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Die chemische Stabilitdt des Busulfan-Infusionslésungskonzentrats wurde mittels einer modifizierten
HPLC-Methode mit UV-Detektion bestimmt. Als Derivatisierungsreagenz diente Diethyldithiocarbamat.
Die Busulfan-Stammlésung (Busilvex®, Busulfex™) erwies sich aufgezogen in BIBraun Injekt® Einmal-
spritzen sowohl lichtgeschitzt bei 2—-8 °C, als auch ohne Lichtschutz bei 18-20 °C gelagert als Uber
mindestens 28 Tage stabil. Anbriiche vom Busilvex® bzw. Busulfex™ Infusionslésungskonzentrat kén-
nen aufgezogen in zweiteiligen Einmalspritzen 28 Tage bevorzugt kiihl gelagert und verwendet werden.

Stability of busulfan injection solution (Busilvex®, Busulfex™) in BIBraun Injekt® syringes

Stability of busulfan injection was determined by a modified stability-indicating HPLC method with UV
detection. Diethyldithiocarbamate was used as derivatization agent. The stability tests revealed that
busulfan injection (Busilvex®, Busulfex™) stored in BIBraun Injekt® syringes at 18—-20 °C without light
protection or refrigerated are stable for up to 28 days. Unused busulfan injection (Busilvex®, Busul-
fex™) is not necessarily to be discarded, but can be stored for a prolonged period of time in a rubber

free syringe, preferably under refrigeration.

1. Einleitung

Busulfan (1,4-Bis-methansulfonyloxy-butan) ist ein bifunk-
tionell alkylierendes Zytostatikum. Es wird seit den 80iger
Jahren hochdosiert in Kombination mit Cyclophosphamid
zur Konditionierung der Patienten vor Blutstammzelltrans-
plantationen eingesetzt (Tutschka et al. 1987; Santos et al.
1983). Die Dosierung fiir die Konditionierung betrégt bei
Erwachsenen korpergewichtsbezogen bei oraler Applika-
tion 1 mg/kg Korpergewicht (KG) und bei parenteraler
Applikation 0,8 mg/kg KG, jeweils viermal tiglich iiber
vier Tage. Es gibt neuerdings Studien, die zeigen, dass bei
parenteraler Gabe die Aufteilung der Busulfan Tagesdosis
auf eine 1- bzw. 2-mal tigliche Gabe eine Therapiealterna-
tive zum herkdmmlichen Dosierungsschema darstellt (Fer-
nandez et al. 2002; Mamlouk et al. 2005).

Seit Dezember 2003 ist zur parenteralen Applikation das
Infusionslésungskonzentrat Busilvex® (Hersteller Pierre
Fabre Pharma), das vorher bereits aus den USA (Busul-
fex™, Hersteller Orphan Medical) importiert werden
konnte, in Deutschland zugelassen und erhiltlich. Weitere
parenterale Formulierungen von Busulfan wie liposomale
Zubereitungen, Rezepturen mit Dimethylsulfoxid als Lo-
sungsmittel und eine Busulfan-Mikrosuspension werden in
Studien eingesetzt (Deeg et al. 1999; Ehninger et al. 1995;
Hassan etal. 1998, 2001, 2002; Olavarria etal. 2000;
Schuler et al. 1998). .

Eine Glasbrechampulle Busilvex® mit 10 mL wasserfreiem
Infusionslosungskonzentrat enthilt 60 mg Busulfan geldst
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in dem Losungsmittel bzw. Losungsvermittler N, N-Dime-
thylacetamid (DMA, 33% G/G) bzw. Polyethylenglycol
400 (PEG 400, 67% G/G), da Busulfan eine sehr schwer
wasserlosliche Substanz ist und in wissriger Losung hydro-
lysiert (Bhagwatwar et al. 1996; Feit und Rastrup-Andersen
1973). Vor Applikation muss die patientenindividuell be-
rechnete Menge des Busulfan-Konzentrats (6 mg/mL) mit
0,9% Natriumchlorid- oder 5% Glucoselosung auf die Kon-
zentration von 0,5 mg/mL verdiinnt werden (Fachinforma-
tion Busilvex® 2003). Restmengen des Konzentrats kon-
nen aus hygienischen und technischen Griinden nicht in
der Glasbrechampulle, sondern allenfalls in verschlossenen
Einmalspritzen aufbewahrt werden. Angaben zur Stabilitiit
des Busulfan-Infusionslosungskonzentrats nach Anbruch
der Ampullen wurden bisher nicht publiziert. Wir unter-
suchten daher dessen Stabilitdt sowohl bei Raum- als auch
bei Kiihltemperatur in BlIBraun Injekt® Einmalspritzen
tiber einen Zeitraum von 28 Tagen. Fiir die Aufbewahrung
der Stammlosung wurden zweiteilige Injekt®™ Einmalsprit-
zen gewdhlt, die aus Polypropylen bestehen und kompati-
bel mit DMA sind (Krdmer und Maas 1999).

Busulfan kann gaschromatographisch (GC) oder auch mit-
tels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) mit
unterschiedlichen Detektionsmethoden bestimmt werden
(Tabelle 1). Die Methoden unterscheiden sich beziiglich
der Sensitivitit und des Zeitaufwandes. Diese Kriterien
sind besonders relevant bei der Methodenwahl zur Etablie-
rung des Therapeutischen Drug Monitorings (TDM) von
Busulfan in der Hochdosis-Therapie. Die Durchfiihrung
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Tabelle 1: Ubersicht iiber die Bestimmungsmethoden von Busulfan in Plasmaproben und in wissrigen Losungen

Busulfan-Bestimmungsmethoden

Derivatisierungsagens

Publikationen

Gaschromatographie (GC)
GC-MS (Massenspektrometrie)

GC-ECD (Elektroneneinfang-Detektion)

Fliissigkeitschromatographie (LC)
HPLC, Derivatisierung von Busulfan

HPLC, Photolyse

HPLC, on-line Derivatisierung
HPLC, Fluoreszenz

Natriumjodid
Natriumjodid
Natriumjodid
2,3,5,6-Tetrafluorthiophenol
Natriumjodid
Natriumjodid
2,3,5,6-Tetrafluorthiophenol
2,3,5,6-Tetrafluorthiophenol

Diethyldithiocarbamat
Thiokresol
Diethyldithiocarbamat
Diethyldithiocarbamat
Diethyldithiocarbamat
Diethyldithiocarbamat
Diethyldithiocarbamat
Diethyldithiocarbamat
2,3,5,6-Tetrafluorthiophenol
Diethyldithiocarbamat
Natriumjodid
Natriumjodid
Diethyldithiocarbamat
8-Mercaptoquinolin

Ehrsson et al. (1983)
Vassal et al. (1988)

Lai et al. (1998)

Quernin et al. (1998)
Abdel-Rehim et al. (2003)
Hassan et al. (1983)

Chen et al. (1988)
Embree et al. (1993)

Henner et al. (1987)
Grochow et al. (1989)
McKichan et al. (1990)
Bhagwatwar et al. (1996)
Xu et al. (1996)

Chow et al. (1997)
Heggie et al. (1997)
Rifai et al. (1997)
Quernin et al. (1999)
Bleyzac et al. (2000)
Blanz et al. (1990)
Jenke et al. (2004)
Funakoshi et al. (1994)
Peris et al. (1999)

HPLC-MS, ohne Derivatisierung —

Pichini et al. (1992)

Miirdter et al. (2001)
Quernin et al. (2001)
dos Reis et al. (2005)

des TDM von Busulfan wird, v. a. nach der oralen Appli-
kation, sowohl bei Kindern als auch bei Erwachsenen, zur
Reduktion der Toxizitét insbesondere der mit hoher Morta-
litdt assoziierten Lebervenenverschlusskrankheit (hepatic
venoocclusive disease) und zur Effektivititssteigerung der
Therapie empfohlen (Bleyzac et al. 2001; Bolinger et al.
2001; Dix et al. 1996; Grochow et al. 1989, 1993; Ljung-
man et al. 1997; McCune et al. 2002; Slattery et al. 1995,
1997). GC-MS/-ECD Methoden haben eine hohe Sensitivi-
tit und Spezifitit, sind aber nicht in jedem Labor verfiig-
bar und in der Routine nicht einfach zu handhaben. Am
hiufigsten sind in der Literatur HPLC-Methoden zur Bu-
sulfan-Plasmaspiegelbestimmung beschrieben. Da Busul-
fan kein Chromophor aufweist, ist zur UV-Detektion eine
Derivatisierung erforderlich und mit verschiedenen Sub-
stanzen moglich. Die vorliegenden Untersuchungen be-
handeln die Etablierung und Evaluierung einer fiir die
Stabilitétspriifungen von Busulfan-Infusionslésungskon-
zentrat und von applikationsfertigen verdiinnten Busulfan-
Infusionslosungen geeigneten HPLC-Methode mittels UV-
Detektion. In der Folge sollte mit dieser HPLC-Methode
das routinemiBige TDM von Busulfan erméglicht werden.
Fiir die Untersuchungen zur Stabilitit des Busulfan-Infusi-
onslosungskonzentrats werden hier die Ergebnisse darge-
stellt.

2. Untersuchungen und Ergebnisse

2.1. Etablierung, Validierung und Kalibrierung
der HPLC-Methode

In Anlehnung an zwei bekannte HPLC-Methoden wurde
eine modifizierte HPLC-Methode mit UV-Detektion zur
quantitativen Bestimmung von Busulfan in wissrigen Lo-
sungen (Bleyzac et al. 2000; Xu et al. 1996) entwickelt.
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Busulfan 1,4-Bis-diethyldithio-

carbamoyl-butan (DDCB)

Busulfan wird mit Diethyldithiocarbamat (DEDC) derivati-
siert (Schema). Nach einer Fliissig-Fliissig-Extraktion mit
Ethylacetat wird das Reaktionsprodukt 1,4-Bis-diethyldi-
thiocarbamoyl-butan (DDCB) bei 280 nm quantitativ be-
stimmt (Henner et al. 1987). Als interner Standard dient
1,6-Bis-methansulfonyloxy-hexan. Die Retentionszeit des
DDCB betrigt ca. 6,2 min und die des Reaktionsproduktes
des internen Standards ca. 11,2 min (Abb.).

Tabelle 2: Intra- und Inter-day-Prizision der HPLC-Methode

Theoretische Injektion pro  Mittelwert der Rel. Standard-
Konzentration Probe gemessenen Konz. abweichung

[mg/mL] [mg/mL]* [%]
Intraday 0,1 1 0,1022 2,98

0,03 1 0,0294 4,61
Interday 0,1 3 0,1008 423

0,03 3 0,0293 3,13

* Arithmetischer Mittelwert von jeweils 10 Proben

Pharmazie 61 (2006) 10



ORIGINAL ARTICLES

1.60
1.40 4
1.20 7

1.001

AU

0.80 7

060 4

0.404

0.204

.00

ISD

L

| —=bpCB

2.00

" 600 " 800 " 10.00 T1z.00°
Minutes

400

1.60

1.201

1.004

AU

0.60 9

0.40
Abb.:

2D Chromatogramme (280 nm), Busulfex™
Infusionslosungskonzentrat 6 mg/mL (A) An-
bruch der Ampullen (Tag 0) und (B) Lage-

0.201 H k
0.007

ISD

rung in BIBraun Injekt® Einmalspritzen bei
18-20°C und Tages- bzw. Fluoreszenzlicht
am Tag 31

Ta00

21 —nnCB

4.00 oo T 1000 12.00
Minutes

=)

Die Kalibrierung der Methode erfolgte mittels externer
Standards. Aus dem Busulfan-Standard von 1,0 mg/mL in
Acetonitril wurden durch Verdiinnung mit 0,9% Natrium-
chloridlosung sechs Kalibrierstandards unterschiedlicher
Konzentrationen hergestellt. Jede Probe wurde fiinffach
chromatographiert. Die resultierenden Quotienten aus den
Peakfliachen des DDCB und des internen Standards wur-
den gegen die jeweiligen Busulfan-Konzentrationen aufge-
tragen. Zur Kontrolle der Kalibrierung wurde an jedem
Untersuchungstag der Gehalt frisch hergestellter Busulfan-
Losungen der Konzentrationen 0,03 mg/mL und 0,1 mg/mL
bestimmt.

Im Bereich von 0,03 mg/mL bis 0,12 mg/mL betrug der
Korrelationskoeffizient der errechneten Regressionsgeraden
0,997.

Zur Uberpriifung der Priizision der Methode wurde eine
genau eingewogene Busulfan-Losung der Konzentration
1,0 mg/mL in Acetonitril mit 0,9% Natriumchloridlosung
auf die theoretischen Konzentrationen von 0,03 mg/mL und
0,1 mg/mL verdiinnt. Pro Konzentration wurden zweimal
5 Proben am gleichen Tag parallel aufbereitet und einmal
chromatographiert (Intra-day-Variabilitdt). Die Reprodu-
zierbarkeit der Methode wurde ebenfalls mit Busulfan-L6-
sungen nach Verdiinnung des Busulfan-Standards auf die
theoretischen Konzentrationen 0,03 mg/mL und 0,1 mg/mL
tiberpriift. An 10 verschiedenen Tagen wurden jeweils die
Busulfan-Proben der beiden Konzentrationen frisch herge-
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stellt, parallel aufbereitet und jeweils dreifach analysiert
(Inter-day- Variabilitit).

Die Intra- und Inter-day-Variabilitit, berechnet aus dem
arithmetischen Mittelwert von jeweils 10 Proben als rela-
tive Standardabweichung, lag fiir die Konzentrationen
0,03 mg/mL und 0,1 mg/mL jeweils unter 5% (Tabelle 2).

2.2. Stabilititsuntersuchungen

Der Gehalt der Busulfan-Stammldsung betrug auch nach 28
Tagen Lagerung iiber 94% des an Tag 0, unmittelbar nach
Uberfiihrung der Stammlosung aus der Glasampulle in die
Einmalspritze, gemessenen Gehalts (Tabelle 3). Aus metho-
dischen Problemen resultierende extrem abweichende Un-
tersuchungsergebnisse gingen nicht in die Auswertung ein.
Auch unter Beriicksichtigung der Standardabweichung der
Methode kann die Stammlosung als physikalisch-chemisch
stabil iiber 28 Tage bezeichnet werden. Eine Verinderung
des UV-Spektrums der Losung wurde iiber den Untersu-
chungszeitraum nicht beobachtet. Bei visueller Priifung mit
bloem Auge wurden keine farblichen Verinderungen und
keine Auskristallisationen der Losungen festgestellt. Somit
erwies sich das Busulfan-Infusionslosungskonzentrat, auf-
gezogen in BIBraun Injekt®™ Einmalspritzen und lichtge-
schiitzt bei 2—8 °C und ohne Lichtschutz bei 18—20 °C ge-
lagert als iiber mindestens 28 Tage stabil.
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= Die Nutzung eines internen Standards ist unumgénglich,
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3 5 S den (Feit und Rastrup-Andersen 1973). Hydrolyseprodukte
e E von Busulfan im wissrigen Milieu kdnnen mangels Deri-
3 £ i = vatisierung mit DEDC bzw. kurzer Halbwertszeit des Zwi-
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z 2 detektiert werden (Xu et al. 1996). Der Peak bei ca. 2,8 min
Z : e ist dem Derivatisierungsreagenz Diethyldithiocarbamat zu-
g z H H zuordnen (Xu et al. 1996). Die kleinen zusitzlichen Peaks
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= = \S o8 L -
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a: < j f bau von Busulfan nicht und Hydrolyse findet durch unbeab-
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EE | 2 ENI- §ESzint ethylhexyl)phthalat) aus PVC-Beuteln herauslosen und
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o 55 s | TEEEg s die Injekt®™ Einmalspritzen der Firma B. Braun Melsungen
— = [N L2 0 235N ‘] . p . . .
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zweiteiligen Spritzen besteht aus Polypropylen und 0,1%
Olsdureamid als inneres Gleitmittel, die Spritzen-Kolben-
stange aus Polyethylen, welche mit Masterbatch griin ein-
gefirbt ist (B. Braun 1996). Die Busulfan-Stammldsung
ist in BIBraun Injekt® Einmalspritzen vorzugsweise bei
Kiihltemperatur aufzubewahren, da Wirme das Herauslo-
sen von Olsiureamid durch das in hoher Konzentration
enthaltene Losungsmittel DMA fordert (Krdmer und Maas
1999). Es sind allerdings weder toxische Eigenschaften
von Olsdureamid in der Literatur beschrieben noch sind
Expositionsgrenzen fiir Olsdureamid beim Menschen defi-
niert. Die BIBraun Injekt® Einmalspritzen entsprechen den
Anforderungen der Klasse VI Biological Reactivity Tests
invivo der United States Pharmacopeia (USP 23, B. Braun
1996). Den Testvorgaben entsprechende Untersuchungen
mit PEG 400 haben gezeigt, dass die BIBraun Injekt®
Einmalspritzen zur Lagerung von PEG 400-haltigen Lo-
sungen geeignet sind.

Unter Nutzung der nachgewiesenen mikrobiologischen und
physikalisch-chemischen 28-tdgigen Stabilitdt des Busul-
fan-Infusionslosungskonzentrats konnen bei zentraler Zyto-
statikaherstellung in der Apotheke die Kosten fiir parentera-
le Busulfantherapien erheblich reduziert werden. Pro nicht
zu verwerfendem Milliliter Busulfan-Infusionslosungskon-
zentrat ergibt sich eine Kosteneinsparung von rund 36 €
(Ampulle ca. 362 €).

Die Stabilitit applikationsfertiger Busulfan-Infusionslo-
sungen mit 0,9% Natriumchloridlosung als Trigerlosung
mit der in der Fachinformation vorgeschriebenen Konzen-
tration von 0,5 mg/mL. wird mit 12 h bei Kiihlschrank-
temperatur und anschliefend 3 h bei Raumtemperatur, die
als Aufwirmzeit und fiir die zweistiindige Applikation
genutzt werden sollen, angegeben (Fachinformation Busil-
vex® 2003). Uber eigene Untersuchungen zur physika-
lisch-chemischen Stabilitdt der applikationsfertigen Infusi-
onslosungen berichten wir an anderer Stelle.

4. Experimenteller Teil

4.1. Materialien

Die Bestimmungen wurden mit Busulfex™ (Orphan Medical, USA, Ch.-
B.: 200148) durchgefiihrt. Als externer Standard diente Busulfan von
Fihrhaus (Artikel-Nr.: 210690, Ch.-B.: 0039160001). Der interne Stan-
dard 1,6-Bis-methansulfonyloxy-hexan wurde von Sugaris GmbH (Miin-
ster, Deutschland) und das Derivatisierungsreagenz Diethyldithiocarbamat-
Natrium von Sigma-Aldrich Supelco (Artikel-Nr.: D3506) bezogen. Als
weitere Reagenzien wurden eingesetzt: Acetonitril HPLC grade von Pro-
mochem (Artikel-Nr.: 9128), Ethylacetat (Artikel-Nr.: 1.00868.1000) und
Tetrahydrofuran (Artikel-Nr.: 1081011000) jeweils HPLC grade von
VWR und Wasser HPLC grade von J. T. Baker (Artikel-Nr.: 4218). Die
Injekt® Einmalspritzen (Nennvolumen 10 mL, Artikel-Nr.: 4606108) und
Combi-Stopper (Artikel-Nr.: 4495101) wurden von B. Braun Melsungen
AG (Deutschland) bezogen.

4.2. Chromatographische Bedingungen

Die Messungen erfolgten mit einer Waters HPLC-Anlage bestehend aus
einer 510 HPLC-Pumpe, einem 717 plus Autosampler und einem Photo-
diodenarray Detektor 996. Wellenldnge: 280 nm, FlieBmittel: Acetonitril/
Tetrahydrofuran/Wasser, 65:5:30 (V/V/V), Flussrate: 1,2 mL/min, Sdule:
Hypersil ODS Cyg, 3um, 4,6 x 10cm (MZ Analysentechnik, Mainz,
Deutschland), Injektionsvolumen: 20 ul, Temperatur im Autosampler: 10 °C.
Die Auswertung erfolgte durch automatische Peakfldchenintegration.

4.3. Probenaufbereitung

Proben des Busulfex™ Infusionslosungskonzentrats der Konzentration
6 mg/mL und Busulfan 1,0 mg/mL in Acetonitril als externer Standard
wurden mit 0,9% Natriumchloridlosung auf die theoretische Konzentration
von 0,1 mg/mL verdiinnt. Zu 500 ul der verdiinnten Busulfan-Proben wur-
den 30 ul der 1,6-Bis-methansulfonyloxy-hexan-Losung (interner Standard,
ISD, 1,0 mg/mL in Acetonitril) hinzugefiigt und 10 s gevortext. Zur Deri-
vatisierung des Busulfans und des internen Standards wurden 2 mL
DEDC-Losung (Diethyldithiocarbamat-Natrium 100 mg/mL in Wasser) hin-
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zugefiigt, 30 s gevortext und 10 Minuten geschiittelt. Die Reaktionspro-
dukte wurden mit 2 mL Ethylacetat extrahiert. Die Mischung wurde 1 min
gevortext und bei 2000 g bei 4 °C fiir 15 Minuten zentrifugiert. 1 mL der
Ethylacetatschicht wurde abgenommen und unter Stickstoff bei 40 °C ein-
gedampft. Der Riickstand wurde mit 1 mL der mobilen Phase rekonsti-
tuiert.

4.4. Stabilititsuntersuchungen

Das Busulfan-Infusionslosungskonzentrat wurde, aufgezogen in jeweils 3
BIBraun Injekt® Einmalspritzen des Nennvolumens 10 mL und verschlos-
sen mit Combi-Stoppern (BIBraun), jeweils iiber 28 Tage bei 18-20°C
und Tages- bzw. Fluoreszenzlicht sowie bei 2—8 °C unter Lichtschutz gela-
gert. Es wurden pro Spritze mind. 1 Probe an den Tagen O (Anbruch der
Ampullen), 1, 3, 7, 14, 21, 25, 28 bzw. 31 (aus technischen Griinden)
entnommen, aufbereitet und jeweils dreifach chromatographiert. Zusitzlich
wurden die in BIBraun Injekt® Einmalspritzen aufgezogenen Busulfan-
Stammlosungen iiber den gesamten Untersuchungszeitraum visuell mit
bloBem Auge auf Verdnderungen gepriift. Stabilitit wird definiert als Ge-
halt von 90—-105% des Nenngehalts sowie als Freiheit von Auskristallisa-
tionen in den Priiflsungen.

Anerkennung: Diese Untersuchungen wurden freundlicherweise durch das
Amgen-Stipendium zur Forderung der Klinischen Pharmazie unterstiitzt.
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