 0.16 mg/mL.

A TSN MRS RED  BEI  WET IS ME WM WS WA MM M ma  mm XE
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Figure 5: Representative HPLC-chromatogram of heal-degraded
plerizafor solution for injection (Mozobil®).

Chemical stability of plerixafor
solution for injection

In the present study two known HPLC-methods [7, 8] for
evaluating the stability of Mozohil® solution for injection
were modified and validated. The owverall run time
amounted to 15 min, the flowrate to 1.0 mL/min, the
injection volume to 10 pL. The mobile phase consisted of
water, acetonitrile and trifluoroacetic acid (TFA). Samples
were not filtered before measurement. Results of the degra-
dation tests proved the suitability of the method. The
validation parameters met the criteria of ICH 02 (R1).
MNeither in samples taken from the re-punctured
Mozobil® glass vials nor taken from the aseptically pre-
pared ready-to-administer syringes any plerixafor degra-
dation products were detected in  the HPLC
chromatograms over the storage period of 84 days, inde-
pendent of the temperature conditions. In addition no
changes in the concentrations of plerixafor were regis-
tered. In wvials and syringes plerixafor concentrations

- 10.1515/pthp-2016-0011

Downloaded from PubFactory at 08/22/2016 01:55:41PM by sunhee kim@Eunimedizin-mainz.de

via Johannes Guienberg Universitaet Mainz and Sun Hee Kim



Untersuchungen zur physikalisch-chemischen Stabilitdt von ausgewahlten Tumortherapeutika

6 —— 5. H. Kim etal: Physicochemical Stability of Mozobil™ (Plerixafor) Solution

DE GRUYTER

Table 1: Stability of plerixafor solution for injection (Mozobil®) in re-punctured glass vials over a period of 84 days.
Concentration expressed as mean + relative standard deviation of triplicate assays of one test solution (n=3).

Storage temperature  Test solution Drug concentration in % Initial concentration remaining + relative 5D
sample [mg/mL]

Nominal Actual Day O Day 14 Day 28 Day 56 Day B4

2=-8°C 1 0.2 0.204 £ 0.4 102.9+0.7 1029+ 0.2 7. 704 102.4 +0.8
2 0.2 0.211+0.2 97.9+0.2 7.9+ 0.1 95.6+0.1 100.4 +0.1

3 0.2 0.216+0.2 98.3+0.2 98.3+ 0.1 95.9+0.3 99.4+0.1

25 2C 1 0.2 0.215+0.1 99.0+0.2 99.0+ 0.1 95.8+0.2 99.9+0.1
2 0.2 0.218 + 0.4 97.8+0.1 97.8+0.1 216+0.1 98.7 +0.1

3 0.2 0.209 + 0.6 102.1+0.2 102.0+ 0.6 98.7+0.1 103.6+0.1

Mote: Drug concentrations in samples taken at time zero were designated as 100 %,

Table 2: Stability of plerizafor in ready-to-administer syringes over a
period of B4 days. Concentration expressed as mean + relative
standard deviation of triplicate assays of one test solution (n=3).

Syringe no. Drug concentration in % Initial concentration
sample [mg/mL] remaining + relative SD

after 84 days of storage

Nominal Actual Day 0 Storage temperature

2-8%C 25%C

1 0.2 0.200+0.3 100.5+0.1 101.2 +0.1
2 0.2 0.203+0.2 8.7 +0.1 99.8+0.1
3 0.2 0.206+0.1 98.9+0.1 98.5 +0.0

varied only within the accuracy limits of the assay over
the entire test period of 84 days (see Tables 1 and 2).

Physicochemical stability
of plerixafor solution for injection

Mo particulate matter and no colour changes were
observed over the period of 84 days. The mean pH
value varied from pH 6.71 at day 0 to pH 6.62 after
three months in Mozobil® glass vials (n=18) (Table 3).

The pH wvalue remained unchanged in the ready-to-
administer preparations in plastic syringes as primary
containers (Tahle 4).

Discussion

HPLC method

The used HPLC assay was adopted from published data
[7, 8] and revalidated in order to achieve valid results. In
the resulting chromatograms the sharp peak of plerixafor
(retention time of about 8 min) was clearly separated
from the peak of the sodium and/or chloride ion derived
peak (retention time about 3 min). For that reason an
overall runtime of 15 min was chosen. During the foreed
degradation experiments, the plerixafor parent peak and
peaks of rarely observed degradation products were
clearly separated. Also in previous degradation studies
only minimal degradation was observed under most of
the stress conditions applied [6]. According to the EPAR,
increased levels of degradation have only been observed
under severe stress conditions. No degradation products

Table 3: pH values of plerizafor injection solution in respunctured vials stored under different storage conditions. pH values expressed as
mean + standard deviation of triplicate measurements of one test solution {n = 3).

Storage temperature Test solution pH values
Day O Day 14 Day 28 Day 56 Day B4

2=-8°C 1 6.70+0.02 6.71+0.01 6.63 +0.01 6. 77+0.01 6.62 +0.01
2 6.73 +0.01 6.72 +0.01 6.60 +0.00 6.79+0.00 6.66+ 0,01

3 6.73+ 0.03 6.72 +0.01 6.65+0.01 6. 77+0.01 6.60+0.02

259C 1 6.72 +0.02 6.74 +0.01 6.66+0.01 6.78+0.01 6.63 +0.01
2 6.69+ 0.02 6.70 +0.01 6.63 +0.01 6.73+0.01 6.60+ 0.01

3 6.69+ 0.02 6.71+0.01 6.62 +0.02 6.65+0.01 6.61+0.01
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Table &: pH values of plerizafor injection solution in ready-to-administer syringes stored under different
storage conditions. pH values expressed as mean +standard deviation of triplicate measurements of one test

solution (n = 3).

Syringe no. pH values
Day O Day B4

Storage tem perature Storage tem perature Storage tem perature Storage tem perature

2-8°C 25°C 2-8°C 25°C

1 6.71+0.01 6.72+0.01 6.69 +0.01 6.73 +0.01
2 6.70+£0.01 6.70+£0.02 6.69+0.01 6.71+0.01
3 6.70+0.02 6.70+0.02 6.70+0.01 6.69 +0.01

or significant trends were observed under the conditions
specified in the SmPC [1].

Test solutions

Because of the body-weight adjusted dosage residual
liguid will remain in the Mozobil® vials. When the with-
drawal of the injection solution is performed under con-
trolled conditions the residual liquid can be stored in the
original glass vials and re-used. In order to simulate this
scenario six Mozobil® vials were used for the stability
tests. Re-puncturing of the vial stoppers was done more
often than in daily practice thus representing an
additional challenge. Storage of the test solutions at
room temperature simulates worst conditions especially
regarding microbiological stability.

The preparation of ready-to-administer syringes was
simulated by withdrawal of 0.2 mL aliquots into six 1 mL
2-piece plastic syringes free from silicon oil. Thereby only
one single Mozobil® vial had to be expended. A polyiso-
prene gasket is not necessary in 2-piece syringes and
thereby the probability of leaching is reduced. The filling
volume of the syringe is not expected to influence the
degradation of plerixafor. On the contrary, the small fill-
ing volume (0.2 mL) represents a worse case condition
because the disadvantageous ratio of volume and surface
favours leaching. Plerixafor concentrations were deter-
mined only initially and at the end of the observation
period because of the small available volumes,

Stability

Mo significant changes of plerixafor concentrations and
pH values were found in the experimental tests of
Mozobil® solution for injection in vials after first opening
and ready-to-administer preparations in plastic syringes.

Both products revealed to be physicochemically stable
over a three-month period. On day 56, there was an out-
lier which is most probably caused by an imprecise dilu-
tion step (Table 1). Marginal variations in plerixafor
concentrations can be explained by the dilution steps
during sample preparation and by the standard dewvia-
tions of the HPLC method. Because of the known stability
of plerixafor, degradation reactions are not to be
expected in the Mozobil® injection solution of neutral
pH and storage at room temperature. However, contact
with alkaline solutions should be aveoided. As plerixafor
is not photosensitive, light protection during storage is
not mandatory, but light protected storage was chosen
with an eye to daily practice. A temperature dependent
difference in plerixafor stability (refrigerated or room
temperature) gets most probably only obvious after
longer storage periods.

Disposable plastic syringes used as primary containers
represent a source of leachables which can diffuse under
certain solvent and storage conditions [11]. Compounds
leached into the product can affect the stability of the
product and potentially increase the toxicological risk for
the patient [12, 13]. However, determination of leachables
was not in the scope of our study. With regard to the
aspect of leaching the results cannot be assigned to
3-piece syringes [9, 14].

The present study has proven long-term physico-
chemical stability (84 days observation period) of ready-
to-administer Mozobil® syringes and Mozobil® vials after
first opening. Besides the physicochemical stability,
microbiological stability is a crucial factor in assigning
extended expiration dates to aseptically prepared unpre-
served aqueous injection products. Therefore, storage
under growth-inhibiting temperature conditions, i e.
refrigeration is recommended. Moreover, only if handling
takes place under strict aseptic conditions the prolonged
use of these solutions can be recommended. Thereby
material and therefore treatment expenses can be
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reduced. With regard to the price of Mozobil® in the
German market for normal weight patients (70 kg body
weight) savings of € 2.400 per injection, i.e. € 4.800 to
9.600 per course can be achieved.

Conclusion

Plerixafor injection solution (Mozobil™) is stable in glass
vials after first opening and in syringes for at least three
months when stored light protected under refrigeration
(2-8°C) or at room temperature (25°C). For microbiologi-
cal reasons storage under refrigeration is recommended.
The proven physicochemical stability of Mozobil® allows
cost-saving pharmacy-based centralized preparation of
ready-to-administer syringes.

Conflict of interest: The authors state no conflict of inter-
est. All authors have read the journal’s Publication ethics
and publication malpractice statement available at the
journal’s website and hereby confirm that they comply
with all its parts applicable to the present scientific work.
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2.2 Physikalisch-chemische Stabilitat von Carfilzomib nach Re-

konstitution und in applikationsfertigen Zubereitungen

2.2.1 Carfilzomib — ein selektiver Proteasom-Inhibitor

Das Multiple Myelom

Das MM ist eine durch monoklonale Plasmazellvermehrung im Knochenmark charakteri-
sierte, nach WHO-Kriterien den B-Zell-Lymphomen zugehdrige, maligne hamatopoeti-
sche Tumorerkrankung. 1873 wurde diese Erkrankung erstmals durch den Arzt von
Rustizky als ,Multiples Myelom* beschrieben. Charakteristisch sind multiple Tumorherde
im Knochenmark. Wenn nur ein solitarer Tumor aus Plasmazellen vorhanden ist, spricht
man von einem Plasmozytom. Das klinische Bild des MMs wird durch vermehrte Produk-
tion kompletter oder inkompletter monoklonaler Immunglobuline, Verdrangung der nor-
malen Blutbildung im Knochenmark und Destruktion der Knochen bestimmt (31). Es be-
steht eine altersabhangige, geschlechtsspezifische und ethnische Variabilitat. Die Er-
krankungshaufigkeit steigt ab dem 50. Lebensjahr signifikant an. Erkrankungen vor dem
35. Lebensjahr sind selten. Das mediane Erkrankungsalter betragt 71 Jahre bei M&nnern
und 73 Jahre bei Frauen (32).

Therapie des Multiplen Myeloms

Eine Therapieindikation wird beim symptomatischen MM gemalR den Kriterien der Inter-
national Myeloma Working Group (IMWG) gestellt (33). Die IMWG hat die Krankheitsde-
finition fir das MM und das Smouldering Multiple Myeloma (SMM), bei dem der Patient
nicht therapiepflichtig ist, sowie die Abgrenzung dieser zwei Entitaten von der Monoklo-
nalen Gammopathie unklarer Signifikanz (MGUS) erstmals im Jahr 2003 publiziert. Im
Gegensatz zu anderen malignen Erkrankungen werden zur Diagnosesicherung des Mul-
tiplen Myeloms und zur Feststellung einer Behandlungsindikation zwingend Endorgan-
schaden, sogenannte CRAB-Kriterien, gefordert. CRAB leitet sich aus den englischen

Woértern ,hyper calcemia“, ,renal insufficiency®, “anemia“ und "bone lesions* ab und gibt
die Grenzwerte beim MM zur Beurteilung der Krankheitsfolgen wieder (31). Ziel der Be-
handlung eines symptomatischen Myelompatienten ist das Erreichen einer bestmogli-
chen Remission mit rascher Symptomkontrolle und Normalisierung myelombedingter

Komplikationen (31). Langfristiges Ziel ist eine Verlangerung der Uberlebenszeit bei gu-
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ter Lebensqualitat. Das Ziel der Heilung wird in fortgeschrittenen Krankheitsstadien bis-

her nur bei wenigen Patienten durch eine allogene SZT erreicht.

Die Therapie des MMs hat sich vor gut zehn Jahren durch die Einfihrung des Protea-
som-Inhibitors Bortezomib und der beiden immunmodulatorischen Substanzen Thalido-
mid und Lenalidomid grundlegend gewandelt.

Wirkung von Carfilzomib

Als zweite Generation der Wirkstoffgruppe der Proteasom-Inhibitoren wurde Carfilzomib
basierend auf die Daten der ASPIRE-Studie (34) in 2015 von der FDA in der Kombinati-
onstherapie und im darauffolgenden Jahr als Monotherapie zugelassen. Die Zulassung
als ,orphan drug“ fir die Kombinationstherapie erfolgte im November 2015 durch die
EMA (32).

Carfilzomib hemmt, wie Bortezomib, den Abbau von nicht bendtigten, geschadigten oder
fehlerhaft gebildeten Proteinen, indem es das Proteasom in Zellen inhibiert. Im Zyto-
plasma und im Zellkern ist dieser Enzymkomplex fir den kontrollierten Abbau von Prote-
inen und damit auch fur die Homdostase der Zelle verantwortlich. Da Myelomzellen gro-
e Mengen an Paraprotein produzieren, ist die Proteasom-Inhibition gerade bei ihnen ein
sehr wirksames Prinzip (35).

Kyprolis® mit dem Wirkstoff Carfilzomib ist in Kombination mit Lenalidomid und Dexame-
thason oder Dexamethason alleine zur Behandlung von erwachsenen Patienten mit MM
indiziert, die mindestens eine vorangegangene Therapie erhalten haben (36). Der grof3te
Vorteil einer Therapie mit Carfilzomib liegt in dessen Wirkweise. ,Off-target®-Effekte wie z.
B. Polyneuropathie treten im Gegensatz zu Bortezomib nicht auf (37).

In Kombination mit Lenalidomid und Dexamethason wird Kyprolis® als zehnminditige in-
travendse Infusion an jeweils zwei aufeinanderfolgenden Tagen pro Woche iber drei
Wochen, gefolgt von einer zwoélftagigen Pause, angewendet. Jede Periode von 28 Tagen
entspricht einem Behandlungszyklus. Kyprolis® wird mit einer Anfangsdosis von 20
mg/m? KOF (maximale Dosis 44 mg) im Zyklus 1 an den Tagen 1 und 2 angewendet.
Sofern dies toleriert wird, sollte die Dosis an Tag 8 von Zyklus 1 auf 27 mg/m? KOF (ma-
ximale Dosis 60 mg) erhéht werden. In Kombination mit Dexamethason wird Kyprolis®
als 30-minutige intravendse Infusion an jeweils zwei aufeinanderfolgenden Tagen pro
®

Woche Uber drei Wochen, gefolgt von einer zwolftadgigen Pause, angewendet. Kyprolis

wird mit einer Anfangsdosis von 20 mg/m? KOF (maximale Dosis 44 mg) im Zyklus 1 an
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den Tagen 1 und 2 angewendet. Sofern dies toleriert wird, sollte die Dosis an Tag 8 von
Zyklus 1 auf 56 mg/m® KOF (maximale Dosis 123 mg) erhoht werden (36).

Herstellung von Kyprolis®-Zubereitungen

Nachdem das lyophilisierte Pulver (60 mg) mit 29 mL sterilem Wasser fur Injektionszwe-
cke vollstandig rekonstituiert ist, sollte die berechnete Dosis aus der Durchstechflasche
mit Hilfe einer Kanile und Spritze aufgezogen und in einem 50- oder 100 mL-
Infusionsbeutel, der 5%-ige Glucoseldsung (G5) zur Injektion enthalt, verdiinnt werden
(36).

Seit 2016 sind in Deutschland drei Gebindegréf3en zu 10, 30 und 60 mg Carfilzomib ver-
fugbar. Verwirfe dieses Medikamentes sind dennoch oft nicht vermeidbar, da in der
Fachinformation Haltbarkeiten von 24 Stunden bei Kihllagerung bzw. vier Stunden bei
Raumtemperatur (RT) fur die rekonstituierten Lésungen deklariert sind (38). Daruber
hinaus ist der flr die Herstellung verantwortliche Apotheker fir die Dauer und Bedingun-

gen der Aufbewahrung bis zur Anwendung verantwortlich.

Gegenstand der nachfolgend in Form der veréffentlichten Originalpublikationen darge-
stellten Untersuchungen war die Bestimmung der physikalisch-chemischen Stabilitat von
rekonstituierten Carfilzomib-haltigen Ldsungen in den Originalglasvials bzw. Plastik-
Einmal-Spritzen und von applikationsfertigen, verdinnte Zubereitungen in Plastik-
Einmal-Spritzen und PE/PP-Infusionsbeuteln als Primarbehaltnisse tber einen Zeitraum
von 28 Tagen. Es wurde die Lagerung bei RT und Kuhllagerung sowie die Abbaukinetik
von Carfilzomib untersucht.

Basierend auf den physikalisch-chemischen Stabilitaten kann die Haltbarkeit festgelegt

werden.
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2.2.2 Physikalisch-chemische Stabilitat von Carfilzomib nach Rekonstitu-
tion und in applikationsfertigen Zubereitungen (Lagertemperatur=RT)
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Physikalisch-chemische Stabi-
litat von Carfilzomib nach
Rekonstitution und in applika-
tionsfertigen Zubereitungen

Sun Hee Kim und Irene Kramer, Mainz

Fiir den neuen, selektiven Proteasominhibitor Carfilzomib (Kyprolis™ sind bisher, aufler in der Fach-

information, keine Untersuchungen zur physikalisch-chemischen Stabilitdt der rekonstituierten

Lasung und der mit Glucose 5% verdinnten Infusionsldsungen bekannt.

Die chemische Stabilitit der Carfilzomib-Lésungen wurde mittels einer RP-HPLC mit UV-Detektion
Uber einen Zeitraum von 28 Tagen untersucht. Die HPLC-Methode wurde in Anlehnung an bekannte
HPLC-Methoden nach Hayes et al. und Garg et al. etabliert und mit dem Fertigarzneimittel Kypro-
lis® validiert. Die physikalisch-chemische Stabilitit wurde durch Messung des pH-Werts, Priifung

auf sichtbare Partikel oder Farbdnderungen gepriift. Als Testlosungen wurden rekonstituierte

Carfilzomib-Lésungen 2 mg/ml in Durchstechflaschen und Plastik-Einmalspritzen und verdiinnte
Infusionslésungen der Konzentration 0,8 mg/ml in Plastik-Einmalspritzen und 0,6 mg/ml in Polyole-

fin-Infusionsbeuteln mit 5% Glucoselésung als TrigerlGsung hergestellt. Die Testlésungen wurden
kithl (2 bis 8°C) und bei Raumtemperatur (25 °C) gelagert. Die Probennahme erfolgte an Tag 0 und
regelméBig bis zu Tag 28 Alle Proben wurden dreimal gemessen.

Bei Kiih|lagerung blieben der Gehalt an Carfilzomib und die pH-Werte liber 28 Tage nahezu unverin-
dert (100 % + < 6%). Bei Raumtemperaturlagerung reduzierte sich der Gehalt rekonstituierter bzw.
verdiinnter Kyprolis®-Lésungen nach 14 Tagen bzw. 10 Tagen auf rund 90 % bzw. =95 %. In keiner

der Untersuchungslésungen zeigten sich Farbverdnderungen oder Partikelbildung liber 28 Tage.
Die pH-Werte veranderten sich wihrend der Lagerung nur geringfigig.
Bei Raumtemperatur- bzw. Kiihllagerung sind die gemif Fachinformation rekonstituierten und ver-

diinnten Kyprolis®-Infusionslésungen liber mindestens 14 Tage bzw. 28 Tage physikalisch-chemisch

stabil.

‘Wissarschaltlch
bagutachtal

peer-review ed

ie medikamentise Therapie des multiplen Myeloms

wurde in den letzten Jahren stark fortentwidkelt.
Durch die Etablierung never Wirkstoffe in die Erstlinien-
und Rezidivtherapie konnte eine Verlingerung des Uberle-
bens erzielt und die Prognose fiir junge und iltere Patien-
ten mit multiplem Myelom verbessert werden [6].
Einen neuen Baustein der antineoplastischen Myelomthe-
rapie stellt Carfilzomib, als Nachfolger von Bortezomib,
dar. Der selektive Proteasominhibitor ist in Kombination
mit entweder Lenalidomid und Dexamethason oder Dexa-
methason allein zur Edland.lung von erwachsenen Patien-
ten mit rezidiviertem, progredientem multiplem Myelom

377 KPH 38 Jahrgang B|2017

Krankenhauspharmazie 2017:38:377-82.

Schlisselwarter: Carfilzomib, physikalisch-chemische Stabilitat, rekonstituierte Lésung, Infusions!&-
sung, Reversed-phase Hochleistungsflissigechromatographie (RP-HPLC)

nach mindestens einer Vortherapie, einschliefllich Borte-
zomib, indiziert [1]. Carfilzomib ist Bortezomib beziiglich
der Nebenwirkungen, insbesondere der Neurotoxizitit,
iiberlegen.

Das Fertigarzneimittel Kyprolis® wird von der Firma
Amgen in den drei Packungsgrifien 10, 30 und 60 mg Car-
filzomib vermarktet. Jede 60-mg-Kyprolis®-Flasche ent-

Sun Hee Kim, Prof. Dr. Irene K rémer, Apotheke der
Univarsititemedizin der Johannas Gutanberg-Universitdt Mainz,
LangenbeckstraBe 1,55131 Mainz,

E-Mail:- sunhes kim@unimedizin-mainz_da
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hilt zusitzlich 3000 mg Sulfobutylether-f-cyclodextrin,
57,7 mg Zitronensdure sowie Natriumhydroxid zur pH-
Wert-Einstellung (Ziel-pH =3,5) [4]. Der Wirkstoft Carfil-
zomib (Abb. 1) besteht aus einem Tetrapeptid mit einem re-
aktiven Epoxidring, der die chemische Instabilitit bedingt.
Das als Losungsvermittler eingesetzte, polyanionische
Sulfobutylether-B-cyclodextrin (SBECD), auch bekannt
als Captisol®, bildet Einschlussverbindungen mit dem was-
serunlislichen Carfilzomib und erhiéht somit dessen Lis-
lichkeit. Diese galenische Besonderheit bedingt auch eine
bessere chemische Stabilitat der rekonstituierten und ver-
diinnten Carfilzomib-Lisungen und hemmt die Hydro-
lyse der Epoxid-Gruppe [11]. Durch Rekonstituieren des
weiften, lyophilisierten Pulvers mit 5 ml, 15 ml oder 29 ml
Wasser fiir Injektionszwecke entsteht jeweils eine Losung
der Konzentration 2 mg/ml Carfilzomib. Nach weiterem
Verdiinnen mit 50 ml oder 100 ml Glucose 5% Infusions-
lésung (G5) wird Kyprolis® als zehnminiitige intravendse
Infusion an jeweils zwei aufeinanderfolgenden Tagen pro
Woche dber drei Wochen (Tag 1, 2, 8, 9,15, 168), gefolgt von
einer zwiilftigigen Pause (Tag 17 bis 28), angewendet. Jede
Periode von 28 Tagen entspricht einem Behandlungszylk-
lus [1].

Applikationsfertige Zytostatikazubereitun gen werden heut-
zutage in der Regel in (Krankenhaus-)Apotheken, gegebe-
nenfalls auch im Voraus firr die Applikation am Wochen-
ende, hergestellt. Die qualitatsgesicherte Bereitstellung der
applikationsfertigen Zubereitungen durch die Apotheke
ist auch eine Voraussetzung fiir die Zertifizierung als on-
kologisches Zentrum. Als Teil der Qualititssicherung ist
die physikalisch-chemische und mikrobiologische Stabili-
tit der Zytostatikazubereitungen wu beurteilen und es sind
Haltbarkeiten festzulegen [13]. Die in der Fachinformation
angegebene Haltbarkeit der rekonstituierten Kyprolis®-
Losung von 24 Stunden bei Kiihllagerung und vier Stun-
den bei Raumtemperatur in unterschiedlichen Primirbe-
hiltnissen (Durchstechflasche, Spritze, Infusionsbeutel)
[1] ist im Apothekenalltag nicht praktikabel, insbesonde-
re wenn Zubereitungen im Voraus hergestellt und trans-
portiert werden milssen. Aufler in der Fachinformation

Abb. 1. Chemische Struktur von Carfilzomib
(CgHeMe0y Mr = T199 gimal)
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sind bisher keine Stabilititsdaten zu den rekonstituierten
und verdiinnten Kyprolis®-Infusionen publiziert. Ziel der
Untersuchungen war, die physikalisch-chemische Stabili-
tit der rekonstituierten Kyprolis®Losung bei zwel unter-
schiedlichen Lagertemperaturen sowie die Stabilitit der
verdiinnten applikationsfertigen Losungen in Spritzen und
Infusionsbeuteln als Primirbehiltnis iiber einen Zeitraum
von 28 Tagen mittels geeigneter analytischer Methoden zu
priifen. Dazu wurden bekannte HPLC-Methoden mit dem
Fertigarzneimittel revalidiert [5, 7] und pH-Wert-Messun-
gen sowie visuelle Kontrollen auf Farbinderungen und
Partikelbildung durchgefiihrt.

Herstellung der Testlosungen und Probenahmen
Die Stabilitatsuntersuchungen wurden mit handelsibli-
chem Kyprolis® 60 mg Pulver zur Herstellung einer Infu-
sionsldsung { Amgen GmbH, Charge 1066093, Verfalldatum
10/2018) durrhgeﬁihrt. Die Herstellung aller Testldsungen
erfolgte unter aseptischen Bedingungen.

Drei Kyprolis® 60 mg Durchstechflaschen wurden mit je-
weils 29 ml sterilem Wasser fiir Injektionszwecke rekonsti-
tuiert, woraus eine Losung der nominellen Konzentration
2 mg/ml Carfilzomib resultierte. Diese wurden tiber einen
Zeitraum von 28 Tagen kiihl gelagert (2 bis 8°C). Aus jeder
Durchstechflasche wurde zu Beginn je ein Aliquot von
15 ml mit einer Kaniile und einer dreiteiligen 20-ml-Luer-
Lock-Spritze (Polypropylen, silikonisiert, BD) entnom-
men und diese drei Spritzen bei Raumtemperatur gelagert
(25°C). An Tag 0 sowie an den Tagen 1, 3, 5,7, 14 und 28
wurde mittels HPLC die Gehaltsbestimmung von Carfilzo-
mib durchgefiihrt.

Die verdiinnten Kyprolis®-Testlosungen wurden mit Glu-
cose 5% Infusionslosung (freeflex®, Fresenius Kabi) herge-
stellt.

Drei Testlisungen mit jeweils 0,8 mg/ml Carfilzomib wur-
den in dreiteiligen 50-ml-Luer-Lock-Spritzen (Original-
Perfusor®-Spritze, B. Braun Melsungen AG) zubereitet und
iiber den Untersuchungszeitraum von 28 Tagen kiihl gela-
gert. Die Gehaltsbestimmung von Carfilzomib erfolgte an
Tag 0 (zum Zeitpunkt 0 h, 3 h, 6 h und 12 h) und an den
Tagen1, 2, 3,4, 5,7, 14 und 28. Ab Tag 28 wurden die Test-
losungen in den Spritzen bei Raumtemperatur gelagert und
an Tag 28, 31, 35 und 38 die Gehaltsbestimmungen durch-
gefithrt.

Drei Testlisungen der Konzentration 0,6 mg/ml Carfilzo-
mib wurden in den mit G5 befiillten Infusionsbeuteln aus
Polyethylen/Polypropylen(PE/PP)-Copolymer  (freeflex®,
Fresenius Kabi) hergestellt und ebenfalls kithl gelagert. Die
Gehaltshestimmung von Carfilzomib erfolgte bis Tag 28.
Ab Tag 28 wurden die Infusionsbeutel bei Raumtempera-
tur gelagert und an Tag 28, 31, 35 und 38 der Carfilzomib-
Gehalt untersucht.
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Fiir die Gehaltsbestimmungen wurden zu jedem Untersu-
chungszeitpunkt je 1,0 ml mit einer zweiteiligen 1-ml-Luer-
Spritze (PP/PE, nicht-silikonisiert, Injekt*-F Tuberculin,
B. Braun Melsungen AG) entnommen. Der durchstochene
Stopfen der Originalampullenflaschen wurde nach jedem
Anstechen mit Parafilm M" vemschlossen. Zu jedem Un-
tersuchungszeitpunkt wurde der pH-Wert der Proben ge-
messen und eine visuelle Kontrolle der Testlisungen auf
Farbinderungen oder Partikelbildung durchgefiihrt. Jede
pH-Wert-Messung erfolgte dreifach.

Alle Proben wurden mit Wasser HPLC grade zu der no-
minellen Konzentration von 0,2 mg/ml Carfilzomib ver-
diinnt und jede Untersuchungslisung dreifach injiziert zur
HPLC-Analyse.

Validierung der HPLC-Methode

HPLC-Methoden zur Bestimmung der Carfilzomib-Kon-
zentration sind von Hayes et al. [7] und Garg etal. [5] be-
schrieben. Die bekannten HPLC-Methoden wurden mit
dem Fertigarzneimittel Kyprolis® revalidiert (Kennzah-
len: Tab. 1; charakteristisches HPLC-Chromatogramm:
Abb. 2). Die Methodenvalidierung erfolgte gema® ICH Q2
(K1) Guidelines [&].

Die Eignung der Methode wurde mit forcierter Zersetzung
von Carfilzomib durch Salpetersiiure, Matrinmhydroxid
und Hitze gepriift. Die HPLC-Peaks der Abbauprodukte
von Carfilzomib waren deutlich getrennt von dem Carfil-
zomib-Pealk bei einer Detektionswellenlinge von 210 nm.
Die Trennung der Peaks best."itigte sich in PDA-Chroma-
togrammen.

Zur Uberpriifung der Linearitit der Methode wurde die re-
konstituierte Kyprolis®-Lisung mit Wasser HPLC grade zu
siehen verschiedenen Kalibrierkonzentrationen verdiinnt
(0,3 mg/ml, 0,24 mgfml, 0,22 mg/ml, 0,2 mgfml, 0,18 mg/
ml, 0,16 mg/ml und 0,0 mg/ml). Jeder Kalibrierstandard
wurde dreifach injiziert. Zur Erstellung einer Kalibrierge-
raden wurden die gemessenen Peakflichen gegen die theo-
retischen Carfilzomib-Konzentrationen aufgetragen.

Zur Bestimmung der Intra- und Interday-Richtiglkeit und
Priizision wurde die rekonstituierte Kyprolis®-Losung mit
‘Wasser HPLC grade #u zwei verschiedenen Konzentratio-
nen verdiinnt (0,22 mg/ml und 0,2 mg/ml). Fir die In-
traday-Richtigheit und Prizision wurden beide Konzen-
trationen je sechsfach injiziert. Fir die Interday-Priizision
wurden beide Konzentrationen an fiinf aufeinanderfol gen-
den Tagen je einmal injiziert.

Ergebnisse und Diskussion der Stabilitats-
untersuchungen

In den bei Raumtemperatur gelagerten, rekonstituierten
Kyprolis®-Lisungen wurden verschiedene Peaks von Ab-
bauprodukten detektiert. Bei den kiihl gelagerten Testld-
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Tab. 1. Kennzahlen der HPLC-Methode zur Gehaltsbestimmung von

Carfilzomib in Kyprolis®Lasung

HPLC-Anlage
Dateaktor

Softwara

Saule

Injek tionswolumen

Laufzeit
UVVIS-Detektionswallenlanga
FlieBmittel

Flussrate
Retentionszeit
Linsaritat
Apcuracy

Intraday RSD,
{Intraday-Wiederholprézision)

Intarday RSO,
{Intarday-Wiederholprizision)

LOD (Limit of detaction)}
LOQ (Limit of quantification)

ona
ag
0090
0,080
Q070

0080

ALY

0,050
SBECD
Q0L0

0,030

0,020 Abbau-
oo produkte

Waters Alliance 2695

Waters 996
Photod iodenaray detek tor

Waters Empower Pra,
Wersion 5000000

C18 column (PBondapak,
300 mm x 39 mm, 10 Jm
particle size,
MZ-Analysantechnik)
0w

18 min

210 nm

55% OWIV) Wassar
HPLC grade mit 50 pl
Trifluoressigsdura (TFAY
45% VIV Acetonitril
HPLC grade

1.8 ml/min

8,5 min

0998

1004 % £ 01%

0,78% fur 0.2 ma/ml
0.72% for 0,22 mgéml

1,71% fiir 0.2 mgdml
141% fur 0,22 mafml|

0,04 mgfml
013 mg/fml
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Abb. 2. Beispielhaftes Chromatogramm von Carfilzomib-
{Kyprolis®-)Infusionsldsung in G5 0,2 mg/mlam Tag O der

Untarsuchung

SBECE: Sulfobuty lether-[i-cyclodaxtrin
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Tab. 2. Stabilitét der bei Raumtemparatur (25*C) gelagerten rekonstituierten Ky prolis®-Lasung der nominellen Konzentration 2 mgém| dber

28 Tage
Tast- Carfilzomib-Konzentration in % Carfilzomib-Konzentration® £ relative Standardabweichung
Losung  der Untersuchungslosung
[ma/mi]
Mominell Tag0Q Tag1 Tag 3 Tag & Tag 7 Tag 14 Tag 28
1 20 184400 885+00 1005+00 el Lok 9854+00 Bb,1+00 89,5+01
2 20 205+00 S50 00 871x0.0 61201 9.7 +£00 928+00 87.8£00
| 20 2100 872+00 963200 43403 945101 89,7400 85200

*Carfilzomib-Konzentration, bezogen auf die Ausgangskonzentration am Tag 0 [%;n=3

sungen traten diese Zersetzungspeaks zeitverzigert auf.
Bei dem Peak mit der Retentionszeit von 3,8 Minuten (re-
lative Retentionszeit =0,45) ist die Zunahme der Peakgrofle
iber den Untersuchungszeitraum besonders gut erkenn-
bar. Aus den Untersuchungen von Sestak etal. [12] lisst
sich schliefien, dass es sich um das aus der Hydrolyse des
Epoxidrings resultierende Abbauprodukt von Carfilzomib
in Form des Diols (Morpholino-hPhe-Leu-Phe-Leu-diol)
handelt. Dieses entsteht auch in vivo durch Peptidasen ge-
steuerte Hydrolyse der Epoxidgruppe [15]. Die Testldsun-
gen haben einen stabilitatsbegiinstigenden schwach sauren
pH-Wert und sind chloridfrei, sodass das ringoffene Chlor-
hydrin-Abbauprodukt, das als toxisches Zersetzungs-
produkt mit CMR-Eigenschaften gilt, nicht entsteht [11].
Das Zwischenspiilen des Infusionssystems mit 0,9% Na-
Cl-Infusionslosung ist gemiafl Furopean public assessment
report (EPAR) méglich, da die Bildung des Chlorhydrin-
Derivats langsam erfolgt und die Infusionszeit kurz ist [4].

Am Tag 14 war der Carfilzomib-Gehalt in einer von drei bei
Raumtemperatur gelagerten Kyprolis®-Stammlisungen auf
90% des Ausgangsgehalts gefallen (Tab. 2). Nach 28 Tagen
lag die Konzentration von Carfilzomib in allen drei Testli-
sungen =90 %. Die aus der Zeit-Konzentrationskurve abge-
leitete t90% der Kyprolis®-Stammlisung betrigt nach die-
sen Untersuchungen 20 Tage bei Raumtemperatur (25°C)
[Abb. 3).

Bei den kiihl gelagerten Testlosungen betrug der Carfilzo-
mib-Gehalt in allen Kyprolis®-Lisungen unabhingig von
der Konzentration oder dem Primarbehaltnis (Durch-
stechflasche, Plastik-Einmalspritze, Polyolefin-Infusions-
beutel) iber den gesamten Untersuchungszeitraum =95%.
Detaillierte Daten zu kiihl gelagerten Testlosungen werden
an anderer Stelle berichtet [9].

Der unerwartet hohe Gehalt der verdiinnten Carfilzomib-
Testlosungen nach 28 Tagen Kiihllagerung veranlasste uns,
die Infusionsltsungen weitere zehn Tage bei Raumtempe-
ratur zu lagern und den Gehalt zu bestimmen. Die Ergeb-
nisse sind in der Tabelle 3 dargestellt. Nach zehn Tagen
Raumtemperaturlagerung betrugen die Gehaltsabnahmen
weniger als 5% der Ausgangskonzentration. Dieser Befund
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lisst eine lurzzeitige Lagerung sowie den Transport von
verdiinnten, applikationsfertigen Kyprolis®-Lasungen bei
Raumtemperatur zu. Weitergehende Untersuchungen zur
Lagerung von verdiinnten Kyprolis*-Infusionsldsungen
bei Raumtemperatur wurden mangels praktischer Rele-
vanz nicht durchgefithrt. Die Stabilitit ist auch bei Raum-
temperatur unabhiingig vom Primirpackmittel. Eine an-
gedeutet erkennbare, konzentrationsabhingige Stabilitit
der Kyprolis®-Lisungen kdnnte mit der Formulierung mit
SBECD zusammenhingen (2, 3]. Es kann vermutet wer-
den, dass die Stabilitit von Kyprolis*-Infusionslésungen
der Konzentration < 0,6 mg/ml vergleichbar ist.
Abweichungen beim Pipettieren und Verdinnen der Pro-
ben sowie methodeninhirente Abweichungen (Intraday-
Priizision) kinnen leichte Schwankungen zwischen den
einzelnen Ergebnissen erklaren.

Die pH-Werte aller Kyprolis®-Lisungen betrugen nach Re-
konstitution pH 3,6 und nach Verdiinnung mit G5 pH 3,5
bis 3,6 und blieben tber den gesamten Untersuchungszeit-
raum hinweg unverindert. In keiner der Lisungen zeigten
sich Farbverinderungen oder sichtbare Partikel (detaillier-
te Daten: [9]).

100
# Gamessener Gehalt (Mittelwert)

a8 = Extrapolierte Linie

o

Gehalt Carfilzamib [%]

Q 5 w L7 20 2
Zait t [Tag)l

&

n

Abb. 3. Graphische Darstellung der Stabilitit der bei
Raumtemperatur (25°C) gelagertan rakonstituiertan Ky prolis®-
Lésung der nominellen Kanzentration 2 mg/ml
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Tab. 3. Stabilitit der bei Raumtemparatur (25*C) gelagerten vard Gnnten Kyprolis®Lasungen der nominallen Konzentration 0.8 mafmlin
Plastik-Einmalspritzen und 06 mg/ml in Polyolefin-infusionsbeutal ober zehn Tage

Primar- Test- Carfilzomib-Konzentration in der
behiltnis Lésung Untersuchungslésung
[ma/mi]
Mominell Tag 28
Plastik-Einmal- 1 08 075+0]
spritza 2 08 077 £00
3 08 077 00
Polyolefin- 1 06 058 £0,0
Infusionsbeutel o 08 057 £00
a [o] 058 0,0

% Carfilzomib-Konzentration® £ relative

Standar dabweichung

Tag N Tag 35 Tag 38
Sa6+00 1a+01 966 +00
1002 £00 992 00 974 00
989 +00 gre0) 987 +00
12 +£01 886 +0,0 975 200
1052 +00 103,200 1007 0.0
10,3 +00 100520, 984 200

*Carfilzomib- Konzantration, bezogen auf die Ausgangskonzentration am Tag O [%]; n=3

Qualitatssicherung von Kyprolis®-Zubereitungen
Die Ergebnisse unserer Untersuchungen belegen die Sta-
bilitat der rekonstituierten Kyprolis®Lisung iiber mindes-
tens 14 Tage und der verdiinnten Infusionslisungen iiber
mindestens 10 Tage bei Raumtemperamdagerung. Kiihl ge-
lagerte Kyprolis®-Lisungen in Durchstechflaschen, Plastik-
Einmalspritzen und Infusionsbeuteln sind unabhingig der
Carfilzomib-Konzentration iiber 28 Tage physikalisch-che-
misch stabil. Damit ist die sichere Herstellung im Voraus
in der zentralen Zytostatikazubereitung moglich. Zudem
kénnen Anbriiche der rekonstituierten Kyprolis®-Losung
weiterverwendet werden, wodurch Kosten fiir die Chemo-
therapie eingespart werden kinnen.

Trittler et al. [14] berichten tiber potenzielle Leachables und
Extractables, die beim Gebrauch von Plastik-Einmalsprit-
zen als Primirpackmittel in das Produkt gelangen kiinnen.
Ob die Lagerung von verdiinnten Carfilzomib-Infusions-
losungen in dreiteiligen Einmalspritzen zum Leaching von
toxischen Komponenten in die Infusionslisungen fithrt,
kann anhand dieser Untersuchungen nicht beurteilt wer-
den. Kompatibilitit mit Finmalspritzen und Infusionssys-
temen ist laut EPAR zumindest withrend der Infusionszeit
gegeben, Lichtschutz ist nicht erforderlich [4]. Im Zweifels-
fall ist bei lingerer Lagerung ein Infusionsbeutel als Pri-
mirbehiltnis zu bevorzugen,

Da die chemische, physikalische und mikrobiologische In-
stabilitit eines Arzneimittels Ursache abnehmender Wirk-
samkeit undfoder zunehmender Toxizitit ist, sollte auch
die mikrobiologische Stabilitit zur Festlegung des Ver-
falldatums herangezogen werden [10]. Um die mikrobio-
logische Qualitit zu gewihrleisten, sollte die Lagerung
im Kiihlschrank bevorzugt werden. Zur tberpriifung der
Qualitat unmittelbar vor dem Gebrauch ist eine visuelle
Kontrolle vor der Applikation zu empfehlen.
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Physico-chemical stability of concentrated and diluted carfilzo-
mib (Kyprolis®) preparations

Profound knowledge about the physico-chemical stability of carfibromib containing
premrations is neasary in onder o determine the “hevond -use-dates”™ of recon-
stituted solutions and ready-to-administer prepamtions. The aim of this study was
1o determine the physicochemical stahility of carfibomib solutions prepared with
Eyprolis* powder for solution lor infusion

Therekire recans titwied solutions {2 mg’m]} and ready-o-administer prepar-
tions {08 mgdml in plastic syringes and 0.6 mg/ml in pal yolefine infusion bags) of
Kypralis® stored under refrigeration { 2-8°C) or at room temperature {25°C) were
analysed at predetermined intervals over a maximum storge period of 28 days
Chemical stability of carfileomib was determined with a sability-indicating re-
versed-phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC) assay. Physico-
chemical stability was determined by visual inspection of darity and color as well as
pH measurement.

Adber 14 days of storage at raom temperature the concentration of cardfilzomib de-
creased to 90% in reconstituted Kyprolis* solutions. In diluted salutions the con-
centration of carfilamib remained >95% after 10 days of storage 3t oam lempe-
rature. In test sotutions siored under refrigeration carfilzomib concentrations were
only dightly decreased at the end of the test period of 28 days The mean pH vahues
anly s]'is]'l]? varied in test solutions dnrins starage. Particulate matier ar color
d'lar*esmlemﬂuhﬂenﬁL

Reconstitwted and dilued Kyprolis* solutions are physico-chemically stable aver a
period of 14 days when stared ]is]ll prodecied at room temperature. Reconstinted
and diluted Ky prolis* salutions prepared in phﬂ'ic:winaes and polyolefine infu-
sion bags with G5 vehicle solution are stable overa periad of at keast 28 days when
stared under refrigeration.

Key wonds: Cardibmib, physicochemical stability, ready-to-sdminister syringe,
infusion solutiim, reversed-phase high- pedornmance liquid dramatography { BP-
HPLC)
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2.2.3 Physicochemical stability of Carfilzomib (Kyprolis®) containing solu-
tions in glass vials, ready-to-administer plastic syringes and infusion

bags over a 28-day storage period
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Abstract

Cenrtralized aseptic preparaticn of ready-to-administer carfilzemib containing parenteral solutions in plastic syringes and
polyclefine (PO} infusion bags needs profound knowledge about the physicechemical stability in order to determine the
beyond-use-date of the preparations. Therefore, the purpose of this study was to determine the physicochemical stabilicy
of carfilzomib solution marketed as Kyprolis” powder for solution for infusion. Reconstituted solutions and ready-to-
administer preparations of Kyprolis™ stored under refrigeration (2-8°C) or at room temperature (25 C) were analyzed
at predetermined intervals over a maximum storage pericd of 28 days. Chemical stability of carfilzomib was planned to
be determined with a stability-indicating reversed-phase high-performance liquid chromatography assay. Physicochemical
stability was planned to be determined by visual inspection of clarity and color as well as pH measurement. The study
results show that reconstituted carfilzomib containing parenteral sclutions are stable in glass vials as well as diluted
solutions in plastic syringes and PO infusion bags over a period of at least 28 days when stored light protected under
refrigeration. When stored at room temperature, reconstituted and diluted carfilzomib solutions are physicochemically
stable over 14 days and |0 days, respectively. The physicochemical stability of carfilzemib infusion selutions allows cost-
saving pharmacy-based centralized preparation of ready-to-administer preparations.

Keywords
Carfilzomib, physicechemical stability, ready-to-administer syringe, infusion solution, reversed-phase high-performance
liquid chromatography
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inhibitor that targets the chymotrypsin-like B3 subunit

Introduction - . .
of the constitutive 208 proteasome and the B5i subunit

Kyprolis" powder for solution for infusion containing
carfilzomib  as active pharmaceutical ingredient 15
mndicated in combination with lenahdomide and dexa-
methasone to treat multiple myeloma in adult patients
who have received at least one previous treatment for
their cancer.' Because the number of patients with mul-
tiple myeloma is small, Kyprolis™ was classified as an
“orphan medicine” in 2008." Since November 2015,
Kyprolis” has been authorized in the EUL
Carfilzomib (PR-171) 15 a second-generation, irre-
versible,  peptide  epoxyketone  class  proteasome

of the immunoproteasome 2081 with minimal cross
- ) \

reactivily Lo other proteases” Cancer cells have an

increased need o produce and break down protens
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due to the fact that they are multiplying rapidly. When
proteins in the cancer cells are not broken down by the
proteasome, they accumulate in the cells which eventu-
ally die, slowing down the growth of cancer.'

Each single-use vial of Kyprolis® 60 mg is filled with
carfilzomib as stenile lyophilized powder. In addition,
each vial contains 3000mg sulfobutylether beta-cyclo-
dextrin (SBECD), 57.7mg ciric acid and sodium
hydroxide for pH adjustment (target pH=3.35).
Carfilzomib is practically insoluble in water and only
very slightly soluble in acidic conditions. SBECD
enhances carfilzomib solubility, provides isolonicity,
and acts as a bulking agent in the lyophilized cake.'
The combination of SBECD and the selected pH-
range cnsures acceptable solubility and stability of the
reconstituted carfilzomib solutions especially regarding
the degradation of the epoxide group over time in aque-
ous solution.” However, high temperature sterilization
is not feasible because of the tetrapeptide structure.'
Compatibility of the reconstituted solution with 5%
dextrose in S0mL infusion bags and typical infusion
systems (syringe, infusion sets) was shown.! Control
of leachables is not required.! Light protection during
handling and admimstration s not necessary. Diluents
containing chloride should be avoided because of the
formation of potentially genotoxic degradation prod-
ucts by reaction with the epoxide rnr_w'u:l:.-'.H'4 However,
flushing of the administration set with normal saline
immediately before and after carfilzomib administra-
Lon i m.'u:plubll:.'

The medicinal product should be stored refrigerated
and protected from light. Prior to use, cach 60 mg vial is
reconstituted with 29 mL of sterile water for injections
to provide a 2mgfmL solution. According to the
Kyprolis® summary of product characteristics
{(SmPC), the total time from reconstitution to adminis-
tration should not exceed 24h.* Chemical and physical
in-use stability of reconstituted solutions in the vial,
syringe, or intravenous bag has been demonstrated
for 24 h at 2-8°C or for 4 h at 25°C° The reconstituted
solution should be diluted into 30 or 100 mL infusion
bags containing 5% dextrose injection solution .’

Centralized aseptic preparation of ready-to-adminis-
ter Kyprolis® containing parenteral solutions in plastic
syringes and infusion bags needs profound knowledge
about the physicochemical stability in order to deter-
mine the beyond-use-date of the preparations.
Therefore, the purpose of this study is to determine
the physicochemical stability of Kyprolis® powder for
solution for infusion in the onginal vials and plastic
syringes after reconstitution and in ready-to-administer
syringes and infusion bags when stored under refriger-
ation { 2-87C) or at room temperature (25°C) both light
protected over o period of 28 days. The storage condi-
tons were chosen with an eye o chmeal practice.

Chemical stability of carfilzomib was planned o be
determined with a stability-indicating reversed-phase
high-performance liquid chromatography (RP-HPLC)
assay which was previously published by Hayes et al ®
and Garg et al.” Physicochemical stability was planned
te be determined by visual inspection of clarity and
color as well as pH measurement.

Materials and methods
Preparation of test solutions

All tests were performed using commercially available
Kyprolis® 60mg powder for solution for infusion
(Amgen GmbH, Munich, Germany, lot 1066093).
Test solutions were aseptically prepared in a eylotoxic
workbench.

Carfilzomib test solutions 2 mgiml. Three Kyprolis™ 60 mg
vials were reconstituted with 29 mL of sterile water for
injections  (in-house manufacturing, Department of
Pharmacy, University  Medical Center  Maine,
Germany, lot 20160302-01). The resulting solutions of
the nominal concentration 2mg/mL were stored under
refrigeration (2—8°C) over a period of 28 days. At day
0 from each vial 15mL of solution were withdrawn with
cannulas (BD  Microlance 3™ Becton Dickinson
GmbH, Heidelberg, Germany, lot 151215) and 20 mL
3-picce syringes (BD Luer-Lok™ tip syringe, Becton
Dickinson GmbH, Heidelberg, Germany, lot
1607210P).* stoppered and stored at room temperature
{23°C). Samples were withdrawn on days 0, 1, 3,5, 7, 14
and 28 after first puncture and assayed.

Corfilzomib test solutions 0.8 mg/mlL in plastic syringes. Three
diluted carfilzomib test solutions 0.8 mg/mL were pre-
pared by mixing mL (40mg) of reconstituted
Kyprolis™ solution with 30 mL of 5% dextrose injection
solution (D35) (250mL dextrose 5% Freeflex™ bag,
Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg, Germany, lot
14K.B7333)in three 3-picce single-use plastic syringes of
the nominal value 30mL (Original-Perfusor™-Spritze,
B. Bruun Melsungen AG, Melsungen, Germany., lot
16F2382009) and stored under refrigeration. The syr-
inges are made of polypropylene (PP) and siliconized ”

Samples were withdrawn on day 0 (at time Oh, 3h,
bhand 12h), 1,2, 3, 4, 5 7. 14 and 28 and assayed.
After day 28, test syringes were stored al room tem-
perature and sampling was performed on days 28, 31,
35, and 38 of storage.

Corfilzomib  test solutions 06 mgiml in PO infusion
bags. Three diluted carfilzomib test solutions 0.6 mg/mL
were prepared in dextrose 5% containing Freeflex™
infusion bags of the nominal volume 250 mL (details
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see above). The multi-layer polyolefine (PO) infusion bags
are free of  polyvinylchloride (PVC),  plasticizers,
additives, and glues."® After withdrawal of superfluous
D5 wehicle solution 30mL (60mg) of reconstituted
Kyprolis® solution was added to the remaining T0mL
D5 wehicle solution.

The test solutions were stored under refrigeration.
Samples were withdrawn on days 0, 1, 3, 5, 7, 14, and
28 and assayed. After day 28, test bags were stored at
room temperature and sampling was performed on
days 28, 31, 35, and 38 of storage.

Sample preparation

At cach predetermined interval, 1L.0mL samples were
withdrawn from cach vial, syringe and bag using can-
nulas and 1 mL 2-piece syringes (Injekt™-F Tuberk ulin,
0.0 ml=1 ml, Luer Solo, B, Braun Melsungen AG,
Melsungen, Germany, lot 16D1BCE). The barrel of
the two-picce syringe model is made of PP and the
plunger of polyethylene. The syringe is free from
latex, PVC and silicone oil "'

The vial stoppers were covered by a plastic film, con-
sisting of paraffin wax and PO (Parafilm M%, Bemis
Company, Neenah, WI, USA). The cover was removed
prior o the next sampling.

In order to determine the stability of undiluted
Kyprolis® solution 100pL reconstituted Kyprolis®
solution were mixed with 900 pL water HPLC grade
to achieve a concentration of 0.2 mgf/mL carfilzomib
{one dilution step).

To determine the stability of diluted carfilzomib
infusion  solutions of the nominal concentration
08 mg/mL or O6mg/mL, 230pL or 333 pl aliquots
of the samples were mixed with 750pL or 667 pL
witler HPLC grade, respectively, in order achieve a con-
centration of 0.2 mg/mL carfilzomib {one dilution step).

Determination of the chemical stability of
carfilzomib solutions

HPLC agssay. The HPLC system consisted of a Walers
Alliance 2695 with Waters photodiode array detector
996 (Waters). The Waters Empower Pro, Empower
Build 1154 Software, version 5000000 (Waters) was
used for data evaluation.

The separation was performed with a C18 column
(uBondapak, 300mm x39mm, 10pm particle size,
MZ-Analysentechmk GmbH, Moz, Germany, serial
26171807), which was mamntained at 25°C. The sample
temperature was maintained at 4°C. The mobile phase
consisted of 35% water HPLC grade with 50 puL
trifluorcacetic  acid  (Merck GmbH, Darmstadt,
Germany, lot S6406760/56746460 031) and 45% aceto-
nitrile  optigrade  (Sigma-Aldrich  Chemie  GmbH,

Taulkirchen, Munich, Germany, lot SZBGO32CV/
SZBG14TMVY). The overall run ome was 18 min, and
the flow rate was set at 1.8 mL/min. 30 pL samples were
injeeted by an autosampler in triplicate. The washing
solution consisted of 95% water HPLC grade and 5%
acetonitrile optigrade (details see above).

The absorption of carfilzomib was measured at a
wave length of 210 nm. The identity of the carfilomib
peak was confirmed by concentration-dependent peak
arcas and PDA -chromatograms.

Validation of the RRHPLC assay. The method was validated
following the ICH Q2 (R1) Guidelines'® for stability
studies.

Suitability. Suitability of the HPLC method was tested by
analyzing forced degraded samples of reconstituted car-
filzomib (K yprolis™) solution. The reconstituted solution
(2mgfmL) was ather acidified with 10 pL of nitric acid
(12% (mfv), prepared with nitric acd 65%, Merck
GmbH, Darmstade, Germany, lot K45101743346), alka-
limzed with 10 pL of sodium hydroxide solution (42%
{mfvh, prepared with sodium  hydroxide  pellets,
ApphiChem  GmbH, Darmstadt,  Germany,  lot
0000537465), or heated o 100°C for 5min.

Solutions were diluted with water HPLC grade and
assayed without prior neutralization.

Linegrity. In order to study the linearity of the assay,
standards (n=7) were prepared by diluting reconsti-
tuted carfilzomib (Kyprolis™) solution with water
HPLC grade to achieve the following concentrations:
03mg/mL, 0.24mg/mL, 0.22mg/mL. 02mg/mL.
018 mgfmL, 0. 16 mgfmL, 0.1 mg/mL.

Aliquots of the calibration standards were injected in
triplicate. The line of best fit was constructed by ana-
Iyzing plois  of peak area  wversus  carfilzomib
concentrations.

Accuracy. Accuracy was evaluated with two different con-
centrations (100%: 02 mg/mL and 120%: 0.22mgfmL)
and six-fold injection.

Intrg-day precision. The inira-day precision of the assay
method was evaluated by carrving out six independent
assays of carfilzomib solution at two concentration
levels (0.2mg/mL and 0.22 mg/mL).

Inter-day precision. For inter-day precision at each con-
centration level (0.2 mg/mL and 0.22 mg/mL), a single
injection of carfilzomib solution was assaved daily on
five consecutive days.
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Figure |. Chemical structure of carfilzomib (PR-171). (25)-M-
((5)-1-(i5)-4-methyl-1-({R)-2- methyloxiran-2-y[)- |-oxo pentan-2-
ylearbamaoyl)-2-phenylethyl)-2-((5)-2-(2-morpholinoacetamido)-
4- phen}rlhumnamidn}-+methylp-entanamide.'

Determination of the physicochemical stability of
carfilzomib solutions

pH values were measured in triplicate in the undiluted
aliquots taken from the test solutions at the predeter-
mined intervals using a pH 210 Microprocessor pH-
meter (Hanna Instrument) equipped with an InLab
Ultra-Micro-I1SM pH-glass electrode (Mettler Toledo
OmbH, Wien, Austna, serial 6293595). The instrument
was calibrated with Hamilton DuraCal™ buffer pH
401 £0.01 and pH 701 £0.01.

Whenever samples were taken, the vials were visually
checked for color changes and particulate matter.

Results
Validation of the RP-HPLC assay

Suitabiity. Under acidic forced degradation conditions,
the resulting peak of degradation product did not inter-
fere with the carfilzomib parent peak (retention time
9.5min (see Figures 2 and 3).

Under alkaline forced degradation conditions, the
resulting peaks of degradation products supported the
assay as stability indicating,

By pure heating, several peaks of the degradation
products were observed. These peaks did not interfere
with the carfilzomib parent peak (see Figure 4).

These results confirm the suitability of the HPLC
method.

Linearity. The correlation coefficient of R*=0.998
proved linearity over the concentration range. The equa-
tion of calibration curve was y=325¢+7x-843 ¢ +4

Accuracy. The mean recovery was 100.4% £0.1% (n =6).
The accuracy was 101.1% £04% for 0.2mg/mL and
99.7% £ 0.2% for 0.22mg/mL carfilzomib solution.

Intrg-day precision. The % RSD (Relative Standard
Deviation) was 0.78% at the concentration 0.2 mg/mL
and 0.72% at 0.22 mg/mL.

Inter-day precision. The % RS5D was 1.71% at the con-
centration 0.2 mgfmL and 1.41% at 0.22 mg/mL.

Limit of detection. The himit of detection (LOD) was cal-
culated by the equation LOD =33 5D/s, where s rep-
resents the slope of the calibration curve and 8D the
standard  deviation of the peak ares. The LOD
amounted to 0.04mg/mL of carfilzomib.

Limit of quantification. The limit of quantification (LOQ)
was caleulated by the equation LOGQ =10 5D/s, where s
represents the slope of the calibration curve and 8D the
standard  deviation of the peak area. The LOQ
amounted to 0.13mg/mL of carfilzomib.

Chemical stability of carfilzomib solutions

In the present study, a modified HPLC assay based on
two known HPLC-methods®™” was implemented and
validated by using the medicinal product Kyprolis®.
Results of the degradation tests proved the suitability
of the method. The validation parameters met the cri-
teria of ICH Q2 (R1)."*

In samples taken from the carfilzomib solutions
2mg/mL stored at room temperature, several peaks of
degradation products were observed. These peaks
matched with the peaks spotted during forced heat deg-
radation. The peaks increased over the storage period
of 28 days. The same degradation peaks got obvious in
sumples taken from reconstituted and diluted test solu-
tions stored under refrigeration. Especially the degrad-
ation product eluted with the retention time 3.8 min
{degradation product no. 3) explicitly ncreased over
tme (see Figure 5).

Measured concentrations of carfilzomib in the vari-
ous test solutions are given in Tables 1 to 3.

In test solutions stored under refrigeration, carfilzo-
mib concentrations were only slightly decreased at the
end of the test period of 28 days independent from the
concentration or type of primary container (Tables |
and 2).

In reconstituted test solutions (2 mg/mL carfilzomib)
stored at room temperature in plastic syringes, carfilzo-
mib concentrations fell below 90% of the initial con-
centration from day 14 of storage onward (Table 1),
Diluted test solutions (0.6 mg/mL, 0.8mgfmL) were
tested up to 10 days when stored at room temperature.
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Figure 2. Representative HPLC-chromatogram of acidic degraded carfilzomib solution for infusion (Kypralis® ).
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Figure 3. Representative HPLC-chromatogram of alkaline degraded carfilzomib solution for infusion (Kyprolis®).
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Figure 4. Representative HPLC-chromatogram of heat-degraded carfilzomib solution for infusion (Kyprolis®).
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Figure 5. Representative HPLC-chromatogram of carfilzomib solution (Kyprolis®) 2 mg/mL after a 28-day storage period under
refrigeration (2=-8°C).
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Table 1. Stability of reconstituted carfilzomib solutions in glass vials stored under refrigeration (2=8°C) and in plastc syringes stored

at room temperature (25°C) over a period of 28 days.

Drug

caoncentration (mg'ml) Percentage of initial concentration remaining £ relative 50
Container Storage
material termperature  Mominal  Actual Day @ Day | Day 3 Day 5 Day 7 Day 14 Day 28
Glass vial 1=8*C 2.0 202403 10103 992402 1004+04 981402 992402 98.04+05
Plastic syringe 25°C 2.0 203407 982407 97.2402 965405 955404 921+04 B7 4403

Mote: Drug concentrations in samples taken at time zero were designated as [00%. Concentration expressed as mean = relative standard deviation of

mriplicate assays of three test solutions (n="9).

Carfilzomib concentrations remained above 95% of the
initial concentration during this period (Table 3).

Physicochemical stability of carfilzomib solutions

Mo particulate matter and no color changes were
observed over the period of 28 days. The mean pH
vitlues slightly varied in the reconstituted test solutions
{Table 4) and in the ready-to-administer preparations
stored in plastic syringes or PO bags as primary con-
tainers (Table 5) but remained in fact unchanged over
the observation period of 28 days.

Discussion
Test solutions

Test solutions were prepared in order to simulate phar-
macy-based  preparation  practice.  Reconstituted
Kyprolis® vials were stored refrigerated and aliquots
withdrawn repeatedly. Re-puncturing of the vial stop-
pers wias done more often than in daily practice thus
representing an additional challenge. Furthermore,
reconstituted test solutions were stored in 20mL syr-
inges at room temperature in order to determine the
influence of temperature. According to the SmPC, car-
filzomib should be administered by infusion and not by
bolus injection.® Diluted infusion solutions were stu-
died using two different concentrations in different pri-
mary containers. In one scenario, the use of infusion
bags filled with 3% dextrose as mentioned in the SmPC
was simulated. In the other scenario, the use of S0 mL
syringes as primary containers for administration with
syringe pumps was simulated. Because of the short in-
use stability of 4h at 25°C and 24 h at 2-8°C given in
the SmPC, we originally planned the sampling proced-
ure in short intervals and preferred storage under
refrigeration. However, the results of the experiments
done with diluted solution in plastic syringes proved
stability owver the entire test period of 28 days
Therefore, we skipped sampling at 3, 6, 12h of day 1,
day 2, and day 4 during the experiments with diluted

solution in PO infusion bags. Having noticed the long-
term stability of diluted carfilzomib infusion solutions,
these solutions were further stored at room emperature
for 10 days and analyzed.

HPLC method

The HPLC assay was adopted from published assays™
and revalidated with the formulated medicinal product
in order to achieve valid results. The method revealed
to be stability-indicating. In the resuliing chromato-
grams, the sharp peak of carfilzomib (retention time
of about §.53min) was clearly separated from the peak
of SBECD (retention time 1.5 min) and the degradation
products.

Impurity

In previous degradation studies of carfibomib solu-
tions, several degradation products were characier-
ized* In the SBECD containing carfilzomib
solution, the main degradation product corresponded
to the hydrolysis product of the epoxide ring.! In our
studies with the formulated Kyprolis® product, peaks
of degradation products especially got obvious when
the test solution were stored al room temperature.
The peak with the retention time of 3.8 min (degrad-
ation product 3 in Figure 5) clearly increased owver
the storage period and corresponds to the ring-open
diol form. """ The presence of two separated peaks
can be explained by the formation of two diastereo-
mers.? Toxicity of these degradation products is not
expected.'

Toxic halohydrin-type degradation products are
formed by the reaction of the epoxide moiety with
chloride ions. The chlorohydrin adduct is classified as
alkylator and considered by the FDA to be a poten-
tially genotoxic impurity.’ Therefore, 0.9% NaCl
infusion solutions are to be avoided as vehicle solu-
tions. This 15 also why nitric acdd and not hydro-
chloric acid was chosen for the forced degradation
experuments.
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Table 2. Stability of diluted carfilzomib solutions in plastic syringes and PO infusion bags over a period of 28 days, stored under refrigeration (2=-8°C).

Dirug

concentration

[mg/mL]

% Initial concentration remaining == relative 50

Day 1

Day O

Actual

Test

Container
material

6h 12h (24 h) Day 2 Day 3 Day 4 Day 5 Day 7 Day 14  Day 28

3h

solution Mominal Day 0

98.6 4+ 0.0
968 4+ 0.0

100.3 0.1

1021 £0.

1007 001 1007 0.1

1033402

1028401

1028401

1031 £0.0 10204001

076403 1028 +0.1

078 4+0.1

Plastic

syringe

9.3 4001

1007 00 997400 1007400 101901

974400 977401
100.5 + 0.0

1007 £00 1022400 997400 100.24+00 100.34+0.1

974 +£00 967401
102.3 + 00
10017 £ 0.

0.8

2

96.94+0.0 946400

F78+00 97.0+01
1000 +0.0 100500 9%98+00 %63+00

983400 974400 97.7+0.1

081 4+0.1
0.60 +0.0
061 0.1
0.60 4+ 0.0

101.8 £0.1
1025 +0u1

PO infusion 1

1008400 1018400 1001.34£0.0 9934+0.1

n.d.

n.d.

n.d.

0.6

101.0+0.0 101.5 400 1006 +£0.0 9954+ 0.0

102.0 =00

Mote: Concentration expressed as mean = relative standard deviaton of triplicate assays of one test solution (0= 3). Dirug concentrations in samples taken at time zero were designated as 100%.

SBECD excipient in the formulated medicinal
product

Cyelodextring, with hpophilic inner cavities and hydro-
philic outer surfaces, are capable of interacting with a
large variety of guest molecules to form non-covalent
inclusion complexes.'® SBECD has been widely used as
an excipient in parenteral solutions. 10 was selected by
the manufacturer because it provides carfilzomib solu-
bility, sotomeity and acts as a bulking agent in the
Iyophilized cake.! The combination of SBECD and
the selected pH-range ensures acceptable solubility
and stability of the reconstituted carfilzomib solution
especially regarding the degradation of the epoxide
BrOUp over Lme in agquecus solution.

Stability

In wials, syringes, and IV bags stored under refriger-
ation, Kyprolis” solution revealed to be physicochem-
ical stable over the period of 28 days independent of
initial carfilzomib concentration. Measured carfilzomib
concentrations  decreased only shghtly and  vaned
within the accuracy limits of the assay and dilution
steps. A temperature-dependent difference in carfilzo-
mib stability (refngerated or room temperature) gets
obvious after longer storage periods.

Mo significant changes of pH values were found in
the experimental tests of reconstituted and diluted
Kyprolis® solutions over the period of 28 days. The
favorable target pH of 3.5 was achieved after reconsti-
tution and retained after dilution with 5% dextrose as
vehicle solution. Unchanged pH values confirm the sta-
bility of the carfilzomib/SBECD complex over the
period of 28 days.

As carfilzomib is not photosensitive, light protection
during storage 15 not mandatory, bui hght protecied
storage was chosen with an eye to duwily practice.

Disposable plaste syringes and IV bags used as pri-
mary conlainers represent a source of leachables which
can diffuse under certain solvent and storage condi-
tions.'"® Compounds leached into the product can
affect the stability of the product and potentially
increase the toxicological risk for the patient.'®
However, determination of leachables was not in the
scope of our study.

The present study has proven long-term physico-
chemical stability (28 days observation period) of
Kyprolis™ vials after first opening and ready-to-admin-
ister Kyprolis® preparations stored under refrigeration.
Besides the physiwochemical stability, microbiological
stability is o crucial factor in assigning extended
beyond-use-dates dates. Therefore, refrigeration of the
preparations is recommended. Moreover, only if hand-
ling takes place under strict aseptic conditions, the
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Table 3. Stability of diluted carfilzamib (Kyprelis®) containing salutions in plastic syringes and PO infusion bags over a periad of 10

days, stored at room temperature (25°C).

Drug concentration (mgiml)

Percentage of initial concentration remaining -+ relative 5D

Container material Marminal Actual Day 28 Dray 31 Day 35 Day 38
Plastic syringe (n=1%9) 0.8 0.76+£0.2 996402 98.24+£0.3 ¥6+04
PO infusion bag (n=6) 0.6 0.58 0.0 1001.2+:0.0 1001 0.1 98.0£0.1

Mote: Concentration expressed as mean *relatve standard deviation (30) of triplicate assays of test solutions. Drug concentrations in samples taken

at time zero were designated as [00%

Table 4. pH values of reconstituted carfilzomib solutions 2 mg'mlL under different storage conditions.

pH values (mean 4 standard deviation)

Storage

temperature Day O Dray 1 Day 3 Day 5 Dy 7 Day 14 Day 28
250 C 3.58+0.01 3.60 4 0.01 36014001 36440001 3504001 3534003 3.55 4004

2-8"C 357 £0.01 35940001 3644001 3644002 3534002 3544001 3574001

Mowe: pH values expressed as mean + standard deviation of triplicate measurements of three test solutions (n="9).

Table 5. pH values of carfilzomib infusion solutions in ready-to-administer plastic syringes (0.8 mgimL) or infusion bags (0.6 mg/mL),

stored under refrigeration (2=8°C).

Test solution

pH values (mean £ standard deviation)

Storage container
temperature  material Dray O Dray 1 Day 3 Day 5 Day 7 Day 14 Day 28
Flastic syringe 3504001 3494002 3544002 3654002 362400 3.69+001 3594002
2=-5C 0.8 mg/mL
PO infusion bag 3594002 3.614+0001 3654001 36540001 3554001 3544001 3.58+001
0.6 mgimL

Mote: pH values expressed as mean =+ standard deviation of triplicate measurements of three test solutions (n="9).

prolonged wse of these solutions can be recommended.
Matenal and treatment expenses can be reduced
because the remainmg reconstituted solutions can be
depleted and are not to be discarded.

Conclusion

Reconstituted carfilzomib containing parenteral solu-
tions are stable in glass wvials after first opening
and plastic syringes as well as diluted infusion solu-
tions in plastic syringes and PO infusion bags over a
period of at least 28 days when stored light protected
under refrigeration (2—-8C). When stored at room tem-
perature (25°C), reconstituted and diluted carfilzomib
soluttons are physwochermically stable over 14 days
and 10 days, respectively. For microbiologeal rea-
sons, storage under refrigeration is recommended.
The given physicochemical stability of carfilzomib

mfusion solutions allows cost-saving pharmacy-based
centralized  preparation  of  ready-to-administer
preparations.
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2.3 Physikalisch-chemische Stabilitat von Decitabin

2.3.1 Decitabin — ein DNA-Methyltransferase-Inhibitor

Akute myeloische Leukamie

Die AML kann in jedem Lebensalter auftreten, die Inzidenz steigt allerdings mit dem Alter
(3). Charakteristisch ist die Vielzahl unreifer myeloischer Vorlauferzellen im Knochen-
mark. Diese sogenannte Blasten vermehren sich sehr schnell und schranken die norma-
le Blutbildung ein. Verschiedene Symptome wie z. B. Abwehrschwache, Atemnot und
Anamie konnen auftreten. Da AML innerhalb weniger Monate zum Tod fuhren kann, ist
nach Diagnosestellung schnellstmoéglich die Behandlung einzuleiten. Klinisch werden
AML und MDS durch die Blastenzahl (20%) abgegrenzt. Mit Bezug auf die zugelassene
Indikation von 5-Azacytidin (Vidaza®) werden Patienten mit bis 30% Blasten oft weiterhin
dem MDS zugeordnet (39, 40).

Therapie der AML

Der naturliche Verlauf der AML fahrt finf Monate nach den ersten Symptomen bei der
Halfte der Patienten zum Tode. Erst nach Einfuhrung intensiver Chemotherapien mit
Cytarabin und anderen Antimetaboliten wurden komplette Remissionen und Langzeiter-
folge erreicht. Bei Patienten unter 60 Jahren liegen die Raten kompletter Remissionen
inzwischen bei Gber 70%, die Rate anhaltender Remissionen nach funf Jahren tber 30%.
Die Heilungsrate kann durch Konsolidierung mit allogener SZT weiter gesteigert werden
(41).

Insgesamt besteht die Chemotherapie in kurativer Intention aus insgesamt vier bis funf
intensiven Therapiekursen. Die Induktionstherapie dient der deutlichen Reduktion der
Tumorlast und damit dem Erreichen einer kompletten Remission. Das Ziel der Konsoli-
dierungstherapie ist es, ein Rezidiv der AML dauerhaft zu verhindern.

Weniger effektiv ist die intensive Chemotherapie bei Patienten Uber 60 Jahren. Die Rate
kompletter Remissionen liegt bei etwa 50%, die Rate anhaltender Remissionen bei 15%
(40). Zu beachten ist auch die unter der intensiven Chemotherapie erhthte therapieas-
soziierte Mortalitat bei &lteren und komorbiden Patienten.

Die Therapie der AML sollte mdglichst immer an einem hamatologisch-onkologisch er-

fahrenen Zentrum erfolgen. Nicht selten sind die Patienten in Therapiestudien einge-
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schlossen. Die Therapiekonzepte kénnen daher im Einzelnen voneinander abweichen.

Wirkung von Decitabin

Decitabin ist ein DNA-hypomethylierender Wirkstoff. Es gehdrt chemisch zur Gruppe der
Pyrimidin-Analoga und ist somit verwandt mit 5-Azacytidin (Vidaza®). Der wesentliche
pharmakologische Wirkmechanismus ist die Hemmung der DNA-Methyltransferase mit
DNA-Hypomethylierung und zytotoxischen Effekten aber auch die Induktion von Diffe-
renzierung und Apoptose (42). Die antineoplastische Wirkung ist dosisabhéngig (43).
Bemerkenswert ist, dass die Hypomethylierung nicht auf einen Zellzyklus beschrankt ist,
sondern auch nach mehreren Zellzyklen bestehen bleibt (44).

Im Fertigprodukt Dacogen® ist der Wirkstoff als lyophilisiertes Pulver enthalten. Da-
cogen® ist zugelassen zur Behandlung erwachsener Patienten ab einem Alter von 65
Jahren mit neu diagnostizierter de novo oder sekundarer AML gemald WHO- Klassifikati-
on fur die eine Standard-Induktionstherapie nicht in Frage kommt (42). Die Zulassung
basiert auf der AML-Studie (DACO-016), an der 485 Patienten teilnahmen (45). Die Be-
handlung mit Decitabin fihrte zu einer signifikanten Verbesserung der Remissionsrate im
Vergleich zur Therapie mit Cytarabin und supportiver Therapie. Die Uberlebenszeit ver-
langerte sich um 2,7 Monate. Die Therapieergebnisse sind bei Patienten mit AML und
MDS vergleichbar. Auch hier wurden Remissionsraten von 15-20% erreicht. Die pro-
gressionsfreie Uberlebenszeit wurde in einer europaischen Studie mehr als verdoppelt
(45).

Wahrend eines Behandlungszyklus wird Dacogen® als intravendse Infusion taglich tiber
eine Stunde in einer Dosis von 20 mg/m2 KOF an funf aufeinanderfolgenden Tagen ap-
pliziert. Die Tagesmaximaldosis von 20 mg/m? KOF sowie die Gesamtdosis pro Behand-
lungszyklus von 100 mg/m? KOF darf nicht Uberschritten werden. Es wird eine Behand-

lungsdauer von mindestens vier Behandlungszyklen empfohlen (42).

Herstellung von Dacogen®-Zubereitungen

Die physikalisch-chemische Instabilitdt von Azanucleosid-Analoga ist bekannt (46, 47).
Laut der Fachinformation sollte die mit 10 ml sterilem Wasser fir Injektionszwecke re-
konstituierte Stammldsung innerhalb von 15 Minuten mit Infusionslosungen verdinnt
werden. Die zubereitete, verdinnte Infusionslosung kann vor der Gabe fir maximal eine

Stunde bei RT (20-25 °C) aufbewahrt werden. Falls die Gabe nicht innerhalb von einer
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Stunde vorgesehen ist, muss das Konzentrat innerhalb von 15 Minuten nach Rekonstitu-
tion mit vorgekuhlten (2-8 °C) Infusionsflissigkeiten verdinnt werden. Die verdinnte In-
fusionslésung kann gekuhlt fir maximal drei Stunden und anschlieend fir maximal eine
Stunde vor der Gabe bei RT gelagert werden (48). Der fur die Herstellung zustandige
Apotheker tragt die Verantwortung, die empfohlenen Aufbewahrungszeiten und -
bedingungen einzuhalten und sicherzustellen, dass die Rekonstitution unter aseptischen
Bedingungen erfolgt.

Gegenstand der nachfolgend in Form einer vertffentlichten Originalpublikation darge-
stellten Studie war die Bestimmung der physikalisch-chemischen Stabilitdt von mit kal-
tem Losungsmittel rekonstituierten Decitabin-haltigen Lésungen und applikationsfertigen
Zubereitungen in PE/PP-Infusionsbeuteln tber einen Zeitraum von maximal 48 Stunden.
Dartberhinaus wurde die Langzeitstabilitat von eingefrorenen (-25 °C) rekonstituierten
Dacogen®-L6sungen in Plastik-Einmal-Spritzen als Primarbehaltnis (iber einen Zeitraum

von 28 Tagen untersucht.
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2.3.2 Physicochemical stability of reconstituted Decitabine (Dacogen®) so-
lutions and ready-to-administer infusion bags when stored refrigerat-

ed or frozen
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Abstract

Background: Profound knowledge about the physico-
chemical stability is necessary in order to determine the
“beyond-use-dates” of ready-to-administer preparations
after reconstitution and dilution. This is especially true
for unstable azanucleoside drugs like decitabine. The aim
of this study was to determine the physicochemical sta-
bility of decitabine after reconstitution and dilution of
Dacogen® 50 mg lyvophilized powder. Decitabine concen-
tration of Dacogen® powder reconstiiuted with cold water
for injections (5mg/mL) has been determined after sto-
rage in the original vials under refrigeration for 48 hours
and in single use syringes in a freezer at -25°C for 28
days. Concentration of diluted decitabine infusion solu-
tions (0.5mg/mL) prepared in prefilled 0.9 % NaCl poly-
olefine (PO) infusion bags has been determined after
storage under refrigeration (2-8 °C) for 48 hours.
Methods: To determine the stability of frozen Dacogen™
solutions the powder was reconstituted with 10 mL of
cold (2-8°C) sterile water for injections, transferred into
1 mL plastic polycarbonate (PC)/polyvpropylene (PP) syr-
inges and stored at -25°C. Decitabine concentrations
were determined on day 0, 22 and 258 after thawing at
room temperature immediately before assaving. In paral-
lel, pH-values were determined.

To determine the stability of reconstituted Dacogen™
S0mg powder in the original glass vials, three
Dacogen®™ 50mg vials were aseptically reconstituted
with 10 mL of cold sterile water. The reconstituted solu-
tions were stored under refrigeration and decitabine
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concentrations were determined at 0, 3, 7, 12 and 24
hours after reconstitution. The pH-values were deter-
mined at 0, 7 and 24 hours.

Diluted Dacogen™ test solutions were aseptically pre-
pared by adding 2 mL of the reconstituted Dacogen™
solution from each of the three vials to 18 mL cold (2-
B°C) 0.9% NaCl solution in prefilled multi-layer PO infu-
sion bags of the nominal value 50 mL. Test solutions of
the nominal concentration 0.5 mg/mL were stored under
refrigeration.

Decitabine concenfrations were determined at 0, 5, 8, 12,
24 and 48 hours after preparation. The pH-values were
determined at 0, 8, 24 and 48 hours. Each sample was
assayed by a validated stability-indicating reversed-phase
high-performance liquid chromatography (RP-HPLC)
assay with photodiode array detection.

Results: When test solutions of reconstituted Dacogen™
solution were stored frozen at -25°C, decitabine concen-
trations decreased less than 2% and no degradation pro-
ducts were detected in the HPLC chromatograms over the
storage period of 28 days.

In reconstituted test solutions in glass wvials and in
diluted test solutions in infusion bags stored under
refrigeration decitabine concentrations remained above
90% of the initial concentration for 12 hours and 24
hours, respectively, Several peaks of degradation pro-
ducts were observed which explicitly increased over
time,

In all test solutions the pH-values amounted to pH 7 and
remained unchanged. No particulate matter and no col-
our changes were observed over the test period.
Conclusions: Reconstituted decitabine  solution
(Dacogen®™ 50mg powder) stored in 1 mL PC/PP syringes
and frozen at -25°C is physicochemically stable for at
least 25 days. Decitabine solution in glass vials after
reconstitution with cold sterile water for injections and
in PO infusion bags after dilution with cold 0.994 NaCl
solution and stored under refrigeration is physicochemi-
cally stable for approximately 12 hours and 24 hours,
respectively. The results of our study facilitate the pre-
paration of Dacogen™ powder in pharmacy based centra-
lized preparation units.
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Introduction

Dacogen™ 50mg powder for concentrate for solution for
infusion containing decitabine as active pharmaceutical
ingredient is indicated for the treatment of adult patients
with newly diagnosed de novo or secondary acute mye-
loid leukaemia (AML), who are not candidates for stan-
dard induction chemotherapy [1]. Recent clinical
evidence has shown it to be effective in producing remis-
sions lasting several months or disease stabilization in a
subset of this population [2].

The azanucleoside derivatives decitabine (5-aza-2-
deoxyoytidine, NSC 127716) and azacytidine (5-azacytidine,
NSC 102816, marketed as Vidaza™), are analogues of the
natural nucleoside Z-deoxyeytidine (chemical struchures
compare Figure 1). Decitabine exerts its antineoplastic
effects after phosphorylation and direct incorporation
into DNA and inhibition of DNA methvltransferase, caus-
ing hypomethylation of DNA and cellular differentiation or
apoptosis. Aberrant DNA hypermethylation in the promo-
tor regions of certain genes, such as tumor-supressor
genes, and their consequent silencing is a characteristic
of lenkemias and myelodysplastic syndromes (MDS) [3].
Decitabine-induced hypomethylation in neoplastic cells
may restore normal function to genes that are critical for
the control of cellular differentiation and proliferation. In
rapidly dividing cells, the cytotoxicity of decitabine may
also be attributed to the formation of covalent adducts
between DMA methyltransferase and decitabine incorpo-
rated into DMA [1].
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Each single-use vial of Dacogen™ 50 mg contains
decitabine as sterile lvophilized powder. Potassium dibhy-
drogen phosphate (E340), sodium hydroxide (E524) and
hydrochloric acid for pH-adjustment (target pH=6.7 to
7.3) are used as excipients. Decitabine is sparingly solu-
ble in water. Compatibility of the reconstituted solution
with 0.9 % sodium chloride (0.9% NaCl) or 5% dextrose
solutions for injection in infusion bags and typical infu-
sion systems (syringe, infusion sets) is given. Control of
leachables is not required. Light protection during hand-
ling and administration is not necessary [1].

According to the SmPC, last updated in 2017, 50mg
Dacogen™ powder has to be reconstituted with 10 ml of
sterile water for injections. The concentrated solution
(5mg/mL) must be further diluted with cold (2-8°C)
vehicle solutions within a period of 15 minutes. The
diluted infusion solutions can be stored at 2-8°C for
maximum 3 hours, followed by up to 1 hour at room
temperature (RT, 20-25°C) before administration over 3
hours [4]. In the earlier SmPC version, published in 2012,
cold Ringers lactate solution was also mentioned as
vehicle solution and a longer stability period was indi-
cated for the diluted infusion solutions (compare
Table 1). In the FDA approved prescribing information
of DacﬂgEn" for injection 0.9% NaCl, 5% dextrose or
Lactated Ringer's Injection are recommended as vehicle
solutions and once more different stability information
is indicated (compare Table 1) [5]. According to the
manufacturer, decitabine exhibits 296 loss in 15 min
and 5-619% loss in 45 minutes in reconstituted solutions
(5myg/mL) when stored at RT [g]. Decitabine losses in
diluted infusion solutions amount to 5-99% over a 3
hour period when stored at RT and about 2% over a
period of 7 hours when stored under refrigeration [6]. In
the latter case during subsequent administration at RT

Figure 1: Chemical structure of

decitabine [NSC 127716, S-aza-2"-
deaxyeytidine) (left) and azacyti-
dine [N5SC 102816, 5-azacytidine)

{right).
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Table 1: Stability information of Dacogen™ powder after reconstitution and dilution.

Reference Reconstituent Yehicle solution Decitabine Stability of Stability of diluted Dacogen™
concentration in - reconstituted solution
diluted solutions Dacogen™
solution
SmPC 10 mL of sterile  Cold (2-89C) 0.9 % NaClor 0.1-1.0 mg/mL 15 min Max 3 hours at 2-8°C, followed by
(EMA, 2017) water for 5% dextrose solutions up to 1 hour at RT (20=252C)
injections before administration
SmpPC 10 mL of sterile  Cold (2-8°C) 0.9 9% NacCl, 0.1-1.0 mg/mL 15 min Max 7 hours at 2-8°C, followed by
(EMA, 2012) water for 5% dextrose or Ringer's up to 2 hours at RT (20=252C)
injections lactate solutions before administration
Prescribing 10 mL of Sterile  Cold (2-8 2C) 0.99% NaCl, 0.1-1.0mg/mL 15 min Max 7 hours at 2-8 °C (36°F - 46°F),
information  Water for 5% dextrose or lactated until administration
(FDA, 2006)  Injection (USP)  Ringer's injection
Femdndez- 10 mL of sterile Mot applicable Mot applicable 7 hours at Not applicable
Ginés et al.  water for (4+22C)
(2017) injections
Patel (2006) 10 mL of Sterile 0.9 % NaCl, 5% dextrose 0.1 and 1.0 1 hour at RT 3 hours at RT
Water for and lactated Ringer's mg/mL
Injection (USFY  solution at BT
Cold (2-B9C) 0.9% MaCl, 0.1and 1.0 10 hours (7 hours refrigerated and
5% dextrose and lactated mg/mL 3 hours at RT)

Ringer's solution

over 3 hours the decitabine concentration remained at
or above 929 [6].

By a literature research two poster presentations
regarding the stability of Dacogen®™ preparations were
identified [7, 8]. Patel studied the stability of reconsti-
tuted Dacogen™ powder stored at RT and diluted solu-
tions (0.1 and LOmg/mL) using either vehicle solutions
stored at RT or prechilled (2-8 °C) [8]. More recently the
stability of reconstituted Dacogen™ powder stored refri-
gerated in polyethylene (PE) syringes and determined by
a muclear magnetic resonance ("H-NMR) spectroscopy
assay was presented [7]. The currently available stability
information regarding Dacogen™ preparations is com-
piled in Table 1.

The storage periods of maximum 15 minutes and 4
hours indicated in the SmPC by the manufacturer
obstruct the centralized aseptic preparation of ready-to-
administer D::'u_'1'2!;.;{3_“'1”l containing parenteral solutions.
Extended in-use-stability data could improve the feasibil-
ity and efficiency of pharmacy based aseptic preparation.
The purpose of this study is to determine the physico-
chemical stability of D::l.f_'nl:l;.;nrerl":l powder for concentrate
for solution for infusion after reconstitution in the origi-
nal vials and in single-use plastic syringes as primary
containers. Furthermaore, the impact of using prechilled
water for injections for reconstitution and storage of
reconstimted  Dacogen™  solution  at  decreased

temperatures (— 25°C) over a period of 28 days has been
investigated. Diluted infusion solutions has been pre-
pared in prefilled 0.9 % sodium chlorde infusion bags,
stored under refrigeration (2-8°C) and physicochemical
stability determined over a period of 48 hours.

Chemical stability of decitabine was determined with a
stability-indicating reversed-phase high-performance liquid
chromatography (RP-HPLC) assay based on the known
method published by Yuan etal. [9]. Physicochemical sta-
bility was determined by visual inspection as well as pH
measurement of the products.

Materials and methods

Stability of frozen Dacogen® test solutions

One vial of commercially available Dacogen®™ 50 mg pow-
der for concentrate for solution for infusion, Janssen-Cilag
GmbH, Neuss, DE (lot-no.: GEZTJO0 (30™ April 2019)) was
reconstituted with 10 mL of cold (2-8°C) sterile water for
injections (lot-no.: 20170117-01, in-house production, UM
Mainz, DE) using cannulas (BD Microlance™") and 10 mL
3-piece plastic syringes (BD Plastipak™ 10 mL Luer-Lok™
syringe). The barrel and the plunger of the used 10 mL
syringes are made of polypropylene (PP) and siliconized
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[10]. Mine test solutions were prepared by withdrawing
1 mL aliquots of the reconstituted solution with cannulas
into 1 mL 3-piece plastic syringes (BD 1 mL syringe Luer-
Lok™ Tip). The barrel of the 1 mL Luer-Lock syringes is
made of polycarbonate (PC) and the plunger is made of
PP [10]. The syringes were capped with Luer lock combi-
stoppers made of PE (lot-no. 17D01AS171, B. Braun
Melsungen AG, Melsungen, DE). Six syringes were imme-
diately frozen and stored at -25°C. From the remaining
three syringes 100 pL aliquots were withdrawn and diluted
with 900 pL cold water HPLC grade (lot-no.: 7TO12578,
AppliChem GmbH, Darmstadt, DE) and assayed immedi-
ately. On day 22 and 28 of storage three syringes each were
thawed at BT (25°C) for 5 minutes and diluted aliquots
were assayved immediately. The pH-values were deter-
mined in each test solution prepared on day 0 or thawed
on day 22 and 28,

Stability of reconstituted and diluted
Dacogen® solutions

Preparation of test solutions

Inorderto determine the stability of reconstituted Dacogen™
S0myg powder in the original glass vials, three Dacogen™
50 mg vials (lot-no.: GEZTI00 (30™ April 2019)) were asepti-
cally reconstituted with 10 mL of cold (2-8°C) sterile water
for injections (lot-no.: 20070117-01) using cannulas (BD
Microlance™3) and 10 mL 3-piece plastic syringes (BD
Plastipak™ 10 mL Luer-Lok™ syringe). The reconstituted
solutions were stored light protected under refrigeration (2-
8°C). Diluted Dacogen™ test sohitions were aseptically pre-
pared by adding 2 mL of the reconstituted Dacogen™ solu-
tion from each of the three vials to 18 mL cold (2-8°C) 0.9 %4
NaCl solution in prefilled multi-layer polyolefine (PO) infu-
sion bags of the nominal value 50 mL (lot-no.: 13EMS171,
Isotonische Kochsalzliisung freeflex®, Fresenius SE & Co,
Bad Homburg von der Hishe, DE). Prior to the addition,
superfluous vehicle solution was withdrawn and discarded.
The diluted test solutions in infusion bags of the nominal
concentration 0.5mg/mL were stored under refrigeration
[2-8 °C) and light protection.

Sample preparation

Samples of the reconstituted solutions were taken imme-
diately after reconstitution and after 3, 7, 12 (day 0) and
24 hours (day 1). At each predetermined interval 0.2 mL
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aliguots were withdrawn from each vial in triplicate using
cannulas and 1 mL 3-piece plastic syringes (BD 1 mL
syringe Luer-Lok™ Tip). Between sampling intervals the
vial stoppers were covered with a plastic film, consisting
of paraffin wax and PO (ParafilmM®, Bemis Company,
Neenah, Wisconsin, US). The aliqguot syringes were
capped with Luer lock combi-stoppers, immediately fro-
zen and stored at -25°C. On the date of analysis each
sample was thawed at RT (25°C) for 5 minutes. Aliquots
of 100 pL reconstituted Dacogen™ solution (5 mg/mL dec-
itabine) were withdrawn and mixed with 900 pL cold (2-
B°C) water HPLC grade (lot-no.: 7T012578, AppliChem
GmbH, Darmstadt, DE) to achieve a concentration of
0.5mg/mL decitabine (one dilution step) and directly
assayved. At hour 0, 7 and 24 one additional sample was
withdrawn and the pH-value determined.

Samples of the diluted test solutions were taken
immediately after preparation and after 5, 8, 12 (day 0),
24 (day 1) and 48 hours (day 2). At each predetermined
interval 1 mL aliquots were withdrawn in trplicate from
each bag using cannulas and 1 mL 3-piece plastic syr-
inges. Samples were immediately frozen, stored and
thawed prior to analysis in the same manner as samples
of reconstituted solutions. 10 pL aliguots were immedi-
ately assaved without further dilution step. After 0, 8, 24
and 48 hours one additional sample was withdrawn and
the pH-values were determined.

Each sample was assayed once by a validated stabi-
lity-indicating reversed-phase high-performance liquid
chromatography (RP-HPLC) assay with photodiode array
detection (PDA) to analyze the concentration and purity
of decitabine. Whenever samples were taken the vials
and syringes were visually checked for colour changes
or particulate matter.

Determination of the chemical stability

HPLC Assay

The HPLC system consisted of a Waters Alliance 2695 pump
and a Waters photodiode array detector 996 (Waters,
Eschborn, DE). The Waters Empower Pro, Empower Build
1154 Software, version 5.00.00.00 (Waters, Eschbom, DE)
was used for data evaluation.

The separation was performed with a C18 column
(Kromasil C18, 250mm x 4.6mm, 5pm, lot-no.s:
27161926/ 7161920/ 27142515, MZ-Analysentechnik GmbH,
Mainz, DE), which was maintained at 25°C. The mobile
phase consisted of 989% 0.01 molar buffer solution
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pH=6.0 (dipotassium hydrogen phosphate (lot-no.:
0000715183, Applichem, Darmstadt, DE) water HPLC
grade (lot-no.: 7TO12578, AppliChem GmbH, Darmstadt,
DE) and hydrochloric acid 1 mol/L Titrisal® (lot-no.:
HC562719, Merck, Darmstadt, DE)) and 2% acetonitrile
optigrade (lot-no.:.SZBG279A, Sigma-Aldrich, Steinheim,
DE). The overall run time was 13 minutes with a flow
rate of 1.8 mL/min. 10 pL samples were injected by an
autosampler. The flushing solution consisted of 95%
water HPLC grade and 5% acetonitrile optigrade.

The detection wave length was set at 240 nm. The
identity of the decitabine peak was confirmed by concen-
tration dependent peak area and PDA-chromatograms
(Figure 2).

Validation of the RP-HPLC assay

The method was validated on the basis of the ICH Q2 (R1)
Guidelines [11] for stability studies and followed as far as
technically feasible.

Suitability

Suitability of the HPLC method was proven by analyzing
“heat” degraded samples of reconstituted Dacogen™
50 mg powder for concentrate for solution for infusion
solutions. The reconstituted solution with nominal con-
centration of 5 mg/mL was diluted with water HPLC grade

5. H. Kim et al.: Stability Decitabine (Dacogen™) Solutions — 5

to achieve the concentration of 1mg/mL decitabine and
stored at BT over 30 hours.

Linearity

In order to study the linearity of the assay standard
concentrations (n =7) were prepared by diluting reconsti-
tuted Dacogen™ solution with cold (2-8°C) water HPLC
grade to achieve the following concentrations: 0.75 mg)/
mL, 0.6mg/mL, 0.55mg/mL, 0.5mg/mL, 0.45mg/mL,
O4mgfmL, 025mg/mL.

Three test solutions were prepared per concentration.
Each test solutions was immediately frozen at -25°C,
thawed at RT (25°C) and directly assayed. Aliguots of
the calibration standards were injected once. The line of
best fit was constructed by analyzing plots of peak area
versus the nominal decitabine concentrations.

Accuracy
Accuracy was evaluated with two different concentration
levels (100 %: 1 mg/mL and 80%: 0.8 mg/mL) and 12-fold
injection.

lmg and 0.8mg decitabine (5-aza-2-deoxycytidine
=97 %) from Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Munich, DE
(lot-no.: SLBES4457/SLEQIS08V) were exactly weight with
a Sartorius MSA275-0CE-DM Cubis Ultra Micro Balance
[Sartorius Lab Instruments, Gottingen, DE) and dissolved
in 1 mL cold (2-8°C) buffer solution pH=7.4 (potassium
dihydrogen  phosphate R, lot-no. 0000550126,

i

Figure 2: PDA chromatogram of a
freshly prepared 0.5 mg/mL decitabine
solution (Dacogen™).
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Applichem, Darmstadt, DE and sodium hydroxide solu-
tion 1 mol/L Titrisel®, lot-no.: HC681977, Darmstadt, DE).

Intra- and Inter-day precision

The intra-day precision of the assay method was evaluated
by carrying out 12 independent assays of decitabine solu-
tion prepared with cold (2-8 °C) buffer solution pH=7.4 at
two concentration levels (1mg/mL and 0.8 mg/mL).

For inter-day precision at each concentration level a
single injection of diluted decitabine solution and cold
(2-8°C) buffer solution pH=7.4 was assayed daily on
three consecutive days.

Limit of detection (LOD) and Limit of quantification (LOQ)

The limit of detection and the limit of quantification were
calculated by the equation LOD =33 5D/s and LOO=10
5D/s, respectively. In the equation s represents the slope
of the calibration curve and 5D the standard deviation of
the peak area.

Determination of the physicochemical
stability

pH-values were measured once in undiluted aliquots taken
from the test solutions at the predetermined intervals using
a pH 210 Microprocessor pH-meter (Hanna Instruments,
Kehl am Rhein, DE) with a InLab Ulra-Micro pH-glass
electrode (Mettler Toledo Inlab Ultra-micro pH, Gielfen,
DE). The instrument was calibrated with Hamilton
Duracal buffer pH 4.01 = 0.01 and pH7.01 = 0.0L

+
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Whenever samples were taken the vials were
visually checked for colour changes and particulate
matter.

Results

RP-HPLC assay

In the present study a modified HPLC assay based on a
known method was implemented and validated by using
the medicinal product Dacogen™ and decitabine
powder.

Suitability

Temperature and pH dependent decomposition instabil-
ity of azanucleoside drug substances such as azacyti-
dine and decitabine are obvious. Forced degradation of
decitabine was therefore limited to “heat” degradation.
Storage of the reconstituted Dacogen®™ powder diluted
with water HPLC grade at RT for 30 hours caused sig-
nificant degradation. The resulting peaks of degrada-
tion products did not interfere with the decitabine
parent peak (retention time 4.5 minutes) (compare
Figure 3).

Linearity

The cormrelation coefficient of B = 0.9989 proved linearity
over the concentration range. The equation of the calibra-
tion curve was v=9.04e + 006x-5.75e + 004,

0.7e £
o
as0] ‘
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2] |
030 i
1 | Degradron prodact no, 2
LE2 | ,I.s"
1 | i Degradesion product
P Degrodation product no, 1 | il -3
] Ny | i -f Figure 3: Representative HPLC-chromato-
e B — T L " i gram of decitabine solution (Dacogen®)
P R R ] LR P T " wen . 1200 1 mg/mL after a 30 hours storage-period
Nt stored at RT (25°C).
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Accuracy
The mean recovery was 9995 + 439 (n=12).

The accuracy was 98.5% = 2.1% for 1mg/mL and
99.4% + 2.6% for 0.8mg/mL decitabine solutions,

Intra- and Inter-day precision
The % RSD (Relative Standard Deviation) of the intra-
and inter-day assays were 605% for 1mg/mL and

4.90% for 0.8 mg/mL as well as 6.18% for 1 mg/mL and
5.74% for 0.8mg/mL decitabine.

Limit of detection (LOD) and Limit of quantification (LOQ)

The LOD and the LOCO amounted to 0.029 mg/mlL and
0.089 mg/mL of decitabine, respectively.

Chemical stability of decitabine solutions

When test solutions of reconstituted Dacogen™ solution
were stored frozen at -25°C no degradation products
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were detected in the HPLC chromatograms over the sto-
rage perod of 28 days. In addition the concentrations of
decitabine decreased less than 2% over the test period.
Measured concentrations of decitabine in the test solu-
tions are presented in Table 2

In samples taken from the reconstimited Dacogen™
solutions Smg/mL in glass vials stored under refrigera-
tion (2-8°C) several peaks of degradation products were
observed. These peaks matched with the peaks spotted
during degradation at RT (see Figure 3) and increased
over the storage period of 24 hours.

The same degradation peaks were observed in sam-
ples taken from diluted Dacogen™ solutions in PO infu-
sion bags stored under refrigeration. The peaks
increased owver the storage period of 48 hours
Especially the degradation products eluted with the
retention time 3.6, 5.8 and 10.6 min (degradation pro-
duct no. 1 to 3} explicitly increased over time (see
Figures 4 and 5). Measured concentrations of decitabine
in the various test solutions are presented in Tables 3, 4
and in Figures 6 and 7.

In reconstituted test solutions in glass vials or in
diluted test solutions in infusion bags stored under

Table 2: Stability and pH-values of decitabine containing solutions (Dacogen™) in plastic syringes stored frozen (=25 °C)
over a period of 28 days. Concentration expressed as mean + RSD of single assays of three test solutions (n=3).
pH-values expressed as mean + S0 of single measurement of three test solutions (n = 3).

Primary package of test solutions Drug concentration [mg/mL]

% Initial concentration remaining + relative SD

Nominal Actual Day 0 Day 22 Day 28
Plastic syringe [PC/PF) 5.0 6.9+0.4 98.4+ 0.4 98.8+0.5
pHevalue (mean+ 50) FO6+0.1 7.0B+0.1 706 +0.1

Mote: Drug concentrations in samples taken at time zero were designated as 100%.
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Figure 6: Remaining decitabine concentration and 95% to 105%
eonfidence interval in reconstituted Dacogen™ solution in glass vials
stored under refrigeration (2=82C) over a period of 24 hours (n = 9).
Calculated tos- and tog-value amount to 9.3 and 18.6 hours accord-
ing to the line of best fit, respectively.
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Figure 7: Remaining decitabine concentration and 95% lo 105 %
confidence interval in diluted Dacogen™ solution in PO infusion
bags stored under refrigeration (2=8 *C) over a period of 48 hours
(n=9). Calculated tys and tyg-value amount to 15 and 30 hours
according to the line of best fit, respectively.

In none of the test solutions particulate matter or colour
changes were observed over the test period. The mean pH-
values amounted to about pH 7 in concentrated and
diluted solutions thereby matching the target range of
6.7 to 7.3. The decomposition rate is known to be lowest
at pH 7.0 [12]. The pH slightly varied in the reconstituted
test solutions (Tables 2 and 3) and in the ready-to-
administer preparations stored in PO infusion bags as
primary containers (Table 4) but remained in fact
unchanged over the observation test period.

Discussion

Stability of azanucleoside drugs

The chemical instability of azanucleoside drugs like deci-
tabine (5-aza-2-deoxyeytidine) and azacytidine (S-azacyti-
dine) is well-known [12, 13]. Medicinal products containing
these active substances therefore have to be handled with
considerable care in the clinic, primarily in pharmacy-
based centralized preparation units. The main concemn is
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Table 3: Stability and pH-values of reconstituted decitabine (Dacogen™) solution in glass vials stored under refrigeration (2-8 2C) over a
perod of 24 hours. Concentration expressed as mean + RSD of a single assay of three samples of each test solution (n=3). pH-alues
expressed as mean + S0 of single measurement of three test solutions (n=3).

Test solution Drug concentration [mg/mL] % Initial concentration remainingt relative 5D

Nominal Actual 0 hour 3 hours 7 hours 12 hours 24 hours
Glass vial 1 5.0 4.8+0.9 26.9+0.5 95.4 0.6 91.9+0.2 B86.0+0.1
Glass vial 2 4.8+0.6 99.2+0.8 95.6+0.3 92.7+0.5 88.3+0.1
Glass vial 2 4.8+0.3 Q7. 2+2.4 97.0+0.3 94.3+0.4 88.3+0.2
pHvalue [meant S0O) 7.06+0.2 n. d. 7.05+0.1 n. d. 7.05+0.0

Mote: Drug concentrations in samples taken at time zero were designated as 100%..

Table &: Stability and pH-values of diluted decitabine (Dacogen™®) containing solution in PO infusion bags ower a period of 48 hours, stored
under refrigeration (2=-82C). Concentration expressed as mean + RSD of a single assay of three samples of sach test solution (A= 3). pH-
values expressed as mean + 5D of single measurement of three test solutions (n=3).

Test solution Drug concentration [mg/mL] % Initial concentration remaining+ relative 5D

Nominal Actual 0 hour 5 hours B hours 12 hours 24 hours 48 hours
Infusion bag 1 0.5 0.45+1.7 100.7 £ 2.0 979+ 2.0 99.3.0£0.7 96.2+0.1 B7.1+£1.5
Infusion bag 2 0.48 +0.3 97.6+0.1 96.9+0.3 95.0+0.2 91.8+0.1 80.9+0.3
Infusion bag 3 0.49+0.4 97.5+0.5 96.8+0.1 93.6+0.2 1.8+0.2 81.6+0.3
pH-values (mean + 50) 6.93+0.1 n. d. 6.95+0.0 n. d. 6.95+0.2 6.9+0.1

Mote: Drug concentrations in samples taken at time zero were designated as 100%.

the rapid loss of activity and diminishing clinical efficacy.
Increasing toxicity is of less concern as toxicity of the
degradation products is not expected [1, 14].

Lin etal investigated the chemical decomposition
of dedtabine [12] under various conditions. In alkaline solu-
tions, decitabine undergoes a reversible hydrolytic reaction
to  form  N-(formylamidino)-N'-f5-D-2-deoxyribofuranosy-
lurea, which by the irreversible loss of the formyl group,
results 1-4-D-2-deoxyribofuranosyl-3-guany urea. The open-
ing of the triazine ring is facilitated by a hydroxyl ion nucleo-
philic attack. In neatral solutions additional degradation
products got obvious, which were not identified [12].
Decitabine degradation highly depends on temperature
and pH-value. The compound is most stable in neutral solu-
tion and when stored at low temperature. When Stresemann
etal studied the stability of decitabine powder in neutral
agueous solutions (0.45mg'mL) with a capillary electro-
phoresis assay and UV detection at 254 nm, the half-times
[tso) were 7 days at 4 °C, 4 days at 20°C and 21 hours when
stored at 37 °C [13].

The commercially available Dacogen™ 50 mg lvo-
philized powder is formulated with potassium dihydro-
gen phosphate (E340) and sodium hydroxide to
guarantee an optimal pH-value after reconstitution
and dilution [4, 5]. Furthermore according to the SmPC

&

reconstituted Dacogen™ solution should be immediately
diluted with prechilled (2-8°C) wehicle solutions in
order to increase the stability. However the stability is
only indicated up to 15 minutes for the reconstituted
Daco ;.;enﬂ powder and 4 hours for the diluted Dacﬂ;.;enﬂ
solution [4]. The study design was primarily based on
this information about the instability of the medicinal
product.

Preparation of test solutions and samples

According to the EPAR, Da{_'ﬂg{-_"l'.l.@ 50 mg lyophilized pow-
der should be reconstituted with 10 mL of sterile water for
injections. There is no information about the physico-
chemical stability of the reconstituted solution, if pre-
chilled for injections is for
reconstitution and the solution is immediately stored in
the refrigerator. According to the SmPC of Vidaza® 25 mg/
mlL powder for suspension for injection containing 5
azacytidine as active pharmaceutical ingredient, cold
water for injections should be used for reconstitution
[15]. Conseguentially we decided to dissolve the
Dacogen™ 50 mg lvophilized powder with prechilled ster-
ile water for injections.

sterile  water used
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In the EPAR and US SmPC it is also given that the
vehicle solutions (0.9 % NaCl, 5% dextrose (or Lactated
Ringer's injection)) should be prechilled. In our study
prechilled 0.9% NaCl solution was chosen as vehicle
solution because of the most appropriate properties. 5%
dextrose and Ringer's lactate infusion solution are less
considerable in practice and the latter one is less suitable
because of the ion content. Because of the known accel-
erated decomposition of decitabine at RT, the test solu-
tions were only stored refrigerated.

To prove the accuracy of the HPLC assay, we also
used decitabine powder which was dissolved in pre-
chilled phosphate buffer solution pH=7.4. This favour-
able solvent and refrigeration were used throughout our
experiments. The retained decomposition of decitabine
dissolved in the phosphate buffer solution pH 7.4 was
shown by Lin etal. [12]. Furthermore water HPLC grade
for diluting Dacogen®™ solutions was refrigerated to
reduce the degradation process of decitabine test solu-
tions during sample preparation and assaying.

To determine the stability of the Dacogen™ solutions
samples were withdrawn at predetermined intervals and
immediately frozen and stored at -25 °C. Freezing samples
at =25°C to disrupt the decomposition of decitabine in
Dacogen® solutions refers to the proven stability of frozen
decitabine solution at -70°C and in liquid nitrogen [12, 13].
Consequently the number of Dacogen™ vials to be recon-
stituted for the stability study could be minimized. We also
have to admit that the restricted number of test solutions
limits our study results. The reason is the high price of the
Dacogen™ medicinal product and limited fnancial
resources assocated with this investigator initiated study.

HPLC assay

In the present study a modified HPLC assay based on a
known HPLC-method was implemented and validated.
According to the HPLC method of Yuan etal [9] the
Kromasil C18 250mm=4.6mm, 5pm column was used.
The mobile phase equally consisted of phosphate buffer
solution pH= 6.0, but was completed with 29 acetoni-
trile in order to decrease the retention time of decitabine.
For the same purpose, a flow rate of 1.8 mL/min was
chosen, The overall run time should be shortened as
much as possible to inhibit the degradation process dur-
ing assaying. Because of the short in-use-stability of 15
minutes indicated in the SmPC [4], the overall un time of
13 minutes with a retention time of 4.5 minutes was a
critical point of stability testing of the Dacogen®

DE GRUYTER

solutions. The high flow rate affected the column in
different degrees depending on the batch related specifi-
cation of the Kromasil column. To minimize the damage
of the column, it is recommended to increase a low initial
flowrate of 0.5 mL/min stepwise to 1.8 mL/min during
equilibration. To minimize the strain on the performance
of the column, post hoc the decision was made to dilute
the samples to a concentration of 0.5mg/mL decitabine.
Subsequently the concentration differed from the concen-
trations used during the validation tests. However repro-
ducibility is obwious by the minimum RSD of the
concentrations determined.

The detection wavelength of 240 nm was chosen as a
compromise of optimum absorption of decitabine at 254
nm and the absorption of potential degradation products
at 2200 nm. In our studies the degradation product no. 2
with a refention time of 5.8 minutes (see Figures 3, 4 and
5} most likely corresponds to the ring open form of dec-
itabine which is chromophoric at 254 nm. The degrada-
tion product no. 1 presumably corresponds to 1-8-D-2-
deoxyribofuranosyl-3-guanylurea, which is chromophoric
at 220 nm.

The method revealed to be stability-indicating. In the
resulting chromatograms, the sharp peak of decitabine
(R, about 4.5 min) was clearly separated from the degra-
dation products. The degradation pathway and the highly
temperature- and pH-dependent decomposition of decita-
bine are already described elsewhere [12, 13, 16]. Because
of the rapid degradation of decitabine, suitability of the
HPLC assay was only investigated by gently “heat”
degraded samples. Furthermore the pH-value of the sam-
ples is predetermined by the formulation of Dacogen®.

The walidation of the HPLC assay was originally
planned by dissolving decitabine powder with cold buffer
solution pH=7.4 and without freezing the samples.
However, assaying of frozen Dacogen®™ solution revealed
to be more favourable and convenient. Therefore suitabil-
ity and linearity of the HPLC assay were proved with
frozen samples of Dacogen™ solutions. Each sample was
assayed immediately after thawing. 5Ds amounting to
5% when testing the accuracy are probably caused by
individual weighing of 1 mg decitabine samples and rapid
decomposition of the substance.

Physicochemical Stability of reconstituted
Dacogen® solution

Measured decitabine concentrations in reconstituted
Dacogen™ solution stored frozen at —25°C in single-use
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syringes decreased only slightly and varied within the
accuracy limits of the assay and dilution steps.
Physicochemical stability is given over a storage period
of 28 days. For azacytidine suspension increased stability
was also shown when stored at -20°C compared to
refrigeration [17].

In reconstituted Dacogen™ solutions prepared with
prechilled water and stored refrigerated in glass vials,
measured decitabine concentrations fell below the 90 %
limit after 24 hours. Having notice of this fact, we stopped
the experiment after 24 hours. The calculated tos- and tog-
value amounts to 9.3 and 18.6 hours according to the line
of best fit and taking the initially measured concentration
as 100 %, When tgq was calculated by taking the nominal
deditabine concentration as 100 %, the interval came to
16 hours. According to these results, the reconstituted
Dacogen™ solutions can be declared as physicochemical
stable over the storage period of 12 hours. During the
studies of Patel [8] reconstitution of Damged” powder
with non-prechilled water for injections resulted in 5%
degradation after 60 minutes. The reconstitution of
Dacogen™ with prechilled water for injections is
obviously related to increased stability and highly
recommended.

As indicated in the EPAR, the pH-values of reconsti-
tuted Dacogen™ solution amount to 6.7-7.3. In our study
the measured pH-values uniformly amounted to pH=7
and remained unchanged over the observed test period.
This was also the case for reconstiuted Dacogen®™ solu-
tions when stored frozen. Changes of the pH-value
caused by degradation products were not expected
because of phosphate buffer present in the Dacogen™
formulation.

Physicochemical Stability of diluted
Dacogen® solution

Diluted Dacogen® solutions in prefilled 0.9% NaCl solu-
tion in PO infusion bags stored under refrigeration
revealed to be physicochemical stable owver a storage
period of 24 hours (93 % remaining decitabine concentra-
tion). The pH-values remained unchanged. The calcu-
lated tgs- and tsg-value amount to 15 and 30 hours when
taking the initially measured concentration as 100%,
respectively. Taking the nominal concentration as
100 %%, the ty, came to 26 hours. These results correspond
to the findings of Patel [8]. In his studies, independent of
the initial decitabine concentration (0.1 and 1.0 mg/mL)
and the type of wvehicle solution (0.9% NaCl, 5%
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dextrose, lactated Ringer's solution) the remaining deci-
tabine concentration amounted to 929 after 10 hours of
refrigerated storage [8].

Different stability of reconstituted
and diluted Dacogen® solutions

While for the diluted Dacogen® infusion solutions
(0.5mg/mL) a tsy of 30 hours was calculated, the tg of
reconstituted Damge-n"’ solution (5mg/mL} amounted to
only 19 hours. OF note, the SmPC recommends to use the
diluted solution within 4 hours and reconstituted sola-
tion within 15 minutes [4]. The same phenomenon was
reported by Patel, i. e. 10 hours physicochemical stability
for diluted solutions and 1 hour for the reconstituted
solution [8]. However, there was no difference in stability
when Patel tested diluted Dacogen™ solutions of the con-
centration 1mg/mL and 0.1mg/mL. Therefore we studied
only the mean concentration of 0.5mg/mL decitabine
recommended in the SmPC for diluted solutions (1 mg/
mL = upper limit, 0.1mg/mL=lower limit). The different
stability of the reconstituted Dacogen®™ solutions and the
tenfold diluted infusion solutions can be explained by
higher concentrations of degradation inducing hydroxyl
and hydrogen ions deriving from the phosphate buffer in
the reconstituted solution.

Practical aspects

According  to our results remaining reconstituted
Dacogen™ solutions can be transferred into single-use 1
mL syringes as primary packaging, stored frozen at -25°C
up to 28 days and further used. It is more easy and logical
to freeze Dacogen®™ glass vial when the residual volume is
greater than 1 mL. However, if the volume in the vial is
greater than the needed volume for the next preparation,
the usability of the residual thawed volume is question-
able. There are no published data about the stability of
re-frozen and re-thawed I:Iau_'u':l;;fl*rf"l solution. A favourable
solution is to freeze maximum 1 mL volumes in order to
reduce the wasting. After thawing at RT the reconstituted
solutions must be diluted immediately. Because of the
rapid degradation of decitabine the storage of Dacogen™
solutions at BT is not recommended and was not in the
scope of our stability study. As decitabine is not photo-
sensitive, light protection during storage is not manda-
tory, but light protected storage was guaranteed in the
freezer and refrigerator. In  general, besides the
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physicochemical stability, microbiological stability is a
crucial factor in assigning extended bevond-use-dates.
In the case of Dacogen™ preparations this is only relevant
for the frozen reconstituted solutions because of the lim-
ited physicochemical stability wuander refrigeration.
Anyway handling of intravenous preparations has to be
done under strict aseptic conditions. Material and treat-
ment expenses can be reduced because remaining recon-
stituted solutions can be stored frozen and are not to be
discarded.

Conclusion

Decitabine solution (Dacogen™ 50 mg powder for concen-
trate for solution for infusion) is physicochemically stable
in glass vials after reconstitution with cold (2-8 °C) sterile
water for injecions and in PO infusion bags after dilution
with cold 0.9% MNaCl solution for 12 hours and 24 hours
when stored under refrigeration (2-8°C), respectively.
Reconstituted decitabine solution stored in PC/PP syr-
inges of the nominal volume 1 mL and frozen at -25°%C
is physicochemically stable for at least 28 days. The
residual Dacﬂ;.;eu@ solution in glass vials can be trans-
ferred into 1 mL single-use syringes, stored frozen and
further used after thawing at RT. The results of our study
facilitate the preparation of Dacﬂgeu'ﬂ lyophilized powder
in pharmacy based centralized preparation units.
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3. In-Line-Filtration von Zytostatikazubereitungen zur pa-

renteralen Applikation

3.1 Partikelkontamination und Filtration von Infusionslésungen

Die haufigste Applikationsart von Tumortherapeutika ist die parenterale Verabreichung in
Form einer Injektion oder Infusion. Die applikationsfertigen Zytostatikazubereitungen
werden unter streng aseptischen Bedingungen in Einmal-Plastik-Spritzen oder Infusi-
onsbeuteln als Primarbehaltnis in der patientenindividuellen Dosis zubereitet. Dabei ist
die Herstellungsanweisung gemal der Fachinformation zu beachten. Die Kompatibilitat
des Wirkstoffes und/oder des als Ausgangsmaterial eingesetzten Fertigarzneimittels mit
dem verwendeten Material (Primarpackmittel, Spikes, Infusionssets etc.) muss bei jeder

einzelnen Zubereitung und Applikation Uberprift werden.

Partikelkontamination in der Zytostatika-Losung

In ausgewahlten Fallen missen Filter bei der Zubereitung und/oder Applikation verwen-
det werden, um eine Partikelkontamination zu vermeiden. Gemall dem Européischen
Arzneibuch muissen Parenteralia der Prufung auf Partikelkontamination-Sichtbare Parti-
keln (2.9.20) entsprechen (49). Mdgliche Ursachen fir Partikelkontamination kénnen
Glassplitter, Kunststoffabrieb und Stopfenfragmente sein (50). Partikel, die sich insbe-
sondere in den Zubereitungen von schwerldslichen Arzneistoffen in Form von Wirkstoff-
partikeln befinden kdnnen, missen ebenfalls zuriickgehalten werden. Einige Fertigarz-
neimittel kdbnnen Losungsvermittler als Hilfsstoffe enthalten, die mit Bestandteilen von
Plastikeinmalspritzen oder Infusionsbeuteln partikulare Inkompatibilitdtsprodukte bilden
kénnen. Alle Formen von Partikeln, die nicht durch einen Filter zurtickgehalten werden,
gelangen direkt in den menschlichen Kérper und kénnen verschiedene Komplikationen

wie z. B. Organschéden verursachen (51).

In-Line-Filter fur die Applikation von Zytostatikazubereitungen

Bei einigen Tumortherapeutika wird in den Fach- und Gebrauchsinformationen die Ver-
wendung eines In-Line-Filters wéahrend der Applikation vorgeschrieben. Ein solches In-
Line-Filtersystem besteht aus verschiedenen Komponenten (Konnektor, Schlauchver-

bindung, Filtergehduse und -membran). Der In-Line-Filter dient dem Zurlckhalten von
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Partikeln und besitzt eine Porenweite von 0,2 oder 1,2 um. Filter mit der Porenweite 0,2
pum (auch deklariert als 0,22 um) entfernen die Partikel am effektivsten und halten Bakte-
rien und Pilze zurick.

Je nach Formulierung des Arzneimittels (L6ésung, Emulsion, Suspension, Liposomen)
muss die passende PorengrofRe fur die Zubereitung und/oder Applikation ausgewahlt
werden. Wichtig ist hier auch das Material, aus welchem das In-Line-Filterset besteht, da
es an den produktbertihrenden Oberflachen zu Adsorptions-, Absorptions- und Leaching-
Effekten der Arzneimittel mit den Kunststoffen kommen kann.

Die Auswahl eines geeigneten Filters fir Tumortherapeutika sollte zunachst unter fachli-
chen Gesichtspunkten, insbesondere der Kompatibilitat, getroffen werden. Sind mehrere
Filtersysteme geeignet, spielt die Verfligharkeit eine Rolle und nicht zuletzt auch der
Preis. Um die Therapiesicherheit zu gewabhrleisten, ist es sinnvoll, bereits bei der Her-
stellung in der zentralen Zytostatikazubereitung jeder Zubereitung, die Uber einen In-
Line-Filter appliziert werden muss, das passende Filterset beizupacken. So kann fir je-
den Patienten die richtige Applikation mit dem richtigen Applikationszubehér gewahrleis-

tet werden.

In der nachfolgenden Publikation wurden die Anforderungen an die Materialeigenschaf-
ten der Filtersysteme fiur den jeweiligen Wirkstoff und die Eigenschaften von ausgewahl-
ten, auf dem deutschen Markt verfiigbaren Filtersets analysiert, um die Auswabhl valide
durchfiihren zu konnen. Ziel ist es, im stressigen Klinikalltag einen schnellen Uberblick
zu ermdglichen, Verwechslungen zu vermeiden und die Arzneimitteltherapiesicherheit

zu gewabhrleisten.
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3.2 Auswahl und Umgang mit In-Line-Filtern zur parenteralen Appli-

kation von Tumortherapeutika



Kein Nachdruck, keine Verdffentlichung im Internet oder einem Intranet ohne Zustimmung des Verlags!

In-Line-Filtration von Zytostatikazubereitungen zur parenteralen Applikation _

Ubersicht

Auswahl und

Umgang mit

In-Line-Filtern zur parente-
ralen Applikation von Tumor-

therapeutika

Sun Hee Kim, Bettina Stollhof und Irene Kramer, Mainz

Bei einigen Tumortherapeutika wird in den Fach- und Gebrauchsinformationen die Verwendung

eines In-Line-Filters wihrend der Applikation vorgeschrieben. Die Angaben zur Auswah| des geeig-
neten Filters sind nicht immer eindeutig. Um die Auswah| valide durchfiilhren zu kénnen, wurden die
Anforderungen an die Materialeigenschaften der Filtersysteme fiir das jeweilige Arzneimittel und

die Eigenschaften von ausgewihlten, auf dem deutschen Markt verfiigbaren Filtern analysiert. Aus
dem Abgleich der Anforderungen und Eigenschaften der Filtersysteme resultierte eine Positiviiste
geeigneter Filtersysteme fiir die jeweiligen Arzneimittel. Zur Verbesserung der Arzneimittelthera-

piesicherheit wird die Konnektion oder das Beipacken eines geeigneten Filtersystems zu der appli-
kationsfertigen Zubereitung in der zentralen Zytostatikazubereitung empfohlen.

‘Wiszenschafilich
begutachiet

pe er-reviewed

Krankenhauspharmazie 2018:39:11-18.

ei einigen Tumaortherapeutika wird in den Fach- und

Gebrauchsinformationen wihrend der Applikation die
Verwendung eines In-Line-Filters vorgeschrieben. Ein sol-
cher In-Line-Filter besteht aus verschiedenen Komponen-
ten (Abb.1) und kann zwischen Infusionsbehiltnis und
Infusionssystem oder patientennah nach dem Infusions-
system angebracht werden. Der In-Line-Filter dient dem
Zuriickhalten von Partikeln, die sich insbesondere in den
Zubereitungen von schwerlislichen Arzneistoffen in Form
von Wirkstoffpartikeln befinden kinnen [6]. Andererseits
kénnen Fertigarzneimittel Losungsvermittler als Hilfsstof-
fe enthalten, die mit verschiedenen Kunststoffen, beispiels-
weise von Plastikeinmalspritzen oder Infusionsbeuteln,
partilulire Inkompatibilititsprodukte bilden. Weitere Ur-
sachen fiir Partikelkontaminationen kénnen Glassplitter
[31], Kunststoffabrieb [47] und Stopfenfragmente [36] sein.
Bei Proteinarzneimitteln wie intravends zu applizierenden
Antikirper-Zubereitungen kinnen unsichtbare und sicht-
bare Aggregate bis hin zu sichtbaren proteindsen Partikeln
(z. B. bei Panitumumab) entstehen, sodass eine Filtration
wihrend der Applikation notwendig wird. Die partikuli-
ren Verunreinigungen sind von unterschiedlicher Grafle,
Man unterscheidet die mit bloffem Auge sichtbaren Parti-
keln der Gréfle =50 pm von den nichtsichtbaren Partikeln
im Bereich 2 bis 50 pm.

N KPH 39.Jahrgang 1/2018

Schlisselwarter: Tumortherapie, Parenteralia, In-Line-Filter, Applikation

Alle Formen von Partikeln, die nicht durch einen Filter
zuriickgehalten werden, gelangen direlt in den mensch-
lichen Kérper und kénnen verschiedene Komplikationen
wie Organschadigungen, Phlebitis, Atemnotsyndrom [49],
Lungenerkrankungen [34], Myokarditis [23] und Haut-
ausschlag [15] auslésen. Insbesondere schwerkranke Pati-
enten kinnen davon betroffen sein. Bei Patienten kénnen
schon Partikel, die nur 1,5 pm grof sind, zur Verlegung
von Gefiflen fithren, wihrend dies bei Gesunden erst ab
einer Partikelgrifle von & pm beschrieben wurde [4, 25].
Eine prospektive, monozentrische, kontrollierte klinische
Studie von Boehne etal. zeigt, dass die Verwendung von
In-Line-Filtern in der padiatrischen Intensivstation die Ri-
siken von respiratorischen, renalen und himatologischen
Dysfunktionen senken kann. In der Patientengruppe ohne
In-Line-Filtration der Infusionslésungen kamen diese Or-
gandysfunktionen haufiger vor [9]. Weitere Publikationen
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3;
1 2 4

Abb. 1. Schamatische Darstellung ainas In-Lina-Filtarsystams, bai-
spielswaise SmartSite® Low Sorbing Set von CareFusion, BD seit
2015 (1=waiblicher Luer-Lock-Konnektor, 2 = Filkargahiuse und
-mambran, 3 = Schlauchverbindung, 4 =5chlauchklemme, 5 =nadal-
fraier Konnektor, & = ménnlicher Luar-Lock-Konnaktar) [7]

zu dieser Thematik liegen vor [5, 20]. Angesichts der breit-
geficherten Komplikationen ist anzunehmen, dass Parti-
kelkontaminationen die Krankenhausverweildauer verdan-
gern und zu zusitzlichen Behandlungskosten fithren oder
beitragen.

In-Line-Filter kiinnen auch die Infusion von mikrobiolo-
gischen Kontaminationen und Luft aus Infusionslésungen
vermeiden und damit die Patientensicherheit erhdhen. Au-
lerdem stellen verstopfte Filter ein Frithwarnsystem fiir
nicht-sichtbare Ausfillungen in inkompatiblen Infusions-
zubereitungen dar [4, 24]. Dieser A rtikel fokussiert sich auf
Tumortherapeutika, die entsprechend ihrem Zulassungs-
status wihrend der Applikation oder auch Zubereitung
durch Partikelfilter zu filtrieren sind.

Filter zur Vorbereitung einer Infusionslisung wie Fil-
terspikes oder Filterkanilen enthalten Filtermembra-
nen der Porenweite =5 pm. Fiir integrierte Filter in der
Tropfkammer des Infusionssystems empfehlen internatio-
nale Standards (IS0 8536-4) einen 15-pm-Partikelfilter,
In-Line-Filter, die zwischen dem Infusionsbehiltnis und
dem Infusionszugang angebracht werden, besitzen eine
Porenweite von 0,2 oder 1,2 pm. Filter mit der Porenweite
0,2 pm entfernen die Partikel am effektivsten und halten
Bakterien und Pilze zuriick. Sie sind jedoch nicht fiir jede
Arzneiform geeignet. Je nach Formulierung des Arznei-
mittels (Lésung, Emulsion, Suspension, Liposomen) muss
die passende Porengrofle fiir die Zubereitung und/oder
Applikation ausgewihlt werden. Viele liposomale Arznei-
mittel wie liposomales Cytarabin [29], liposomales Dau-
norubicin [18] oder liposomales Doxorubicin [21] diirfen
aufgrund der Liposomengriiie nicht dber In-Line-Filter
appliziert werden [32]. Die Applikation von liposomalen
Arzneimitteln kann dber Filter der Porenweite 15 pm ohne
nachteiligen Einfluss auf die Liposomenformulierung er-
folgen. In-Line-Filter der Porengréfie 1,2 pm sind fir Li-
pidemulsionen geeignet, da die Lipidtripichen der durch-
schnittlichen Grifle 0,5 pm den Filter passieren kimnen.
Fiir lipidhaltize Arzneimittel oder Lipidemulsionen wird
grundsitzlich die Applikation tber die sogenannten ,, Fett-
filter" (1,2 pm) empfohlen, um méglicherweise vorhande-
ne, aber nicht sichtbare Partikel zu eliminieren. Hiher-
viskose Lisungen lassen sich ebenfalls leichter iiber Filter
dieser Porengrifie applizieren.

12 KPH 39 Jahrgang 1|2018

Neben der Porenweite der Filtermembran spielt das Ma-
terial der Filtermembran eine wichtige Rolle bei der Aus-
wahl des geeigneten Filters. Gingige Filtermaterialien
sind Kunststoffe wie Polyethersulfon (PES) oder Polyester
{PET=Polyethylenterephthalat). Bei den meisten Filtersys-
temen besteht die Beliftungsmembran ans Polytetraflu-
oroethylen (PTFE). Dariiber hinaus sind die Zusammen-
setzung und Eigenschaften des Filtergehiuses und der
integrierten Schlauchsysteme zu beachten (Abb. 1). An
den produktberiihrenden Oberflichen kann es zu Adsorp-
tions-, Absorptions- und Leaching-Effekten durch Inter-
aktion der Arzneimittel mit den Kunststoffen kommen.
Zur niheren Charakterisierung des Filtersystems werden
Eigenschaften wie ,frei von" Polyvinylchlorid (PVC-frei),
Diethylhexylphthalat (DEHP-frei), Polvurethan ( PUR-frei)
und Latex (latexfrei) angegeben.

Bei zentraler Zytostatikazubereitung bietet es sich an, jeder
Zubereitung, die iiber einen In-Line-Filter appliziert wer-
den muss, das passende Filtersystem beizupacken. Alter-
nativ kann bereits im Rahmen der Zubereitung eine Ver-
bindungsleitung mit integriertem In-Line-Filter direkt am
Beutel angeschlossen werden. Diese sind vorab mit Tra-
gerlisung zu benetzen. Mit diesen Maffnahmen kann fiir
jeden Patienten die richtige Applikation mit dem richtigen
Applikationszubehor gewihrleistet werden. Zudem kann
die Vorratshaltung in den Applikationshereichen reduziert
und insgesamt wirtschaftlicher gestaltet werden.

Um die Auswahl valide durchfithren zu kiinnen, wurden
die Anforderungen an die Materialeigenschaften der Filter-
systeme fiir den jeweiligen Wirkstoff und die Eigenschaften
von ausgewihlten, auf dem deutschen Markt verfiigharen
Filtern analysiert. Aus dem Abgleich der Anforderungen
und Eigenschaften der Filtersysteme resultiert eine Positiv-
liste geeigneter Filtersysteme fiir die jeweiligen Arzneimit-
tel.

Methodisches Vorgehen

Fiir eine Auswahl von in Deutschland verﬁligbaren In-Line-
Filtersets der Porenweite 0,2 pm und 1,2 pm zur parentera-
len Applikation wurden die relevanten Eigenschaften tabel-
larisch zusammengestellt.

Eswurden sieben verschiedene Filtersets betrachtet: Smart-
Site™ Low Sorbing Set (CareFusion, BD seit 2015), Sterifix®
PVC-frei 0,2 pm (B. Braun), LVSTAR® 10 (Codan), Infufil
Air, 96 h (Fresenius), Intrapur® Lipid (B. Braun), LV. STAR"
F 10 (Codan) und Lipifil Air, 24 h (Fresenius). Als Quellen
dienten Publikationen und von Herstellern auf Anfrage £r=
haltene Informationen.

Basierend auf den Daten der STABIL-Liste® (7. Auflage
2015) wurden die parenteral zu applizierenden Zytostatika
identifiziert, bei welchen die Verwendung eines In-Line-
Filters vorgegeben wird. Zusitzlich wurden Gemtuzumab-
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Ozogamicin und Dararumumab aufgenommen. Die in den
Fachinformationen der entsprechenden Fertigarzneimittel
enthaltenen Vorgaben zur Beschaffenheit des Filtersystems
(Materialien, Porenweite, niedrige Protein-Bindungskapa-
zitit) wurden tabellarisch zusammengestellt.

Die Anforderungen an die Filtersets und die Eigenschaften
der sieben ausgewdhlten Filtersets wurden analysiert und
auf Eignung gepriift. Bei Ubereinstimmung wurde das Fil-
terset fiir das jeweilige Arzneimittel in die Positivliste ge-
eigneter Filtersysteme aufgenommen,

Ergebnisse und Diskussion
Von den 107 gepriiften Tumaortherapeutika sollen 19 iiher
einen In-Line-Filter appliziert werden. In deren Fachinfor-

mationen werden die Anforderungen an die Beschaffen heit
des Filtersystems unterschiedlich detailliert beschrieben
(Tab. 2). Es werden teilweise nur Angaben zur Porenwei-
te oder nur zu dem Material der Filtermembran gemacht.
In Tabelle1 sind die Eigenschaften der sieben ausgewihl-
ten Filtersets entsprechend den Herstellerangaben zusam-
mengestellt. Bei Ubereinstimmung der Anforderungen
und Eigenschaften wurde das Filtersystem fitr das jeweilige
Areimittel in Tabelle 2 (letzte Spalte) als geeignetes Fil-
terset entsprechend der Nummerierung von Tabelle 1 auf-
genommen,

Nachfolgend werden weitergehende Informationen darge-
stellt und diskutiert.

Tab. 1. Eigenschaften von ausgewahlten, in Deutschland vermarkteten In-Line-Infusionsfiltersets

Produkt MName Hersteller Porenweite, Filtermembran GroBe der Tot- Max. Ein- Deklarierte Eigen-
CArt.-Nr) Filterflache wolumen satzdauer schaften
1 SmartSite™ BO: u 02 pm 10 em? 5 mil Keine Daten = DEHP-frei
Low Sorbing  (20350E- ® PES (Filtermembran) B Latexfrai
Sat 0006) m PTFE (Beltftungsmem- m Miedrige Protein-
bram} Bindungskapazitat
PUR-haltig
m PVC-haltig
2 Starifix® B. Braun u 0.2 pm 10 em? 348 ml 24h m DEHP-frai
PWC-frei (&184637) ® PES (Filtarmambran) m Latexfrai
02 pm m PTFE (Beliftungsmam- m Miedriga Protain-
bran) Bindungskapazitét
m PUR-haltig
m PVC-frai
3 IMSTAR®* 10 Codan m 02 pm 10 em? 29 ml 96 h m DEHP-frei
(76.3364) ® FPES (Filtermambran} m Latexfrei
m PTFE m Miadriga Protain-
m (BalOftungsmambran) Bindungskapazitét
m PVC-haltig
& Infufil Air, @6 h  Fresenius Kabi ® 0.2 pm 12 em? 3ml 96 h m DEHP-frai
ROr602) m PES (Filtarmambran} m Latex-frai
m PTFE (Beliftungsmam- m Miedriga Protain-
bram Bindungskapazitat
m PWC-haltig
5 Intrapur® B Braun 1,2 pm 10 em? 346 ml 24h m DEHP-frai
Lipid @OeaT02)y m PES (Filtermambran) m Latexfrai
1.2 Wm m PTFE (Beltftungsmem- m Miedrige Protein-
brar Bindungskapazitit
3 IMSTAR® F10 Codan m 12 pm 10 em? 28 ml 96 h m DEHP-frai
(763333 m PES (Filtarmambran) m Latexfrei
®m PTFE (Baldftungsmerm- m Miadriga Protain-
brar) Bindungskapazitét
m PYC-haltig
7 Lipifil Air, 26 h  Fresenius Kabi = 1,2 gm 135 cm? 26ml 24h ® Protein-Bindungska-
(2909307} m FPET (Filtermembran) pazitit nicht bekannt
B PTFE (Bellftungsmanm- m PUR-haltig
brar) m PVC-frei

DEHP: Diethy lhexylphthalat; PES: Polyetharsulfon (ungaladen); PET: Polyethylanterap hthalat (Polyesterprodukt)

PTFE: Palytetrafluoroethylan; PUR Polyurethan; PYC: Palywiny kchlarid
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Tab. 2 Anforderungen an In-Line-Filter laut Fachinformation fir ausgewshlte Arzneimittel zur Tumortherapie (alphabetisch sortiert nach
‘Wirkstoffen) und Zuordnung geeigneter Filtersystame

Wirkstoff Handelsname Anforderungen an das Filtersystem® Geeignete Filter-
systema aus Tab. 1T°

Aflibarcept Zaltrap®[38] m O2-pm-Filter aus PES iy

m Inkompatibal: PVYDF My lan
Balinostat Balood ag® [41] m 02-pm-Filker =t
m Inkompatibal: -
Blinatumomab Blincyta® [2] m 02-pm-Filtar, pyroganfrei, nied ige Protein-Bindungska pazitat T=da
m Bendtigt eine spazielle Infusionspumpe - evantuell ist in der ant-
sprachenden Kassatte bereits ain Filter anthalten

Inkempatibel: GEHP

O2-pm-Filtar 14
Inkompatiteel: PUR, (PVC)

02-pm-Filtar 1=
Hinwaisa zur Filtrierung des Konzentrats laut Fachinfo beachten!
Inkompatibal: -

02-pm-Filtar aus PES, niedrige Pratain-Bindungskapazitat T=da
Inkompatibel: -

]
Cabazitaxal Jevtana® [38] "
]
]
]
]
]
]
Gamtuzumab- Mylatarg™ [48] ® 0.2- bis 12-pm-Filtar aus PES (Supor®) oder =6
]
]
]
]
]
]
]
]
]

Clofarabin Evoltra® [37]
Daratumurmab Darzalex® [22]

Dzagamicin 12-pm-Filter aus hydrophilen Acry -Copolymer {Versapor®) oder
08-um-Filter aus Cellulose-Aoatat-Nitrat-Mischester adar

O2-pm-Filter aus Cellulosa-Acetat

Inkompatibal: =

0.2~ bis 1, 2-pum-Filtar aus PES oder =6

O2-pm-Filtar aus Mylon
jeweils pyrogenfrei niadrige Protain-Bindungskapazitat

Inkompatibal: -

0.2 bis 1.2-um-Filtar, geringe Protein-Bindungskapazitét, -6
pyroganfrei

Inkompatibal: -

£02-prm-Filter -4
Inkempatibel: DEHP-halkiges PVC

Kurze Zu- und Abflussschlduche aus PVC in Filtervorrichtungen
fuhrten zu keiner signifikanten Freisetzung won DEHP [E]

Ipilimumab Yarvoy® [11]

Mivalumab Opdiva®™ [10]

P litaxal Pactitaxel-Gry®
[44]

© Deutscher Apotheker Verlag

Paclitaxel albumin- Abraxane® [12] ® 15-pum-Filter {integriert in der Tropfkammer der Infusionssysteme)  Keine

gebunden m Nicht Gber In-Line-Filter =15 pm appliziaren!
m Inkompatibal: -

Panitumumab Vactibix® [3] m 0.2 pm, niedrige Protain-Bindungskapazitat iy
m Inkompatibal: -

Pembrolizumab Keytruda®™ [28] m 0.2- bis 5-pm-Filter, niedrige Protein-Bindungskapaz itét =6
® Inkompatibel: -

Pixantran Pixuvri® [14] m O02-pm-Filter aus PES T=4
m Inkompatibeal: -

Ramucirumab Cyramza® [16] m O2-pm-Filter, niedrige Protein-Bindungskapazitat =iy
m Inkompatibal: -

Trastuzumab Kadeyla® [35] m O2-pm-Filter aus PES iy

Emtansin wenn Infusionsldsung mit 0,9% NaCl-Lasung vardinnt wurda)
m Inkompatibal: -

Forsetzung auf der nachsten Saite

1%  KPH 39 Jahrgang 1| 2018
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Tab. 2. Anforderungen an In-Line-Filter laut Fachinformation far ausgewdhlte Arznaimittel zur Tumortherapie (alphabetisch sortiert nach

‘Wirkstoffan) und Zuordnung geeigneter Filtersysteme (Fortsetzung)

Wirks toff Handelsname Anfordarungen an das Filtersystam® Geeignete Filter-
systeme aus Tab. T
Temsiralimus Torisel® [33] m 0.2~ bis 5-peFilter aus PES 1-6
® Inkompatibat DEHP (aus PVC)
Thiotapa Tapading®[1] m O2-pm-Filter -4

PWDF: Polyviny lidenfluorid; DEHP: Diethy|hexy lphthalat; PES: Polyethersulfon; PET: Palyethylenteraphthalat (Polyvestarprodukt);

PTFE: Palytetrafluoroathy len; PUR: Polyurethan; PVC: Palywiry kehlorid

#Filter mit Porenwaitan von 02 Wm ader 0,22 pm werden verainfacht als 0.2-pm-Filter banannt

*Filter Nummar

1: SmartSite® Low Sorbing Set
2: Starific® PVC-frai 0.2 pm
3:INSTAR® 10

& Infufil Air, 96 h

&t Intrapur® Lipid 12 pm

6 IV STAR™ F10

T Lipifil Air, 24 h

Einsatz von Filtern bei der Zubereitung

Biei einigen Tumortherapeutika sollte auch bei der Zuberei-
tung bzw. Vorbereitung zur Anwendung der Infusionsli-
sungen ein Filter benutzt werden.

Der Wirkstoff Amentrioxid wird als Trisenox®-Konzentrat
in einer Borsilikat-Glasampulle vermarktet. Nachdem die
Glasampulle aufgebrochen ist, sollte das Konzentrat vor
der Verdiinnung mit einer Filterkaniile der Porenweite
=5 pm filtriert werden, um eventuell vorhandene Glassplit-
ter zu entfernen [45]. Dieses Vorgehen ist generell bei der
zentralen Zubereitung von Arzneimitteln in Glasbrecham-
pullen zu empiehlen.

Die Fachinformation von Evoltra® [37] schreibt vor, dass
das Clofarabin-Konzentrat durch einen sterilen 0,2-pm-
Spritzenfilter gefiltert und anschliefend mit einer 0,9%
NaCl-Infusionslésung verdiinnt werden sollte. Wenn die
Verwendung eines 0,2-pum-Spritzenfilters nicht moglich ist,
miuss das Konzentrat mit einer Filterkanile der Porenwei-
te 5 pm gefiltert, verdiinnt und laut Fachinformation an-
schliefiend iiber einen In-Line-Filter (0,22 pm) appliziert
werden. Da Filter der Porengrifie 0,22 pm auf dem deut-
schen Markt nicht verfiigbar sind, miissen Filter der Poren-
grifle 0,2 pm zum Einsatz kommen. Warum eine Sterilfil-
tration des sterilisierten Infusionskonzentrats (indem man
das Konzentrat sterilfiltriert zur Trigerldsung gibt oder
withrend der Applikation sterilfiltriert) erforderlich ist, ist
nicht bekannt.

In jeder Packung Mepact® ist neben dem Mifamurtid-
Konzentrat ein apyrogener, latexfreier, steriler Einmalfilter
enthalten, der bei der Rekonstitution und Entnahme des
geliisten Konzentrats verwendet werden sollte [42]. Die Po-
rengrifbe des hydrophilen Filters betragt 3 pm, des hydro-
phoben integrierten Luftfilters 0,2 pm [43]. Laut Herstel-
lerinformation dient dieser Filter dazu, Liposomen =3 pm,

15 KPH 39.Jahrgang 1/2018

die Embolien verursachen kénnten, aus der rekonstituiers
ten Suspension zurdck zu halten.

Das BfArM hat im Mirz 2017 einen Informationsbrief be-
ziiglich des Erwinase®-Engpasses und der Handhabung der
Erwinase®-Chargen 179a” und 180a” herausgegeben [8]. Da
diese Chargen Partikel enthalten kinnen, sollte man als
Vorsichtsmaft nahme eine 5-pm-Filter-Nadel benutzen, um
das rekonstituierte Produkt aus der Durchstechflasche zu
entnehmen. Sollten sich sichtbare Partikel darin befinden,
sollte dies beim BfArM gemeldet werden.

Es bleibt zu beachten, dass das Fertigarzneimittel Spectri-
la®, das aus Escherichia-coli-Zellen mittels rekombinanter
DNA-Technologie gewonnene Asparaginase enthalt, nicht
filtriert wird [27].

Porenweite der In-Line-Filtersysteme

Alle zu filtrierenden Arzneimittel (mit Ausnahme des al-
bumingebundenen Paclitaxels) kinnen iiber einen 0,2-pm-
Filter appliziert und damit sterilfiltriert werden (Tab. 2).
Albumingebundenes Paclitaxel soll laut Fachinformation
als rekonstituierte Suspension mittels eines Infusionsbe-
stecks mit integriertem 15 -pum-Filter appliziert werden [12].
Das bedeutet, dass kein In-Line-Filter eingesetzt werden
darf, sondern ein Infusionsbesteck, das iblicherweise in
der Troptkammer einen Filter der Porengrifie 15 pm ent-
halt, passend ist.

Protein-Bindungskapazitét der In-Line-Filter

Bei einigen der zu filtrierenden Arzneimittel handelt es sich
um Proteinarzneimittel, meist Antikérperzubereitungen.
Diese neigen zur Bildung von (Mikro-)Aggregaten und
daher wird die Filtration im Rahmen der Applikation emp-
fohlen. Allerdings kann sich die Filtration auch nachteilig
auf die physikalische Stabilitit der Arzneimittel auswirken.
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So kinnen Adsorptionsphiinomene am Filtermaterial und
Scherstress durch die Filtration auftreten, wodurch es zu
Wirksamkeitsverlusten kommen kann. Fir einige Protein-
arzneimittel wird daher die Verwendung eines Filters mit
niedriger Protein-Bindungskapazitit gefordert. Von den
sieben betrachteten Filtersystemen enthalten sechs eine hy-
drophile PES-Filtermembran, die eine niedrige Proteinbin-
dungskapazitit hat. Diese Filter (Produkt 1-6) kinnen als
geeignet fir Filtration von Proteinarzneimitteln eingestuft
werden.

Bei Proteinarzneimitteln wird auch diskutiert, ob die Ent-
nahme aus den Originalbehiltnissen mit Spikes aus Plas-
tikmaterialien erfolgen darf. Das Abraten von Spikes be-
griindet sich aber eher mit der Gefahr, dass Partikel aus
dem Stopfen ausgestanzt werden und diese als fremde
Oberfliche zur Adsorption der Proteinarzneimittel fithren
kiénnen. Eine migliche Inkompatibilitat mit dem Spikema-
terial scheint eher nachrangig zu sein. Andererseits erzeugt
man mit dem gréfleren Lumen des Spikes geringeren me-
chanischen Stress fiir das Proteinals mit englumigen Kanii-
len. Das Aufziehen mit Chemospikes, die einen 5-pm-Filter
im Fliissigleitskanal enthalten, erscheint nicht sinnvoll, da
es einen zusiitzlichen Kraftaufwand fiir die herstellende
Person darstellt und sich bei anschliefender In-Line-Filt-
ration wiihrend der Applikation eriibrigt. Die im Chemo-
protect” Spike von Codan enthaltene Polyamid-(Nylon-)
Filtermembran hat eine niedrige Proteinbindungskapazi-
tit. Ergebnisse aus experimentellen Untersuchungen zur
Kompatibilitit der Proteinarzneimittel mit den Spikes sind
nicht bekannt.

Sterilitat, Pyrogenfreiheit und Endotoxinab-
scheidung von In-Line-Filtersystemen
Ublicherweise sind die in der Infusionstherapie zur An-
wendung kommenden In-Line-Filter steril und pyrogen-
frei und auch als solches gekennzeichnet. Die Filtersyste-
me werden in der Verpackung sterilisiert (Gammastrahlen,
Ethylenoxid oder Autoklavierung) und gemif! Arzneibuch
auf Sterilitit und Endotoxine (Pyrogenfreiheit) gepriift.
Davon muss unterschieden werden, dass es Filtersysteme
mit einer hydrophilen, positiv geladenen Nylonfiltermem-
bran gibt, die neben dem Siebeffekt auch eine Endotoxinab-
scheidung durch Bindung leisten kinnen. Auf dem Markt
befinden sich Filter der Porengriiiie 0,2 pm und 1,2 pm mit
diesen Membranen. Die Bindung von aus gramnegativen
Bakterien freigesetzten Endotoxinen an patientennah an-
gebrachten In-Line-Filtersystemen mit positiv geladener
Filtermembran ermdglicht es, die Standzeit der Infusions-
systeme zu verlingern. Die Applikation von Proteinarz-
neimitteln iber diese Filter ist nicht gepriift. Theoretisch
kinnte es zur Adsorption von Proteinen an den geladenen
Filter kommen.
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Inkompatibilitaten

Wenn Inkompatibilititen zwischen einem Arzneimit-
tel und Bestandteilen des Filtersystems vorliegen, miissen
diese bei der Auswahl (z. B. DEHP bei Padlitaxel und Tem-
sirolimus, PUR bei Cabazitaxel und PVC bei Cabazitaxel
und Temsirolimus) beriicksichtigt werden (Tab. 2). In der
Vergangenheit wurde in PVC-Leitungen als Weichmacher
DEHP verwendet. Es ist bekannt, dass lipophile Arznei-
mittel und Arzneimittel, die Losungsvermittler enthalten,
DEHP herauslisen kiinnen. Das DEHP-Leaching ist einer-
seits von den Pmdul-cteigensdnﬁen und anderemeits von
Faktoren wie der Gréfie der Kontaktfliche, Temperatur und
Flussrate bew. Kontaktzeit abhingig. Das DEHP-Leaching
durch Paclitaxel aus Infusionszubehir wurde intensiv un-
tersucht. 5o wurde gezeigt, dass es bei kurzen PVC-Leitun-
gen zu keiner signilikanten Freisetzung von DEHP kommt
[44]. Bei simulierter Infusion von 250 ml einer Paclitaxel-
haltigen Infusionslasung der Konzentration 1,2 mg/ml in-
nerhalb von drei Stunden iiber ein PVC-haltiges Intrafix®
AIR P (B. Braun) Infusionssystem wurden 15 mg DEHP he-
rausgelost [26]. Bei Verwendung eines IVEX-2-Filter-Sets
mit einer kiirzeren PVC-Leitung wurden 10 mg DEHP he-
rausgelist [45].

Der Hersteller von Jevtana® (Wirkstoff Cabazitaxel) gibt
an, dass der In-Line-Filter PVC enthalten darf, allerdings
keine PVC-Infusionsbeutel als Primirbehiltnis firr die
Zubereitungen eingesetzt werden dirfen [38, 40]. Beziig-
lich der herausgeliisten Menge von DEHP gibt es keinen
gmﬁen Unterschied zwischen den Lisungsvermittlern
Macrogolglycerolricinoleat und Polysorbat [19]. Im Ver-
gleich zur Menge von Polysorbat 80 in Paclitaxel-Gry® ist
in Jevtana® eine viel geringere Menge des Losungsvermitt-
lers Macrogolglycerolricinoleat 35 (Cremophor® EL) ent-
halten, sodass das Risiko fiir DEHP-Leaching mit Jevtana®-
Zubereitungen geringer sein sollte.

Die Problematik des DEHP-Leachings und die Diskus-
sion um die Toxizitit des DEHP hat damu gefi'lhrt, dass
die meisten Hersteller heute die P‘I.’C-Infusinns.leitungen
DEHP-frei herstellen. Das trifft auch fiir alle hier betrach-
teten Filtersysteme zu. 5o sind die heute im Markt befind-
lichen Intrafix® AIR P Filter DEH P-frei. Beim LV.STAR" 10
(Codan) und Infufil Air 96 h (Fresenius) wird als Weich-
macher ersatzweise TOTM (Tris(2-ethylhexyl jrimellitat)
eingesetzt. Seit dem 21. Marz 2010 miissen alle Medizin-
produkte, die Phtalate als Weichmacher enthalten, gekenn-
zeichnet sein (Medizinprodukterichtlinie 93/42/EWG).
PVC-Produkte ohne entsprechende Deklaration enthalten
also keine Phtalate.

Totvolumen von In-Line-Filtersystemen
Als ein Auswahlkriterium ist auch das Totvolumen ver-
schiedener Filter zu betrachten. Beispielsweise hat der
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LVSTAR" 10 ein Totvolumen von 2,9 mlund das SmartSite®
Low Sorbing Set von 5 ml (Tab. 1). Wenn das Volumen der
zu verabreichenden Infusionslisung klein ist, beispiel swei-
se 100 ml applikationsfertige Panitumumab-Zubereitung,
kann die applizierte Dosis durch ein grofles Totvolumen zu
einem relevanten Anteil reduziert werden. In diesen Fillen
sollte das Infusionssystem nachgespiilt werden, oder um
das Risiko einer Kontamination zu vermeiden, ein Filter-
system mit kleinerem Totvolumen verwendet werden.

Standzeit von In-Line-Filtern

Fiir unterschiedliche Filter wird eine unterschiedliche ma-
ximale Einsatzdauer, auch als Standzeit bezeichnet, vom
Hersteller empfohlen (Tab. 1). Die Standzeit gibt an, dber
welchen Zeitraum eine Filtration sicher gewihrleistet wer-
den kann. Wird der In-Line-Filter speziell fiir die Infusion
des Antitumorarzneimittels angebracht, ist die Standzeitals
unkritisch anzusehen. Erfolgt die Applikation iiber einen
aus anderen Griinden bereits installierten Infusionsfilter
(z B. Infusionstherapie im Rahmen der Stammzelltrans-
plantation oder bei Intensivpatienten), ist dessen Standzeit
mafigeblich.

Auswahl des In-Line-Filtersystems

Die Auswahl eines geeigneten Filters fiir Tumortherapeu-
tika sollte zunichst unter fachlichen Gesichtspunkten, ins-
besondere der Kompatibilitat, getroffen werden. Sind meh-
rere Filtersysteme peeignet, spielt die Verfiigbarkeit eine
Rolle und nicht zuletzt auch der Preis.

Bei einzelnen Produkten wird ein geeigneter Filter mit
jeder Packung des Fertigarzneimittels geliefert. Die iiber-
zihligen Filter kiinnen, sofern kompatibel, fiir andere Pro-
dukte genutzt werden. 5o werden beispielsweise in der
Universititsmedizin Mainz die jeder Lieferung von Opdi-
vo" und Keytruda® beigepackten Intrapur® Lipid L2-um-
Filter tiberwiegend genutzt. Bestellt werden zusitzlich die
Infufil Air 96-h-Filter mit der Porengrdfle 0,2 pm. Wirk-
stofflisungen, die sowohl tiber 0,2 pm als auch iiber 1,2 pm
Porengrifse filtriert werden diirfen, erhalten bevorzugt die
kostenlosen Intrapur® Lipid 1,2-pm-Filter beigepackt. Die-
ses Vorgehen erachten wir als gerechtfertigt, da eine Parti-
kelfiltration und nicht eine Sterilfiltration das Ziel ist.
Beim FEinsatz von bereits erwihnten Sicherheitsinfu-
sionssystemen stehen beispielsweise integrierte LV.STAR®
10 Filter im Connect Z2* von Codan oder integrierte Ste-
rifix® Filter im Cyto-Set® Mix bzw. ProSet Cyto-Set® Mix
von B. Braun zur Verfigung, Wie in Tabelle 1 dargestellt,
ist der integrierte LV, Star® 10 Filter in Connect 2 (Art.-
Nr. 76.4445) aufgrund der Filtereigenschaften universell
verwendbar. Der in Cyto-5et® Mix (Art.-Nr. A2903N) und
ProSet Cyto-Set® Mix (Art.-Nr. 4188926) enthaltene Steri-
fix® Filterist wie in der Tabelle 1 dargestellt PUR-haltig und

7 KPH 39.Jahrgang 1/2018

damit nur fiir Cabazitaxel ungeeignet. Fiir die Cabazitaxel-
Applikation gibt es eine PVC-haltige aber PUR-freie Va-
riante (Art.-Nr. 4188925). Beim Einsatz von sonstigen 5i-
cherheitsinfusionssystemen mit integriertem Filter ist die
Kompatibilitit mit der zu applizierenden Wirkstofflisung
entsprechend zu priifen.

Interessenkonflikterklarung
Die Autaren geben an, dass keine Interessenkondlikie bestehen.

Evaluation and handling of in-line IV infusion filters for parente-

ral administration of anticancer drug products

Far several anticancer drug products in-line IV infusion filkers are to be used dur-
ing administration. For these medicinal praducts the specifications of suitable filier
systems were retrisved from the product information OF node, for seven indine
filter systems which are available an the German market, chamcleristic featrres
were compiled, e.g. pare size, type of filter membrane, dhsence of certain materiak,
pratein hinding capacity and dead valume. Suitable fiker systems were identified for
the individual medicinal product by matching the requirements and the s pedifica-
tians of the in-dine- filters. Medication safely can be increased by enclasing or con-
necting the right in-line filter system % the right ready-to-administer antineaplastic
prepration in the pharmacy-hased centralized cytotaxic preparation wnit

Key wonls: antincoplastic medicinal products, in-line IV filter systems, administ-
ratiom
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4. Zusammenfassung

Physikalisch-chemische Stabilitat von Zytostatika-Zubereitungen

Fur die Untersuchungen der physikalisch-chemischen Stabilitat von Zytostatika-
Zubereitungen wurde jeweils eine geeignete RP-HPLC Methode, basierend auf bekann-
ten Methoden entwickelt und gemaR3 ICH Q2 (R1) Guideline mit dem jeweiligen Fer-
tigarzneimittel validiert. An den vorab festgelegten Messzeitpunkten wurden Gehalts- und
Reinheitsbestimmungen der Testldsungen mittels HPLC durchgefuhrt, die pH-Werte be-
stimmt und auf Farbanderungen bzw. sichtbare Partikel kontrolliert.

Zur Festlegung der Haltbarkeit sollte neben der physikalischen und chemischen Stabilitat
auch die mikrobiologische Stabilitat herangezogen werden. Um diese zu verbessern,
sollte die Lagerung der Anbriiche und hergestellten Zubereitungen im Kihlschrank be-
vorzugt werden. Fur alle Testlosungen wurden die Stabilitdt daher bei Kihllagerung und

wahlweise bei Raumtemperatur- oder Tiefkiihllagerung bestimmt.

Plerixafor-haltige (Mozobil®) Zubereitungen

Das Bicyclamderivat Plerixafor (Mozobil®) férdert die Mobilisierung von Blutstammzellen
nachhaltiger als G-CSF alleine. So kdnnen auch bei ,Poor-Mobilizern' gentigend Stamm-
zellen gesammelt werden. Der Gehalt an Plerixafor in Mozobil®-Lésungen in Original-
glasvials und in den applikationsfertigen Plastik-Einmalspritzen blieb unabhangig von der
Lagertemperatur Uber den gesamten Untersuchungszeitraum von drei Monaten nahezu
unverandert bei 100 + 6,4%. Zudem konnte keine relevante Zunahme der Peaks von
Zersetzungsprodukten in den Chromatogrammen detektiert werden. In keiner der Unter-
suchungslosungen zeigten sich Farb&nderungen oder sichtbare Partikel. Der mittlere pH-
Wert blieb Uber den Untersuchungszeitraum hinweg nahezu unverandert (pH=6,7).

Mozobil® Injektionslésung 20 mg/mL ist in Originalglasvials nach Erstanbruch und aufge-
zogen in 2-teiligen Einmal-Spritzen Uber einen Zeitraum von drei Monaten bei Kuhllage-

rung und RT physikalisch-chemisch stabil.

Carfilzomib-haltige (Kyprolis®) Zubereitungen

Der selektive Proteasominhibitor Carfilzomib (Kyprolis®) wird zur Behandlung von Patien-
ten mit rezidiviertem, progredientem Multiplen Myelom nach mindestens einer Vorthera-

pie eingesetzt. Als Testlosungen wurden rekonstituierte Kyprolis®-Lésungen in Original-
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glasvials bzw. in Plastik-Einmalspritzen (2 mg/mL) und mit G5 verdinnte Losungen in
Plastik-Einmalspritzen (0,8 mg/mL) und PP/PE Infusionsbeuteln (0,6 mg/mL) hergestellt.
Untersucht wurde die Stabilitdten der rekonstituierten Losungen bei zwei verschiedenen
Lagerbedingungen (Originalglasvials kuhl, Plastik-Einmalspritzen bei RT) und der ver-
dinnten Losungen bei Kihllagerung und anschlieRender Lagerung bei RT Uber einen
Zeitraum von maximal 28 Tagen. Bei Kihllagerung blieben der Carfilzomib-Gehalt und
die pH-Werte Uber 28 Tage nahezu unverédndert (100 £ <6%). In den bei 25 °C gelager-
ten, rekonstituierten Losungen reduzierte sich der Carfilzomib-Gehalt ab Tag 14 auf
<90%. Verschiedene Peaks von Abbauprodukten wurden in den HPLC-
Chromatogrammen detektiert.

Mit Hilfe der Arrhenius-Gleichung wurde die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante des
Carfilzomib-Abbaus bestimmt. Bei beiden verdiinnten Carfilzomib-Losungen besteht eine
Linearitat zwischen der Gehaltsanderung von Carfilzomib und der Zeit (Reaktion erster
Ordnung). In keiner der Untersuchungslosungen zeigten sich Farbanderungen oder Par-
tikelbildung tiber 28 Tage. Die rekonstituierte Kyprolis®-Lésung ist tiber 14 Tage und die
mit G5 verdunnten Infusionslosungen sind tber mindestens 10 Tage bei RT stabil. Kihl
gelagerte Kyprolis®Losungen in Originalbehaltnissen, Plastikeinmalspritzen und Infusi-
onsbeuteln (PP/PE) sind unabhéangig der Carfilzomib-Konzentration und dem Primar-
packmittel Gber 28 Tage physikalisch-chemisch stabil.

Decitabin-haltige (Dacogen®) Zubereitungen

Decitabin (Dacogen®), ein DNA-Methyltransferase-Inhibitor, ist zur i.v.-Behandlung der
AML bei Patienten Uber 65 Jahren als Zweitlinientherapie zugelassen. Decitabin ist in
wassrigen Losungen sehr instabil. Die Testlésungen von Dacogen® wurden daher mit
vorgekihltem (2-8 °C) sterilen Wasser fir Injektionszwecke unter aseptischen Bedin-
gungen rekonstituiert (5 mg/mL) und Uber einen Untersuchungszeitraum von 24 Stunden
kihl gelagert. Die verdinnten Decitabin-L6sungen in PE/PP-Infusionsbeuteln (0,5
mg/mL) wurden mit ebenfalls mit vorgekuhlter (2-8 °C) NaCl 0,9%-L6sung hergestellt
und Uber einen Zeitraum von 48 Stunden kiihl gelagert. Dartber hinaus wurde die Lang-
zeitstabilitéat von eingefrorenen (-25 °C), rekonstituierten Decitabin-L6sungen in 1 mL-
Plastik-Einmalspritzen tUber einen Zeitraum von 28 Tagen untersucht.

In allen Testldsungen blieb der pH-Wert unverandert (pH=7). Es wurden keine Farbande-
rungen oder Partikel beobachtet. In kuhlgelagerten rekonstituierten bzw. verdinnten

Testlésungen lag der Decitabin-Gehalt nach 12 bzw. 24 Stunden Uber 90% der Initial-
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konzentration. Verschiedene Peaks von Abbauprodukten wurden detektiert, die mit der
Zeit zunahmen. In den eingefrorenen Testldsungen blieben der Carfilzomib-Gehalt und
die pH-Werte Uber 28 Tage nahezu unveréndert (x 2%). Es wurden keine Peaks von Ab-
bauprodukten beobachtet. Mit vorgekihltem Wasser fur Injektionszwecke rekonstituier-
tes Dacogen® und anschlieBend mit vorgekiihlter NaCl 0,9% zubereitete Dacogen®-
Infusionslésungen in PP/PE-Infusionsbeuteln sind bei Kihllagerung physikalisch-
chemisch fiir zwdlf bzw. 24 Stunden stabil. Die rekonstituierte Dacogen®-Ldsung ist tiber
28 Tage im Tiefkuhlschrank (-25 °C) stabil. Anbriiche kénnen portioniert in Plastik-Ein-
malspritzen aufgezogen, tiefgekihlt aufbewahrt und fur die nédchste Zubereitung nach

dem Auftauen verwendet werden.

Auswahl und Umgang mit Filtern zur Zubereitung und parenteralen Applikation

von Tumortherapeutika

Fur einige Tumortherapeutika sind laut Fach- und Gebrauchsinformation Filter bei der
Zubereitung und/oder Applikation zu verwenden, um mdogliche Partikelkontamination zu
beseitigen. Je nach Formulierung des Arzneimittels und Eigenschaften des Fertigarz-
neimittels, muss die passende Porengrof3e bzw. kompatibles Filtermaterial fur die Zube-
reitung und/oder Applikation ausgewahlt werden.

Bei der Applikation von Tumortherapeutika werden In-Line-Filter zwischen Infusionsbe-
haltnis und Infusionssystem oder patientennah nach dem Infusionssystem angebracht.
Auf dem deutschen Markt stehen Filter der Porenweite 0,2 um (oder 0,22 pm) und 1,2
um zur Verfigung. Um die Auswahl der geeigneten Filter valide durchfiihren zu kénnen,
wurden die Anforderungen an die Materialeigenschaften der Filtersysteme fur den jewei-
ligen Wirkstoff und die Eigenschaften von ausgewahlten, auf dem deutschen Markt ver-
fligbaren Filtersets analysiert. Bei Ubereinstimmung wurde das Filterset fiir das jeweilige
Arzneimittel in eine Positivliste geeigneter Filtersets aufgenommen.

Von den 107 gepruften Tumortherapeutika sollen 19 lber einen In-Line-Filter appliziert
werden. Fir die Analyse wurde zunachst die Porenweite des Filters bertcksichtigt. Es
wurde kritisch beurteilt, ob das Filtersystem PVC-/DEHP-frei ist. I.V.STAR® 10 von Co-
dan und Infufil Air, 96h von Fresenius Kabi stellen gemal3 der deklarierten Eigenschaften
geeignete Filtersysteme mit der PorengrofRe von 0,2 um dar. Wenn das Produkt auch
iiber einen 1,2 um Filter gefiltert werden darf, kénnen Intrapur® Lipid 1,2 pm von B.
Braun und 1.V.Star® F 10 von Codan verwendet werden. Beim albumingebundenen

Paclitaxel (Abraxane®) kann ein Infusionsbesteck ohne zusatzlichen In-Line-Filter einge-



Zusammenfassung

setzt werden, da der 15 pum Filter in der Tropfkammer (falls ein Filter vorhanden ist) die
richtige PorengroRe hat. Beim Einsatz von Sicherheitsinfusionssystemen mit integriertem
Filtersystem ist die Kompatibilitat mit der zu applizierenden Wirkstofflésung entspre-
chend zu prifen. In der Regel sind die handelsiblichen Filtersysteme eingebaut und gel-

ten die oben gegebenen Empfehlungen analog.
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