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Zusammenfassung

Arzneimittel zur systemischen Tumortherapie werden heute regelhaft in der Apotheke asep-
tisch und applikationsfertig zubereitet. Rekonstituierte Stammlésungen und applikationsfertige
Zubereitungen missen mit einer angemessenen Verwendbarkeitsdauer gekennzeichnet wer-
den. Die Verwendbarkeitsdeterminierung erfolgt basierend auf physikalisch-chemischen und
mikrobiologischen Stabilitdtsdaten. Wenn diese Daten in den Fachinformationen der Fertigarz-
neimittel nicht enthalten sind, kann der verantwortliche Apotheker bzw. die verantwortliche
Apothekerin auf publizierte Daten zurtickgreifen, um die Verwendbarkeit der Zubereitung fest-
zulegen. Das Ziel dieser Dissertationsarbeit war es, die physikalisch-chemische und mikrobi-
ologische Stabilitdt ausgewahlter Tumorarzneimittel zu untersuchen, um damit eine valide
Grundlage fur deren Verwendbarkeitsdeterminierung zu schaffen. Die Ergebnisse fihren zu
effizienteren und 6konomischeren Herstellungsprozessen und verbessern die Arzneimittelthe-

rapiesicherheit.

Knapp vier Jahrzehnte war Carmubris (Tillomed Pharma GmbH) Pulver und Lésungsmittel
(Ethanol) zur Herstellung einer Infusion das einzige, zugelassene carmustinhaltige Arzneimit-
tel auf dem Markt. Fur Carmubris Stamm- und Infusionslésungen liegen wissenschaftliche
Publikationen zur physikalisch-chemischen Stabilitat vor. Im Jahr 2018 folgte die Zulassung
des ersten Carmustin Generikums namens Carmustin Obvius (Medac GmbH). Daten zur phy-
sikalisch-chemischen Stabilitdt von rekonstituiertem und verdiinntem Carmustin Obvius fehl-
ten. Demzufolge wurde die physikalisch-chemische Stabilitdt beider Carmustin-Fertigarznei-
mittel vergleichend untersucht. Die als Pulver vorliegenden Fertigarzneimittel wurden geman
der jeweiligen Fachinformation rekonstituiert und die konzentrierten L6sungen bei 2-8 °C lber
48 Stunden lichtgeschutzt gelagert. Applikationsfertige Infusionslésungen der Konzentrationen
0,2 mg/ml und 1,0 mg/ml wurden in mit Glucose 5% L&sung vorgefillten Infusionsbeuteln zu-
bereitet und 11 Stunden bei 22 °C oder 60 Stunden bei 2-8 °C (Kiuhlschrank) lichtgeschtzt
gelagert. Zur Simulation der anschliefsienden Applikation wurden Carmustin-Infusionslésungen
0,2 mg/ml im Anschluss an die Kihllagerung fir weitere 3 und 6 Stunden bei 22 °C lichtge-
schutzt gelagert. Die Stabilitat aller Carmustin-Testlésungen wurde zu vordefinierten Zeitpunk-
ten mittels Umkehrphasen-Hochleistungsflissigkeitschromatographie (RP-HPLC) mit Diode-
narray-Detektion (DAD), pH-Messung, Osmolaritats-Messung und Prufung auf sichtbare Par-
tikel oder Farbveranderungen analysiert. In den konzentrierten Stammlésungen und verdinn-
ten Infusionslésungen beider Fertigarzneimittel nahm die Carmustin-Konzentration in glei-
chem Mal} ab. Die Abbaukinetik erwies sich als unabhangig von der Carmustin-Ausgangskon-
zentration, jedoch als stark temperaturabhéangig. Carmustin-Stammlésungen sind bei Kuhl-

schranklagerung (2-8 °C) fiir 48 Stunden physikalisch-chemisch stabil. Die applikationsfertigen



Carmustin-Infusionslésungen erflllen die Stabilitatskriterien bei lichtgeschutzter Kuinhl-
schranklagerung (2-8 °C) bzw. bei 22 °C fiir 60 bzw. 8,5 Stunden.

Therapien mit monoklonalen Antikérpern (mAbs) machen heute einen wesentlichen Anteil der
systemischen Tumortherapie aus. Die komplexe Glycoprotein-Struktur der mAbs bringt neue
Herausforderungen fir die Untersuchungen der physikalisch-chemischen Stabilitat und fir die
sichere Anwendung dieser Arzneimittel mit sich. Die Stabilitdt von mAb-Zubereitungen muss
mit orthogonalen Methoden nachgewiesen werden. In der Fachinformation von DARZALEX®
1800 mg Injektionslésung (Wirkstoff: Daratumumab) wird als physikalisch-chemische Stabilitat
fur die applikationsfertigen Injektionszubereitungen 24 Stunden bei 2-8 °C unter Lichtschutz
und weitere 12 Stunden bei 15-25 °C ohne Lichtschutz angegeben. Der kurze angegebene
Stabilitatszeitraum erlaubt keine aseptische Zubereitung der Injektionsldsungen in der Apo-
theke im Voraus. Als Basis fir eine Prozessoptimierung in der Apotheke wurde die physika-
lisch-chemische Stabilitat der applikationsfertigen Daratumumab-Injektionslésung in verschie-
denen Typen von Einmal-Plastikspritzen und Lagertemperaturen Gber einen Zeitraum von 28
Tagen bestimmt. Die Untersuchungen erfolgten mittels neu entwickelter lonenaustausch- und
GroRenausschluss-Hochleistungsflissigkeitschromatografie (IE-, SE-HPLC)-Methoden, pH-
Messung und Prifung auf sichtbare Partikel oder Farbveranderungen. Die mittels SE-HPLC
gemessenen Daratumumab-Monomer-Konzentrationen nahmen uber den gesamten Untersu-
chungszeitraum um weniger als 5% ab. Es wurden zu keinem Zeitpunkt Aggregate mit hohem
Molekulargewicht (high molecular weight, HMW) oder Fragmente von Daratumumab in den
Chromatogrammen detektiert. Die mittels IE-HPLC ermittelten Peakflachen der Daratumumab
Ladungsvarianten (sauer, basisch, neutral) zeigten keine signifikanten Grofienanderungen
Uber den gesamten Untersuchungszeitraum von 28 Tagen. Die pH-Werte blieben unverandert.
Es wurden weder Farbveranderungen noch sichtbare Partikel detektiert. Da alle vordefinierten
Spezifikationen erfillt wurden, ist die physikalisch-chemische Stabilitat applikationsfertiger Da-
ratumumab-Injektionsldsungen in Einmalspritzen Gber einen Zeitraum von 28 Tagen unabhan-

gig von der Art des Spritzentyps und der Lagertemperatur gegeben.

Physikalisch-chemische Stabilitdtsdaten durfen weder vom Referenzarzneimittel eines mAbs
auf die nach Patentablauf zugelassenen Nachfolgeprodukte, die sogenannten Biosimilars,
noch von einem Biosimilar auf ein anderes Biosimilar ibertragen oder extrapoliert werden. Im
Jahr 2017 wurde das Trastuzumab Biosimilar SB3 (Ontruzant®) von der European Medicines
Agency (EMA) zugelassen. Laut Fachinformation ist Trastuzumab SB3 nach aseptischer Re-
konstitution 7 Tage bei 2-8 °C stabil. Fur verdinnte Trastuzumab SB3-Infusionslésungen wird
in der Fachinformation als physikalisch-chemische Stabilitat 28 Tage bei KiihIschranklagerung

angegeben. Um Verwturfe rekonstituierter SB3 Losungen vermeiden zu kdnnen, war eine
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experimentelle Untersuchung der physikalisch-chemischen Stabilitat der rekonstituierten
Trastuzumab SB3-Ldsung Uber den verlangerten Zeitraum von 28 Tagen von Interesse. Dazu
wurde handelsiibliches Ontruzant®-Lyophilisat entsprechend der Fachinformation rekonstitu-
iert und nach Erstanbruch bei 2-8 °C und bei Raumtemperatur (15-25 °C) unter Lichtschutz
Uber 28 Tage in den Originalvials gelagert. Zu vordefinierten Zeitpunkten wurden Proben ent-
nommen und mittels SE-HPLC mit Diodenarraydetektion (DAD), Ultraviolett (UV)-
Spektrometrie, pH-Messung und Prifung auf sichtbare Partikel oder Farbveranderungen ge-
pruft. Die Trastuzumab-Monomer-Konzentrationen lagen wahrend des gesamten Untersu-
chungszeitraums uber 95 % der gemessenen Ausgangskonzentrationen. Die pH-Werte und
die mittels UV-Spektrometrie ermittelten Trastuzumab-Konzentrationen blieben unverandert.
Es wurden keine Farbveranderungen oder sichtbare Partikel festgestellt. Aus den Untersu-
chungsergebnissen kann geschlossen werden, dass rekonstituierte Trastuzumab-SB3-
Lésungen bei lichtgeschutzter Lagerung in den Originalbehaltnissen unabhangig von der La-
gertemperatur Uber 28 Tage physikalisch-chemisch stabil sind. Die Ergebnisse sollten durch
Untersuchung der Trastuzumab SB3 Ladungsvarianten mittels IE-HPLC oder iclEF untermau-

ert werden.

Zur Bewertung der mikrobiologischen Stabilitdt von aseptisch zubereiteten, applikationsferti-
gen Parenteralia-Zubereitungen, sind Kenntnisse zur Viabilitat (Uberlebensfahigkeit) von Mik-
roorganismen (MOs) in den Arzneimittelzubereitungen von Interesse. Fur 20 noch nicht unter-
suchte Arzneimittel zur Tumortherapie (Biologika, chemische Molekile) wurde die Viabilitat
vier verschiedener fakultativ pathogener Krankheitserreger (Staphylococcus aureus, Pseu-
domonas aeruginosa, Enterococcus faecium, Candida albicans) in applikationsfertigen Test-
zubereitungen untersucht. Fir jedes Arzneimittel wurden Testlésungen in praxistblichen Kon-
zentrationen aseptisch zubereitet, mit definierten Mengen MO-Suspension (Simulation einer
low-level-Kontamination) inokuliert und bei 22 °C lichtgeschitzt gelagert. Nach 4, 24, 48 und
144 Stunden wurden Proben entnommen, auf Agarplatten ausgestrichen und bei 37 °C bebru-
tet. Nach 24 bzw. 72 Stunden wurden die koloniebildenden Einheiten (KBEs) der Bakterien
bzw. von C. albicans gez&hlt. Die gewahlten MOs blieben in den meisten Testlésungen Uber
144 Stunden viabel. Ausgepragte wachstumsférdernde Eigenschaften konnten den Biologika-
Testldsungen nicht zugesprochen werden. Die Testldsungen einiger chemisch hergestellter
Molekile zeigten speziesspezifisch bakteriostatische und bakterizide Wirkung. Die mikrobio-
logischen Untersuchungen bringen neue Erkenntnisse zur Viabilitat fakultativ pathogener MOs
in neuen Arzneimitteln zur Tumortherapie, welche bei der empirischen Festlegung der mikro-

biologischen Stabilitdt von Nutzen sind.
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Abstract

Ready-to-administer (RTA) preparations for systemic anti-cancer therapy (SACT) are gener-
ally prepared aseptically and patient-individually in hospital pharmacies. Reconstituted stock
solutions and RTA preparations must be labeled with an appropriate shelf life. Shelf life deter-
mination is based on physicochemical and microbiological stability data. In the case of missing
data in the Summary of Product Characteristics (SmPC) of the finished medicinal product, the
responsible pharmacist can refer to published data to determine the shelf life of the prepara-
tion. The aim of this thesis was to investigate physicochemical and microbiological stability of
selected medicinal products and RTA preparations and thus create a valid basis for determin-
ing their shelf life. The results lead to more efficient and economical manufacturing processes

and improve medication safety.

For almost four decades, Carmubris (Tillomed Pharma GmbH) was the only approved car-
mustine containing medicinal product on the market. In 2018 the first generic carmustine me-
dicinal product, i.e. Carmustin Obvius (Medac GmbH) was licensed and brought to the market.
While physicochemical stability data of Carmubris are published, extended stability data of
reconstituted and diluted Carmustin Obvius are lacking. In order to compare the degradation
rates of Carmubris and Carmustin Obvius and to determine the physicochemical stability of
the generic product Carmustin Obvius, reconstituted and diluted preparations of both licensed
products were experimentally tested in parallel. Powders of both finished medicinal products
were reconstituted according to the SmPCs and stored at 2-8 °C for 48 hours protected from
light. RTA infusion solutions of the nominal concentration 0.2 mg/mL and 1.0 mg/mL were pre-
pared by dilution in infusion bags prefilled with glucose 5% infusion solution. Test solutions
were stored at 22 °C for 11 hours or at 2-8 °C for 60 hours protected from light. For test solu-
tions of the concentration 0.2 mg/mL refrigerated storage was followed by light protected stor-
age at room temperature for 3 and 6 hours to simulate the infusion process. Reversed-phase
high-performance liquid chromatography (RP-HPLC) with diode array detection (DAD), meas-
urement of pH and osmolarity, and test of visible particles or color changes were used as test
methods. Identical concentration losses were observed in the stock solutions and diluted infu-
sion solutions of both medicinal products. Degradation kinetics proved to be independent from
the initial carmustine concentrations, but strongly dependent on temperature. Carmustine
stock solutions proved to be physicochemically stable for 48 hours when stored at 2-8 °C.
Carmustine RTA infusion solutions fulfill stability criteria when stored refrigerated (2-8 °C) and

at 22 °C protected from light for 60 and 8.5 hours, respectively.

Today, monoclonal antibodies (mAbs) are a mainstay of systemic anticancer therapy. The

complex glycoprotein structure of mAbs poses new challenges for investigation of
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physicochemical stability and safe parenteral administration of these preparations. In the
SmPC of DARZALEX® 1800 mg solution for injection, physicochemical stability of RTA prep-
arations is specified as 24 hours at 2-8 °C under light protection and a further 12 hours at 15-
25 °C without light protection. To be able to prepare RTA syringes in advance, physicochemi-
cal stability of daratumumab injection solution was determined in different plastic syringes over
a period of 28 days. Investigations were carried out using newly developed ion-exchange- and
size-exclusion-HPLC (IE-, SE-HPLC) methods with DAD, pH measurement and testing for vis-
ible particles or color changes. Daratumumab monomer concentrations measured by SE-
HPLC decreased less than 5% over the entire study period. No high molecular weight products
or fragments were detected in the chromatograms. Peak areas of daratumumab charge vari-
ants (acidic, basic, neutral) determined by IE-HPLC and the charge variant profile showed no
significant changes over the entire study period of 28 days and pH values remained un-
changed. Neither color changes nor visible particles were detected. Physicochemical stability
of the RTA daratumumab injection solution was demonstrated using orthogonal methods over

a period of 28 days, independent from syringe type and storage temperature.

Physicochemical stability data of the reference medicinal product cannot be transferred or ex-
trapolated to the corresponding biosimilar product or from a biosimilar to another biosimilar
product. In 2017, the trastuzumab biosimilar SB3 (Ontruzant®) was approved by the European
Medicines Agency (EMA). According to the SmPC, trastuzumab SB3 reconstituted solution
(21 mg/mL) is physicochemically stable for 7 days at 2-8 °C. For diluted infusion solutions, the
SmPC states physicochemical stability for 28 days at 2-8 °C. In order to avoid wastage of
residues of reconstituted trastuzumab SB3 solution, physicochemical stability of the reconsti-
tuted solution was tested over 28 days. For this purpose, commercially available Ontruzant®
powder for solution was reconstituted according to the SmPC and stored in the original vials
at 2-8 °C and at room temperature (15-25 °C) light protected for 28 days. The stability study
was carried out using SE-HPLC with DAD, ultraviolet (UV) spectrometry and pH measurement.
Particles and color changes were visually examined. Trastuzumab SB3 monomer concentra-
tions exceeded 95% of the initially measured concentrations over the entire study period.
Trastuzumab concentrations measured by UV spectrometry and pH values remained un-
changed. No color changes or visible particles were detected. Physicochemical stability of re-
constituted trastuzumab SB3 Ontruzant® solution in original glass vials is given over a period
of 28 days either stored refrigerated or at room temperature. Results have to be substantiated

by IE-HPLC or imaged capillary isoelectric focusing (iclEF).

To evaluate microbiological stability of aseptically prepared, RTA parenteral preparations, in-

formation on the viability of microorganisms (MOs) in the corresponding solution is useful.
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Therefore, viability of four different facultative pathogenic microorganisms (i.e. Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecium, Candida albicans) was investi-
gated in 20 different antitumor infusion solutions containing biologics or small molecules as
active substances. Test solutions were prepared aseptically according to clinical practice, in-
oculated with MO suspension and stored at 22 °C protected from light. Samples were taken
after 4, 24, 48, and 144 hours, transferred to agar plates and incubated at 37 °C. After 24 hours
CFUs of bacteria and after 72 hours CFUs of C. albicans were counted. Viability of the tested
MOs was maintained in most of the test solutions. No pronounced growth-promoting properties
could be detected in the biologics test solutions. The test solutions of some small molecules

showed species-specific bacteriostatic and bactericidal effects.



Einleitung

1 Einleitung

Zytostatika zahlen zu den KMR-Stoffen (krebserzeugend, keimzellmutagen, reproduktionsto-
xische Gefahrstoffe) (1) und sind naturlichen, chemischen oder zunehmend auch biologischen
Ursprungs. Sie werden in verschiedenen Applikationsformen von den Herstellern auf den
Markt gebracht wie z.B. zur peroralen (p.o.), intravendsen (i.v.), subkutanen (s.c.), intramus-
kularen (i.m.) oder intraokularen Injektion oder Infusion. Perorale Arzneiformen wie Tabletten
und Kapseln sind auf dem Markt in verschiedensten Dosierungen zur direkten Einnahme ver-
fugbar. Viele Fertigarzneimittel zur Injektion oder Infusion stehen jedoch nicht applikationsfer-
tig zur Verfigung und mussen durch Rekonstitution und/oder Verdiinnung zunachst in die ap-
plikationsfertige Form Uberfuhrt werden. Die Dosierung erfolgt patientenindividuell nach Koér-
peroberflache, nach Kérpergewicht oder in fixen Dosen (2-4).

Patientenindividuelle Zytostatikazubereitungen werden aus Grinden der Arbeitssicherheit und
der Arzneimitteltherapiesicherheit seit vielen Jahren standardmafig in Krankenhausapothe-
ken zubereitet. Jede rezepturmalige patientenindividuelle Verordnung einer Zytostatikazube-
reitung muss vor der Herstellung von dem verantwortlichen Apotheker bzw. der verantwortli-
chen Apothekerin nach §7 Abs. 6 Apothekenbetriebsordnung (ApBetrO) auf Plausibilitat ge-
pruft werden. Neben der Dosierung, der Applikationsart, der Tragerldsung nach Art und Menge
liegt die Determinierung der Verwendbarkeit (Haltbarkeit des Rezepturarzneimittels) jeder ein-
zelnen Zubereitung in pharmazeutischer Verantwortung. Die Verwendbarkeit einer Zuberei-
tung ist der Zeitraum, indem die physikalisch-chemischen, mikrobiologischen (und biologi-
schen) Eigenschaften eines Arzneimittels innerhalb festgesetzter Grenzen bleiben. Die An-
gabe der Verwendbarkeit gehort nach §74 Abs. 1 ApBetrO zur ordnungsgemalien Kennzeich-
nung eines Rezepturarzneimittels (5).

Basierend auf dem Leitfaden der EMA Maximum shelf-life for sterile products for human use
after first opening or following reconstitution (6) wird die Verwendbarkeitsfrist in den jeweiligen
Fachinformationen meist auf 24 Stunden begrenzt. Die Hersteller geben selten verlangerte
physikalisch-chemische Stabilitdtsdaten an. Aus mikrobiologischen Griinden sollten herge-
stellte Zubereitungen meist sofort verwendet werden, vor allem wenn sie nicht unter asepti-
schen Bedingungen zubereitet werden. Es werden auch keine Angaben zur Anbruchshaltbar-
keit (in-use stability) angegeben, da die Fertigarzneimittel als Einzeldosen- und nicht als Mehr-
dosenbehaltnisse zugelassen sind. Fur die klinische Apothekenpraxis sind physikalisch-che-
mische Daten zur Anbruchshaltbarkeit sowie fur applikationsfertige Zubereitungen jedoch un-
abdingbar um in verschiedenen Situationen (Zytostatikaanbriiche, Kiihlschrankausfall, Trans-
port Uber Rohrpost) datenbasiert entscheiden zu kénnen und einen Verwurf an teuren Zytos-

tatikalosungen zu vermeiden.



Einleitung

1.1 Haltbarkeitsdeterminierung von applikationsfertigen parenteralen

Zubereitungen
Die Ph. Eur. Monographie 2619 Pharmazeutische Zubereitungen bezieht sich auf Arzneimittel,
die in der Apotheke fir spezifische Bedirfnisse von Patienten und Patientinnen zubereitet
werden. Hierzu zahlen Rezepturarzneimittel (Magistrale Zubereitungen: individuell zubereitet,
Abgabe unmittelbar nach Herstellung) und Defekturarzneimittel (Offizinale Zubereitungen: auf
Vorrat zubereitet, Abgabe auf Nachfrage). Die Haltbarkeit flir diese Zubereitungen kann ab-
weichend von der Marktzulassung des Arzneimittel durch die verantwortliche Person risiko-
adaptiert festgelegt werden. Hierbei muss sichergestellt werden, dass die Qualitat und der
Zweck der Zubereitung wahrend der Haltbarkeitsdauer erhalten bleibt. Daflir muss sowohl die
physikalisch-chemische als auch die mikrobiologische Stabilitat berticksichtigt werden, die kir-
zere Stabilitdt bestimmt die Haltbarkeit der Zubereitung. Im Falle von Defekturarzneimittel
missen Lagerungsbedingungen und Haltbarkeitsdauer, beispielsweise anhand analytischer
Daten oder einer professionellen Beurteilung, die durch Literaturnachweise gestutzt sein kann,
begrindet werden (7).
Wenn die Haltbarkeitsdeterminierung auf Basis von veroéffentlichter Literatur erfolgt, ist die
Qualitat der Stabilitatsuntersuchung und die Verlasslichkeit der Ergebnisse zu prifen. Zur Evi-
denzbewertung einer Stabilitdtsuntersuchung gehdért der Abgleich mit der ,Guten Praxis der
Stabilitatsuntersuchungen® wie in mehreren Leitlinien definiert (8-11). Es sollten nur Ergeb-
nisse von Publikationen verwendet werden, die einen peer-review Prozess durchlaufen haben
(7, 12). Die Ergebnisse der Stabilitdtsuntersuchungen werden in verschiedenen Faktendaten-
banken zusammengetragen:
e Die ADKA STABIL-Datenbank stellt publizierte Daten zur physikalisch-chemischen
Stabilitdt und Kompatibilitat von Arzneimitteln zur Tumortherapie unter Angabe der Li-
teratur zur Verfugung (13).
¢ Die Stabilis-Datenbank stellt Stabilitats- und Kompatibilitdtsdaten von Arzneimitteln un-
ter Angabe der Literatur sowie einer Einschatzung zum Evidenzgrad zur Verfliigung
(14).
Publizierte Daten zur physikalisch-chemischen Stabilitdt kbnnen umso eher Ubertragen wer-
den, je besser die stabilitatsbestimmenden Faktoren (Art der Tragerldsung, Konzentration,
verwendete Packmittel, Temperatur wahrend der Lagerung und Verabreichung, etc.) Uberein-
stimmen. Eine Checkliste fur die Bewertung von Stabilitdtsdaten wird von den NHS-Guidelines
bereitgestellt (10, 11).
Die mikrobiologische Stabilitdt wird anhand von Sterilitats- und Integritatstests wahrend der
Validierungsphase durch die verantwortlichen Personen individuell festgelegt (9). Lediglich die
United States Pharmacopeia (USP) und die niederlandische GMP-Z Richtlinie 2022 Z3 Asep-

tische Herstellung machen Angaben zur empirischen Haltbarkeitsdeterminierung, die anhand

2
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des Risikopotentials der Zubereitung festgelegt werden (Tabelle 1). Hierbei wird in Hochrisiko-
Zubereitungen (validierte Reinraumumgebung, mehr als drei sterile Ausgangsprodukte, kom-
plexer Zubereitungsprozess, wachstumsférdernde Eigenschaften der Zubereitung z.B. totale
parenterale Ernahrung), Mittelrisiko-Zubereitungen (validierte Reinraumumgebung, mehr als
drei sterile Ausgangsprodukte, langwieriger und komplexer Misch-/Ubertragungsprozess) und
Niedrigrisiko-Zubereitungen (validierte Reinraumumgebung, drei oder weniger sterile Aus-
gangsprodukte, simpler Herstellprozess, keine wachstumsférdernden Eigenschaften der Zu-
bereitung) eingeteilt (15-18).

Tabelle 1: Empirische Haltbarkeitsdeterminierung nach Risikopotential der Zubereitung (niedrig, mittel, hoch) und

Lagerbedingung (17, 18).

Niederlandische
Risikopotential Lager- USP <797>(" GMP-Z Richtlinie 2022

(Older Version Official 1 May

Z3 Aseptische Herstel-
2018 to 30 November 2019)

der Zubereitung bedingung

lung!®

48 Stunden

Raumtemperatur

Niedrig 2-8°C 14 Tage 1 Monat
-10°C bis -25°C 45 Tage
Raumtemperatur 30 Stunden
2-8°C 9 Tage
-10°C bis -25°C 45 Tage
Raumtemperatur 24 Stunden
2-8°C 3 Tage 7 Tage
-10°C bis -25°C 45 Tage

Zubereitungen zur intrathekalen Applikation zahlen zu den Hochrisikozubereitungen, weshalb
kurze Haltbarkeitszeitraume von maximal 24 Stunden empfohlen sind. Fiir intraventse Zube-
reitungen sind Haltbarkeitsfristen von 7-28 Tagen beschrieben. Fir subkutanen Zubereitungen
(Niedrigrisikozubereitungen) sind ebenfalls Haltbarkeitsfristen bis zu 28 Tagen beschrieben.
Fir defekturmafige, in Chargen zubereitete Arzneimittel kbnnen auch langere Stabilitatsdaten

Uber einen Zeitraum von 3, 6 oder 12 Monaten relevant sein.
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1.2 Physikalisch-chemische Stabilitat Small Molecules

Charakterisierung

Als small molecules (kleine Molekiile) werden chemische Verbindungen mit geringem Mole-
kulargewicht (<2000 Dalton) bezeichnet (10). Sie werden seit vielen Jahrzehnten zur Tu-
mortherapie eingesetzt. Intravends zu verabreichende, kleine Molekdle lassen sich basierend
auf ihrem Wirkmechanismus in verschiedene Gruppen einteilen. Die altesten Vertreter stellen
die Alkylanzien dar, die mit (Desoxy-)ribonukleinsaure (DNS, RNS) chemisch reagieren kon-
nen und zu Mutationen, fehlerhaften Replikationen, Zytotoxizitat und schlieRlich zum Zelltod
fuhren. Ein Vertreter ist der Nitrosoharnstoff Carmustin, der bei verschiedenen Hirntumoren,
Hirnmetastasen, Multiplem Myelom, malignen Tumoren des Lymphsystems und des Gastro-
intestinalbereichs und zur Konditionierung vor autologer hamatopoetischer Stammzelltrans-
plantation Einsatz findet (Abbildung 1).

RN

cr NS N*\H/'N\/’\c-l
o)

Abbildung 1: Chemische Struktur von Carmustin (1,3-Bis(2-chlorethyl)-1-nitrosoharnstoff, BCNU)(19).

Physikalisch-chemische Instabilititsreaktionen
In Tabelle 2 sind physikalische und chemische Instabilitadtsreaktionen fur kleine Molekuile auf-
gefuhrt.

Tabelle 2: Physikalische und chemische Instabilitédtsreaktionen kleiner Molekdile (9).

Physikalische Instabilitatsreaktionen

e Kann Wirkstoff (WS) und Hilfsstoffe (HS) betreffen
e Ausgelost z.B. durch Uberschreiten der Sattigungskonzentration,
Prazipitation Verdiinnung von stabilisierenden HS (L6sungsvermittler, Solubili-
sierungsmittel), pH-Wertanderung der Lésung, Verdiinnung gepuf-
ferter Losungen, Mischung inkompatibler Komponenten
e Adsorption (Oberflaichenphdnomen):
o Anhaftung des Molekiils (HS, WS) an Oberflachen (Spritzen,

Spikes, Kanilen, Primarpackmittel, Infusionssysteme, Filter)
Sorption (Adsorption,

- Wechselwirkungen zwischen funktionellen Gruppen des WS
Absorption)

und des Oberflachenmaterials
o Typischerweise auf polymeren, zellulosehaltigen Oberflachen

oder Kunststoffen, z.T. auch auf Glas

4
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o Konzentrationsabhangig (relativ mehr Sorptionsphanomene bei
geringen Ausgangskonzentrationen)
e Absorption:
o Eindringung der Molekile (HS, WS) in Materialien (Spritzen,
Spikes, Kanilen, Primarpackmittel, Infusionssysteme, Filter)
o Entwickelt sich langsamer, ist schwieriger zu kontrollieren
o Haufig bei lipophilen Molekilen mit amorphen Materialein wie
Polyvinylchlorid (PVC)
e Migration von Zusatzstoffen (z.B. Weichmacher aus PVC, Stabilisa-

toren, Silikonodle) aus Primarpackmitteln oder Medizinprodukten in

SEEEUTIE die Zubereitung
o Folge: Instabilitat der Zubereitung, toxische Wirkung
. e konnen durch chemische Reaktionen (Hydrolyse, Oxidation) oder
Farbanderungen

den Abbau eines Inhaltsstoffs (HS, WS) ausgeltst werden

Chemische Instabilitatsreaktionen

e  Betrifft hydrolyseempfindliche WS (z.B. mit Ester- oder Amidstruk-

turen)
RYCICIVES o Verstarkt bei stark sauren oder stark basischen pH-Werten und
hohen Temperaturen

e Meist ausgelOst durch Sauerstoff aus der Luft

o Verstarkte Oxidationsprozesse bei ungiinstigem pH-Wert der L6-
sung

Oxidation _ . - . .

e Vermeidung durch Inertgas bei Arzneimittelabfillung, pH-Wert-Ein-
stellung oder Verwendung von Chelatbildnern (Ethylendiamintetra-
essigsaure, EDTA)

e Tageslicht und UV-Strahlung kann als Katalysator fiir Oxidation
und Hydrolyse dienen

o |st direkt proportional zur Intensitat und Wellenlange des applizier-

ACLEWES ten Lichts

o Vermeidbar durch lichtundurchlassige Behaltermaterialien oder
lichtgeschiitzte Sekundarverpackung

¢ Racemisierung:

o Umwandlung von chiralen Molekulen in ihre Enantiomere

o Ein Enantiomer kann eine hdhere pharmakologische Aktivitat
Racemisierung, aufweisen als das anderen Enantiomer
Epimerisierung e Epimerisierung:

o Konfigurationsumkehr an einem chiralen Zentrum
- Racemisierung und Epimerisierung kénnen zu geringerer Aktivi-

tat des WS flhren, treten jedoch selten auf
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Analytische Untersuchungsmethoden

Farbe, Klarheit, Prazipitation

Zur Beurteilung der Farbe sieht das Europaische Arzneibuch einen visuellen Vergleich von
Untersuchungslésung und Referenzlésungen mit standardisierten Farbskalen (braun, gelb,
rot, grin) (Ph. Eur. 2.2.2 Farbung von Fliissigkeiten) vor (20). Es handelt sich hierbei jedoch
um eine semiquantitative Methode, die als ungeeignet fur Stabilitdtsuntersuchungen eingestuft
wird. Eine europaische Konsensusgruppe spricht sich fiir den Einsatz erganzender, quantita-
tiver Verfahren aus (insbesondere fur den Vergleich von Absorptionsspektren wahrend der
Studiendauer) um Farbveranderung beurteilen zu kénnen (8). Die Arzneibuchmethoden Ph.
Eur. 2.2.1 Klarheit und Opaleszenz von Fliissigkeiten (21) und Ph. Eur. 2.9.20 Partikelkonta-
mination - Sichtbare Partikeln (22) werden zur Untersuchung sichtbarer Partikel herangezo-

gen.

pH-Wert, Osmolalitéat

Veranderungen im pH-Wert kénnen auf chemische Instabilitatsreaktionen (z.B. Oxidation,
Hydrolyse) hinweisen und sollten tber die komplette Studiendauer untersucht werden. Fal-
lende pH-Werte am Studienende kénnen auf die Diffusion von CO; durch das Behaltermaterial
und eine dadurch entstehende Acidifizierung erklart werden. Sie kénnen als unkritisch einge-
stuft werden, sofern der Wirkstoff nicht saurelabil ist und in der HPLC-Untersuchung keine
Zunahme von Abbauprodukten nachgewiesen werden kann (8). Das Europaische Arzneibuch
empfiehlt fir die pH-Wertuntersuchung die potentiometrische Methode (Ph. Eur. 2.2.3 pH-Wert
— Potentiometrische Methode) (23).

Die Untersuchung der Osmolalitat (Ph. Eur. 2.2.35 Osmolalitét) (24) wurde lange Zeit als er-
ganzende Methode fur Stabilitatsuntersuchungen beflrwortet, da konstante Ergebnisse aus
Osmolalitdtsuntersuchungen mit ausbleibenden Wirkstoffabbau assoziiert wurden (9). In einer
kurzlich veréffentlichen Publikation wird diese Aussage jedoch kritisch hinterfragt, da bei 11
von 13 untersuchten instabilen Arzneimittelldésungen die Ergebnisse der Osmolalitatsuntersu-
chungen nicht mit dem Konzentrationsverlust und dem Auftreten von Abbauprodukten korre-
lierten (25).

Wirkstoffkonzentration/Konzentration der Abbauprodukte

Kleine chemische Molekile und deren Abbauprodukte lassen sich aufgrund ihrer lipophilen
Eigenschaften chromatografisch untersuchen, da die Retentionszeit mit den hydrophoben Ei-
genschaften des Molekils korreliert. Die Reversed-Phase (RP)-HPLC, die meist mit Diode-
narray- (DAD) oder UV-VIS-Detektoren gekoppelt wird, gilt als Standardmethode fir die Be-
stimmung der Wirkstoffkonzentration und die Untersuchung von Abbauprodukten (9, 10, 26).
Zunehmend wird auch die Ultra-HPLC (UHPLC) verwendet, die im Vergleich zur
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herkdmmlichen HPLC im Saulenmaterial kleinere PartikelgroRen aufweist. Hierdurch kommt
es zu einer Erhéhung des Durchsatzes, der Auflésung, der Sensitivitat und der Prazision bei
gleichzeitig geringerem Lésungsmittelverbrauch (27). Gekoppelt werden UHPLC-Anlagen zu-
nehmend mit (in Reihe geschalteten) massenspektrometrischen Detektoren (UHPLC-MS-

MS), die eine zeitliche und rdumliche Trennung der chemischen Verbindung erméglicht (10).

Nicht sichtbare Partikel

Nicht-sichtbare Partikel kbnnen unentdeckt Gber die Lagerdauer (vor allem bei niedrigen La-
gertemperaturen) zu sichtbaren Prazipitationen heranwachsen und spater im Administrations-
set sichtbar werden (8). Das Europaische Arzneibuch schreibt fur Injektions- und Infusionslo-
sungen die Kontrolle von nicht sichtbare Partikeln (z.B. Mikroprazipitationen) (Ph. Eur. 2.9.19
Partikelkontamination — Nicht sichtbare Partikel) vor (28). Hierbei finden die Laserlichtblockade
(grofRe Probevolumina erforderlich) und die mikroskopische Methode Anwendung. Beide Me-
thoden sind geeignet um die physikalische Stabilitat (Entwicklung von GréfRe, Form und Anzahl

der Partikel) zu beurteilen, stehen aber in der Apothekenpraxis nicht immer zur Verfugung (8).
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1.3 Physikalisch-chemische Stabilitat Monoklonale Antikorper
Charakterisierung

Antikorper zahlen zu den biopharmazeutischen Arzneimitteln und sind in ihrem Aufbau und
ihrer Funktionsweise mittlerweile gut beschrieben. Sie werden mittels DNS-Technologie und
Hybridomatechniken hergestellt und bestehen strukturell aus zwei leichten (light chain, L) und
zwei schweren (heavy chain, H) Ketten, die durch kovalente Disulfidbrickenbindungen ver-
bunden werden. Innerhalb der Ketten befinden sich jeweils variable (V. V1) und konstante (C,

Ch) Regionen (Abbildung 2a).

Strukturen
des Epitops

a Antigenbindungs- b leichte Ketten
stelle (Paratop)
N
é\ S variable Region der 5\¢
\\s schweren Kette »
/ \
s

e C o § variable Region
s der leichten Kette X X
ss Antigenbindungs- ?/
konstante Region stelle (Paratop) =
schwere Kette —ig § der leichten Kette g c
Disulfidbriicken ?‘ s8] T~ konstante Region
der schweren Kette
's's o £8.1

c c
Abbildung 2: Schematische zweidimensionale (a) und dreidimensionale (b) Darstellung eines IgG Antikbrpers (29).

Je nach Auspragung in den schweren Ketten werden Immunoglobuline in finf verschiedenen
Klassen (IgG, IgM, IgA, IgD und IgE) eingeteilt. Die aus einem einzigen Zellklon gewonnenen
monoklonalen Antikérper (mAbs) (30) zahlen zu den Immunoglobulinen der Klasse G (IgG).
IgGs kénnen anhand der Zahl ihrer Disulfidbriicken (31) in vier Subgruppen (IgG1-lgGas) unter-
teilt werden, wobei IgG1 der haufigste Subtyp in der Arzneimitteltherapie ist (32).
Die mAb-Quartarstruktur kann in drei Teile aufgeteilt werden. Zwei Teile werden als Antigen-
bindungsstellen (fragment antigen binding, Fab-Fragment) bezeichnet (Abbildung 2b). Sie be-
stehen aus einer leichten Kette, einer variablen schweren Kette und einer konstanten schwe-
ren Kette. Die Spezifitat des Antikdrpers, ein Antigen zu binden, zeichnet sich durch die drei
komplementaritatsbestimmenden Regionen (complementary determining regions, CDRs) aus,
die sich jeweils in allen variablen Regionen befinden. Neben den beiden Fab-Fragmenten bil-
det das kristallisierbare Fragment (fragment crystallizable, Fc-Fragment) den dritten Teil des
Antikorpers (Abbildung 2b).
Das Fc-Fragment besteht aus dem restlichen Teil beider schwerer Ketten, ist zur Antigenbin-
dung unfahig und vermittelt je nach Klasse verschiedene Effektorfunktionen (Abbildung 3):

¢ Die komplementabhangige Zytotoxizitat (complement dependent cytotoxicity, CDC)

wird durch Fc-FcyR- und Fc-C1qg-Interaktionen vermittelt.
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¢ Die antikbrperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitat (antibody-dependent cellular cy-
toxicity, ADCC) wird uber NK-Zellen vermittelt, die durch Wechselwirkung von zellge-
bundenem FcyRllla mit dem Fc-Fragment des mAb aktiviert werden. Dies fuhrt zu zy-
totoxischen Effektor-Funktionen, die zum Tod der Zielzelle fihren.

o Die antikdrperabhangige zellvermittelte Phagozytose (antibody-dependent cellular
phagocytosis, ADCP) wird durch Interaktion mit FcyRlla auf Makrophagen vermittelt
und steigert die phagozytotische Aktivitat.

e Die FcRn (Fc-Receptor neonatal)-Interaktionen (FcRn wird z.B. auf Endothelzellen ex-
primiert) vermitteln die Ubertragung von miitterlichen Antikérpern auf den Fotus Uber

die Plazentaschranke wahrend der Schwangerschaft (33, 34).

4 N\ N\ [ N\ [ )

CcDC ADCC ADCP FcRn

Antigen / / \

C1q .‘ FcyRllla FcyRlla FcRn
% . N:.Qu - \M? Endothelial el
. AN VAN VAN /

Abbildung 3: Fc-Fragment vermittelte Effektorfunktionen monoklonaler Antikérper (CDC, ADCC, ADCP, Bindung
an FcRn) (34).

Referenzarzneimittel (Originator) und Biosimilar

Als zielgerichtete Therapien werden monoklonale Antikérper zur Behandlung von
Krebs-, Autoimmun- oder Infektionserkrankungen, sowie zur Vermeidung von AbstoRungsre-
aktionen von Organtransplantaten oder als Krankheitsmodifikatoren neurodegenerativer Er-
krankungen eingesetzt (35). Nach Ablauf des Patentschutzes dirfen biosimilare Arzneimittel
(Biosimilar), die eine hohe Ahnlichkeit in der Struktur, biologischen Aktivitat, Wirksamkeit, Si-
cherheit und im Immunogenitatsprofil zum Referenzarzneimittel (Originatorprodukt) vorwei-
sen, vermarktet werden (36). Aufgrund der Variabilitat der Ursprungszelllinie und des Herstell-
prozesses sind biologische Produkte nicht identisch. Zwischen Referenz- und Biosimilar-Arz-
neimittel sowie zwischen verschiedenen Chargen des selben Arzneimittels gibt es geringfu-
gige Unterschiede, die als Mikroheterogenitat bezeichnet werden. Die Mikroheterogenitat
(gelbe Schattierung, Abbildung 4) z.B. in der Glykosylierung (blaue Dreiecke, Abbildung 4) ist
akzeptabel, sofern die Aminosauresequenz (Primarstruktur) (Kreise, Abbildung 4) die Protein-

faltung (Sekundar-, Tertiar-, Quartarstruktur) und die biologische Aktivitat gleich ist und sich
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nicht auf die Sicherheit und Wirksamkeit des Arzneimittels auswirkt (8, 37). Die Voraussetzung

fur eine akzeptable Mikroheterogenitat ist ein robustes Herstellungsverfahren (36, 38).

§
§
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Referenzarzneimittel Biosimilar
Abbildung 4: Mikroheterogenitét zwischen Referenzarzneimittel (Originator) und Biosimilar (36).

Physikalisch-chemische Instabilititsreaktionen

Durch Einflussfaktoren wie pH-Wert, Temperatur, Sauerstoff, Licht, Behalter-Materialien, Pro-
teinkonzentration, Hilfsstoffe, Tenside oder durch das Assoziationspotential kann es zu physi-
kalischen oder chemischen Instabilitdten monoklonaler Antikérper wahrend der Lagerung
kommen, wobei beiden Formen nicht immer streng voneinander abgrenzbar sind.

Die Applikation von instabilen monoklonalen Antikérpern beim Menschen kann den Therapie-
erfolg beeintrachtigen und gesundheitliche Risiken verursachen. Neben dem Verlust der the-
rapeutischen Wirkung kdnnen immunologische Reaktionen (Hypersensitivitat, lebensbedroh-
liche Anaphylaxie) ausgelost werden. Durch eine veranderte Pharmakokinetik kann es zu un-
vorhersehbarer Wirkstoffverteilung und Dosierungsproblemen kommen. Um die Wirksamkeit
und Sicherheit monoklonaler Antikdrper gewahrleisten zu kénnen ist es daher wichtig Einfluss-
faktoren und Abbaureaktionen zu kennen und bewerten zu kénnen. Physikalische und chemi-
sche Instabilitatsreaktionen werden in zahlreichen Publikationen detailliert beschrieben (8, 11,
32, 39, 40).

Physikalische Instabilitdtsreaktionen

Zu den am haufigsten vorkommenden physikalischen Instabilitatsreaktionen zahlen Denatu-
rierung, Aggregation, Prazipitation und Adsorption.

Die Denaturierung von Proteinen kann beispielsweise durch Umwelteinflisse wie starke Tem-
peraturschwankungen oder pH-Wert-Anderungen ausgeldst werden. Es kommt zu einem Ver-
lust der héheren Ordnungsstruktur (Sekundar- oder Tertiarstruktur) und damit zur Entfaltung
des Proteins, wodurch die Wirkung verloren geht und die Anfalligkeit fur Folgeprozesse wie

die Aggregation steigen kann (32, 39, 40).
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Bei der Aggregation handelt es sich um den Umbau nativer, gefalteter Proteine zu Produkten
mit hdherem Molekulargewicht (Oligomere, Polymere). Sie kann durch mechanischen Stress,
Temperaturanderungen, Verdinnung von stabilisierenden Hilfsstoffen, chemischen Instabili-
tatsreaktionen oder Behaltermaterialien (Weichmacher, Silikondle) ausgeldst werden. Es kon-
nen l6sliche und unlosliche Aggregate entstehen, die sich in der Form ihrer Bindungen unter-
scheiden (schwache unspezifische Bindungen z.B. Van der Waals Wechselwirkungen, Was-
serstoffbrickenbindungen, hydrophobe und elektrostatische Interaktionen sowie kovalente
Aggregation z.B. durch kovalente Bindungen oder Disulfidbriicken-Bindungen). Die Aggrega-
tion ist in den meisten Fallen irreversibel (8, 9, 11, 32, 39).

Durch die Bildung von Prazipitationen entstehen unldsliche Partikel, die aus dem reinen Anti-
korper selbst bestehen oder heterogener Natur sein kdnnen, indem zusatzlich Hilfsstoffe, aus
dem Verpackungsmaterial freigesetzte Stoffe (Leachables) oder Verunreinigungen enthalten
sind (32). Im Europaischen Arzneibuch werden Grenzwerte (= 10 ym und = 25 um) fir nicht-
sichtbare Partikel in pharmazeutischen Zubereitungen festgelegt (28).

Proteine haben als oberflachenaktive Substanzen die Eigenschaft an hydrophobe und hydro-
phile Oberflachen zu adsorbieren. Auch proteinstabilisierende Hilfsstoffe, Konservierungsmit-
tel und Tenside kdnnen Adsorptionsphanomene aufzeigen und damit die stabilisierenden Ei-
genschaften fir das Protein verringern. Besonders kritisch ist die Adsorption bei stark ver-
dinnten Losungen oder grof3flachigem Oberflachenkontakt zu sehen. Durch die Adsorption
an Behaltermaterialien kann zu es zu Instabilitaten, Wirkverlust und somit potentiellen Unter-
dosierungen kommen. Die Adsorption ist konzentrationsabhangig und wird u. a. durch pH-
Wert, lonenstarke und Anzahl der Proteinlagen beeinflusst. Eine nachfolgende Desorption

kann zu Proteininstabilitdtsreaktionen (Denaturierung, Aggregation) fihren (11, 32).

Chemische Instabilitdtsreaktionen

Zu chemischen Instabilitdtsreaktionen monoklonaler Antikdrper zahlen Oxidation, Disulfidbri-
ckenbildung/-spaltung, Desaminierung, Hydrolyse und Glykierung. Chemische Modifikationen
von mAbs kdnnen zu einer Ladungsheterogenitat fihren, indem sie deren isoelektrischen
Punkt (pl) verandern (32).

Oxidation (einschlieRlich Disulfidbriickenbindung) ist eine der haufigsten chemischen Instabi-
litatsreaktionen. Sie entsteht durch die Anwesenheit von Oxidantien wie Licht, Peroxide (Sau-
erstoff), Metalle oder in Form einer Autooxidation (32, 40). Besonders anfallig fur Oxidation
sind Methionin-, Cystein-, Lysin-, Histidin- und Tryptophanreste (39). Durch Oxidation kommt
es zu einer Zunahme der positiven Gesamtladungen (steigender pl-Wert) und zur Entstehung
von basischen Varianten (32). Die Bildung von Disulfidbriickenbindungen ist eine Folge der
Oxidation zwei freier Cysteinreste, wobei eine kovalente Bindung zwischen den Schwefelato-

men beider Thiolgruppen gebildet wird (41).

11
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Desaminierung ist eine typische Instabilitdtsreaktion fur Proteine die stark vom pH-Wert ab-
hangt und vorwiegend Asparagin- und Glutaminreste betrifft. Durch Desaminierung kommt es
zu einer Zunahme der negativen Gesamtladungen (abnehmender pl-Wert) und zu sauren Va-
rianten.

Asparagin- und Asparaginsaurereste gelten als hydrolyseanfallig, wobei die Reaktion vermut-
lich Gber ein Succinimid-Zwischenprodukt verlauft. Diese Form der chemischen Instabilitat tritt
primar unter extremen Bedingungen wie stark erhdhter Temperatur oder niedrigem pH-Wert
auf und ist unter kontrollierten Lagerbedingungen als unwahrscheinlich einzustufen. Durch
eine geeignete Formulierung kann der Hydrolyse effektiv vorgebeugt werden (32, 39, 42).
Zucker werden in mAb-Formulierungen als stabilisierende Hilfsstoffe und in Infusionsbeuteln
als Tragerlosung (G5%) eingesetzt. Zwischen reduzierenden Zuckern und Proteinen kann
eine Glykierung (Maillard-Reaktion) auftreten, wodurch zunachst eine Schiff-Base entsteht,
die sich in ein stabiles Ketoamin umwandeln und die Funktionalitat des Proteins beeintrachti-
gen kann. Obwohl in mAb-Formulierungen meist nicht-reduzierende Zucker eingesetzt wer-
den, kdnnen reduzierende Zucker weiterhin als Abbauprodukte auftreten und potenziell insta-
bilitdtsrelevant sein (32, 41, 43-45).

Analytische Untersuchungsmethoden

Um die Mikroheterogenitat und dreidimensionale Struktur von mAbs analysieren und bewerten
zu kénnen (8), werden (im Gegensatz zu kleinen chemischen Molekilen) verschiedene, so
genannte orthogonale, stabilitdtsanzeigende, analytische Methoden verwendet (11, 37). In Ta-
belle 3 ist eine Auswahl an analytischen Methoden zusammengefasst, die fur die Untersu-

chung monoklonaler Antikdrper angezeigt sind.

12
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Tabelle 3: Ausgewaéhlte analytische Methoden zur Untersuchung der physikalisch-chemischen Stabilitdt monoklonaler Antikérper basierend auf (8, 11, 32, 46, 47).

Detektierbare Analysemethode, Europai- -~ . .
Analyseprinzip Vorteile (+), Nachteile (-)

Instabilitaten sche Arzneibuchpriifung

Farbe, Klarheit
Mikroaggregate Turbidimetrie Untersuchung des transmittierten + Einfache Implementierung
Ph. Eur. 2.2.1 Klarheit und Opa- Lichts durch eine Ldsung bei 320 + Besonders zuverlassig bei geringer Tru-
leszenz von Fliissigkeiten nm - 400 nm. bung
- Nicht mdéglich fur stark getriibte Losungen
(z.B. mit hohem Proteinanteil)
- Keine direkte Information tber GréRe und
Verteilung der (Protein)aggregate
Sichtbare Partikel
Partikel = 80 um Sichtpriifung Sichtprifung der zu untersuchen- + Einfache Implementierung

Ph. Eur. 2.9.20 Partikelkontami- den Losung vor zwei Tafeln (weil3, - Abhangig von den Fahigkeiten/Erfahrungen

nation - Sichtbare Partikeln schwarz). der durchfiihrenden Person

Nichtsichtbare Partikel

Partikel 10 - 150 pm Laserlichtblockade Detektion der Lichtintensitatsminde- + Ermdglicht eine quantitative und grof3enba-
Ph. Eur. 2.9.19 Partikelkontami- rung, die durch einzelne Partikel sierte Analyse in einem weiten Partikelgro-

nation — Nicht sichtbare Partikel verursacht wird, wenn diese einen Renbereich
Lichtstrahl (Laser) durchqueren. + Schnelle nicht-invasive Messung
Die Lichtblockade korreliert mit dem - Empfindlich gegeniber Stérungen (Luftbla-
Partikeldurchmesser. sen, Fasern)
- GroRRes Probevolumen notwendig
Partikel 1 - 150 um Lichtmikroskopisches Verfahren Visuelle Charakterisierung von Ag-  + Auch geeignet fiir triibe, gefarbte, hochvis-

gregaten. kdse Losungen
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Ph. Eur. 2.9.19 Partikelkontami-
nation — Nicht sichtbare Partikel

+ Unabhangig von optischen Stérungen

- Zeitaufwandig, objektiv

Partikel 0,3 nm - 10 um

Physikalische Stabilitéit, Aggregatdetektion

Aggregate, Fragmente
(I6sliche Dimere, Oligomere)  phie (SEC)
Ca. 1-100 nm

Detektion von mAb-Abbau Natriumdodecyl(lauryl)sulfat Poly-
acrylamid-Gelelektrophorese

(SDS-PAGE)

Dynamische Lichtstreuung (DLS)

GroéRenausschlusschromatogra-

Messung des hydrodynamischen
Durchmessers von Partikeln in ei-
ner Losung durch die optische De-
tektion des gestreuten Lichts durch

deren Brownsche Molekularbewe-

gung.

Chromatographische Trennung von
Molekulen anhand ihres Molekular-
gewichts in einer HPLC-Saule, wo-
bei groRe Molekiile aufgrund der
geringeren Diffusion in die Poren

der HPLC-Sé&ule friiher eluieren.

Trennung der Proteine basierend
auf Gréf3e und Ladung, Detektion

durch Farbung (Coomassie, Silber).

14

- Geringere Reproduzierbarkeit

- Nur fiir geringe Volumina

+ Schnelle Durchfiihrung

+ GroRer PartikelgrofRen- und
Konzentrationsbereich

+ Kleines Probevolumen ausreichend

+ Nicht zerstérend

- Ungeeignet fiir sehr hohe oder sehr nied-

rige Partikelkonzentrationen

+ Goldstandard der Proteinanalytik

+ Quantifizierung maéglich

+ Mit verschiedenen Detektoren koppelbar
+ Detektion von Molekilen mit geringem
(LMW) und hohem (HMW) Molekulargewicht
+ Separative Methode

+ Hohe Reproduzierbarkeit

- Nicht geeignet fir sehr groRe Aggregate
(Verstopfen die HPLC-Saule)

+ Einfache Durchfiihrung

+ Prazise Trennung mit guter Aufldsung

- Zeitaufwandiges Verfahren
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Detektion von Modifikationen

in der Tertiarstruktur

Chemische Stabilitat
mAb-Abbau: Desaminierung
in Form von sauren Ladungs-
varianten/Peaks, Oxidation in
Form von basischen La-
dungsvarianten/Peaks
mAb-Abbau: Verdnderungen
in der Primarstruktur durch
Oxidations- und Desamidie-

rungsprozesse

UV-Spektroskopie zweiter Ablei-
tung

lonenaustauschchromatographie
(IEC), vorwiegend Kationenaus-

tauschchromatographie (CIEC)

Peptid-Mapping

Weitere Untersuchungsmethoden

UV-Spektroskopie im Bereich 250 -
320 nm.

Trennung der mAb-Ladungsvarian-
ten durch elektrostatische Wechsel-
wirkung mit der stationaren Phase
der HPLC-Saule aufgrund des un-
terschiedlichen pl.

Enzymatische Spaltung von mAbs
in Peptide mit anschlielender Tren-
nung durch HPLC.

e pH-Wert Bestimmung, Ph. Eur. 2.2.3 pH-Wert — Potentiometrische Methode

- Keine Information Uber die native Struktur
durch Proteindenaturierung

+ Einfache Implementierung

+ Nicht zerstérend

- Hilfsstoffe aus den Fertigarzneimitteln kon-

nen die Messung stéren

+ Goldstandard der Proteinanalytik
+ Nichtdenaturierende Analyse

- Aufwandig in der Validierung

+ Separative Methode
- Empfindlich gegeniiber Umgebungsbedin-

gungen

e HS-Konzentration (sofern diese fur die Wirkung relevant ist, z.B. Hyaluronidase-Assay zur Untersuchung von Hyaluronidase als Penetrationsver-

mittler bei s.c. zu applizierenden mAbs)
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1.4 Gute Praxis der Stabilitatstestung Small Molecules und Monoklonale
Antikorper

Validierung analytischer Untersuchungsmethoden

Die ICH Guideline Q2 (R1) beschreibt die Anforderungen an die Validierung analytischer Me-

thoden. Sie definiert die aufgefihrten Parameter zur Methodenvalidierung (48):

Spezifitat

Die Spezifitat einer analytischen Methode kann durch Vortestungen untersucht werden. Hier-
bei muss der zu untersuchende Wirkstoff neben mdglichen Abbauprodukten, Verunreinigun-
gen oder Hilfsstoffen eindeutig identifizierbar sein. Bei HPLC-Analysen muss eine eindeutige
Zuordnung des Wirkstoff-Peaks gewahrleistet, sowie eine ausreichende Trennung von ande-
ren Peaks gegeben sein. Die praktische Umsetzung kann durch die Zugabe von kauflich er-
haltlichen Verunreinigungen zum Analyt erfolgen (Spiking). Sind Verunreinigungen nicht er-
haltlich, kdnnen diese durch Stress-Studien (erzwungene Abbaustudien, forcierte Degrada-
tion) hervorgebracht werden. Hierbei wird der Analyt extremen pH-, Temperatur-, und Oxida-
tionsbedingungen ausgesetzt und im Anschluss untersucht, um den Abbauweg, der durch er-
héhte Temperaturen, Einfrier- oder Auftauprozesse, Oxidation, Licht, pH-Veranderungen oder

mechanische Belastung ausgesetzt ist, nachzuahmen (9, 49, 50).

Linearitat

Eine lineare Korrelation zwischen Probenkonzentration und analytischem Ergebnis Gber den
Arbeitsbereich ist Voraussetzung fir die Bestimmung des Probengehalts. Um die Kalibrierge-
rade zu erstellen werden mindestens fiinf verschiedene Konzentrationen einer Referenzsub-
stanz (CRS-Substanz, alternativ mit dem Fertigarzneimittel) hergestellt und untersucht. Fur
HPLC-Untersuchungen wird die resultierende Peakflache gegen die nominale Konzentration

aufgetragen und der Korrelationskoeffizient (R?) bestimmit.

Arbeitsbereich

Der Arbeitsbereich definiert ein Intervall zwischen der oberen und unteren Konzentrations-
grenze eines Analyten, in dem nachgewiesen wurde, dass die Methode zuverlassige Ergeb-
nisse (Prazision, Richtigkeit, Linearitat) erzielt und ist abhangig von der vorgesehenen Anwen-
dung. Fur eine Gehaltsbestimmung wird ein Arbeitsbereich von 80%-120% der Untersu-

chungskonzentration empfohlen.

Richtigkeit
Die Richtigkeit eines analytischen Verfahrens beschreibt, wie nahe das Messergebnis am

wahren oder anerkannten Referenzwert liegt. Sie wird anhand von 3 verschiedenen
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Konzentrationen, die jeweils in dreifacher Wiederholung (n=9) untersucht und bewertet wer-
den, bestimmt. Die Ergebnisse sind als Wiederfindungsrate (%) oder als Differenz zum wahren

Wert mit Vertrauensintervall anzugeben.

Prézision

Die Préazision eines analytischen Verfahrens beschreibt die Ubereinstimmung zwischen wie-
derholten Messungen derselben homogenen Probe unter festgelegten Bedingungen. Die Wie-
derholprazision (Intraday) wird durch mehreren Messungen in einem kurzen Zeitraum (meist
an einem Tag) unter gleichen Laborbedingungen bestimmt. Hierbei werden entweder mindes-
tens 9 Bestimmungen, die den fur das Verfahren angegebenen Bereich abdecken (z. B. 3
Konzentrationen/jeweils 3 Wiederholungen) oder mindestens 6 Bestimmungen bei 100% der
Testkonzentration durchgefiihrt. Die Prazision Uber mehrere Tage (Interday) hingegen drickt
Schwankungen innerhalb eines Labors bei wiederholten Messungen unter wechselnden Um-

standen (Mitarbeiter, Gerat, Tag) aus.

Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenze (LOD, limit of detection) ist die geringste Menge eines Analyten in einer
Probe, die nachgewiesen, aber nicht exakt quantifiziert werden kann. Bei Analyseverfahren,
die ein Grundlinienrauschen aufweisen (z.B. HPLC), kann hierfiir das Signal-Rausch-Verhalt-
nis bestimmt werden (Analyt ist sicher nachweisbar wenn Signal-Rausch-Verhaltnis zwischen
3und 2:1).

Bestimmungsgrenze

Die Bestimmungsgrenze (LOQ, limit of quantification) ist die geringste Menge eines Analyten
in einer Probe, die mit angemessener Prazision und Genauigkeit quantitativ bestimmt werden
kann. Sie wird hauptsachlich fir die Bestimmung von Verunreinigungen und/oder Abbaupro-
dukten verwendet und kann fur Analyseverfahren die ein Grundlinienrauschen aufweisen (z.B.
HPLC) mittels Signal-Rausch-Verhaltnis eingeschatzt werden (typisches Signal-Rausch-Ver-
héltnis liegt bei 10:1).

Robustheit

Die Robustheit beschreibt die Zuverlassigkeit bei kleinen, gezielten Anderungen der Metho-
denparameter in analytischen Methoden. Sofern Messergebnisse empfindlich auf Verande-
rungen reagieren, mussen die Untersuchungsbedingungen genaustens kontrolliert und ent-
sprechend dokumentiert werden. Typische Variationen fir HPLC Untersuchungen sind bei-
spielsweise der pH-Wert und die Zusammensetzung der mobilen Phase, der Saulentyp, die

Temperatur oder die Flussrate.

17



Einleitung

Studiendesign

Das Studiendesign ist fiir die Aussagekraft einer Stabilitatsstudie entscheidend. Das vom Na-
tional Health Service (NHS) verfasste Standard Protocol for Deriving and Assessment of Sta-
bility Part 1 - Aseptic Preparations (Small Molecules) (10), das Standard Protocol for Deriving
and Assessment of Stability Part 2 - Aseptic Preparations (Biopharmaceuticals) Incorporating
Addendum on Antibody Drug Conjugates (11), die von der GERPAC-Gruppe (Evaluation and
Research Group on Protection in Controlled Atmospher) verfasste Leitlinie Methodological gui-
delines for stability studies of hospital pharmaceutical preparations (9) sowie verschiedene
Publikationen (8, 39) beschreiben die ,Gute Praxis von Stabilitdtsuntersuchungen® eingehend.
In Tabelle 4 sind zu beachtende Parameter bei der Durchflihrung einer physikalisch-chemi-

schen Stabilitatsstudie zu kleinen Molekulen und mAbs vergleichend zusammengefasst.
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Tabelle 4: Studiendesign physikalisch-chemischer Stabilitédtsstudien von Small Molecules und monoklonalen Antikérpern (9-11).

Small Molecules Monoklonale Antikorper

Wirkstoff
o  Wirkstoff aus derselben Charge verwenden
e Angabe: Produkt/Wirkstoffbezeichnung, Hersteller, Chargenbezeichnung, (Haltbarkeitsdatum) (9)
Rekonstituens/Verdiinnungsmittel
¢ Rekonstitution/Verdiinnung analog Fachinformation und klinischer Praxis
e Rekonstitutions-/Verdiinnungsmittel: Wasser fir Injektionszwecke (WFI), 0,9% Natriumchloridlésung, 5% Glukoselésung (11)
Behiltnisse
o Behalter entsprechend klinischer Praxis (8, 11)
e Typische Behaltermaterialien:
o Glas (Stammlésungen)
o Plastikspritzen (z.B. Zweiteilige/dreiteilige Spritzen, Luer-lock/Luer, Fillvolumina 1-50 ml)
o Infusionsbeutel (Polyolefin (PO), Polyethylen (PE), Polypropylen (PP) z.B. Leerbeutel/vorgefiillte Beutel mit NaCl 0,9%/Glukose 5%)
o Elastomerpumpen
o Verschlusssysteme (z.B. Kombistopper, Stopfen aus Butylkautschuk)
- vorzugsweise PVC-freie Behaltermaterialien (Polyolefin) verwenden
e Hilfsmittel zum Uberfiihren des Wirkstoffs aus den Originalbehaltern entsprechend klinischer Praxis (Spritzentyp, Spike, Kantle) (11)

e Angabe: Behaltermaterial, Chargenbezeichnung, Hersteller

e Extrapolation von Daten zwischen verschiedenen Behaltern und Infu- ¢ Interaktion mit dem Behaltermaterial moglich (z.B. Adsorption/Absorp-
sionsgeraten kann zuldssig sein, sofern Abbauweg des Arzneimittels tion)
und Behaltereigenschaften (Sauerstoff-Durchlassigkeit, Wasserver- o Extrapolation von Daten zwischen verschiedenen Behaltermaterialien
lust, Lichtdurchlassigkeit, Materialzusammensetzung, Extraktions-/Ad- nicht zulassig

sorptionspotential) bekannt.
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o GroRe des Behalters praxisnah wahlen (idealweise in verschiedenen
BehaltergrofRen untersuchen)
- Mdglicher Nachteil: Hohe Kosten durch Verbrauch groRer Antikor-
permengen. Es ist daher zuldssig den kleinstmdglichen Behalter zu
wahlen und die Daten auf andere BehaltergroRen (desselben Materi-
als) zu extrapolieren. Die Grenzflache zwischen Lésung und Behéalter
bzw. Luftraum ist bei kleinen Behaltnissen am gréRten (entspricht worst
case Bedingungen fir Aggregatbildung) (11).
Lagerbedingungen
e (Lichtgeschitzt) bei Kihlschranktemperatur (5°C + 3°C), Raumtemperatur (25°C + 2°C)
¢ Andie Kihlschranklagerung kann eine 24-48 stiindige Raumtemperaturlagerung angeschlossen werden, um praxisnahe Bedingungen (Vorbereiten der
Applikation und Applikation) zu simulieren
o Korpertemperatur (32 °C + 1 °C, auf der Kdérperoberflache getragene
Pumpen) bzw. (37 °C + 2 °C, fir implantierte Pumpenreservoire)
e Gefroren (-20 °C £ 5 °C)
Konzentration

e Dosierungen analog Fachinformation und klinischer Praxis

e Sehr niedrige und sehr hohe Konzentration - Stabilitatsdaten konnen zwischen beiden Konzentrationen interpoliert werden

¢ Interpolationen zu Konzentrationen, die sich auf3erhalb der untersuchten Konzentrationen befinden sind nicht zulassig

Lagerdauer/Studiendauer

e Stabilititsdaten dirfen ber die Studiendauer hinaus nicht extrapoliert werden

e Studiendauer langer als geschatzte Haltbarkeit wahlen

e Studiendauer sollte sich an der Stabilitat des untersuchten Arzneimittels orientieren (NHS Empfehlung (11) 48 Stunden bis 35 Tage)

¢ Viele physikalisch-chemische Stabilitatsstudien werden Gber eine Dauer von 28 Tagen durchgefiihrt (51, 52)

e Studiendauern Uber drei Monate (11) bzw. ein Jahr (9) werden nicht empfohlen

20



Einleitung

Probenahmeplan
e Unmittelbar nach Zubereitung der Untersuchungslésungen findet die erste Probenziehung statt (TO, Referenz)
e Weitere vier (11) bis funf (9) Probenziehungen finden verteilt Gber den Untersuchungszeitraum statt
o Die GERPAC-Gruppe schlagt vor, Proben nach 1/24, 1/12, 1/4, 1/2, und 3/4 des geplanten Untersuchungszeitraums zu ziehen (9), z.B. TO plus vier
bzw. funf weitere Untersuchungstage (z.B. (T1), T7, T14, T21, T28). Falls sich die Proben nach kurzer Zeit als instabil erweisen sollte, sollte die Studie
wiederholt werden und der Untersuchungszeitraum entsprechend verkirzt werden
Probenanzahl
o Es sollten mindestens drei unabhangige Proben zu jedem Zeitpunkt untersucht werden. Die Messungen erfolgen dreifach (n=9)
Zubereitung der Untersuchungslésungen
¢ Die Untersuchungslosungen sollten zum selben Zeitpunkt aufbereitet werden, um Schwankungen zu vermeiden. Der Zubereitungsprozess sollte unter
Praxisbedingungen erfolgen
Spezifikation/Akzeptanzkriterien
e Als relevanteste Spezifikation gilt der Wirkstoffgehalt, wobei ein Gehalt von 95-105% zum Zeitpunkt der Zubereitung und 90-105% zum Zeitpunkt der
angegebenen Verwendbarkeitsfrist akzeptiert wird (53)
e Zum Zeitpunkt der angegebenen Verwendbarkeitsfrist ist in Abhangigkeit vom Risikoprofil eine Anpassung an 95% oder 85% als untere Grenze zu
prifen (8)
e Abbauprodukte: Anstieg um <2% relativ zum Hauptpeak
o Keine physischen Veranderungen des Aussehens
e Keine signifikanten pH-Wert Anderungen (<0,5 pH-Einheiten (iber den
Untersuchungszeitraum) (11)

21



Einleitung

1.5 Mikrobiologische Stabilitat von applikationsfertigen parenteralen

Zubereitungen

Mikrobiologische Risikofaktoren bei der aseptischen Herstellung

Die Kontamination parenteraler Zubereitungen durch Endotoxine oder Mikroorganismen (MO)
kann insbesondere bei onkologischen, immungeschwachten Patienten zu lebensbedrohlichen
Infektionen und SIRS (Systemic Inflammatory Response Syndrome) fiihren. Parenterale Zu-
bereitungen missen daher Uber den Herstell-, Lager- und Applikationszeitraum Sterilitat der
Ausgangssubstanzen aufweisen, um fir Patienten kein mikrobiologisches Risiko darzustellen.
Das Risiko fur eine mikrobielle Kontamination steigt, wenn das Produkt mit der Umwelt in di-
rekten Kontakt kommt (extrinsische Risikofaktoren). Durch strenge Einhaltung der ,Good Pre-
paration Practice (GPP) und der im Qualitatsmanagement der Apotheke definierten Verfahren
wird sichergestellt, dass das Kontaminationsrisiko fiir parenterale Zubereitungen so gering wie
moglich gehalten wird. Hierbei muss der Zubereitungsprozess (validierte/aseptische Arbeits-
weise, definierte Arbeitsanweisungen), die Qualitat der Umgebung (Reinraumumgebung, Ma-
terial, Reinigungs-/Hygienevorgaben, Monitoring von Partikeln und Keimen) und Personal (ge-
schult, validiert durch Nahrmedienabfillung, entsprechende Kleidung) bertcksichtigt werden
(16, 39). Detaillierte Empfehlungen sind im PIC/S PE 010-Leitfaden zur guten Praxis bei der
Herstellung von Arzneimitteln in Gesundheitseinrichtungen enthalten (54). Neben extrinsi-
schen Risikofaktoren gibt es auch intrinsische Risikofaktoren, die Einfluss auf die mikrobiolo-
gische Qualitdt haben kdnnen. So besitzt jede Arzneimittelformulierung ein individuelles
wachstumsférderndes/-hemmendes Potential flir Mikroorganismen (55, 56), das vom Nahr-
stoffgehalt, der Wasseraktivitat, dem Redoxpotential und dem pH-Wert der Zubereitung ab-
hangig ist (15). Weitere Risikofaktoren stellen die Komplexitat einer Zubereitung (multiple Aus-
gangsmaterialien, multiple Manipulationen, Mischen grof3er Volumina) und der zeitliche Ab-
stand zwischen Zubereitung und Applikation dar (57, 58). Anhand der genannten Risikofakto-
ren kdnnen RTA-Zubereitungen in Hochrisiko- oder Niedrigrisiko-Zubereitungen eingeteilt wer-
den. Zum Beispiel stellt eine totale parenterale Erndhrungszubereitung, die Gber einen langen
Zeitraum appliziert wird und aus vielen verschiedenen Komponenten zubereitet wird, eine
Hochrisiko-Zubereitung dar. Eine antibiotische Therapie, die mit nur einem einfachen Rekon-

stitutionsschritt zubereitet wird, kann als Niedrigrisiko-Zubereitung eingestuft werden (16, 17).

Methoden zur mikrobiologischen Qualitatsbestimmung

Fir die mikrobiologische Qualitatsbestimmung schreibt das Europaische Arzneibuch die Pri-
fung auf Sterilitat (Ph. Eur. 2.6.1 Priifung auf Sterilitdt) (59) vor, wobei im Anschluss an die
Herstellung die An- bzw. Abwesenheit von Mikroorganismen in einem Kulturmedium unter-
sucht werden soll. Aufgrund der 14-tagigen Inkubationszeit liegen die Ergebnisse jedoch erst

spat vor. Daher ist diese zerstérende Prufung im klinischen Alltag fur dringliche und
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patientenindividuell hergestellte Therapien unpraktikabel und erméglicht selten korrigierende
MaRnahmen zu einem ausreichend friihen Zeitpunkt. Mit den im europaischen Arzneibuch
aufgefuhrten alternativen Methoden zur Kontrolle der mikrobiologischen Qualitat (Ph. Eur.
5.1.6 Alternative Methoden zur Kontrolle der mikrobiologischen Qualitét) (60) kbnnen echtzeit-
nahe Ergebnisse geliefert werden, um im Falle eines mikrobiellen Nachweises Korrekturen
friihzeitig vornehmen zu kénnen. Sie werden daher auch als ,Rapid Microbiological Methods*
bezeichnet. Eine alternative, vereinfachte Methode fiir die mikrobielle Untersuchung von Pa-
renteraliazubereitungen, ist die Direktbeschickung von Blutkulturflaschen (z.B. BACTEC,
BacT/Alert) zur Testung auf aerobe bzw. anaerobe Keime, die in verschiedenen Publikationen
beschrieben wird (61, 62). Die Blutkulturflaschen werden mit Aliquots (1-10 ml) der zu unter-
suchenden Lésung im Direktbeschickungsverfahren versetzt und im Anschluss in Automaten
bebritet. Im Medium wachsende Mikroorganismen setzen CO- frei, das mit einem Fluores-
zenzfarbstoff reagiert und bei Wachstum ein Signal ausldst. Die maximale Bebritungsdauer
betragt 14 Tage, wobei erste Ergebnisse bereits nach 24-48 Stunden zur Verfigung stehen
und als Kriterium fur die Freigabe von im Voraus hergestellten, aseptischen Zubereitungen
verwendet werden konnen.

Eine Prifung auf Bakterien-Endotoxine (Ph. Eur. 2.6.14 Priifung auf Bakterien-Endotoxine)
(63) muss nur durchgefihrt werden, wenn unsterile Ausgangsmaterialien verwendet werden
(15).

Mikrobiologische Prozessvalidierung

Die Dichtigkeit des Primarpackmittels ist Grundvoraussetzung fir den Erhalt der Sterilitat einer
Zubereitung. Durch Dichtigkeitsprifungen von Behalter- und Verschlusssystemen (Behalter-
integritatstests) soll nachgewiesen werden, dass das Arzneimittel vor mikrobiellem Eintritt
wahrend der Lagerung und des Transports geschitzt ist. Es sind mikrobiologische oder phy-
sikalische Dichtigkeitstests beschrieben, die zur Bestimmung der Verwendbarkeitsfrist des Be-
héalterverschlusssystems verwendet werden kdnnen (64).

Bei mikrobiologischen Dichtigkeitstests werden die zu untersuchenden Behalter-Verschluss-
Systeme mit sterilem Nahrmedium befillt. Im Anschluss wird das mit Nahrmedium befiillte
Primarpackmittel ganzlich oder teilweise in MO-Suspension mit Brevundimonas diminuta
(kleinster verfluigbarer Testkeim) oder Escherichia Coli (beweglicher, kleiner Testkeim, dringt
gut in Licken ein) getaucht. Undichtigkeiten werden Uber eine Tribung der Nahrmedienlésung
nach Bebritung angezeigt, die auf mikrobielles Wachstum riickschlieRen Iasst. Als physikali-
scher Dichtigkeitstest wird in der klinischen Praxis der Farbstoff-Intrusionstest angewandt.
Hierbei werden Primarpackmittel mit Wasser oder Arzneistofflésung gefiillt, verschlossen und
im Anschluss unter Anwenden eines Vakuums in eine Farbstofflosung (z.B. Methylenblau)

getaucht. Farbt sich das Wasser bzw. die Arzneistofflosung durch Eindringen der
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Farbstofflésung blau ein, zeigt dies eine Undichtigkeit im Packmittel auf. Zur Erstvalidierung
von neu eingesetzten Behalter-Verschluss-Kombinationen sind sowohl physikalische als auch
mikrobiologische Dichtigkeitstests empfohlen (64). Eine weitere Methode, um die Dichtigkeit
medizinischer (Plastik)Verpackungen und Beuteln mittels Farbstoffpenetration (Toluidinblau,
Triton X-100) zu prufen ist in ASTM F19299: standard test method for detecting seal leaks in

porous medical packaging by dye penetration beschrieben.

Mikrobielle Wachstumseigenschaften von Parenteraliazubereitungen

Kenntnisse zur Viabilitdt (Lebensfahigkeit) von MOs in aseptisch hergestellten Parenteraliazu-
bereitungen helfen im Falle einer unbeabsichtigten Kontamination wahrend des Herstellpro-
zesses das Risiko mikrobiellen Wachstums wahrend Lagerung und Applikation einschatzen
zu kénnen. Da jedes Arzneimittel ein individuelles wachstumsférderndes/-hemmendes Poten-
tial aufweist und dies nicht von den pharmakologischen Eigenschaften einer Zubereitung ab-
geleitet werden kann (15), wird empfohlen fir jede Zubereitung das Wachstumspotential fir
fakultativ pathogene Keime zu untersuchen (55, 56). Die Untersuchungen kdnnen in Anleh-
nung an die Europaische Arzneibuch Prifung fur antimikrobielle Wirksamkeitstests (Ph. Eur.
5.1.3 Prifung auf ausreichende antimikrobielle Konservierung) (65) durchgefuhrt werden.
Aseptisch zubereitete, konservierungsmittelfreie Arzneimittelldsungen werden mit fakultativ
pathogenen Keimen in niedrigen Konzentrationen (102-10°/ml) inokuliert, um eine versehentli-
che Kontamination zu simulieren. Zu festgelegten Zeitpunkten werden Proben entnommen,
auf Agarplatten ausgestrichen, bebrutet und die koloniebildenden Einheiten (KBE) bestimmt.
Nach Metcalf soll die Ausgangskonzentration in der zu untersuchenden Testlésung <100
KBE/ml betragen und alle Werte, die mehr als 0,5 log-Einheiten zur letzten Probe abweichen,
evaluiert werden (55). Die Viabilitat fakultativ pathogener Keime in aseptisch hergestellten Arz-
neimittelzubereitungen wurde in einigen Studien untersucht (61, 62, 66-81), wachstumshem-
mende Eigenschaften konnten nur wenigen Zubereitungen zugesprochen werden. Nutritive
Eigenschaften konnten vorwiegend in lipidhaltigen Zubereitungen nachgewiesen werden (66,
67). Nichtsdestotrotz kbnnen Mikroorganismen auch in wassrigen zytostatischen oder antibi-

otischen Zubereitungen lebensfahig bleiben (39).
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2 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war die experimentelle Bestimmung der physikalisch-chemischen und mik-
robiologischen Stabilitdt ausgewahlter Arzneimittel zur parenteralen Tumortherapie. Kennt-
nisse zur Stabilitdt der konzentrierten und verdinnten parenteralen (RTA)-Zubereitungen er-
lauben eine sichere und okonomische Handhabung der als Ausgangsmaterial eingesetzten
Fertigarzneimittel. DartUber hinaus kann die Wartezeit fir ambulante Patienten reduziert wer-
den, wenn Zubereitungen fiir geplante Therapien im Voraus hergestellt und bis zur Applikation
ohne Wirkungsverlust und Toxizitatszunahme gelagert werden kénnen. Ziel war insbesondere
der Erkenntnisgewinn zu folgenden spezifischen Fragestellungen der Haltbarkeit von applika-

tionsfertigen Zubereitungen fur die parenterale Tumortherapie.

Vergleichende Untersuchung der physikalisch-chemischen Stabilitdt carmustinhaltiger
Arzneimittel (Carmubris, Carmustin Obvius)

Das Alkylans Carmustin wurde 1980 von der Firma Bristol-Myers Squibb unter dem Namen
Carmubris (BCNU) erstmals zugelassen. Firmenunabhangig durchgefihrte Untersuchungen
der physikalisch-chemischen Stabilitdt carmustinhaltiger, rekonstituierter Stammlésungen und
verdunnter Infusionslésungen ergaben eine rasche, temperaturabhangige Zersetzung des
Wirkstoffs. Im Jahr 2018 folgte die Zulassung des Generikums Carmustin Obvius. Die Zulas-
sungsunterlagen der beiden Carmustin-Fertigarzneimittel enthalten unterschiedliche Angaben
zur physikalisch-chemischen Stabilitat der rekonstituierten Lésungen. Zur physikalisch-chemi-
schen Stabilitdt verdinnter Carmustin Obvius Infusionslésungen fehlen Angaben in der
Fachinformation und aus wissenschaftlichen Publikationen. Ziel dieser Arbeit war daher eine
vergleichende Untersuchung der physikalisch-chemischen Stabilitat von Carmustin Obvius
(Medac GmbH) und Carmubris (Tillomed Pharma GmbH) Stammlésungen und Infusionslo-
sungen (0,2 mg/ml, 1,0 mg/ml) in mit 5% Glukose vorgefilliten PE/PP-Beuteln. Zur Untersu-
chung wurde eine bekannte Umkehrphasen-Hochleistungsflissigkeitschromatographie (RP-
HPLC) Methode mit DAD adaptiert, pH-Messungen, Osmolaritats-Messungen und Prifungen

auf sichtbare Partikel und Farbveranderungen durchgefuhrt.

Physikalisch-chemische Stabilitit von Daratumumab Injektionslosung (DARZALEX®
1800 mg Injektionslosung) in dreiteiligen PP-Einmalspritzen

In den letzten Jahrzehnten wurde eine betrachtliche Anzahl monoklonaler Antikorper fiir die
systemische Tumortherapie zugelassen, viele weitere befinden sich in der Pipeline. Die hoch-
molekularen Glykoproteine zdhlen zu den biologischen Arzneimitteln. Der Aufbau der Gly-
koproteine ist sehr komplex und die Primar-, Sekundar-, Tertiar- und Quartarstruktur empfind-

lich fur unterschiedliche physikalisch-chemische Abbaureaktionen. Zum Nachweis der

25



Zielsetzung

Intaktheit des Proteins sind verschiedene, sich erganzende analytische Methoden, soge-
nannte orthogonalen Methoden, erforderlich.

Der monoklonale Antikérper Daratumumab ist zur Therapie des Multiplen Myeloms zugelas-
sen. Vier Jahre nach Zulassung der intravendsen (i.v.) Daratumumab Formulierung kam im
Jahr 2020 die subkutane (s.c.) Formulierung auf den Markt. Diese wird heute bevorzugt ein-
gesetzt wegen vereinfachter Dosierung (1800 mg fix), kurzer Injektionszeit (3-5 Minuten) und
weniger infusionsbedingten Nebenwirkungen (13% s.c. vs. 34% i.v.) bei gleichem Outcome.
Die applikationsfertige Injektionslésung wird durch Uberfiihrung der konzentrierten Lésung aus
dem Glasvial in eine Plastikeinmalspritze zubereitet. Weder in der Fachinformation noch in
wissenschaftlichen Publikationen gibt es bisher Angaben zur physikalisch-chemischen Stabi-
litdt applikationsfertiger Daratumumab-Injektionslésungen in Plastikeinmalspritzen, die mit
Kombistoppern verschlossen sind. Um applikationsfertige Spritzen einzeln oder in Serie auf
Vorrat zubereiten zu kénnen, bedarf es Stabilitdtsdaten. Ziel dieser Untersuchung war die Be-
stimmung der physikalisch-chemischen Stabilitdt applikationsfertiger Daratumumab-Injekti-
onslésungen, die in verschiedenen dreiteiligen Plastikeinmalspritzen bei 2-8 °C und 2212 °C
Uber einen Zeitraum von 28 Tagen gelagert wurden. Neben der Etablierung, Validierung und
Durchfiihrung einer Grof3enausschluss- und lonenaustausch-Hochleistungsflissigkeitschro-
matographie (SE-, IE-HPLC) mit DAD wurden pH-Messungen und Prifungen auf sichtbare
Partikel und Farbveranderungen durchgefiihrt und die Ergebnisse hinsichtlich der festgelegten

Spezifikationen fiir physikalisch-chemische Stabilitat bewertet.

Physikalisch-chemische Stabilitit von Trastuzumab (Ontruzant®) Infusionsldsungskon-
zentrat

Nach Patentablauf des Trastuzumab-Originalpraparats (Herceptin®) wurden mehrere Biosimi-
lars, darunter das Trastuzumab-Biosimilar SB3 (Ontruzant®), zugelassen. Zwischenzeitlich
sind zahlreiche Publikationen zur physikalisch-chemischen Stabilitdt von konzentrierten und
verdunnten Trastuzumab-Zubereitungen erschienen. Ergebnisse der Stabilitdtsuntersuchun-
gen monoklonaler Antikdrper durfen aufgrund der komplexen Proteinstruktur und der individu-
ellen Herstellprozesse jedoch weder Ubertragen noch extrapoliert werden. Daten zur physika-
lisch-chemischen Stabilitat der rekonstituierten Trastuzumab SB3-Stammlésungen Gber einen
langeren Zeitraum fehlen. Die Weiterverwendung von Anbriichen der SB3-Stammldsung ist
nur begrenzt moglich. Ziel dieser Untersuchung war es, die physikalisch-chemische Stabilitat
rekonstituierter Trastuzumab SB3-Stammlésungen bei Kuhlschrank- (2-8 °C) oder Raumtem-
peraturlagerung (15-25 °C) Uber einen verlangerten Zeitraum von 28 Tagen zu bestimmen.
Die Untersuchungen erfolgten mittels einer validierten SE-HPLC Methode mit DAD, einer va-
lidierten UV-Spektrometrie-Methode, pH-Messungen und Prifung auf sichtbare Partikel und

Farbveranderungen.
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Viabilitat fakultativ pathogener Mikroorganismen in applikationsfertigen Zubereitungen
fiir die systemische Tumortherapie

Bei der empirischen Verwendbarkeitsdeterminierung aseptisch hergestellter, applikationsferti-
ger Zubereitungen muss neben der physikalisch-chemischen auch die mikrobiologische Sta-
bilitat berticksichtigt werden. Letztere setzt Sterilitat voraus, die durch regelmaRige Sterilitats-
prifungen, Mediafills und Umgebungsmonitoring kontrolliert wird. Kommt es zur unbeabsich-
tigten Kontamination, bleiben viele MOs in wassrigen Lésungen lebensfahig. Die Viabilitat ver-
schiedener MOs in applikationsfertigen Zubereitungen ist abhangig von pH-Wert, Redoxpo-
tential und Wasseraktivitat der Zubereitung sowie vom Wirkstoff und dessen Konzentration.
Die Zubereitung selbst kann somit wachstumsférdernde oder -hemmende Eigenschaften auf-
weisen und damit die mikrobiologische Stabilitat beeinflussen. Untersuchung der nutritiven Ei-
genschaften applikationsfertiger Zubereitungen helfen, das arzneimittelindividuelle Risiko mik-
robiologischer Instabilitdt besser einzuschatzen und unterstiitzen bei der Haltbarkeitsdetermi-
nierung. Anschlie@end an friilhere Untersuchungen wurde die Viabilitat fakultativ pathogener
Mikroorganismen in 20 neuen Arzneimitteln (Biologika, chemische Molekile) zur systemi-

schen Tumortherapie untersucht.
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3 Stabilitatsuntersuchungen

3.1 Physikalisch-chemische Stabilitat carmustinhaltiger Arzneimittel
Zusammenfassung

Hintergrund: Carmustin Obvius wurde als Generikum 38 Jahre nach Markteinfihrung des
Originatorprodukts Carmubris zugelassen. Die Daten zur Anbruchsstabilitat beider Arzneimit-
tel sind in den Zulassungsunterlagen unterschiedlich angegeben. Physikalisch-chemische
Stabilitdtsdaten zur verdinnten Carmustin Obvius Infusionsidsung fehlen.

Zielsetzung: Ziel war die vergleichende Untersuchung der physikalisch-chemischen Stabilitat
des Referenzproduktes Carmubris (Tillomed Pharma GmbH) und des Generikums Carmustin
Obvius (Medac GmbH).

Material und Methoden: Es wurden rekonstituierte Carmustin Stammlésungen der Nennkon-
zentration 3,3 mg/ml und applikationsfertige Carmustin Infusionsldsungen der Nennkonzent-
ration 0,2 mg/ml beider Fertigarzneimittel Carmubris und Carmustin Obvius untersucht. Zu-
satzlich wurden Carmustin Obvius Infusionsliésungen 1,0 mg/ml untersucht. Die Infusionslo-
sungen wurden durch die Zugabe entsprechender Mengen rekonstituierter Stammlésung in
mit 5%iger Glukose-Ldsung vorgefullten PP/PE-Beuteln zubereitet. Die Untersuchungsproben
wurden unmittelbar nach Rekonstitution oder Verdiinnung (Stunde 0) und nach 3,5, 6, 8,5 und
11 Stunden bei Raumtemperaturlagerung (22 °C) oder nach (12), 24, 48 und 60 Stunden bei
gekuhlter Lagerung (2-8 °C) gezogen. Zur Simulation der Applikation wurden die 60 Sunden
gekuhlt gelagerten Infusionslésungen anschlieRend bei 22 °C gelagert und nach weiteren 3
und 6 Stunden auf Stabilitat untersucht. Untersuchungsmethoden waren die Umkehrphasen-
Hochleistungsflissigkeitschromatographie (RP-HPLC) mit Diodenarray-Detektion (DAD), pH-
Wert Messung, Osmolaritatsmessung und Prifung auf sichtbare Partikel oder Farbverande-
rungen.

Ergebnisse: Die rekonstituierten Carmustin Obvius und Carmubris Stammldsungen sind bei
kihler Lagerung (2-8 °C) mindestens 48 Stunden physikalisch-chemisch stabil. Carmustin
Obvius und Carmubris Infusionsldésungen (0,2 mg/ml) sind bei 22 °C bzw. 2-8 °C mindestens
8,5 Stunden bzw. 60 Stunden physikalisch-chemisch stabil. Bei nachfolgender Lagerung der
Infusionslésungen bei 22 °C lagen die Carmustin-Konzentrationen nach 3 Stunden an der Sta-
bilitatsgrenze (90%-der Ausgangskonzentration) und nach 6 Stunden unterhalb der 90%-Sta-
bilitatsgrenze. Die Carmustin Obvius Infusionslésungen (1,0 mg/ml) sind bei 22 °C mindestens
8,5 Stunden physikalisch-chemisch stabil. Bei gekuhlter Lagerung (2-8 °C) wurde physika-
lisch-chemische Stabilitat Gber 60 Stunden nachgewiesen.

Schlussfolgerung: Die Stabilitdt carmustinhaltiger Zubereitungen ist stark temperaturabhan-
gig. Die bei 2-8 °C gelagerten Stammldsungen sind bis zu 48 Stunden physikalisch-chemisch
stabil. Gebrauchsfertige Infusionslésungen (0,2 mg/ml, 1,0 mg/ml) sind 60 Stunden bei 2-8 °C
oder 8,5 Stunden bei 22 °C und lichtgeschutzter Lagerung physikalisch-chemisch stabil.
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Weiterfiihrende Literatur:

Siehe Anhang
Physicochemical stability of carmustine-containing medicinal products after
reconstitution and after dilution to ready-to-administer infusion solutions

stored refrigerated or at room temperature

Knoll L, Kraemer |, Thiesen J.
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3.2 Physikalisch-chemische Stabilitat subkutaner Daratumumab-

Injektionslosung
Zusammenfassung
Hintergrund: Zur Therapie des Multiplen Myeloms wird zunehmend die nachtraglich zugelas-
sene subkutane anstelle der intravendsen Daratumumab Formulierung verwendet. In der
Fachinformation der subkutanen Daratumumab-Injektionslésung (DARZALEX® 1800 mg In-
jektionslésung) ist als physikalisch-chemische Stabilitat fir die applikationsfertige Zubereitung
24 Stunden bei 2-8 °C und Lichtschutz, sowie weitere 12 Stunden bei Raumtemperatur (15-
25 °C) und Umgebungslicht angegeben.
Zielsetzung: Ziel dieser Untersuchung war es, die physikalisch-chemische Stabilitat der ge-
brauchsfertigen subkutanen Daratumumab-Injektionslésung in verschiedenen Plastik-Einmal-
spritzen als Primarbehaltnis und unter verschiedenen Lagerbedingungen uber einen Zeitraum
von 28 Tagen zu bestimmen.
Material und Methoden: DARZALEX 1800 mg subkutane Injektionsldsung wurde in dreitei-
lige Luer-Lock-Einmalspritzen (BD Plastipak Luer-Lock-Spritzen 20 ml, Original-Perfusor®-
Spritzen 50 ml B. Braun) aufgezogen, verschlossen und lichtgeschitzt bei 2-8 °C oder bei
Raumtemperatur (2212 °C) Uber einen Zeitraum von maximal 28 Tagen gelagert. Die Proben
wurden unmittelbar nach der Zubereitung (Tag 0) sowie nach 2, 7, 14, 21 und 28 Tagen ge-
zogen und analysiert. Die physikalisch-chemische Stabilitat der Injektionslésung wurde mittels
lonenaustausch- und GréRenausschluss-Hochleistungsflissigkeitschromatographie (IE-, SE-
HPLC) mit Diodenarray-Detektion (DAD), pH-Wert Messung und visueller Kontrolle auf Parti-
kel oder Farbveranderungen bestimmt.
Ergebnisse: Die mittels IE-HPLC ermittelten Peakflachen und die Verhaltnisse der Peakfla-
chen untereinander blieben Uber den gesamten Untersuchungszeitraum unverandert. Es zeig-
ten sich keine zusatzlichen Peaks, die auf Abbauprodukte in Form von Daratumumab-La-
dungsvarianten hinweisen. Im SE-HPLC-Assay wurde weder die Bildung von Aggregaten
noch von Fragmenten festgestellt. Die Daratumumab-Monomerkonzentrationen lagen wah-
rend des gesamten Untersuchungszeitraums tiber 95 % der an Tag 0 gemessenen Ausgangs-
konzentrationen. Die pH-Werte blieben unverandert. Die Untersuchungslésungen blieben klar
und es wurden keine Farbveranderungen oder sichtbare Partikel beobachtet. Alle Ergebnisse
waren unabhangig von den Lagerungsbedingungen.
Schlussfolgerung: Unabhangig von der Lagertemperatur erwies sich die subkutane Daratu-
mumab-Injektionslésung in dreiteiligen PP-Einmalspritzen als tber 28 Tage physikalisch-che-
misch stabil. Zur Gewahrleistung der mikrobiologischen Stabilitat wird die Lagerung bei 2-8 °C

empfohlen.
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Weiterfiihrende Literatur:

Siehe Anhang

In-use stability of ready-to-administer daratumumab subcutaneous

injection solution in plastic syringes

Knoll L, Thiesen J, Klassen MD, Reinders LMH, Tuerk J, Kraemer I.
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3.3 Physikalisch-chemische Stabilitat des Trastuzumab Biosimilars SB3

(Ontruzant®) nach Rekonstitution im Originalvial
Zusammenfassung
Hintergrund: Laut Fachinformation des Trastuzumab Biosimilars SB3 (Ontruzant®), ist die re-
konstituierte Losung (21 mg/ml) bei Kiihlschranklagerung 7 Tage physikalisch-chemisch stabil.
Weitere experimentellen Untersuchungen zur physikalisch-chemischen Stabilitat des Trastu-
zumab (SB3)-Konzentrats Uber einen verlangerten Zeitraum von 28 Tagen unter verschiede-
nen Lagerbedingungen wurden bisher nicht publiziert.
Zielsetzung: Ziel dieser Untersuchung war die Bestimmung der physikalisch-chemische Sta-
bilitat von rekonstituiertem Trastuzumab SB3 im Originalvial bei Kihlschrank- oder Raumtem-
peratur-Lagerung Uber 28 Tage.
Material und Methoden: Trastuzumab SB3 (Ontruzant®) wurde entsprechend der Fachinfor-
mation mit Wasser fur Injektionszwecke rekonstituiert. Die konzentrierten Losungen wurden in
den Originalvials bei 2-8 °C oder bei Raumtemperatur (15-25 °C, Ph. Eur.) Gber 28 Tage ge-
lagert. Die Proben wurden unmittelbar nach Rekonstitution (Tag 0) und nach 7, 14, (21) und
28 Tagen gezogen und mittels GréRenausschluss-Hochleistungsflissigkeitschromatographie
(SE-HPLC) mit Diodenarray-Detektion (DAD), Ultraviolett (UV)-Spektrometrie, pH-Messung
und Prufung auf sichtbare Partikel, Klarheit und Farbveranderungen untersucht.
Ergebnisse: Die durch SE-HPLC bestimmten Trastuzumab-Konzentrationen betrugen tber
den kompletten Untersuchungszeitraum >95% der Ausgangskonzentration. Die pH-Werte und
die mittels UV-Spektrometrie ermittelten Proteinkonzentrationen blieben iber den gesamten
Untersuchungszeitraum unverandert. Unabhangig von der Lagertemperatur konnten zu kei-
nem Zeitpunkt sichtbare Partikel, Tribungen oder Farbveranderungen festgestellt werden.
Schlussfolgerung: Die physikalisch-chemische Stabilitat der rekonstituierten Trastuzumab
SB3 Ontruzant®-Lésung in den Originalvials ist, gemaRk den verwendeten analytischen Metho-
den, bei Raumtemperatur- oder Kiihlschranklagerung Gber einen Zeitraum von 28 Tagen ge-
geben. Die Ergebnisse sollten durch Untersuchung der Trastuzumab SB3 Ladungsvarianten
mittels IE-HPLC oder iclEF untermauert werden. Um mikrobiologische Instabilitédt zu vermei-

den, wird die Lagerung im Kihlschrank empfohlen.
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Weiterfiihrende Literatur:

Siehe Anhang
Focused physicochemical stability study of
reconstituted Trastuzumab biosimilar SB3 (Ontruzant®)

stored in the original vials over 28 days

Knoll L, Thiesen J, Kraemer |.
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3.4 Viabilitat fakultativ pathogener Mikroorganismen in parenteralen

Zubereitungen zur Tumortherapie
Zusammenfassung
Hintergrund: Ein Risikofaktor bei der aseptischen Zubereitung parenteraler Arzneimittel ist
die Kontamination mit Mikroorganismen (MOs). MOs kdnnen in wassrigen, parenteralen Zu-
bereitungen viabel (lebensfahig) bleiben, auch wenn keine wachstumsférdernde Bedingungen
vorliegen. Informationen Uber die Viabilitdt von MOs in aseptisch hergestellten parenteralen
Zubereitungen helfen das mikrobiologische Risiko besser beurteilen zu kénnen und sollten bei
der Determinierung der Haltbarkeit einer Zubereitung bertcksichtigt werden.
Zielsetzung: Ziel dieser Untersuchung war die Bestimmung der Viabilitat vier verschiedener,
fakultativ pathogener MOs in 20 neuen Arzneimitteln zur parenteralen Tumortherapie.
Material und Methoden: Es wurden 20 Biologika- und Small Molecule-Testldsungen entspre-
chend der klinischen Praxis in der niedrigsten Ublichen Konzentration unter aseptischen Be-
dingungen zubereitet. Testldsungen und reine Tragerldsungen (0,9% NaCl, G5) wurden je-
weils mit einer Suspension von Candida albicans, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa und Enterococcus faecium inokuliert, sodass Konzentrationen von 10%-10° kolo-
niebildenden Einheiten (KBE) pro ml Testlésung resultierten. Die Lagerung der inokulierten
Testldsungen erfolgte lichtgeschitzt bei 22 °C. Nach 4, 24, 48 und 144 Stunden wurden Ali-
quots entnommen, jeweils dreifach verdinnt, pro Verdinnung zweifach auf Agarplatten (tryptic
soy agar) ausgestrichen und die Agarplatten bei 37 °C bebritet. Nach 24 bzw. 72 Stunden
wurden die KBE der Bakterien bzw. von C. albicans gezahlt.
Ergebnisse: In den meisten Testlésungen (vorwiegend in Lésungen mit monoklonalen Anti-
kérpern) nahmen die KBE-Zahlen von P. aeruginosa zu und die KBE-Zahlen von E. faecium
und S. aureus blieben gleich oder nahmen zu. Die monoklonalen Antikérper und Filgrastim
(Biologika) zeigten keine ausgepragten nutritiven Eigenschaften. Testldsungen mit Azacitidin,
Pixantron und Vinflunin (Small Molecules) zeigten eine speziesspezifische bakteriostatische
und bakterizide Wirkung. In allen Testlésungen (aufRer Testldsungen mit Nivolumab und Pi-
xantron) blieben KBE-Zahlen von C. albicans unverandert oder nahmen zu.
Schlussfolgerung: Die vier ausgewabhlten fakultativ pathogenen MOs blieben in den meisten
verdunnten Biologika- und Small Molecule-Testldsungen uberlebensfahig oder vermehrten
sich. Bei der Herstellung und Applikation parenteraler Zubereitungen missen daher strenge
aseptische Bedingungen eingehalten werden, um eine mikrobielle Kontamination zu vermei-
den. Fehlende antimikrobielle Eigenschaften von parenteralen Zubereitungen zur Tumorthe-

rapie mussen bei der Verwendbarkeitsdeterminierung bericksichtigt werden.
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Weiterfiihrende Literatur:

Siehe Anhang

Viability of selected microorganisms in parenteral preparations for novel

systemic anti-cancer therapy
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4 Schlussfolgerung

Gegenstand dieser Arbeit war die Gewinnung neuer Erkenntnisse zur physikalisch-chemi-
schen und mikrobiologischen Stabilitdt ausgewahlter Arzneimittel zur parenteralen Tumorthe-
rapie. Auf Basis der experimentellen Befunde kann die Haltbarkeit der rekonstituierten Losun-
gen und applikationsfertigen Zubereitungen valide determiniert werden. Der Prozess der asep-
tischen Zubereitung in der Apotheke gewinnt an Sicherheit, Praktikabilitdt und Wirtschaftlich-
keit. Bei langerer Haltbarkeit der applikationsfertigen Zubereitungen kénnen Stationen im Vo-
raus beliefert und die Applikation sicherer, effektiver und wirtschaftlicher (z.B. durch verkirzte
Wartezeiten) gestaltet werden.

Die experimentellen Untersuchungen zeigen, dass die physikalisch-chemische Stabilitat von
Carmustin stark temperaturabhangig und kaum konzentrationsabhangig ist. Rekonstituierte
Carmustin Obvius (Medac GmbH) und Carmubris (Tillomed Pharma GmbH) Stamml&sungen
sind bei Kihlschranklagerung (2-8 °C) fur 48 Stunden physikalisch-chemisch stabil. Die ge-
brauchsfertigen Infusionslésungen beider Produkte sind bei Kiihischranklagerung (2-8 °C) 60
Stunden physikalisch-chemisch stabil. Falls sie (versehentlich) bei Raumtemperatur (22 °C)
gelagert werden, kénnen sie bis 8,5 Stunden nach Zubereitung verwendet werden. Die ver-
gleichende Untersuchung zeigt keinen signifikanten Unterschied der physikalisch-chemischen
Stabilitdt zwischen beiden Carmustin-Fertigarzneimitteln.

Applikationsfertige Daratumumab-Injektionsiésungen (DARZALEX® 1800 mg Injektionslo-
sung) koénnen in dreiteiligen PP-Einmalspritzen (BD Plastipak Luer-Lock-Spritzen 20 ml, Ori-
ginal-Perfusor®-Spritzen 50 ml B. Braun) bei 2-8 °C oder Raumtemperatur (22+2 °C) Uber
einen Zeitraum von 28 Tagen gelagert werden. Die Untersuchungsergebnisse fiihren zu ef-
fektiven und effizienten Ablaufen in der zentralen Zytostatikazubereitung der Apotheke, da
Daratumumab-Zubereitungen aul3erhalb der Spitzenzeiten einzeln oder in Serie auf Vorrat zu-
bereitet werden kénnen. Ambulante Patienten und Patientinnen profitieren von verkirzten
Wartezeiten.

Die physikalisch-chemische Stabilitat von Trastuzumab SB3 (Ontruzant®) Infusionskonzentrat
wurde Uber 28 Tage bei 2-8 °C und Raumtemperatur (15-25 °C) nach Punktieren der Original
Glasvials nachgewiesen. In der Zytostatikaabteilung kénnen Anbriiche somit Uber 28 Tage
verwendet werden. Bei unbeabsichtigten Temperaturabweichungen (z.B. Kihlschrankausfall)
kénnen die teuren Antikdrperldsungen weiterverwendet und missen nicht entsorgt werden.
Die Viabilitdt der ausgewahlten fakultativ pathogenen MOs blieb in den meisten der getesteten
applikationsfertigen Zubereitungen (Biologika- und Small Molecule-Testldsungen) zur syste-
mischen Tumortherapie erhalten. Ausgepragte nutritive Eigenschaften konnten nicht nachge-
wiesen werden. In mAb-Zubereitungen kam es jedoch spezies-spezifisch auch zum Anstieg
der KBE-Zahlen wahrend des Untersuchungszeitraums von 144 Stunden. Das Fehlen der an-

timikrobiellen Aktivitdt muss bei der Haltbarkeitsdeterminierung einer applikationsfertigen
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Schlussfolgerung

Zubereitung berlcksichtigt werden. Um vulnerable, onkologischen Patienten und Patientinnen
vor mikrobiologischen Kontaminationen zu schutzen, mussen alle parenteralen Zubereitungen
unter streng aseptischen, kontrollierten Umgebungsbedingungen zubereitet und méglichst ge-
kahlt gelagert werden.
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ABSTRACT

Introduction The aim of this study was to determine
and compare the physicachemical stability of two
carmustine-containing medicnal products licensed and
marketed in Eurape as Carmustin Obvius (Medac GmbH)
and Carmubris {Tillomed Pharma GmbH). Reconstituted
stock solutions and diluted ready-to-administer infusion
solutions of the two products were investigated.
Methods Reconstituted carmustine stock saluticns
(3.3 ma/mL) and ready-to-administer infusion solutions
(0.2ma/mL, 1.0mg/mL) prepared in prefilled 5% ghucase
injection sclution PP/PE bags were stored at 22°C or
2-8°C over @ maximum periad of 66 hours protected
from light. Samples were taken immediately after
reconstitution or dilution and after 3.5, 6, 8.5 and 11
hours when stared at 22°C or after (12), 24, 48 and

60 hours when stored at 2-8°C, followed by 3- and
6-hour storage at 22°C {60+3 hours, 60+6 hours).
Physicochemical stabiity was determined by reversed-
phase high-performance liquid chromatography with UV
detection, measurement of pH, asmolarity and inspection
far visible particles or colour changes.

Results Carmustin Obwius and Carmubris reconstituted
stock solutions were physicachemically stable for at
least 48 hours when stored at 2-8°C. Carmustin Obwius
and Camubxis infusion solutions 0.2 mg/mL were
physicochemically stable for at least 8.5 hours and 60
hours when stared at 22°C and 2-8°C, respectively.
After subsequent storage of the 60-hour refrigerated
test solutions far 3 hours at 22°C, the carmustine
concentrations averaged the 90% limit and fell below
the 90% limit after 6 hours. Carmustin Obwius infusion
salutions 1.0mg/mL were physiccchemically stable far
at least 8.5 hours when stored at 22°C and for 60 hours
when stored at 2-8°C.

Conclusion According to the physicachemical stability
data, the shelf e (35% limit} of the refrigerated stock
solutions is 48 hours and the shelf life (30% limit) of
ready-to-administer infusion solutions {0.2mg/ml,
1.0mg/m) is 60 hours at 2-8°C or 8.5 hours at 22°C
under light protection. These results fadlitate the use of
bath medicnal products in a pharmacy-based centralised
cytotaxic preparation unit.

INTRODUCTION

The antineoplastic activity of carmustine (N,N"-bis
(2-chlorethyl)-1-nitrosourea, abbreviated BCNU,
MW 214.05 g/mol) s based on the alkylation of
the DNA/RNA nucleoproteins and less significantly
on the carbamylation of lysine residues in enzymes

causing irreversible inactivation. Recently, the ind:-

cation for carmustine was extended to condi g
chemotherapy prior to log or allog
haematopoietic stem cell transplantation in haema-

gical d The r ded car
doses for adults are 150-200mg/m® or 300-600mg/
m? in conditioning treatment protocols.'

Carmustine was developed as a medicinal
product by Bristol-Myers Squibb and was licensed
internationally 40 years ago (trademarks:
Carmubns, BCNU). Since 2013 the licences have
been held by Emcure Pharmaceuticals, India. The
European Medicines Agency authorised Carmus-
tine Obvius as a generic medicine in 2018.
Currently, in Germany, the genenc and the refer-
ence medicines are marketed by Medac GmbH,
Wedel, Germany and Tillomed Pharma GmbH,
Schinefeld, Germany, respectively. The products
are available as powder (100mg) and solvent
(3mL ethanol) for concentrate for solution for
infusion. The pharmaceutical details of the two
products are shown i table 1.

Prior to infusion, the stock solutions are to be
diluted with 596 glucose or 0.9% sodium chloride
injection solution.' © Carmustin Obvius infusion
solutions should be admi ed diately
after reconstitution by mtravenous dnp under
light protection via a polyvinylchloride-free
polyethylene (PE) infusion set over a 1-2hour
period.

Car ine is ble in aq solutions and
degrades spontaneously to reactive intermediates
that are also capable of alkylation and carbamyla-
tion. [t 1s known from the literature that the degrada-
tion of reconstituted and diluted infusion soluti
depends mainly on pH, but also on temperature
and light' * Of the known high-performance
liquid chromatography (HPLC) methods used for
the analysis of carmustine,”” the current method
specifically developed for the medicinal product has
been adopted and modified.”

In the official documents of the licensed prod-
ucts, different information is given about the
in-use shelf life at room temperature of the refer-
ence (8 hours) and the generic product (3 hours;
see table 1). However, the assessment report
of Carmustin Obvius states that the reconsti-
tuted/diluted generic and ‘reference product
Carmubris shows similar degradation tenden-
cies'” at room temperature with a decrease of
approximately 4-5%and 6-7%in content after

BM)
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Table 1 Pharmaceutical details of Carmustin Obvius (Medac GmbH) and Camubeis (Tillomed Pharma GmbH) according to the Summary of Product
Characteristics'*
Product Carmustin Obvius (Medac GmbH, Wedel, Germany) Carmubris (Tillomed Pharma GmbH, Ahrensberg, Germany)
Aclive ssbstance Carrmustine Carmmustine
Medional product Carmustin 100 mg powder and solvent for concentrate for solution  Carmubris powder and solvest for prepaning an infusion solution
for isfusion
Excigients No No
Powder White to almost white powser ¢ hyozhiisate Powder, hyophiisate
Retigeratad storage asd rasspert Releigeratad storage
Macimum temgeratere 30°C Macimum temperatere 27°C
Selvents 3.0ml ethanol 3.0mL ethanol absolute
27.0 L water for isjection 270l wates for isjection
Stock solstion 3.3 my/ml carmustine 3.3mgiml carmustine
Cleat, colourless 10 light yellow Cea, colourless 1o light yellow
pH 40-5.0 JEPAR)" pH 5660
Diluent in glass containers 500 mi 5% glucese solutien for injection S00mL 5% gucese solutien for injection
500 mh 0.9% sosfium dMoride solution foe injection 500mL 0.9% sofium loride solution for injection
Concentration in diluted infusion 0.2 myiml carmustine 0.2mgiml carmustine
soltions (2.5 mamL 1.0 mgimk in conditiening treatment)
pH and esmolarity of diluted (ready-to- pH 4.0-5.0 and 385-397 mOsmL if stock solution is diluted in 5% NA
administer) infesion soktion ghecose soletion for isjection; pH 4.0-6.3 and 370-378 mOsmiL
if stock soltion is diluted in 0.9% sedium chlende solusion for
ination
Shelf |fe after recorstitution Not dedared 24 hours 2t 2-8°C
Sheff |fe of the readyto-administer  3houwrs 2hours at room tempesature protected frem light
infsion selution 24 howrs i 2-8°Cand Turther Ghours a1 room temperature
protected from light

EPAR, European Public Assessment Report: NA, not avisl able

3 hours and 4 hours, respectively.’” Data regarding the phys-
icochemical stability of reconstituted and diluted Carmustin
Obvius stored under refrigeration are not available, but these
are crucial for shelf life determination in pharmacy-based
centralised cytotoxic preparation units.

The aim of this study was to determine and compare the
physicochemical stability of Carmustin Obvius and Carmubns
reconstituted stock solutions and diluted mfusion solutions,
concentration 0.2mg/mL and 1.0mg/mL, in polypropylene/
polyethylene (PP/PE) bags prefilled with 5% glucose (GS)
vehicle solution. Physicochemical stability of the test solutions
was analysed by reversed-phase high-performance liquid chro-
matography (RP-HPLC) with UV detection, measurement of pH
and osmolarity, and by observation of visible particles and colour
changes.

MATERIALS AND METHODS

Preparation of test solutions

The stability tests were performed with the authorised and
marketed medicinal products. Test solutions were stored
protected from light, either refngerated at 2-8°C or in a climatic
chamber (ICH260L, Memmert) at 22°C. For each medicinal
product, storage condition and concentration, three test solu-
tions were prepared.

Stock solutions

Carmustin Obvius  (Medac GmbH; Carmustin:  batch
1805502, expiry date August 2020, ethanol: batch 80528A,
expiry date May 2020) and Carmubris (Tillomed Pharma
GmbH; Carmustin: batch CDAA919, expiry date June
2021, ethanol: batch DHAAS00S, expiry date June 2021)
were dissolved with 3mL of the ethanol attached and
further diluted with 27 mL of water for injection (B Braun,

Melsungen, Germany; batch 184228091, 194438091). Stock
solutions of the nominal concentration 3.3 mg/mL carmustine
were stored at 2-8°C.

Infusion solutions

Carmustine infusion solutions (0.2mg/mL, 1.0mg/mL) were
prepared by injecting 6mL or 30mL (20mg or 100mg) of
freshly reconstituted stock sol into prefilled GS freeflex
infusion bags of the nominal volume 100 mL (freeflex, Fresenius
Kabe, Bad Homburg, Germany; batch 13NGS133, 13MFS302).
Due to the 6.0mL average overfilling of the freeflex bags and
the added volume (6 mL, 30mL) of car stock soluti
12mL or 36 mL of GS solution were withdrawn to obtamn a final
volume of 100mL in the test infusion bags. Three mfusion solu-
tions each were stored at 2-8°C or 22°C.

Preparation of samples

Stock solutions

| liately after rec and after 12, 24 and 48 hours
storage at 2-8°C, 1.0mL samples were withdrawn from each
stock solution and further diluted in HPLC vials to fit the
calibration curve by mixing 60l aliquots with 940 ul. GS (B
Braun, Melsungen, Germany; batch 19351015, 19222010) to a
final concentration of 0.2mg/mL in triplicate.

Infusion solutions 0.2 mg/mL

| lrately after dil and after 12, 24, 48 and 60 hours
storage at 2-8°C, and after an additional 3 and 6 hours storage
at 22°C or after 3.5, 6, 8.5 and 11 hours storage at 22°C, 1.0mL
samples were withdrawn in triplicate and assayed without
further dilution.

2
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Table 2 Characteristics of the RP-HPLC assay based on the method
of Allamneni et af*

Farameter Condition/set value

Colerra C18 0D Hyparsd™, 5 i, 150 1om x 4.6 mes,
Thermosdentific

Colerma temperatire  25°C

Sample temperatire  2-5°C

Fow rate 1.5mUmin

Injection volume 10pL

Run time 15min

Detecton wavelength  230nm

Mobile phase 70% water HPLC grade and 30% acetonitrike HPLC grade

Flush soluticn 95% water HPLC grade and 5% acetonitrle HPLC grade

Pump mode Isocratic

RP-HPLC, reversed-phase high-perf fiquid ch graghy

Infusion solutions 1.0 mg/mL

Immediately after dilution and after 24, 48 and 60 hours storage
at 2-8°C, or after 3.5, 6, 8.5 and 11 hours storage at 22°C,
0.2mL samples were withdrawn and diluted in HPLC vials with
0.8mL GS (batch 19351015, 19222010) to a final concentra-
ton of 0.2mg/mL mn triplicate.

pH and osmolarity
Undiluted samples were used for measurement of pH and osmo-
larity at each sampling time point.

HPLC assay

Car ations were determined by a stability-
indicating RP-HPLC method (see table 2), adopted from a
known RP-HPLC assay and slightly modified.”

The HPLC equipment consisted of a Waters Alliance 2695
pump connected to a Waters photodiode array detector 2990
(Waters, Eschborn, Germany). Waters Empower Pro, Empower
2 Software, Version 6.10.01.00 was used for instrument oper-

substance (EDQM Code: Y0002128, [d: 00FvGj, batch 1.0)
dissolved in 0.3mL ethanol 96% (VWR International GmbH,
HiPerSoly CHROMANORM for HPLC, batch 19D234008)
and further diluted with 2.7mL water for injection (B Braun,
batch 19041012). By further dilution with G5 (batch 19351015,
19222010) solutions of the concentration 0.10mg/mL, 0.16 mg/
mL, 0.18mg/mL, 0.20mg/mL, 0.22mg/mL, 0.24mg/mL and
0.30 mg/'mL were achieved. Aliquots of the calibration standards
were injected in triplicate. The cahibration curve was constructed
by plotting the peak area versus the nominal concentration of
carmustine.

Intra- and inter-day accuracy and precision were validated by
analysing carmustine solutions on five consecutive days. Stock
solutions were freshly prepared as described above. Ten test solu-
tions of the nominal concentration 0.2 mg/mL were obtamed by
mixing 60 pL stock solution and 940 pL. G5 in HPLC vials. From
test vials 1 and 10, samples were injected 10-fold on five consec-
utive days. From test vials 2-9, a single injection was performed
on the same days.

pH measurement

The pH values were measured using a pH 210 Micoprocessor pH
meter (Hanna Instruments, Kehl am Rhein, Germany) equipped
with an [nLab Micro pH glass electrode (Mettler Toledo, Greaf-
ensee, Germany). The pH meter was calibrated with standard
buffer solutions pH 4.01 (DuraCal buffer, Hamilton Bonaduz
AG; batch 1720122, expiry date 14 September 2021) and pH
7.00 (DuraCal buffer, Hamilton Bonaduz AG; batch 111005562,
expiry date 22 April 2023) directly before each measurement
time point. Each sample was measured once.

Osmolarity

Osmolarity of each sample was measured once by using an
Osmomat 3000 D (serial number 300160266; Gonotec GmbH,
Berlin, Germany).

ation, data collection and processing. Samples were mjected in Visual .-I“pmm ) ) )
triplicate by an ler. The ¢ time of ear Test were visually examined in normal laboratory
was about 7-8 min._ Test sol were considered to be stable light whenever samples were withdrawn. Test solutions with

when the measured carmustine concentration was =90% of the
concentration measured initially (100%).

Validation of the RP-HPLC assay

The validation was carried out in accordance with the ICH
Harmonised Tripartite Guidelines for Validation of Analytical
Procedures: Text and Methodology Q2 (R1)." Linearity testing
was performed with a stock solution of 10.0mg car ine CRS

were defi

no colour change or any precip d as physico-

chemically stable.

RESULTS

Validation of the RP-HPLC assay

The HPLC method was adopted from the stability-indicating
method originally developed to analyse the bulk product and
lyophilised powder of the licensed medicinal product.” The

Table 3 Stabity of carmustine {Carmustin Obwius, Carmubris) stock solution stored for 48 hours at 2-8°C in the punctured vial and carmustine
infusion solutions {0.2 mg/mL, 1.0mg/mL) diluted in 5% glucose injection solution (freeflex PP/PE bags) stored at 2-8°C for 60 hoursfurther 6hours

stored at 22°C under light protection

Imitial % Initial i ining=RSD (%) (n=%)
P - (mgiml) £ R5D (%) Measured concentration 0hour=100%
medicinal prody i Nominal M d 12hours 24hours A3 hours 60hours 60+3hours  60+6hours
Carmustin Obwus 333 33707 (=0.57) 98.46(21.52) 9687 (21.11)  9402(x231) NA
Carmulbeis 3.3481 (£0.93) 9961 (+068) 9789 (2047)  95.45(2076)
Carmustin Obwus 02 02011 (=139} 9684 (+060) 9542(:03%)  9303(2022) 91.95(:040) 8982 (:04%) 8680 (2029
Carmubris 0.19%4 (£0.77) 9779 (20.28) 9604 (2029  9381(2025 9257(2042) 91.06(21.78) B8E10(203%)
Carrmustin Obwius 10 05649 (1,00} NA 9639 (+083) 9547 (+056) 9307 (+067) NA
The i is d 25 mean+RSD percentage rate (%) of nine measurements per time point {nwg).

NA, mot applicable; RSD, relative standard desiation
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Table 4 Stabiity of carmustine (Carmustin Obvius, Carmubris) infusion soutions (0.20mgimL 1.00 mg/mL) diluted in 5% glucose injection solution
{freefiex PPIPE bags), stored at 22°C for 11 hours under light pratection

Initial carmustine concentration % Initial carmustine concentration remaining+RSD (%) (n=9)
(mgimL)+RSD (%) Measured concentration 0howr=100%
Carmusti ining medicnal prods inal M d 35 hours & hours 8.5 howrs 11 hours
Carmustin Otwius 02 02038 (+136) 9647 (£051) 9339(2052) 9107 (£0.39) #863 (2038)
Carmuteis 02045 (21.16) 96,08 (£031) 9357 (0.45) 9135 (£0.30} 838 (2032)
Carmustin Obwus 10 09855 (+128) 96.41 (+0.36) 9459 (=0.68) 92.14 (=0.76) 2959 {£0.69)
The remaining ] is expressed as meansRSD percentage rate %) of nise measurements par time point {n=9)
RSO, relatwve standard deviation.

correlation coefficent of the modified assay attained by plot-
ung the peak areas against the corresponding concentrations
amounted to R*=0.99%and proved linearity over the defined
concentration range. The intra-day precision tests showed a mean
carmustine concentration of 0.1965 mg/mL (98.25%)=0.66%
relative standard deviation (RSD). The inter-day precision tests
revealed 2 mean carmustine concentration of 0.1943 mg/mL
(97.15%) = 1.58% RSD. The results met the acceptance critena
based on ICH Q2 (R1)* and proved reproducibility.

Stability of carmustine stock solutions and diluted infusion
solutions

The HPLC chromatograms of the test solutions were consis-
tently characterised by sharp peaks and retention times of
about 7-8 min for the carmustine peak (see online supplemental
figures 1 and 2). Peaks of related impunties and degradation
products were not detected in the chromatograms during the
stability tests. However, the peak area of the carmustine peak
decreased rapadly in all test solutions prepared from the generic
and the reference products. Detailed results regarding the loss of
carmustine in the stock solutions and diluted infusion solutions
during storage at 2-8°Cand 22°C are shown in tables 3 and 4,
respectively.

L hately after rec the stock of both
products amounted to nearly 1009 of the nominal carmustine
content (specification 95-1059%)." The carmustine concen-
trations decreased to 94.02+2.31% (Carmustin Obvius) and
95.45+0.76% (Carmubris) after 48 hours storage under refrig-
eration. The mn-use shelf life of the stock solutions of both prod-
ucts is therefore proven to be at least 48 hours when stored
under refrigeration.

Carmustin Obvius 0.2mg/mL and 1.0mg/mL and Carmubris
0.2 mg/mL infusion solutions were found to be physicochemically
stable for at least 60 hours when stored at 2-8°C, taking 90%
of the mital concentration as acceptance criteria. Concerning
the loss of carmustine, there was very little difference between

the low and high concentration test solutions and also the und:-
luted stock solutions (see tables 3 and 4). After subsequent
storage of the test solutions at 22°C for 3hours, the carmustine
concentrations averaged the 0% limit set and fell below the
90% limst after 6 hours (Carmustin Obvius 86.8%, Carmubris
88.7%). When the infusion solutions were stored at 22°C from
the beginning, the carmustine concentrations were about 91%
after 8.5 hours and fell below the 90% limit after 11 hours.

pH, osmolarity and visual inspection
The results of the pH for test solutions stored at
2-8°Cand 22°C are shown in tables § and 6, respectively.

The initial pH values of the stock solutions were 5.9 for
Carmustin Obvius and 6.5 for Carmubris. For both products,
the measured pH values are higher than the indicated ones
(Carmustin Obvius 4.0-5.0,' Carmubris 5.6-6.0). The pH
values of the stock solutions of both brand products fell contin-
uously over a penod of 48 hours (Carmustin Obvius pH 4.6,
Carmubris pH 5.2). In addition, the imtal pH values of the
diluted infusi lutions surpassed pH 6, and also decreased
over the observation period in test solutions of both medicinal
products.

Measurement of the osmolarity showed that both products
fulfilled the acceptance criteria of the official documents. No
changes in osmolarity were registered dunng the observation
period for stock solutions (~1900 mOsm/L) or for infusion solu-
tions (-380 mOsmyL) of both manufacturers and for all storage
temperatures. No visible particles or colour changes were found
at any time.

DISCUSSION

Experimental conditions

The storage conditions were chosen according to the in-use shelf
life given in the Summary of Product Characteristics (SmPC) and
practicality issues in 2 pharmacy-based cytotoxsc reconstitution

Table 5 pH of camustine {Carmustin Obvius, Carmubris) stock solution stored for 48 hours at 2-8°C in the punctured vial and carmustine infusion
solutions (0.20 mg/mL, 1.00mgémL) diluted in 5% glucose injection solution (freeflex PPIPE bags) stored at 2-8°C for 60 hoursfurther 6hours

stored at 22°C under light protection

¢ i ining ¢ jon MeansSD pH (n=3)

medicinal product (mp'ml) Initial 12hours 2 hours A3 hours 60 hours 60+3hours  60+6hours
Carmustin Obwus in 5.91 (£0.41) 5.76 (£0.28) 4.84 (£0.08) 482 {007 NA

Carmulbeis 6,53 (+0.06) 541 (£0.08) 542 (£0.10) 524{£002)

Carmustin Obwus 02 6.77 (£0.03) 6.51 (£0.05) 6.41 (£0.06) 6.39 {£0.08) 628 (£0.02) 608{007) 621{£0.19)
Carmubris 6.79 (£0.10) 6.57 (£0.00) 617 (£022) 6.37{£0.2) 542(£0.05) 5£2{£0.04) A4sa(:01Y
Carmustin Otwius 10 6,67 (£017) NA 608 (£007) 557 {014 555(£0200 NA

Mean+50 pH of three measurements per sample per time paint (am3).
NA, mot applicable

4
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Table 6 pH of camustine {Carmustin Obvius, Carmubris) infusion solutions (0.20mg/mL, 1.00 mg/m) diluted in 5% ghucose injection solution
{freeflex PPIPE bags), stored at 22°C for 11 hours under light protection

MeanSD pH (ne3)
Carmusti g medicinal prody C {mgiml)  Weitial 3.5hours hours #.5hours 11hours

Carmustin Obwus 02 659(+131)  S32[651) 623[+154)  S36[:500) 611 [2550)
Carmubris 420 (656 491 [:621) 525 (+238) 4% (2422) 4K [2483)
Cartrustin Otwius 10 613 (4198) 577 (+223) 5750125 5570167 536(:342)

Mean=RED pH of three measurements per sample per tme point (=3},
RSD, redative standard deviation,

area. Therefore, stock solutions and diluted ready-to-administer
infusion solutions were stored refrigerated, in accordance with
common pharmacy practice. In order to ssmulate the admins-
tration procedure at room temperature, stability of the light-
protected infusion solutions was studied at 22°C in a climatic
chamber.

Aadic and especially base-induced decomposition of carmus-
tine in aqueous media 1s described.’ *'* Carmustine is most stable
in aqueous buffered solutions in pH ranges from mi 3.5

both temperature conditions. Eventually, sorption of lipophilic
carmustine to the surface of the mfusion bag becomes obvious
when the concentration is lower and results in a higher sorption
percentage rate. However, the effect seems to be minimal in PE
bags and is likely to be irrelevant in clinical practice.”

It is noteworthy that the indicated pH values of the recon-
stituted generic and reference products differ by one pH unit
although the solvents and excipsents are identical (see table 1).
M ed pH values of the reconstituted stock solutions and of

to maximum 5.0.” * Above pH 7, carmustine undergoes more
rapid decomposition.'” The pH of marketed GS infusion solu-
tons is usually lower than the pH of 0.9% NaCl solutions,
thus favouring the stability of carmustine.’ Therefore, diluted
infusion solutions were prepared by using prefilled GS infusion
bags (pH 4.3) as diluent solutions. [ d of glass containers,
mnert polyolefin bags (PP/PE) were used. Because of occupational
safety, plastic contamners are to be preferred and the suitability
of PE containers is indicated for the generic product.’ * * Laskar
and Ayres’ reported sorption of carmustine to polyvinylchloride,
ethylene-vinyl acetate and polyurethane administration sets,
but not to PE or glass surfaces. Significant sorption and incom-
patibility with the primary container were not expected. An
administration set was not connected, and samples were directly
withdrawn from the container.

Carmustine s relatively light-sensitive.’ Therefore, the test
solutions were stored in an opague plastic box and only exposed
to fluorescent light duning sampling. In clinical practice, light
protection is ensured by covering the contamers with lightproof
bags and using opaque administration sets to avoud light-induced
degradation.

Physlcodlelmcd stability
Car in  aq solution to form
2-chloroethy lamme h)drod\lond:, acetaldehyde, nitrogen
and carbon dioxide.'” Because these degradation products are
not absorbing UV light, degradation peaks were not traceable
in the HPLC spectra. Further, the originator indicates that the
reconstituted injection decomposes by zero order kinetics.'” At
ambient and refrigerated temperatures, the anticipated loss s
6% in 3 hours and 4% in 24 hours, respectively. In our studies
the loss of carmustine amounted to about 3% m 3hours at
22°C and about 3% in 24 hours at refrigerated temperatures.
The observed degradation rates at ambient temperature and the
recommended infusion period of 1-2hours limit the storage
period of the infusion solutions at temperatures above 20°C and
may result in carmustine concentrations lower than 90% when
the infusion is cornplet:d Of note, the remaining carmustine
content of the generic product was equivalent ta that reported
by other investigators for the reference product.’*

The rate of degradation s considered to be mndependent of
the carmustine concentration. Loss of carmustine was shghtly
higher in the more diluted infusion solutions (0.2mg/mL) in

the diluted carmustine infusion solutions were higher than indi-
cated in the offical documents. As the pharmaceutical form is a
powder or a lyophilisate, this might be the reason why different
pH values were ed after dissol Like Ostermann-
Kraljevic et al,” we found that the decrease in pH is more inten-
sive when the carmustine concentration is higher. This can be
explained by the increased formation of aadic degradation
products (eg, acetaldehyde).

Although the measured pH values were higher than those
favouring stability,’ * physicochemical stability was not reduced
in our expennments. A limitation of our study s that we did not
test 0.9% NaCl infusion solutions as a vehicle solution. However,
we assume that the differing pH values of pure G5 (pH 4.3) and
0.9% NaCl infusion solutions (pH 5.98 declared pH 5.0-7.0)
do not affect the pH of th: adnuxmr:s and the physicochemical

bility of car | to a relevant extent.

By using the same solvents, diluents and primary containers,
equivalent degradation kinetics for the reference and genenc
mediane were found. Although PP/PE bags were used instead
of glass contamers, in our expennments the stability time of the
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What this paper adds

What is already known on this subject

» The degradation of reconstituted and diluted carmustine-
containing infusion solutions depends on pH, temperature
and light.

» The physicochemical stability of the reconstituted and diluted
carmustine originator product {Carmubris) was determined by
HPLC assays and pH measurement.

What this study adds

» Physicochemical stability data of the reconstituted and
diluted carmustine generic product {Carmustin Obvius) stored
in a refrigerator or at room temperature.

» Carmustin Obwius and Carmubris reconstituted stock
solutions are physicochemically stable for at least 48 hours
when stored at 2-8°C.

» Carmustin Obvius and Carmubris infusion solutions 0.2 mg/
mL or 1 mg/mL are physicochemically stable for at least
8.5 hours and 60 hours when stored at 22°C and 2-8°C,
respectively.
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of the Jaticns {nchading but not imited 1o local regulations, dirical guidelines,

was longer than the in-use ¥
tme given in the SmPCs of both medicinal products.

CONCLUSION

Identical carmustine losses were found in stock solutions
and infusion solutions prepared in GS polyolefin bags of the
generic product (Carmustin Obvius) and the reference product
(Carmubns). Degradation ki were sh to be indep
dent of the initial ation of car ine. According to
the physicochemical stability data, the shelf life (95% limit) of
the refrigerated stock solution was 48 lwun and the shelf life
(90% limit) of the ready-to-admini lution was
60 hours at 2-8°C or 8.5 hours at 22°C under light protection.
These results facilitate the use of both medianal products in a
pharmacy-based centralised cytotoxic preparation unit.
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In-use stability of ready-to-administer daratumumab
subcutaneous injection solution in plastic syringes

Laura Knoll @' Judith Thiesen," Martin D Klassen,” Lars M H Reinders,’

Jochen Tuerk,’ Irene Kraemer'

ABSTRACT

Objective In multiple myeloma patients, daratumumab
is preferably injected subcutaneously. The summary of
product charactenistics of daratumumab subcutaneous
injection sclution specfies physicachemical stability for
the prepared syringe for 24 hours at 2-8°C protected
from light, and anather 12 hours at room temperature
(15-25°C) in ambient light conditions. The aim of this
study was to determine the in-use stability of ready-to-
administer daratumumab subcutaneous injection salution
in different types of syringe and different conditions over
a 28-day pericd.

Methods Daratumumab subcutaneous (DARZALEX
1800 mg) injection sclution was withdrawn into
disposable three-piece Luer-Lock syringes (20mL,
SOmL), capped, and stored light protected at 2-8°C

or at room temperature (2242°C) aver a maximum
pericd of 28 days. Samples were taken immediately
after preparation (day 0) and after 2, 7, 14, 21, and

28 days. Physicochemical stability was determined by
ion-exchange high-performance liguid chromatagraphy
(IE-HPLC) and size-exclusion high-performance liquid
chromatography (SE-HPLC) with ultraviclet detection, pH
measurement and visual inspection for particles or colour
changes.

Results In the IE-HPLC assay, peak areas and peak-
to-peak area ratios remained unchanged aver the

whole study pericd, and showed no additional peaks

of degraded daratumumab charge variants. In the
SE-HPLC assay, neither a formation of agaregates nor

of fragments was detected. Daratumumab maonomer
cancentrations exceeded 95% of the initially measured
cancentrations aver the entire test pericd. pH values
remained constant. Test sclutions remained clear, and

na calour changes or visible partides were detected. All
results were independent of starage conditions.
Conclusion Daratumumab subautaneaus injection
salution proved to be physicochemically stable in capped
three-piece plastic syringes for at least 28 days when
stored light pratected at 2-8°C or at room temperature
(2242°C). For micrebiological reascns aseptic
preparation and refrigerated storage are recommended.
In-use stability of ready-to-administer daratumumab
subcutaneous syringes prepared under appropriate
aseptic conditions is given for 28 days.

WHAT IS ALREADY KNOWN ON THIS TOPIC

= Daratumumab subcutaneous injection
solution is physicochemically stable in plastic
syringes stored refrigerated for 24 hours and
an additional 12 hours at room temperature
{15-25°C) in ambient light conditions.

WHAT THIS STUDY ADDS

«» This study found prolonged physicochemical
stability data of daraumumab subcutaneous
injection solutions. Qualitative and quantitative
prolonged stability data were based on
validated orthogonal analytical methods.
Daratumumab subcutaneous injection solution
is physicochemically stable in three-piece
plastic syringes for 28 days stored refrigerated
{2-8°C) or at room temperature (22+2°C) while
light protected.

HOW THIS STUDY MIGHT AFFECT RESEARCH,

PRACTICE OR POLICY

«» The findings allow for the preparation of ready-
to-administer daratumumab subcutaneous
injection solution in advance under aseptic
conditions. They also allow for effident
preparation in pharmacy-based centralised
cytotoxic preparation units.

I..‘.l d cellul

phagocytosis. Further-
more, tumo'u.r cells are driven into apoptosis after
Fe (fragment crystallisable) mediated cross-linking,
and CD38 enzymatic activity s modified by inhib-
iing cyclase activity and stimulating hydrolase
activity.

Daratumumab  is indicated as combination
therapy in adult patients with newly diagnosed
multiple myeloma who are ineligible (in combina-

tion with lenalidomide and de h or with
bor ib, melphalan and prednisone) or eligible
(in ¢ with bor ib, thalidomide and

dexamethasone) for autologous stem cell trans-
plantation. Furthermore, daratumumab is licensed
to treat adult p;m:nts with relapsed and refractory
multiple myeloma.”

Intravenous daratumumab (DARZALEX 20mg/

:dmpzmssnru Fublished mL) concentrate for solution for infusion was

- - INTRODUCTION introduced in the European market as first-in-class
:‘:l:“::‘%"i:,mmm A Daratumumab, a monoclonal human antibody CD38 monocdonal antibody in 2016, In add:-
5 ‘”u“m F;)wm.Epcb (type IgGlx), binds to CD38 antigen, which is  tion, the subcutaneous daratumumab formulation
shead of print: [please overexpressed in multiple myeloma cells. Binding  (DARZALEX lSOOmg) entered the market in 2020,
include Day Month Year]. of daratumumab mduc:s tumour cell lysu by When-.as the intravenous formulation is dosed
dair10.1138/ pl d d icaty, dy dividually with 16mgkg and infused
ejhpham- 2003003928 dependent cell- mcdnrcd cytotoxicaity  and overa penod of about 3-7 hours, the subcutaneous
B"J Knoll L et . Eur ) Hosp Phamm 2023,0:1-7. doc 10.1136/ahpharm-2023-003926 - l‘.-eahp 1
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formulation s injected as fixed dose (1800mg, 15mL) over
3-5min into the abdominal wall. The objective response rates
of both formulations showed comparable results (37% vs 41%),
while more infusion-related reactions were observed during
intravenous admmistration.’ Thus, the subcutaneous formula-
tion promotes efficacy and safety of drug administration.

In general, daratumumab nfusionfinjection solutions are
prepared in pharmacy-based centralised cytotoxic preparation
units. Thus, pharmacists are responsible for assessing the shelf-
life of these preparations by considering the physicochemical
and microbiologscal st:hhty The manufacturer specified the
shelf-life of b subc to be 2 years
stored at 2-8°Cand 24 hours at 2-8°C protected from light,
and another 12 hours stored at room temperature (15-25°C)
in ambient light in plastic syringes.” Since the solution with
its stabilisng excipients s not further diluted, impairment
of stability during storage in syringes seems unlikely, and
prolonged physicochemical stability s worth investigating. Of
note, preliminary investigations of daratumumab intravenous
infusion solutions stored refrigerated over 14 days in infusion
bags did not show phys(cocbenuc:l mst:bxlxty Further stability
data, especially for the subc lation, are necessary

for

Samples for HPLC (IE-HPLC, SE-HPLQ)

For the HPLC assays, samples of daratumumab 120 mg/mL
test solutions were diluted. In dil step 1, 100 uL daratu-
mumab test solution was mixed with 900 pL water (Elga Veolia,
PURELAB Chorus 1). In dilution step 2, 200 uL of the 12 mg'mL
daratumumab solution was mixed with 1000 pL water, resulting
in 2.0 mg/mL daratumumab samples.

Samples for pH measurement and visual inspection

Undiluted samples were used for measurement of pH, and
inspected for visible particles and colour changes at each
sampling time point.

HPLC ASSAYS

IE-HPLC

Daratumumab charge vanants were determined by using a
gradient 1E-HPLC assay. Propac WCX-10 precolumn (BioLC
Analytical 4 mm x 50mm, 10pum Thermo Fisher Scentfic,
Remach, Switzerland) and analytical column (BioLC Analyt-
ical 4 mm x 250mm, 10 pm Thermo Fisher Saentific, Reinach,
Swuzcrland) were used. Sample temperature was set to 2-8°C,
and ¢ ature was set to 35°C. Run time was §1min,

to improve efficient preparation of daratumumab subc
syringes.

Therefore, the objective of our study was to determine in-use
stability of ready-to-administer daratumumab subcutaneous
injection solution in three-piece plastic syringes as primary
containers over a period of 28 days. Physicochemical stability
was analysed by ion-exchange high-performance liquid chro-
matography (IE-HPLC) and size-exclusion high-performance
liquid chromatography (SE-HPLC), with ultraviolet detection,
measurement of pH and observation for visble particles and
colour changes.

MATERIALS AND METHODS

Preparation of test solutions

Stability tests of daratumumab were performed with 12 vials of
the marketed medicinal product DARZALEX 1800mg injec-
ton solution (Janssen-Cilag International NV, batch LJS3V00,
expiry October 2022; and batch LIS4Z01, expiry September
2022). EBach vial contained 1800 mg daratumumab together
with the excipients; that is, recombinant human hyaluronidase
(rHuPH20), L-histidine, L-histidine hydrochlonde monohy-
drate, methionine, polysorbate 20, sorbitol (E420) and water for
injection ad 15mL.? The content of each vial was either trans-
ferred into six syninges, type BD Plastipak Luer-Lock-Spritzen
20mL (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Germany, batch
2112042, expiry 30 November 2026) or into six syringes, type
Ongmal-Perfusor-Spritzen SOmL (B. Braun SE, Melsungen,
Germany, barch 22A14D8007, expiry 1 January 2027). The
syringes were capped with combi-stoppers (Combi-Stopper, B.
Braun SE, Melsungen, Germany, batch 22A27A8151, expiry
3 January 2027). Three 20ml syringes and three S0mL
syringes were stored either refrigerated (Kiihlzelle Viessmann,
type TE1200°20230°60) at 2-8°C or m a climatic chamber
(Klimaschrank Memmert IPPSS Plus, V214.0024) at 22+2°C
for 28 days protected from light.

Preparation of samples

1.0mL samples were withdrawn from each test solution imme-
diately after filling (day 0) and after 2, 7, 14, 21 and 28 days of
storage.

starting with 9906 buffer A (20mM MES+60mM NaCl pH
6.0) to 60% buffer B (20mM MES+180mM NaCl pH 6.0)
in 31min, then 99% buffer B for 10min and re-equilibration
with 99% buffer A for 10min. 25 pL. samples were injected in
triplicate using an G1367E autosampler (Agilent, Waldbronn,
Germany), and analysed using an Agilent 1200 LC system wath
a G1312B binary pump (flow rate 0.8 mL/min) connected to
an Agilent G1315C DAD SL Diodenarray Detector (detection
wavelength 280nm). Data were collected and processed using
OpenLab CDS ChemStation Edition (revision C.01.09 [144]).
The individual peak areas of the peak spectrum were recorded
by manual integration from mimimum to minimum.

SE-HPLC

The molecular size distribution of daratumumab was determined
by an ssocratic SE-HPLC assay. The assay comprised a TSKgel
column (G3000SWXL 7.8x300mm, §pum, Tosoh Bioscience)
and phosphate-buffered saline (150mM) as mobile phase.
Sample temperature was set to 2-8°C, and column tempera-
ture was set to 40°C. Run time was 20min. 1l samples were
imjected in triphcate by a Shimadzu SIL20AC autosampler,
and analysed using a Shimadzu LC-20-AD Prominence pump
(flow rate 1.0mL/min) connected to a Shimadzu SPD10AV UV
detector (detection wavelength 280nm). Data were collected
and processed using Analyst software (version 1.7.2.).

Validation of the HPLC assays
To d ate the rob of the analyses, the HPLC
methods used were validated according to the ICH Guideline Q2
(R1) validation of analytical procedures.’ Validation procedures
were performed with a licensed medicinal product (DARZALEX
1800 mg injection solution, batch LGS4D06, exprry July 2022,
batch LLSOJ01, expiry November 2022), because chemical refer-
ence sub e was not availabl

For validation of the IE-HPLC assay, three freshly prepared
standards of dar ab were d in triplicate. For
linearity testing of the SE-HPLC assay, daratumumab was
diluted with water in two dilution steps, resulting in calibration
standards of 1.0, 1.6, 1.8, 2.0, 2.2, 2.4 and 3.0 mg/mL. Aliquots
of each calibration standard were injected in trnplicate. The

2
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calibration curve was obtained by plotting the peak area agamnst
the nominal concentration.

Intraday and interday accuracy and precision of both HPLC
assay hods were validated by analysing 10 daratumumab
2.0mg/mL solutions on five consecutive days. Test solutions
were freshly prepared every day. Test solution numbers 1 and 10
were mjected in triplicate, and test solution numbers 2-9 were
injected single fold on days 1-5.

Suitability of the methods was proven by forced degradation
expennments. Stress conditions used were similar to those previ-
ously published,® adjusted when required and set to test concen-
trations of 2.0mg/mL by dilution with the respective mobile
phase. For oxidation, samples were incubated with 196 hydrogen
peroxide solution (H,0, 19¢) and/or 0.1% hydrogen peroxide
solution (H,0, 0.1%), and stored for 3hours at 30°C. Aadic
(pH 2, 60°C for 2hours) and alkaline (IE-HPLC pH 12, 30°C
for 24 hours; SE-HPLC pH 11, 60°C for 3 hours) stressed test
solutions were neutralised before analysis. Protein aggregation
was induced by thermal stress (60°C for 3 hours).

pH measurement

The pH values were measured using a Seven Compact S210 pH
metre equipped with an InLab Micro Pro-ISM electrode (Mettler
Toledo, Greifensee, Germany). The pH metre was calibrated
with standard buffer solutions pH 2.00 (batch 1F317E, Mettler
Toledo), pH 4.01 (barch 1G207E, Mettler Toledo), pH 7.00
(batch PO5202M, Carl Roth), pH 9.21 (batch 1G083C, Mettler
Toledo) and pH 11.00 (batch 1F325F, Mettler Toledo). Func-
tional testing was carried out with a pH 7.00 standard buffer
solution (batch POS202M, Carl Roth, accepted deviation +0.05)
directly before each t. Each le was d

Lo
once.

A

-~ B
—
£ 5 20

B 2 U W W

Visual inspection

According to the summary of product characteristics, daratu-
mumab concentrate is supposed to be clear to opalescent, and
colourless to yellow.® All test solutions were visually examined
for visible particles and colour ch whenever samples were
withdrawn.

Acceptance criteria

Acceptance cnteria for both HPLC methods were set o a
maximum of 596 loss of the mitial concentrations, and no more
than 296 increase of the degradation peaks relative to the man
peak. Acceptance cniteria for pH measurement were set to pH
change <0.5.” Test solutions with no visual particles or no
colour changes were defined as physicochemically stable.

RESULTS

Validation of the IE-HPLC assay

Figure 1B shows a representative chromatogram of daratumumab
subcutaneous mjection solution immediately after puncturing
the vial. Four daratumumab peaks were identified, with peak 1
and 2 corresponding to the aadic charge variants, and peak 4
corresponding to the basic charge variant of the main peak (peak
3). In figure 2A-D, the resulting chromatograms of forced degra-
dation tests are given. Acdic, alkaline and oxidative degradation
lead to significant decreases of the main peak (figure 2A.B,D)
and formation of degradation peaks (figure 2A,D). Degrada-
tion peaks were clearly separated from the daratumumab parent
peaks.

Intraday and interday precision of the IE-HPLC assay are
summarised in the online suppl | table. Sub injec-
tions resulted in incremental overlapping of peak 2 and the man
peak. As a consequence, the ratio of the peak area of peak 2
to the total peak area is lower for the intraday precision than
for the interday precision (see online supplemental table 1). The

@0 Darstumumab, SO mL 8. Braun syringe, 2-8 °C
@2 Darsturmpmab, SOmL B Braun syringe, 28 °C
@7 Darstumumab, SO mL 8. Braun syringe, 28 °C
@14 Deratumumab, 50 mi B Braun syringe, 2-8 °C
@21 Deratumumab, 5O mi B Braun syringe, 2-8 °C
@28 Deratumumab, 50 mi B Braun syringe, 2-8 °C

MU 2 N2 DN BT EN

Minutes

Figure 1  (A) Overlay of IE-HPLC chromatogram prafiles for daratumumab stored in 50 ml three-piece syringes at 2-8°C for 28 days. (B) Representative
[E-HPLC chromatogram of freshly prepared 2.0 mgiml daratumumab solution (DARZALEX 1800 mg njection salution). IE-HPLC, ion-exchange high-

performance liguid chromatograpéyy.

Knol L, er & Eur ) Hosp Fharm 2023,0:1-7, dot10.1138/hpharm-2023-003528
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A B

20 Darstummmab 1 0 mg/mi.

A 12, 240, WC

- Daratumemab 1.0 mg/mi.

- W

- '|
- l Caranumumad 2 0 mg/mi . |‘ HO; 1N, 3, 30°C
o .’/, ® b \

Figure 2  (A-D) Overlay of IE-HPLC chromatograms af freshly prepared 2.0 mg/mL daratumumab subautanecus injection solution {black line) and
degraded daratumumab subcutaneous injection solution (red line). Degradation conditions: (A) pH 2, 2 hours, 60°C; (8) pH 12, 24 hours, 30°C; (C) 3 hours
60°C; (D) H,0,0.1% and H,0, 1%, 3 hours, 30°C. IE-HPLC, ion-exchange high-perfarmance liquid chromatagraphy.

decrease of the ratio of the main peak (peak 3) corresponds to decrease (acid, thermal stress figure 3A,C) or increase (alkaline,

the increased area of peak 2. oxidative stress figure 3B,D). Moreover, acdic and oxidative

stress conditions caused the appearance of secondary peaks
Validation of the SE-HPLC assay (soluble high molecular weight products (HMWP), low molec-
SE-HPLC chromatograms of dar b solut were ular weight products (LMWP)) not interfering with the daratu-

consistently characterised by the monomer peak at retention  mumab main peak, thereby demonstrating the sustability of the
time (t,) around 8.3 min. In figure 3A-D the resulting chromato-  assay (figure 3A,D).

grams of forced degraded daratumumab are given. All types of The correlation coefficients of the assay amounted to
stress ditions led to changes in the main peak height, either  R=0.999and proved linearity over the defined concentration

A B
- - pH 11, 3h, 60°C
o Daratumumab 2.0 mg/mL -
M 2, 2h, 60°C
- HMWP -
- WP . Daratumumab 2.0 mg/miL
— ) J .
c . . R SRR It R " ORI

H,0, 1%, 35, 30°C

EERN

- Daratumumab 2.0 mg/mi
= =
- M, 60°C - mwp
- - J e I
—_— 1 " — —— — — ]

. - » . . " - ' ’ . ' . - “ “ -

- o

Figure 3  (A-D) Overlay of SE-HPLC chromatograms of freshly prepared 2.0 mg'mL daratumumab subastanecus injection salution {black line) and
degraded daratumumab subcutaneous injection solution (red line). Degradation conditions: (A) pH 2, 2 hours, 60°C; (8) pH 11, 3 hours, 60°C; {C) 3
hours, 60°C; (D) H,0, 1%, 3 hours, 30°C. HMWF, high malecular weight products; LMWF, low molecular weight products; SE-HPLC, size-exclusion high-
performance liguid chromatograpéyy.
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Table 1 Stabifity of daratumumab subcutaneous injection solution in B. Braun 50 mL and BD 20 ml syringes stored at 2-8°C or 2242°C for 28 days

determined via IE-HPLC. Results expressed as % peak area of the total peak area (100%) 45D (n=9)

IE-HPLC assay

2-8°C 022°C

Peak area (%)25D (nw9) Peak area (%)50 (n=9)

Peak 3 Peak 3

Peak 1 Peak 2 (Main peak) Peak 4 Peak 1 Peak 2 (Main peak) Peak 4
Tirme point (day) B Braun SOmL & Braun 50mlL
0 0.94006 104007 970015 112004 0.94006 112007 9632013 112003
2 0.9:0.06 1.120.04 96.9:0.15 1.120.09 0.9:0.07 1.2:0.08 96.7:0.11 1.2:0.09
7 0.9:0.04 1.0:0.06 97.0:0.10 112007 0.9:0.05 1.0:0.03 96.9:0.10 112007
1" 104003 124006 9672010 112008 112005 112004 9662011 122007
n 1.0:0.07 1.220.06 96.7:0.08 1.120.03 1.120.08 1.0:0.08 96.7:0.07 1.220.06
28 0.940.06 104007 9692012 112005 134003 0.94005 9662007 124006

B0 20mL BD 20mi

0 0.9:0.06 1.120.06 9692012 1.120.08 0.9:0.08 1.2200% 96.720.15 1.2:0.08
2 0.9+007 124005 9632013 112006 1.04008 124008 9632017 112009
7 0.9:0.07 1.120.06 97.0:0.11 1.00.09 1.0:0.08 1.0:0.04 969:0.11 112007
14 0.9:0.04 1.32006 96.720.12 1.120.08 1.120.06 1.120.08 96.620.15 1.2:0.08
il 0.9+003 124007 9632012 111008 112005 104007 9672008 124004
28 0.9:0.08 1.0:0.03 969:0.0¢ 112008 1.320.086 0.9:0.06 96.620.05 1.32008
IE-HPLC, ion-exdhange high-per: ligquid ch try: SO, standard devi

range. The intraday precision test showed a mean daratumumab
concentration of 120.58 mg/mL (100.5%) =0.40% relative stan-
dard deviation (RSD). The interday precision tests revealed a
mean daratumumab concentration of 120.28 mg/mlL (100.23%)
+1.13%RSD.

Daratumumab subcutaneous injection solution analysed by
|E-HPLC

Peak areas of the main peak and charge varants are given in
table 1 as percentage rates of the total peak area. Peak area ratios
met the acceptance criteria (main peak deviation <596) regard-
less of the type of primary container or storage condition. In
addition, the height of the main peak remamed unchanged over
the entire study period, and no significant changes of the charge
variant profile were found (figure 1A).

Daratumumab subcutaneous injection solution analysed by
SE-HPLC

All monomer peaks were checked for changes in peak area
and peak height, and the chromatograms were inspected for
the formation of secondary peaks such as HMWP and LMWE
No systematic or substantial changes were observed i any of
the solutions tested regardless of storage temperature. Neither

storage i siliconised B. Braun SO mL three-piece synnges nor in
BD 20mL three-piece synnges caused aggregation characterised
by HMWE Detailed results are shown in table 2. All mamn peaks
met the acceptance criteria (main peak deviation =5%).

Visual inspection and pH

Results of the pH measurements are given in table 3. pH values
remained constant between pH 5.64 and 5.72 over the entire test
period, independent of the syringe type and storage temperature.
No visible particles or colour changes were observed at any time.

DISCUSSION

Physicochemical stability of dar injec-
tion solution was analysed by orthogonal analytical methods,
to facilitate all of extended in-use stability and efficient
pharmacy-based aseptic preparation. As the injection concen-
trate is just transferred into plastic syringes, stability could only
be affected by storage temperature or by contact with arrborne
oxygen and the siliconised mnner surfaces of the synnges. This
was not the case over the 28-day observation period. Qualitative
and quantitative changes of darat b variants were minimal.
The mjection solution proved to be physicochemscally stable in
both types of syringes and under both storage temperatures over

b cubs
subc

Table 2 Stabifity of daratumumab subcutanecus injection solution in B. Braun 50 mlL and BD 20 mL syringes stored at 2-8°C or 2242°C for 28 days
determined via SE-HPLC. Results expressed as % remaining daratumumab concentration 5D {n=9), initial concentration day 0 set as 100%

SE-HPLC assay

Initial daratumumab monomer Daratumemab concentration remaining +50 (n=9) measured concentration day
Syringe type, storage temperature  concentration {mgimL}=SD (mw9) Ow100%

Nominal Measured (day 0) &2 7 dar dia* an* das*
B Brawn 50ml, 2-8°C 10 11905216 1006410 97708 962:08 981206 991210 997:07
B0 20mL, 2-8°C 120 118.8821.0 99905 979:05  984:05  982:04  990:05 1002107
B Brawn 50ml, 2242°C 10 119485211 995207 972:04 981206 97904 962:06 996203
B0 20mL, 2242°C 120 119.0521.0 992:08 969205 979206 97918 961208 996207
*Results obtained with new colema (R%=1.000}.
SO, standard deviation; SE-HPLC, size-eadhsion high-performance liquid drematography.

Knol L, er & Eur ) Hosp Fharm 2023,0:1-7, dot10.113&/ehpharm-2023-003528

56

Wbufdoo £q patosiold “SISOBULEY ENdSOH
JO VONEROSSY UBSd0INT - JHV3 I' £202 '£2 58q0R0 U0 /wo wdylsy/diy woiy pepeoumog "£202 J8q000 ST U0 8Z6000-E202-Wueydylsyae | | 01 SB paysignd isa) \useyd dsoH rang



Anhang

Original research

Table 3 pH of daratumumab subcutaneous injection solution in B. Braun 50 ml and BD 20 ml syringes stored at 2-8°C or 2242°C for 28 days.

Results expressed as mean pHSD (n=3)

pH=SD (ned)
Syringe type, storage temperature &0 a2 a7 a1 an s
8. Braen SOmL, 2-8°C 5.610.02 5.£8:0.03 5.68:0.04 5.72:0.04 5.6820.06 5.7120.03
80 20mL, 2-8°C 5.69:0.01 5.£620.01 5.6520.02 5.68:0.02 5.6820.01 5.6920.01
B, Brawn S0ml, 2242°C 5714002 56440,01 5674001 5.700,01 5654001 5.7040.02
B0 20mL, 22+2°C 5.700.01 5542002 5.69:0.02 5.69:0.01 5.6820.01 5.70+0.03
SO, standard deviation,

the entire study period. Impunties and daratumumab degrada-
tion products were not detected.

limited volume of the test solutions did not allow measurement
of sdwmble particles according to the pharmacopoeu Similar

Full charactensation of monoclonal bodies r

various analytical methods to determine the primary and lushzr
order structures, and the heterogeneity of the charge, size and
glycan vanants. A limited number of analytical methods are used
for stabality testing. In this study, test methods were chosen in
accordance with the recommendations of a European consensus
group.” IE-HPLC and SE-HPLC are considered to be the most
appropriate stability-indicating assays.” '” IE-HPLC s used to
determine acidic and basic charge variants resulting from post-
translational dification (eg, C-terminal lysine truncation,
glycation) or degradation (eg, deamidation).'’ SE-HPLC is used
to detect aggregates and fragments. In accordance with the
recommendations of the NHS Pharmaceutscal Quality Assurance
Committee,” the unmanipulated or freshly manipulated licensed
medicine was used as a reference standard. Sample numbers,
measuring time points and temperature conditions were dwun
according to the specifications of the NHS committee,” while
the sampling technique and primary packaging were chosen
according to clinical practice.

In IE-HPLC c.hmmatosrams, four peaks of daratumumab vari-
ants (two acidic, one main and one basic variant) were detected.
Similar results were reported for dantu‘mum& _by Duivelshof
et al'' and for other monoclonal antibodies,'*'” reflecting the
microheterogeneity of b hnologically produced products
During our forced degradation studies, thermal and alkal

d

g of ntuximab and tr: subcut
formulations did not show ma]l or differences in the number of
subvisible particles over time."" '* When Mangoni e al measured
subvisble particle formnuon by dynamic lxght scanenng n
diluted darat b sol no ificant increase
in particle count was detected, even after 14 d:ys of refrigerated
storage.’

Another limitation of our study is that we did not investigate
the stability of the excig especaally the activity of hyaluro-
nidase. Hyaluronidase 1s present in most subcutaneous formu-
lations, and accelerates the resorption of the active ingredient
aftv:r subcut;neouz myecuon ' Stability of hyaluronidase in the

formulation is proven by t.lu: license
procedure. Transfer of rituximab'’ and trastuzumab'® subcuta-
neous formulations into three-piece syringes did not alter the
hyaluronidase activity. To the best of our knowledge, there are
no available data in literature restricting the stability of the
medicinal product based on a decrease of hyaluronidase activaty.
Nevertheless, investigations regarding the activity of hyaluro-
nidase (eg, in the form of an activity-based (enzymatic) assay)
would allow additional statements regarding the stability and
efficacy of the medicinal product.

A recently published study mv:mpted the wviability of
dlffer:nt fncultatlvc pnthogemc microorganisms in diluted dara-
¥ Microorganisms remained viable

stress caused daratumumab degradation and increased the rates
of acadic variants. Small drifts of the t, are only related to small
variations of the method; for example, varying batches of the
mobile phases (figure 1A). Storage of daratumumab subcuta-
neous injection solution at room temperature over a period of
28 days did not cause any degradation. This finding is in accor-
dance with the results of Duw:lshnf et al, reporting that elevated
temperature dar ples less than thermal
stress combined with pH changes."'

No secondary peaks were detected in SE-HPLC chromato-
grams, indicating the ab of frag or aggregation
after contact with siliconised inner surfaces of the syringes
under both storage conditi g ion and aggregation
were also not found when Mangoni et al studied the stability of
diluted daratumumab mfusion solutions in low-density polyeth-
ylene infusion bags stored refrigerated over a period of 14 days.!
Results of [E-HPLC and SE-HPLC revealed that no adsorption

occurred by contact with vanous inner surfaces of the syringes.

By
rr

in diluted daratumumab solutions, but pronounced growth
supporting activity was not reported. Nevertheless, refrigerated
storage of ready-to-use daratumumab syninges is recommended
from a microbiological perspective. Moreover, controlled and
validated aseptic conditions are required for the preparation
of ready-to-use preparations. In case of given microbiological
stability allocation of m-use stability according to the proven
28-day physicochemical stability is accepted.””

CONCLUSION

Physicochemical stabili b ready-to-adminsster
subcutaneous imjection solution in three-piece Luer-Lock synnges
was demonstrated by orthogonal methods over a period of 28
days. No substantial changes were observed by any of the analyt-
ical methods used, regardless of storage tcmpcnmrc and type of
primary container. Therefore, dar injec-
tion solution withdrawn into BD or B. Braun syringes can be
prrparcd in advance and stored for up to 28 dn)s. From a micro-

y of dar

Physicochemscal bility of darat b subc
test solutions was also proven by unchanged pH values and
the absence of visible particles. Subvisible particles were not
measured, which might be taken as a limitation. However,
formation of subvisible particles s unlikely, because the injec-
ton solution formulated with its stabilising excipsents was with-
drawn mnto syringes without any further dilution. Moreover, the

| | point of view, refrigerated storage is recommended.
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Abstract

Objective: Trastuzumab biosimilar SB3 (Ontruzant®), a
HER2 binding monoclonal antibody, is available as powder
for concentrate for solution for infusion. According to the
summary of product characteristics, the reconstituted solu-
tion (21 mg/mL) is physicochemically stable for 7 days when
stored refrigerated at 2-8 “C. The objective of this focused
study was to determine the extended physicochemical sta-
bility of trastuzumab SB3 reconstituted with water for injec-
tion and stored in the original glass vials under refrigeration
or at room temperature over a period of 28 days.

Methods: Ontruzant® vials were reconstituted with sterile
water for injection and stored light protected at 2-8 “Cin the
refrigerator or at room temperature (15-25 “C, Ph. Eur.) over
amaximum period of 28 days. At predefined time points (day
0, 7, 14, (21), 28) samples were withdrawn and analyzed by
size-exclusion high-performance liquid chromatography
with photodiode array detection, ultraviolet spectroscopy,
and pH measurement. Test solutions were inspected for
colour changes, clarity, and visible particles at each sam-
pling time point.

Results: According to the size-exclusion chromatography
assay, trastuzumab SB3 monomer concentrations exceeded
95 % of the initially measured concentrations over the entire
study period. pH values and trastuzumab concentrations
measured by UV remained unchanged. No colour changes or
visible particles were detected. Results were independent
from storage temperature.

*Corresponding author: Laura Knoll, Department of Pharmacy,
University Medical Center of the johannes Gutenberg-University,
LangenbeckstraBie 1, 55131 Mainz, Germany,

E-mal: Laura Knoli@unimedizin-mainz. de. hitps://ordd.org 0009-0000-
S7-4560

Judith Thiesen and Trene Krimer, Department of Pharmacy, Universiy
Medical Center of the Johannes Gutenberg-University, Mainz, Germany.
retps//orcid.org/O000-0002-7576-3665 (L. Kramer)

Conclusions: According to the stability indicating methods
used, physicochemical stability of reconstituted trastuzu-
mab SB3 Ontruzant” solution in original glass vials is given
over a period of 28 days either stored refrigerated or at
room temperature. Results have to be substantiated by
IE-HPLC or iclEF. To avoid microbiological instability
storage under refrigeration is recommended.

Keywords: trastuzumab SB3; biosimilar; reconstituted so-
lution; physicochemical stability; SE-HPLC

Introduction

Trastuzumab, a humanized immunoglobulin G1 monoclonal
antibody (mAb), binds to human epidermal growth factor
receptor’s (HER2's) extracellular domain thereby inhibiting
growth of HERZ overexpressing tumour cells. In 2000, tras-
tuzumab originator product Herceptin® (Roche Registration
GmbH) was approved. Since 2017, several trastuzumab bio-
similars were authorized by EMA. Trastuzumab reference
and biosimilar products are approved for the treatment of
adult patients with metastatic or early breast cancer or
metastatic gastric cancer when tumours have HER2 over-
expression or HER2 gene amplification [1].

In Europe, biosimilar medicinal products are licensed
according to the EMA-Guidelines which are based on
comparative quality, non-clinical, and clinical studies [2].
Due to the natural variability of the biclogical source and to
the unique manufacturing process of each manufacturer,
minor differences can occur between the biosimilar and its
reference product. Minor variabilities, differences in the
formulation and administration devices are allowed when
scientific evidence shows that it does not affect safety, effi-
cacy, and immunogenicity of the product [3]. Because of
these variabilities, physicochemical in-use stability data
cannot be extrapolated and must be experimentally tested
for each finished reference and biosimilar brand product
[4, 5]. In-use physicochemical stability data submitted by
the manufacturer are assessed during the licensing process
and published in the product-specific summaries of product

@ Open Atcess. © 2024 the authorls), pubished by De Gruyter, [ECEMN Ths work 5 licernad under the Creative Commons Attribution 4.0 International License
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characteristics (SmPCs). In addition, stability studies are
published in scientific journals, e.g. for the trastuzumab
reference product Herceptin® [6-11] and the different tras-
tuzumab biosimilar products [12-18). In the SmPC of the
trastuzumab biosimilar SB3 (Ontruzant®) is given that the
reconstituted stock solution is physicochemically stable for
7 days when stored at 2-8 *C [1]. Yun et al. reported that the
reconstituted SB3 solution is physicochemically stable for
3 days when stored at 25 + 2°C [12]. Data on extended
physicochemical stability of reconstituted Ontruzant® solu-
tion are lacking and would facilitate efficient handling in
pharmacy practice. Therefore, we designed a focused study
on extended physicochemical stability of reconstituted SB3
solutions in the original vials over a period of 28 days either
stored under light protection at 2-8 “C or at room tempera-
ture. For the focused study, size-exclusion high-performance
liquid chromatography (SE-HPLC), ultraviolet (UV) spec-
troscopy, measurement of pH, and observation for visible
particles and colour changes were chosen as analytical
methods.

Materials and methods
Test solutions

Stability tests were performed with the authorized and marketed
medicinal product Ontrazant® 150 and 420 mg powder for concentrate
for solution for infuslon. With six wials of Ontruzant® 420 g (batch
F1903258) SE-HPLC assay, pH measurement, visual inspection (sertes 1)
and with six vials of Ontruzant® 150 mg (batch F2003096) UV spectros-
copy (series 2) were performed. Each vial was reconstituted with 7.2 mL
(for 150 mg or with 20 mL (for 420 mg) water for injection (Aqua ad
ingectabilia, B Braun Melsungen AG, Germany, batch 184,228,091 and
2,24,518001), resulting in concentrations of 21mg/mi trastuzamab,
Three vials of each serles were elther stored In the refrigerator (2-8 °C)
or at room temperature (15-25°C, Ph. Bar) packed in Hghtproof plastic
boxes,

Sampling time points

Samples for SE-HPLC and UV spectroscopy were withdrawn directly
after reconstitution (d0) and at day 7, 14, 21, and 28 of storage. Mea-
surement of pH was performed at the same time points except for day 21

Sample preparation

For SE-HPLC 47.6 pl of trastuzumab test solution (21 mg/mL) was mixed
with 9524 uL of water for injection, resulting in samples of the nominal
concentration 1.0 mg/mL. For UV spectroscopy 100 pL of trastuzumab
test solution (21 mg/mL) was twice diluted 110 with 900 pL water for
ingection, resudting In samples of the nomdnal concentration 0,21 mg/mL.
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SE-HPLC assay

Intact b luble aggregates and fragments were
determined by a stability indicating SEHPLC assay with photodiode
array detection, which was previously established by Kaiser et al. [€].
Acceptance criteria were set to a 5% maximum Joss of the monomer
concentration and 2 2% maximum increase of secondary peak areas
related to the main peak area [4). Detailed characteristics of the SE-HPLC
assay are given in Table 1. The SE-HPLC method used was validated
according to the 1CH Guideline QZ (R1) [19). Because a chemical refer-
ence standard was not avadlable, vabidation was performed with
Ontruzant® final medicinal product. Ontruzant® was reconstituted with
water for Injection and further dibuted with water HPLC grade, Linearity
of the method was evaluated with seven trastuzumab standard con-
centrations (0.5, 08 09, 10, 11, 1.2 1.5mgmL). Aliquots of each cali-
bration standard were Injected three times. The calibration curve was
obtalned by plotting the peak area against the nominal trastuzumab
concentration. Intraday and Interday accuracy and precision of the
SE-HPLC assay were validated by analysing 10 trastuzumab solutlons
(L0 mg/mL) on five consecutive days, Test solutions were freshly pre-
pared every day. Test solution numbers 1 and 10 were injected tenfold,
and test soluti bers 2-8 were injected single fold on days 1-5

UV spectroscopy

Trastuzumab concentrations were measured by an Evolution 201 UV-wis
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scentific, serlal number SASPIT2004,
Schwerte, Germany). Prepared samples were transferred to a High
Precision Cell made of Quartz SUPRASIL® (Light Path, 10 mm, Hellma
Analytics, article no. 104-1040) and absorpclon was determined at
280 nm wavelength, Water for ingection (Aqua ad injectabilia, B Braun
Melsungen AG, batch 2,24,518,091) was used as blank reference, The UV
method used was valldated according to the 1ICH Guideline Q2 (R1) [19).
For linearity testing, trastuzumab concentrated solutlon was diluted
with water HPLC grade, resulting In seven callbration standards (0.105,
0,168, 0.189, 0,210, 0231, 0.252, 0.315 mg'mL). Each standard sobution was
measured three times, The callbration curve was obtained by plotting
extinction against the nominal concentration. Accuracy and interday
precision were analyzed in parallel. Therefore, three standard solutions

Table 1: Characteristics of the SE-HPLC assay.

SE-MPLC (based on Kaiser et al. [6))

Column TSKgel G30005WXL 7.8 x 300 mm, 5 pm,
Tosoh bikscience

Caolumn temperature Pl d

Sample temperature §+2%

Mobile phase 0.2 M KH,PO, solution + 0.2 M NaOM
solution (pH 7.2)

Gradient profile lsocratic

Flow rate 1.0 mU/min

Injection volume 204l

Injections per vial 3

Run time 20 min

Retention time About &5 min

Detection wavelength 214nm

SE-HPLC, size-exclusion high-perfarmance Siquid chromatography.



Anhang

DE GRUYTER Knoll et 3.: Focused prysicochemical stability study of reconstituted trastuzumab = 3

(0168, 0.210, 0.252 mg/mL) were freshly prepared in triplicate. Each  solutions were withds test solutions were visually examined with
dard solution was ed three times, resulting in nine mea  the unaided eye for visible partides and colour changes. Test solutions

sur per For interday precision three samples with  without any changes were defined as physicochemical stable.

the concentration of 0.230 mg'mL were freshly prepared and measured

in triplicate oo each of five ive days Accep criteria was

defined as Jess than 10 % loss of trastuzumab concentrations. Results

pH measurement SE-HPLC

pH measurements were performed with the pH 210 Microprecessorpti  In the SEHPLC chromatograms of trastuzumab Ontruzant®
meter (Hanna Instruments, Kehl am Rhein, Germany) equipped withan  test solutions a sharp main peak related to the trastuzumab
InLab Micro pH glass electrode (Mettler Toledo, Greifensee, Germany),

monomer was detected at the retention time (R,) of approxi-
ieacal b, i Bonad AG; batch 170,22 and pet 700 ™37 851, 8 sl peak with R of about 12 minrelted to
(DuraCal baffer, Hamdlton Bonaduz AG; batch 111,005,562 whenever test ¢ eXcipient histidine, and a very small peakat the R of about
solutions were measured. Each sample of undiluted test solutions was 5 min, most likely related to an higher molecular weight
measured three times. Acoeptance criteria for stability was defined s product (HMWP) (see Figure 1). The correlation coefficdent of
not more than 0.5 pH unit change over the 28 day study period [4). the trastuzumab assay amounted to R'=0.9874 and proved

linearity over the tested concentration range. The mean

Appearance trastuzumab concentration of the intraday precision test was
1014 mg/mL (101.4%) + 0.57% relative standard deviation
According to the SmPC, tr b lyophilized powder is o (RSD). The interday precision tests revealed a mean trastu-
be white to pale yellow. After reconstitution, it results in a colourlessto  ZUmab concentration of 1002 mgimL (1002 %) + 146 % RSD.
pale yellow P dution [1l. Wh ples from test  Results deviated less than 2 % and proved reproducibility.
l.i
- Histidine
- HMWP
r | — ]
1 |
'-E \
] \ /
I.; l]
! \ /
{ \
..: I| //
! \
| \ :
{ \
e \ V.
| \
-— ,_} S— |

Figure 1: Owverlay of SE-HPLC chromatograms of trastuzumab 583 solution (1.0 mg/mL) d0, 41, o7, d14, d21, 028, Main peak with high molecular weight
procuct (HAMWP) and dine at detection length 214 nm.
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All monomer peaks of the test solutions stored at 2-8*C
or at 15-25 “C were inspected for changes in peak area, peak
height and for the formation of additional secondary peaks
in form of HMWPs and low molecular weight products
(LMWPs). No substantial or systematic changes could be
detected in the test solutions over the entire 28-day storage
period. All main peaks and secondary peaks met the accep-
tance criteria (main peak deviation <5 %, secondary peaks
maximum of 2% in relation to the main peak). Detailed
results are shown in Table 2.

UV spectroscopy

The correlation coefficient of the assay amounted to
R’=0.9998 and proved linearity over the tested concentration
range. Accuracy of the assay was determined by the calcu-
lation of the percentage rate of recovery for each concen-
tration tested and amounted to 99.7 + 0.3 % resulting from
nine measurements per concentration. Intraday reproduc-
ibility showed relative standard deviations of 0.4% for
0.168 mg/mL, 0.2 % for 0210 mg/mL, and 0.3 % for 0.252 mg/
mL test solutions. Interday precision, expressed as relative
standard deviation of the mean values of five consecutive
days, was 1.1 % and therefore proved reproducibility.
Detailed results of the UV assay are given as percentage
rate of the initial trastuzumab concentration (Table 3).

DE GRUYTER

Trastuzumab concentrations remained unchanged (99.68—
101.80 %) and within the specification (290 % of the initial
concentration) at both storage conditions over the 28 day
study period.

pH measurement and appearance

Results of the pH measurements are shown in Table 4.
Trastuzumab pH values remained stable (6:22-627) and
remained within the specification (<0.5 pH unit changes)
during the study period of 28 days. Because inter-individual
deviations of the measurements were low (SD<0.02), stan-
dard deviations were not listed in Table 4. The appearance
of trastuzumab test solutions remained unchanged and
revealed no visible particles or colour changes within the
observation period.

In-use stability data of mAb containing reference or bio-
similar medicinal products need individual testing because
of their complexity and heterogeneity [4, 20]. For the same
reasons, physicochemical stability of (glyco)proteins such as
mAbs is determined by orthogonal analytical methods.

Table 2- Stability of trasturumab SB3 reconstituted in the original vial stored at 2-8°C and 15-25 “C over 28 days determined via SEMPLC. Results
expressed as % remaining trastunamab concentration + SD (n=9), initial concentration day 0 set as 100 %.

Storage temperature SE-HPLC assay
Initial trastuzumab monomer Trastuzumab concentration remaining = SD (n=9); measured concentration day
concentration, mg/ml + SD 0=100%
(n=9)
Nominal  Measured (day 0) d1 a7 di4 an dzs
2-8°C 21 2066 (£0.29) SEAT (+1.85) 9922 (+1.84) 10177 (2217) 10224 (+09%) 100.83(=1.7%)
15-25%C 21 2059 (20.11) 10029 (+0.73) 10084 (+1.35) 101,47 (20.70)  101.76 (£0.65)  102.22 (=0.5%)

*n=8. SE-HPLC, size-exclusion high-perfarmance liquid chromatography; SO, standard deviation

Table 3: Stabilty of trastuzumab SB3 reconstituted in the original vial stored at 2-8 °C and 15-25 *C over 28 days, UV spectroscopy results expressed as
% remaining trastuzumab concentration £ SD (n=3), inkia concentration day 0 se¢ as 100 %,

Storage temperature UV spectroscopy
Initial b T ab ining + SO (n=9); d conc ion day
concentration, mg/mL + SD o=100%
(n=9)
Neminal  Measured (day 9) @ a7 d14 d21 dzs
2-8°C 21 2094 (40,050  10058(£067) 10154 (1047) 100.27 (£035) 9968 (10,55) 9995 (=042)
15-25%C 21 21.08(+0.10) 10180 (+0.86) 10037 (+1.21) 10037 (£032) 10042 (+0.35)  98.95(+0.3%)

S0, standard deviation.
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Table 4: pH of trasturumab S83 stock solution reconstituted in the
original vial stored at 2-8 “Cand 15-25 *C over 28 days. Resukts expressed
as mean pH.

Storage temperature pH

do d1 d7 d14 d2s
2-8%C 6.27 6.22 6.24 627 6.24
15-25°C 6.27 625 6.25 626 6.25

Out of the recommended orthogonal analytical methods
we focused on SE-HPLC, UV-spectroscopy, and pH mea-
surement to determine the integrity of trastuzumab SB3.
These stability-indicating methods were chosen for the
extended in-use stability study as physicochemical stability
of reconstituted and diluted trastuzumab SB3 was already
comprehensively investigated using these methods among
others [12]. SE-HPLC is well accepted to investigate the intact
tertiary structure of mAbs and the absence of oligomers and
soluble aggregates. We used previously the same SE-HPLC
method for the stability testing of trastuzumab reference
product and proved the stability indicating nature by
forced degradation studies [6]. Concurrent validation of the
SE-HPLC and UV assay were based on the ICH Q2 (R1)
guideline [19]. Acceptance criteria for the assessment of
stability, sample numbers, sampling time points and stor-
age conditions were chosen based on the specifications of
the NHS Pharmaceutical Quality Assurance Committee [4].

Many studies showed physicochemical stability of tras-
tuzumab reference product and various biosimilars. Ac-
cording to the methods used in our study, reconstituted
trastuzumab SB3 (Ontruzant®) solution stored in the original
glass vials revealed to be physicochemically stable over a
period of 28 days regardless of the storage temperature.
Impurities and degradation products were not detected. Yun
et al. reported physicochemical stability data of recon-
stituted trastuzumab SB3 solution (3 days at 25°C) and
diluted trastuzumab SB3 infusion solution (28 days at 5°C
and 25°C) [12]. The SE-HPLC assays of reconstituted SB3
solutions were identical in both studies during the first
3 days and did not change in our study over the extended test
period of 28 days. No significant changes of the trastuzumab
peak and no additional secondary peaks got obvious indi-
cating the absence of fragmentation or aggregation. The
LMWP peak at R, 12 min was assigned to histidine which is
used as a common excipient in the formulation of final
medicinal mAb products [21]. pH values (6.22-6.27) remained
unchanged over the extended test period and corresponded
to those measured by Yun et al. in the reconstituted trastu-
zumab SB3 solution (pH 6.1-6.2) [12]. In addition, no change

Knoll et 3k.: Focused prysicochemical stability study of recorstituted trastuzumab = §

in colour, clarity, or particulate matter could be observed in
both studies. Furthermore, there is evidence that higher
concentrations of mAb solutions show less degradation
tendencies than lower concentrations, which could be
related by container absorption or the dilution of stabilis-
ing excipients [4]. The extended physicochemical stability
of reconstituted, concentrated trastuzumab SB3 solution is
in agreement with the previously proven stability of
diluted trastuzumab SB3 infusion solution [12]. Results
were independent from the chosen storage temperature
(2-8*C, room temperature) in both studies.

Limitations

Physicochemical stability of proteinaceous medicinal prod-
ucts should be studied by orthogonal methods. Out of the
highly recommended and utilized methods [4, 7, 8,12, 14-18,
20, 22] ion-exchange high-performance liquid chromatog-
raphy (IE-HPLC) or imaged capillary isoelectric focusing
(icIEF) were not used in this study to investigate possible
changes in charge variants (acidic, main, and basic variants).
Although, Yun et al. showed by iclEF that the initial isoform
pattern did not change in diluted trastuzumab SB3 solutions
for 28 days [12] and because the utilized UV spectroscopy
method only indicates the protein content, additional IE-HPLC
or iclEF are necessary to substantiate stability of reconstituted
trastuzumab SB3 over 28 days. Subvisible partide measure-
ment and submicronic aggregation were not tested in our
study due to the limited available volume of trastuzumab SB3
reconstituted solution.

Finally, microbiological and physicochemical stability
are to be considered concurrently when determining the
stability of an individual mAb preparation. Microbiological
stability of trastuzumab was tested by Karstens et al. by
intended inoculation of trastuzumab diluted solution with
various facultative pathogenic microorganisms [23]. Tested
strains remained viable but did not show any pronounced
growth supporting activity in trastuzumab solutions over
the observation period. Therefore, refrigerated storage is
recommended inhibiting growth of contaminating meso-
philic microbes. Nevertheless, the reconstituted trastuzu-
mab selution can still be used after a temporary interruption
of refrigerated storage thus preventing waste and promaoting
efficiency.

Conclusions

According to the stability indicating methods used, physi-
cochemical stability of reconstituted trastuzumab SB3
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Ontruzant® solution in original glass vials is given over a
period of 28 days either stored refrigerated or at room
temperature. No significant changes could be observed by
the analytical methods used. However, additional experi-
mental testing of changes in charge variants over the 28 day
period should be added to substantiate the findings. From a
microbiological point of view, refrigerated storage is rec-
ommended. Results promote a more efficient handling in
terms of costs, environment, and practicability in everyday
pharmacy practice without compromising safety and effi-
cacy of trastuzumab SB3 preparation.
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Abstract

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

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

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

Results: In most test soludons, especially in monodonal antibody solutions, increased CFU counts of P. aerugineso and
unchanged or increased CFU counts of E foedum and S. aureus were registered. Pronounced nutritive propertes of
monoclonal antibodies and filgrastim were not registered. Azacitidine, pixantrone and vinflunine containing test solutions
revealed specles-specific bacteriostade and even bactericidal activity. All test solutk except nivolumab and pixantrone
containing solutions, showed constant or Increasing CFU counts of C. albicans after incubation.

Conclusion: Viabllity of the selected pathogenic microorganisms was retained in most of the tested biological and small
molecule preparations used to treat cancer patients. Therefore, in pharmacy departments strict aseptic conditions should
be regarded and the lack of antumicroblal actvity should be considered when assigning shelf life to RTA parenteral
preparations.

Keywords
Viabllity, antumicrobial activity, parenteral preparations, systemic ant-cancer therapy
Date recaived: 9 February 2023; revisedt 15 My 2023; acceptod 15 May 2023

Introduction Department of Pharmacy, University Medical Center, Johannes
Today, hospital pharmacies provide a wide range of  Gutenberg-Universicy Mainz. G ¥

parenteral preparations for systemic anti-cancer therapy

(SACT) with numerous active substances, diverse formula- :;: m‘g;:":: of Pharmacy, University Medical Center;
tions, and various primary containers. In-use stability of  johannes Gutanberg-University, LangenbackstraBe 1, 55131 Mainz,
the ready-to-administer (RTA) preparations depend on  Germany.

physicochemical and microbiological stability.'” Since Emil Jaseikalmasi@unimedain-mainz de

many patients treated with SACT are immunocomprom-
ised, microbiological contamination of RTA preparations
can easily lead to severe infections and has to be detected. 'c,.-.,,,,,,
The detrimental consequences of any microbiological — Emil: huraknoll@unimedzn-mainz de

Laura Knoll, Department of Pharmacy. University Medical Cerster,
Joh Gutenberg-University, L beckstraBe 1, 55131 Mainz,
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contamination introduced during preparation are more
severe if preparations are susceptible to microbiological
growth and not used immediately." Hence, microbiological
stability of aseptically prepared pharmaceutical prepara-
tions is assessed by a combination of validation tests, ie.,
environmental monitoring, operators  qualification by
broth transfer or end-of-session broth tests, integrity
testing of the final container, and sterility tests.

Knowledge about the viability (i.e., ability of microorgan-
isms to survive) of inadvertent microbial contamination can
be useful information for the assignment of shelf life to the
RTA preparations. The GERPAC expert panel suggests consid-
cration of literature data in comparable hospital pharmacy
aseptic preparations or the performance of particular viability
studies.” Experimental studies to determine the growth support-
ing or growth inhibiting potential of preparations are performed
by inoculation of the final preparations imitating contamination
by facultative pathogenic microoeganisms. The test conditions
should simulate the worst possible conditions for patients and
optimal circumstances forlhcgnmhofmcmotmm
Based on the pharmacopoeia of antimicrobial effi-
cacy tests (USP <51>, Ph. Eur. 5.1.3)™ and on clinical experi-
ence the four most relevant microorganisms were selected for
the tests, i.e., S aurews, P. aeruginosa, E. faecium, and C. albi-
cans. Several studies regarding the potential of microbial
growth in cytotoxic and non-cytotoxic RTA parenteral peepara-
tions have been published.*™* Viability tests are missing for
numerous recently licensed monoclonal antibodies (mAb), fil-
grastim, and few small molecules introduced in anti-cancer
therapy in recent years. The aim of this viability study was to
investigate the potential growth promoting nature of 20 RTA
parenteral peeparations used for SACT.

Materials and methods

Viability tests were performed in two consecutive series
inoculating four different types of microorganisms. Test
solutions of eleven (atezolizumab, avelumab, bevacizumab,
blinatumomab, cemiplimab, daratumumab, durvalumab,
clotuzumab, nivolumab, pembrolizumab, obinutuzumab),
and nine (azacitidine, carfilzomib, filgrastim, mogamulizu-
mab, ocrelizumab, pertuzumab, pixantrone, ramucirumab,
vinflunine) medicinal products were investigated in series
1 and 2, respectively. Details about the medicinal products
used, characteristics of test solutions, and acknowledged
physicochemical stability data are given in Table I. Pure
vehicle solutions, i.e., sodium chloride infusion solution
(0.9% NaCl) and glucose 5% solution (G5 = D5) served
as control solutions.

Preparation of inocula

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

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

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

Sample preparation

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

Aliquots of 9 mL or 6 mL (azacitidine suspension, fil-
grastim injection solution) were withdrawn from the test
solutions in quadruplicate and transferred to sterile empty
centrifuge tubes with screw caps (Sarstedt™ Tube
I5mL, 120x17mm, SARSTEDT AG & Co. KG,
Germany, batch 0043721).

Inoculation

Prior to inoculation, bacteria or yeast suspensions were care-
fully homogenized with an automatic shaker for | min in
order to suspend CFU adhering to surfaces and to ensure
the uniformity of the suspensions. Subsequently, | mL of
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Table |. Characteratics of the mediciral products sad tat solutions noculsted with selected microceganisms in sene | and 1
Active drug Vehicle Active sub Prysicoch | sty at room
subsmance Brard rame  Maufacourer  Los No Sobvern solution corcenoraion [mglml]  semperature’ (25 2 °C)
Series  Atexclaumab Tecerarig®  Rache BOIIOHOI - 09% NaCl 336 Uh
1 Ascharab Basencic™  Merck Serono  ALITES - 09% NaCl 32 Uh
Bevacizumas Avaatin® Reche NT27HIB - 09% NaCl 25 w4
Binstumomab  Blncpto™  Amgen 1115706 Water for  0.9% NaCl 0,032 pgiml % h
injection
Cemiplimab Ubtrpo® Sanof FOOIF - 09% NaCl 35 an
Darstumumab  Darzsler®  JarasenCly  KGSQ03 - 09% NaCl 0.4 I15h
Durvabirrab Imfirai® AstraZenecs  BAEF - 09% NaCl 20 ah
Boozumab Empiod®™  Celgene ABQINY - 09% NaCl 20 [
Nwokimab Opdivo® s ABGSS - 09% NaCl 10 74
Pemrbrobzumab  Kepreds®  MSD T024402 - 09% NaCl 20 74
Obirunizumad  Ganyvare®  Rache MOl 3% - 09% NaCl 1.0 4eh
Serles  Azctdne Amoddn  Meal CIATH00SS Warer for - F a0
2 Heal® Injection
Carflzomb Kyprols®  Amgen 1I7014A  Wacer for 5% Ghcose 03 104
injection
Figrastm figasim  Meal K$2299 - - 600, gl Th
Heal®
Mogamubzumab  Poselgeo™  Kyowa Kirn Ba4081 - 09% NaCl 0% Ah
Ocrelzumab Ocrens™  Rache H034) - 095 NaCl 12 L1}
Pertaumab Perjesa® Roche HO409412 - 09% NaCl 168 #4h
Paancrone Pacanr(® cn @I 09RNaCl 095 NaCl 0} Uh
Ramuciremab Cyrama® Uy DON147G - 09% NaCl 16 4h
Virdunne Jusor® Pirre Fabre 16P02)_A - 09% NaCl 48 UK
Prarrma

“sccording to the currest summaries of product characteristics (SmPCa).
“when reconstituted with cold (2-8 "C) water for injection.
“when stored light protected.

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

Sampling, incubation, analysis
In both series, samples (1.0 mL) were taken at 0,4, 24, 48, and
144 h after inoculation and diluted consecutively three times
1:10 (USP <51>) or 1:100 by using tubes peefilled with
nine milliliters of pepeone salt solution (Oxoid Deutschland
GmbH, Kochsalz-Pepton-Lisung, batch 3137248, expiry
date 10.092021). CFU counting was facilitated in series 2
by adjusting the dilution scheme for test solutions incubated
with C. albicans, P. aeruginosa and E. faecium as follows:
Whenever high CFU counts were found in test solutions at
24 h andlor 48 h, the respective solutions were diluted three
times 1:100 instead of three times 1:10 at 48 h and/or 144 h.
After homogenization with an automatic shaker, 0.1 mL
aliquots of the diluted samples were transferred to tryptic
soy agar plates (details see above) in duplicate. The plates
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were incubated at 37°C for 24 h (bacterial strains) and
T2 h (C. albicans) and CFUs were counted. Mean CFU
log/mL was calculated for each species and time interval.
All microorganisms recovered were checked to confirm
their identity with the organisms initially inoculated.

Results

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

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

Growth inhibition of C. albicans was only obvious in
nivolumab and pixantrone containing test solutions. In vin-
flunine test solutions, CFU counts of C. albicans remained
unchanged. In all other tested solutions CFU counts of C.
albicans increased (see Table 2). Numbers of viable §.
aureus remained unchanged (blinatumomab, nivolumab,
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ramucirumab) or increased in the mAb test solutions and
slightly decreased in carfilzomib and filgrastim solutions.
However, bactericidal activity was registered after inocula-
tion in azacitidine, pixantrone, and vinflunine test solutions
(see Table 3). P. aeruginosa was able to grow in all test
solutions prepared from biological products (mAb, filgras-
tim), but lost viability in pixantrone and vinflunine prepara-
tions immediately after inoculation and after four hours,
respectively (see Table 4, Figure 1(b).(c)). Numbers of
viable E. faecium remained unchanged or increased in
almost all test solutions, while in obinutuzumab, azaciti-
dine, and filgrastim containing test solutions CFU counts
decreased (see Table 5).

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

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

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

C albicans (CFU logfmL)

Test/control
solution Oh 4h 24h 48h |44h
Series  0.9% NaCl 451 486 436 557 583
I Atezolizumab 450 458 517 591 745
Avelumab 436 458 590 690 >BS
Bevacizumab 452 461 526 609 >8S5
Binatumomab 451 441 459 473 7.0
Cemiplimab 449 468 580 662 693
Daratumumab 436 460 570 641 >BS
Durvalumab 444 443 501 547 =85S
Elotuzumab 428 442 459 557 173
Nivolumab 465 466 464 401 379
Pembrolizumab 457 449 526 606 754
Obinutuzumab 452 441 504 571 697
Series  0.9% NaCl 442 456 436 472 na
2 5% Glucose 433 453 558 723 787
Azacitidine 442 419 514 610 774
Carfizomib 459 447 548 690 740
Filgrastim s.c. 423 456 547 751 766
Mogamulizumab 453 466 456 507 662*
Ocrefizumab 439 448 484 602 764
Pertuzumab 437 478 497 562 633
Phantrone 432 443 401 330 300
Ramucirumab 458 444 470 529 558*
Vinflunine 446 446 445 443 49

na. = noc avallable because of growth of a species noc identical with the
Inocdated spedes; *adpsted dilution scheme (1:100)

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

Discussion

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

Table 3. Viability of S cureus in test solutions and control
solutions.

Test/control 5 (r
solution Oh 4h 24h 48h |44h
Series  0.9% NaCl 546 543 537 581 699
I Atezolizumab 5.18 549 533 523 639
Avelumab 542 533 417 373 655
Bevacizumab 533 538 539 570 739
Binatumomab 535 529 495 427 582
Cemiplimab 523 529 479 363 652
Daratumumab 527 539 535 517 678
Durvalumab 5.16 529 496 445 627
Elotuzumab 521 538 471 499 >85
Nivolumab 532 533 5.18 459 575
Pembrolizumab 521 521 496 495 >85
Obinutuzumab 529 542 549 583 85
Series  0.9% NaCl 539 535 509 506 649
2 5% Glucose 531 521 483 463 387
Azacitidine 524 530 507 492 0
Carfizomib 531 523 5.6 530 446
Filgrastim s.c. 526 485 528 528 457
Mogamulizumab 544 529 556 512 648
Ocrefizumab 535 534 537 513 648
Pertuzumab 546 532 561 536 685
Phantrone 526 524 490 469 0
Ramucirumab 547 541 546 541 572
Vinflunine 536 050 0 0 0
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Table 4. Viability of P. aerugy in test solutions and control solutions.
P. aeruginosa (CFU log/mL)
Test/control solution Oh 4h 24h 48h 144 h
Series | 0.9% NaQ 523 498 691 >BS >85
Atezolizumab 517 5.06 671 >BS >85
Avelumab 524 505 742 >BS >85
Bevaczumab 538 526 737 >B8S >85
Blinatumomab 530 540 7.85 >B8S >85
Cemiplimab 534 529 >85 >BS >85
Daratumumab 527 5.19 6.44 >B8S >85
Durvalumab 528 515 742 >BS >85
Elotuzumab 5.12 533 >85 >BS >85
Nivolumab 512 5.34 741 >BS >85
Pembrolizumab 502 515 7.62 >BS >83
Obinutuzumab 522 524 7.14 >BS >85
Series 2 0.9% NaQ 524 491 6.35 B.66* 9.39*
5% Ghucose 504 499 548 B.46* 9.67*
Axncitidine 506 5.12 473 4.70 4.63
Carfilzomib 5.19 494 545 8.78* 9.42%
Filgrastim s.c. 495 488 488 >BS* 9.30%
Mogamulizumab 513 5.10 748 9.04% 9.20*
Ocrelizumab 503 493 5.94 B.65% 9.34%
Pertuzumab 503 5.10 6.16 B.54% 9.52*%
Pixantrone 0.50 0.67 0.83 0.50 0
Ramucirumab 505 497 6.85 B.65% 9.52*%
Vinflunine 4.68 0.82 0 0 0

*adusted diution scheme (1:100)

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

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

In contrast to our previous studies where we used pure
0.9% sodium chloride solution, samples were diluted with
peptone salt solution as maximum recovery diluent. The
increased CFU levels observed in the inoculated test solu-
tions and pure vehicle solutions might be aided by the
growth promoting activity of the peptone salt diluent. The
incubation temperature used for the agar plates was 37°C
for bacteria and yeast corresponding to our carlier test con-
ditions but deviating from the incubation temperatures
defined in the pharmacopoeia.
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In any case, the comparison and interpretation of the abso-
lute increase of CFU counts over time is difficult. According
to the USP monograph <51>, "No increase in counts is
defined as not more than 0.5 log,, unit higher than the previous
value measured”. Related to this specification, in our microbial
challenge experiments in most of the test solutions increase of
microorganisms occured. Moreover, CFU counts increased
in pure vehicle solutions in similar degrees. The interpretation
could be that the tested medicinal preparations do not possess
mmiﬁ»cxaivky.liswmﬁwhikmdmkdnugrwthmnv
and growth trending over an adequate period.”™ Thereby the
start and the end of the Jog-phase becomes obvious and
allows further interpretation.

Monoclonal antibodies

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

Table 5. Viabdity of £ foecum in test solutions and control
solutions.

Testicontrol E faeaum (CFU log/mL)
solution Oh 4h 24h 48h |44h
Series  0.9% NaCl 530 546 577 526 440
I Atezolizumab 522 562 634 655 646
Avelumab 5.7 541 774 804 B2S
Bevaczumab 536 550 631 607 610
Blinatumomab 533 539 728 743 725
Cemiplimab 534 556 739 751 68l
Daratumumab 536 557 647 603 685
Durvalumab 536 567 771 811 BS0
Elotuzumab 520 553 734 749 7.6
Nivolumab 528 549 588 620 68)
Pembrolizumab 527 552 736 751 729
Obinutuzumab 529 565 578 535 446
Series  0.9% NaCl 513 517 599 na* na
2 5% Glucose 521 525 509 452 1335
Azacitidine 506 513 486 482 4.16
Carfilzomib 519 514 511 502 503
Filgrastim s.c. 504 511 501 431 315
Mogamulizumab 535 518 690 6.95* >100
Ocrelizumab 526 532 607 na* na
Pertuzumab 528 525 603 6.17* na
Pixantrone 5.12 455 387 330 na
Ramucirumab 5.7 543 7.0 7.40* na
Vinflunine 530 5.1 497 485 49

na.=not avaiable because of growth of a species not identical with the
inocdated species; “adpasted dilution scheme (1:100),

selected microorganisms are significantly lower than in 204
lipid emulsions, which unambiguously serve as nutritive
media for microorganisms.''*

Filgrastim

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

Small molecules

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

Allocation of shelf life

Microbiological and physicochemical stability data are to
be considered concurrently when determining the shelf
life of RTA parenteral preparations. As the growth-

(@) Pertuzumab ® Filgrastim s.c.
10 10 -
8 - - 8 - — )
} 6 M_‘: gﬁ "/%
q )
8 2 8 2
0 4 . v . . 0 - v v v v v .
0 24 48 72 9% 120 1M 0 24 48 72 9% 120 144
Time after moculaton in howrs [h] Tima atter Incculstian in hours (8]
e p ~8eB 4 ==eD = =B e C ———D
Figure 1. (a,b) viabiity of the four selected test organi (A: C. albi B: S oureus, C: P. geruginosa, D: E foscum) in diluted

Pertzumab (la) or undiluted Filgrastim s.c. (1b) test solutions. CFU&equals;colony forming units.
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(a) Azacitidine ®) Pixantrone
10 10
8 1
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0 24 48 72 9% 120 14 0 24 48 72 9 120 144
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e, ——B w0 =D — B . W * }
() Vinflunine
10
8 1
6
; “ 7 o
g ;|
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Figure 2. (a—c) viability of the four selected test organisms (A: C alby B: S, oureus, C: P. aeruginosa, D: E foecum) in undiluted

Axncitidine (2a) or diluted Poxantrone (2b), Vinflunine (2¢) test solutions. CFU = colony forming units.

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

Limitations

The results of microbial challenge studies are heavily
depending on the chosen experimental conditions. Test
conditions used were originally based on the pharmaco-
poeia antimicrobial effectiveness tests and our previous
studies. However, absolute CFU counts are different from
our previous studies and interpretation of the results needs
comparison with the CFU counts in pure vehicle solutions
and observation of data trending. Additional experiments,
using lower contamination rates, pure 0.9% NaCl solution
as diluent for the test solutions and longer test periods,
are necessary to achieve test conditions more adapted to
microbial in-use viability tests. Further studies should also
focus on extended storage (for up to 6 months) of batch
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prepared standard infusions and investigate the effect of
cycling storage temperatures, i.e., when refrigerated pre-
parations are delivered to the clinic and then returned to
refrigerated storage for later use. Results of microbial via-
bility tests represent only one single risk factor for the sta-
bility of parenteral preparations. Thus, empirical allocation
of shelf life of pharmacy preparations should be based on
the whole bundle of risk factors.'

Conclusion

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