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10.0/1435

Pflanzliche Drogen zur Teebereitung

Plantae ad ptisanam

Definition

Die ,,Teedroge” ist eine Drogenzubereitung mit
dem Bestimmungszweck der Bereitung eines Tees.
Sie unterscheidet sich von der unbearbeiteten
pflanzlichen Droge (Rohdroge, Ganzdroge) durch
die Tatsache, dass sie zerkleinert — meist geschnit-
ten (Schnittdroge) — als homogenes Produkt vor-
liegt. Schnittdrogen werden als Bulk in den Ver-
kehr gebracht, werden meist dann — in Tiiten oder
anderen grofleren Behiltnissen abgepackt — an den
Verbraucher weitergegeben. Zur Herstellung von
Teebeuteln werden manche Drogen auch grob pul-
verisiert. In beiden Fillen kann es sich entweder
um eine Einzeldroge oder um eine Drogenmi-
schung handeln. Zur Definition der Rohdroge sie-
he den Kommentar zu Pflanzliche Drogen, zur
Definition der Drogenzubereitung siehe den
Kommentar zu Zubereitungen aus pflanzlichen
Drogen (beide Ph. Eur., unter ,,Monographiegrup-
pen, Allgemeine Monographien®).

Die Teebereitung kann auf dreierlei Weise erfol-
genV. Meist wird ein heiBer Teeaufguss bereitet,
indem die Teedroge mit siedendem Wasser versetzt
wird, der Ansatz dann eine bestimmte Zeit (wenige
Minuten) stehen gelassen und dann abgeseiht
wird. In manchen Fillen ist diese Zubereitungsart
nicht angemessen und lidngeres Kochen (Abko-
chung) oder eine Kaltmazeration iiber mehrere
Stunden ist angebracht. Eine Abkochung ist dann
sinnvoll, wenn die Teedroge aus noch relativ di-
cken Drogenstiicken besteht, die schlecht vom
Wasser durchtrinkt werden, was meist auf Wurzel-
und Rhizomdrogen zutrifft. Eine Kaltmazeration
ist z.B. bei Schleimdrogen angebracht, damit sich
wihrend der Mazerationszeit der Schleim bereits
ausbilden kann. Auch wenn verhindert werden
soll, dass bestimmte Inhaltsstoffe in Losung ge-
hen, wird eine Kaltmazeration durchgefiihrt; so
z.B. bei Barentraubenblitter (Ph. Eur.) mit ihren
schlecht vertriglichen Gerbstoffen, die moglichst
nicht oder zumindest nur eingeschrinkt in den Tee
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gelangen sollen. Wie der Tee dann im Einzelnen
zubereitet wird, ist der Packungsaufschrift oder
-beilage zu entnehmen.

Die Ausgangsdroge(n) zur Herstellung der Tee-
droge/Teemischung miissen den jeweiligen Dro-
genmonographien entsprechen. Da durch das
Schneiden die charakteristischen makroskopischen
Merkmale zerstort werden, muss die Teedroge die
makroskopische Identititspriifung (A) nicht mehr
durchlaufen, alle anderen Qualitdtsanforderungen
muss sie aber erfiillen. Dies geht zwar aus der hier
vorliegenden Monographie nicht hervor, ergibt
sich aber aus der Allgemeinen Monographie
Pflanzliche Drogen (Ph. Eur.).

Bei einigen Drogenmonographien von Atherisch-
Ol-Drogen wird auch der Tatsache Rechnung ge-
tragen, dass nach dem Schneiden das édtherische 01
leichter verdunsten kann. Dann wird bei der
Schnittdroge ein etwas niedrigerer Olgehalt als bei
der Rohdroge gefordert (z.B. Eucalyptusblitter,
Ph. Eur.). In Einzelfillen gibt es auch eine separate
Monographie fiir die geschnittene Teedroge (z.B.
Geschnittene Baldrianwurzel, Ph. Eur.).

Prifung auf Identitat

Zur Sicherstellung der Identitdt werden in Bezug
auf die Identitéit nur die botanischen Untersuchun-
gen vorgeschrieben (makroskopisch und mikro-
skopisch), die Inhaltsstoffe bleiben unberiicksich-
tigt. Soweit es sich um eine Einzeldroge handelt
und fiir diese eine spezifische Monographie vor-
liegt, ist das gesamte Programm der Identitétsprii-
fung abzuarbeiten, also auch die Inhaltsstoff-bezo-
genen Priifungen wie z.B. die Diinnschichtchro-
matographie. Bei Teemischungen ist dies in der
Regel nicht moglich, sodass man sich auf die bo-
tanischen Priifungen verlassen muss.
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Prifung auf Reinheit

In Bezug auf die Priifung ,,Mikrobielle Verunreini-
gung* wird auf den Abschnitt ,,Pflanzliche Arz-
neimittel“ in 5.1.8 (Ph. Eur.) verwiesen. Darin
werden Grenzwerte fiir die mikrobielle Belastung
vorgegeben. Bei Teedrogen, die vor der Anwen-
dung mit siedendem Wasser versetzt werden, sind
die mikrobillen Akzeptanzkriterien hoher als bei
Teedrogen, die ohne Kontakt mit siedendem Was-
ser zur Anwendung kommen. Dabei geht man da-
von aus, dass das siedende Wasser die Keimzahl
reduziert; sieche dazu den Kommentar zu 5.1.8
Mikrobiologische Qualitit von pflanzlichen
Arzneimitteln zum Einnehmen und von Ex-
trakten zu deren Herstellung (Ph. Eur.).

Bei Teedrogen gelten die Qualititsvorgaben in den
jeweiligen Monographien oder zumindest die An-

forderungen der Allgemeinen Monographie
Pflanzliche Drogen (Ph. Eur.). Im Falle von Dro-
genmischungen miissen die einzelnen Bestandteile
makroskopisch voneinander getrennt werden, die
einzelnen Bestandteile konnen dann ausgewogen
werden. Bei Teebeuteln ist ein Verfahren aufgezeigt,
mit dem statistisch korrekt die Gewichtsgleichma-
Bigkeit der Beutelinhalte iiberpriift werden muss.
Abweichungen sind nur bis zu einem bestimmten
Prozentsatz zugelassen.

Details zum Thema ,,Tee als phytotherapeutische
Darreichungsform® (Wertigkeit, therapeutische
Gesichtspunkte, Ubergangsquoten der Drogenin-
haltsstoffe, Dosierung u.a.) siehe Lit.D.

E. Stahl-Biskup

Literatur
1) B. Frank, Z. Phytother. 40, 244-253 (2019).
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['*F]IPSMA-1007-Injektionslésung
PSMA-1007["F] solutio iniectabilis

Allgemeine Angaben

[18SF]JPSMA-1007 (1) gehort zu einer Gruppe nie-
dermolekularer Inhibitoren des Prostataspezifi-
schen Membranantigens (PSMA), die fiir nukle-
armedizinische Anwendungen entwickelt wurden.
Anwendung in der PET, SPECT und Endoradio-
therapie finden neben dem PSMA-1007 u.a. auch
die Verbindungen PSMA-11, PSMA-617, PSMA
1&T, PSMA 1&S, DCFBC und DCFPyL nach
Markierung mit geeigneten Radionukliden. Eine
Ubersicht iiber die einzelnen Radiopharmaka, de-
ren Struktur und Anwendungsgebiet ist der Fachli-
teratur zu entnehmen?).

Den oben genannten peptidomimetischen Inhibito-
ren ist gemein, dass sie PSMA — eine membrange-
bundene, Zink-abhingige Carboxypeptidase, die
vorzugsweise Peptide mit einem C-terminalen
Glutamat spaltet — adressieren. Beim gesunden Pa-
tienten wird PSMA in einer Reihe von Geweben
wie Gehirn, Niere, Speicheldriisen oder Diinndarm
exprimiert. Erste Versuche, geeignete Inhibitoren
des PSMA zu entwickeln, hatten zum Ziel, die
Aufgaben des PSMA im ZNS und des durch das
PSMA freigesetzten Glutamats besser zu verste-

hen. Dabei wurde N-Acetyl-Aspartyl-Glutamin-
sdure als Leitstruktur verwendet und optimiert. Da
nachgewiesen werden konnte, dass PSMA in Pros-
tatakarzinomen eine 1000fach hohere Expression
im Vergleich zum physiologischen Niveau auf-
weist, erfolgte eine Neuausrichtung der PSMA-
Forschung auf diesen onkologischen Bereich.
Nach Entwicklung und Optimierung der Leitstruk-
turen zeigte sich, dass fiir hochaffine Inhibitoren
zwei Strukturelemente von entscheidender Bedeu-
tung sind: zum einen eine Harnstoffstruktur, vor-
zugsweise Glu-urea-Lys (KuE) oder Glu-urea-Glu
(EuE), und zum anderen eine lipophile Region, die
eine entsprechende Bindungstasche im PSMA ad-
ressiert. Das letztgenannte Strukturelement kann
hierbei sowohl durch geeignete Strukturen im Lin-
ker, z.B. Aromaten, als auch durch einen geeigne-
ten Chelator, z.B. HBED-CC, bedient werden".

Nach ihrer Etablierung in der klinischen Routine
verdringten die PSMA-Inhibitoren, insbeson-
dere [98Ga]Gallium-PSMA-11 (siche [68Ga]Gal-
lium-PSMA -11-Injektionslosung, Ph. Eur.), die
bis dato genutzten radioaktiv markierten
Cholin-Derivate [!8F]Fluorcholin und [!!C]Cholin
(siche ['8F]Fluorcholin-Injektionslosung und

18F
4
N 0
— H NH
NH HN
4
0
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HO 0
0 HO
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([11C]Methyl)Cholin-Injektionslésung, beide
Ph. Eur., und die zugehorigen Kommentare) zu-
nehmend. Ursachen hierfiir sind u.a. die generell
hohere diagnostische Aussagekraft der PSMA-
Derivate. Das in der vorliegenden Monographie
beschriebene [!I8F]PSMA-1007 besitzt zudem mit
seiner primir hepatobilidren Ausscheidung ein
wichtiges Alleinstellungsmerkmal gegeniiber an-
deren PSMA- und Cholinderivaten, welche renal
ausgeschieden werden, was eine Anwendung fiir
die lokale Diagnostik im Bereich der Blase signi-
fikant erleichtert.

In der Monographie wird eine sterile Losung von
['8F]PSMA-1007 beschrieben. Enthalten sein diir-
fen auBerdem geeignete Puffersysteme und Stabi-
lisatoren. Die Monographie wurde neu in die
Ph. Eur. 10.5 aufgenommen. Wie auch andere
kiirzlich veroffentlichte Monographien ist auch
diese im Kontext einer Harmonisierung des Euro-
pdischen Arzneibuchs und insbesondere von radio-
aktiven Arzneimitteln zu betrachten. Wihrend dies
weitgehend umgesetzt wurde, sind jedoch einzelne
Aspekte noch nicht komplett adressiert worden. Im
Falle dieser Monographie betrifft dies die Testung
auf Phasentransferkatalysatoren, deren wichtigste
Vertreter Aminopolyether (insbesondere das
4,7,13,16,21,24-Hexaoxa-1,10-diazabicyclo[8.8.8]
hexacosan, Kryptofix® 222) und quarternire
Tetraalkylammoniumsalze (z.B. Tetrabutylammo-
nium) sind. Wihrend bis dato eine Testung
auf diese Phasentransferkatalysatoren in der jewei-
ligen Einzelmonographie des radioaktiven Arz-
neimittels beschrieben wurde, wurde in der
Ph. Eur. 10.5 eine allgemeine Grenzpriifung fiir
Tetrabutylammonium veroffentlicht (siehe 2.4.33
Tetrabutylammonium in radioaktiven Arznei-
mitteln und den zugehorigen Kommentar). Daher
erfolgt nun in dieser Monographie eine Reinheits-
priifung auf Tetrabutylammonium (Verunreinigung
A) gemil dieser allgemeinen Methode, wihrend
fiir Aminopolyether (Verunreinigung E) ein sepa-
rates Verfahren beschrieben wird. Da Aminopoly-
ether in der Praxis die deutlich relevanteren und
wichtigeren Phasentransferkatalysatoren darstel-
len, wire es sinnvoll und nur konsequent, auch fiir
diese eine allgemeine Grenzpriifung zu verdtfent-
lichen.

CAS-Nr.: 2093321-19-6

PubChem-Nr.: 145996605
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Darstellung: Die Monographie beschreibt die
Synthese des [18F]PSMA-1007 (1) in einer einstu-
figen Reaktion, durch Umsetzung der chemischen
Vorstufe  (5-((S)-4-Carboxy-1-((S)-4-carboxy-1-
(4-((S)-1-((S)-5-carboxy-5-(3-((S)-1,3-dicarboxy-
propylureido)pentylamino)-3-(naphthalen-2-yl)-1
-oxopropan-2-ylcarbamoyl)benzylamino)-1-oxo-
butan-2-ylamino)- 1-oxobutan-2-ylcarbamoyl)-
N,N,N-trimethylpyridin-2-aminiumacetat) (2) mit
['8F]Fluorid. Die erste Syntheseroute dieses Radio-
pharmakons basierte auf einer zweistufigen Syn-
these unter Verwendung von 6-[!18F]Fluornico-
tinsdure-2,3,5,6-tetrafluorphenylester als prostheti-
scher Gruppe, da die iiblicherweise bevorzugte
I8F-Direktmarkierung, aufgrund der ungeschiitzten
Carbonsduren im Molekiil, keine oder nur extrem
niedrige radiochemische Ausbeuten erwarten
lieB?. Allerdings konnten iiber diese Route, mit
einer Synthesezeit von ca. 45 min, nur unkorrigier-
te radiochemische Ausbeuten von ca. 5% erzielt
werden. Spitere Untersuchungen zeigten jedoch,
dass trotz der ungeschiitzten Carbonsduren eine
['8F]-Direktmarkierung mit hohen radiochemi-
schen Ausbeuten realisierbar war, weswegen die-
ses Verfahren nun die in der Praxis etablierte Me-
thode darstellt.

Das fiir die Synthese benétigte [!8F]Fluorid wird
an geeigneten Zyklotronen produziert. Das wich-
tigste Herstellungsverfahren besteht in der Be-
strahlung von 180-angereichertem Wasser (mehr
als 90%) mit Protonen iiber die '80O(p,n) !8F-
Kernreaktion. Dabei wird das Radionuklid als
['8F]Fluorid-Anion in wéssriger Losung erhalten.
AnschlieBend wird das [!8F]Fluorid auf einer
Anionenaustauschersdule adsorbiert, das [!180]-an-
gereicherte Wasser dadurch abgetrennt und zu-
riickgewonnen und das Nuklid mittels eines Pha-
sentransferkatalysators (PTK) vom Anionenaus-
tauscher eluiert. Im Falle des [I8F]PSMA-1007
kommt hierbei meist eine wissrige Tetrabutylam-
moniumhydrogencarbonat-Losung zum Einsatz,
alternativ konnen aber auch Aminopolyether in ei-
nem Acetonitril/Wasser-Gemisch verwendet wer-
den. Durch mehrmaliges azeotropes Trocknen des
Eluats unter Verwendung von wasserfreiem Aceto-
nitril werden sdmtliche Wasserspuren entfernt,
wodurch eine moglichst hohe Nukleophilie des
['8F]Fluorids und somit hohe radiochemische Aus-
beuten fiir die nachfolgende Markierungsreaktion
sichergestellt wurden.

Kommentar zur Ph. Eur. 10.5



317

["®FIPSMA-1007-Injektionslésung

18F
[*°FIFS, y
e ) Q)
DMSO — H NH
NH  HN
0
H O
HO 0o
0 HO

In der nachfolgenden Markierungsreaktion wird
das getrocknete [!8F]Fluorid mit der chemischen
Vorstufe umgesetzt. Die chemische Vorstufe
(Defluortrimethyl-PSMA-1007) kann sowohl in
Form des Acetats als auch des Trifluoressigsédure-
salzes verwendet werden, wobei erste Ergebnisse
dem Acetatsalz eine bessere Eignung bescheini-
gen”. Als Losungsmittel kommen hierbei DMSO
oder alternativ Acetonitril/fert-Butanol-Gemische
zum Einsatz. Die Reaktion wird bei ca. 95°C fiir
10 min durchgefiihrt. Nach Abschluss der [!8F]-
Markierung erfolgt die Aufreinigung des Reak-
tionsgemisches mittels HPLC oder Festphasenkar-
tuschen. Insbesondere letzteres Verfahren ist bei
der Synthese des [8F]JPSMA-1007 sehr weit ver-
breitet, da es kiirzere Synthesezeiten ermoglicht
und auch eine leichtere Implementierung auf au-
tomatisierten Synthesemodulen erlaubt. Allerdings
ist hierbei zu beachten, dass entsprechende Wasch-
schritte der Festphasenkartuschen notig sind und
optimiert werden miissen, um eine Abtrennung der
chemischen Verunreinigungen (insbesondere die
Verunreinigungen C und D) sicherzustellen.

Da fiir die klinische Routine in der Regel sehr
hohe Aktivititsmengen eingesetzt werden, werden
die Markierungsreaktionen iiblicherweise in ent-
sprechend abgeschirmten Bleizellen (,.heifle Zel-
le“, hotcell) unter Verwendung automatisierter
Synthesemodule durchgefiihrt. Letztere erlauben
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nach entsprechender Programmierung der Synthe-
separameter eine nahezu vollautomatisierte Syn-
these des Radiopharmakons, bei der der Nutzer
nur gelegentlich, meist bei der Aufreinigung, ein-
greifen muss. Dementsprechend wurde fiir das
['SF]PSMA-1007 die Synthese auf einer Reihe
gingiger Synthesemodule etabliert’->.

Stabilitit/Lagerung: Die In-vitro-Stabilitit des
[18SF]JPSMA-1007 (1) wurde in einigen Studien un-
tersucht, wobei hohe Stabilititen iiber den Zeit-
raum von 6 bis 8 h nachgewiesen werden konn-
ten>>. Bei hoheren Volumenaktivititen (> 1
GBg/ml) ist jedoch die Verwendung von Stabilisa-
toren (Natriumascorbat) angezeigt, da ansonsten
eine erhohte Radiolyse und damit ein verkiirzter
Verwendbarkeitszeitraum festzustellen ist®. Fiir
den genauen Verwendbarkeitszeitraum sind die
Angaben des Herstellers bzw. des jeweiligen Mar-
kierungsbestecks zu beachten. Fiir diesen Zeitraum
muss die Qualitdat gesichert sein, d.h. trotz
evtl. sich bildender Neben- bzw. Zersetzungs-
produkte miissen die Grenzwerte eingehalten wer-
den.

Da es sich bei [IBF]PSMA-1007 um ein radioakti-
ves Arzneimittel handelt, muss bei der Lagerung
die Einhaltung geltender Strahlenschutzvorschrif-
ten sichergestellt werden, wie z.B. die Aufbewah-
rung bzw. Handhabung nur in dafiir bestimmten
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Bereichen oder das Treffen geeigneter Vorkehrun-
gen zum Schutz vor ionisierender Strahlung.

Verwendung: Die [!I8F]JPSMA-1007-Diagnostik
dient — wie [08Ga]Gallium-PSMA-11 (siche den
Kommentar zu [68Ga]Gallium-PSMA-11-Injek-
tionslosung, Ph. Eur.) — sowohl der Lokalisation
von Prostatakarzinomen als auch entsprechender
Metastasen. Aufgrund des bis dato kurzen Ver-
wendungszeitraumes dieses Tracers existieren nur
erste vergleichende Studien mit dem etablierten
[68Ga]Gallium-PSMA-11. Diese bescheinigen
[8BFIPSMA-1007 dem [68Ga]Gallium-PSMA-11
dhnliche, zum Teil jedoch auch iiberlegene Eigen-
schaften bei der Diagnostik® 7. Fiir weitere Infor-
mationen in diesem Zusammenhang sei auf die
Handlungsempfehlung der Deutschen Gesellschaft
fiir Nuklearmedizin (DGN) verwiesen®.

Dosierung: Trotz der insgesamt stark angestiege-
nen Nutzung des ['8F]PSMA-1007 (1) ist die op-
timale Injektionsdosis aufgrund des kurzen Nut-
zungszeitraums noch nicht festgelegt und wird
noch diskutiert. Die aktuelle Handlungsempfeh-
lung der DGN verweist hierbei auf die aktuelle
Studienlage bei der eine Patientendosis von 250
bis 350 MBq appliziert wurde®.

Intravends injiziertes [!SFJPSMA-1007 wird
schnell aus dem Blut ausgeschieden und reichert
sich bevorzugt in den Nieren, der Leber, der Milz,
der Bauchspeicheldriise und den Speicheldriisen
und Tridnendriisen an’>%. Im Vergleich zu ande-
ren PSMA-gerichteten Radiopharmaka weist
['8FIPSMA-1007 eine #hnliche Biodistribution
auf, unterscheidet sich jedoch durch eine reduzier-
te Urinausscheidung (was die Diagnostik der Pros-
tata und Blasenregion erleichtert) und eine erhohte
hepatobilidre Ausscheidung. Bei Prostatatumoren
und Metastasen wurden eine deutlich erhdhte Auf-
nahme (SUV) und ein besserer Kontrast festge-
stellt, wobei giinstige Tumor-zu-Hintergrund- Ver-
hiltnisse 2 bis 3 h nach der Applikation beobachtet
wurden?).

Strahlenbelastung: Die durchschnittliche Strah-
lenbelastung fiir Organe und Gewebe wurde im
Rahmen einer Studie mit gesunden Probanden
(n=3) und Patienten (n = 10) mit einem neu dia-
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gnostiziertem Hochrisiko-Prostatatumor —ermit-
telt?. Fiir die gesunden Probanden wurde hierbei
eine effektive Dosis von 0,022 mSv/MB(q berech-
net, was bei einer applizierten Aktivitdt von 200—
250 MBq einer Gesamtdosis von 4,4 bis 5,5 mSv
entspricht. Betrachtet man die Werte der absorbier-
ten Organdosen fiir die Probanden, so wurden die
hochsten Dosiswerte fiir die Nieren (0,17mGy/
MBq), die Leber (0,06mGy/MBq) und die Milz
(0,074mGy/MBq) ermittelt. Bei den Patienten
konnte in den Tumoren 1 bis 3 h nach Applikation
des ['8F]PSMA-1007 eine 5- bis 10fach hohere
Aufnahme in Relation zum intravesikalen Harn
beobachtet werden.

Tab. 1: Strahlenexposition durch eine [!SF]JPSMA-
1007-PET-Untersuchung in gesunden Pro-

banden?)
Organdosis [nGy/MBq]
Organ

Mittelwert
Nebennieren 1,94 - 102
Gehirn 7,20 - 1073
Brust 8,06 - 103
Gallenblasen 2,22 102
Unterer Dickdarm 4,83 .102
Diinndarm 1,56 - 102
Magen 1,42 102
Oberer Darm 4,08 - 102
Herzwand 2,51 102
Nieren 1,70 - 10!
Leber 6,02 - 102
Lunge 1,11 - 102
Muskeln 1,00 - 102
Pankreas 1,92 - 102
Rotes Knochenmark 1,33 - 102
Osteogene Zellen 1,55 - 102
Haut 7,30 - 103
Milz 7,39 - 102
Hoden 8,37 - 103
Thymus 9,90 - 103
Schilddriise 8,50 - 103
Blasenwand 1,87 - 102
Effektive Dosis 2,2-102
(mSv/MBq)

Synonyme: Fluor-18-PSMA-1007, PSMA-1007
F-18

Kommentar zur Ph. Eur. 10.5
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Eigenschaften

Fluor-18 hat eine Halbwertszeit von ca. 110 min
(siehe hierzu auch die Tabelle in 5.7, Ph. Eur.) und
emittiert in 97 % aller Zerfille Positronen mit einer
Maximalenergie von 0,635 MeV. Nach Verlust sei-
ner kinetischen Energie bildet das Positron mit ei-
nem Elektron ein Positronium, das in Form von
zwei Gammaquanten in einem Winkel von 180°
zueinander mit je 511 keV zerstrahlt. Die Erfas-
sung des Gammaquantenpaares ist Grundlage des
PET-Messprinzips.

Priifung auf Identitat

A. Gammaspektrometrie: Die Priifung der Identi-
tit des Radionuklids erfolgt zusammen mit der
Priifung der Radionuklid-Reinheit durch Aus-
wertung des Gammastrahlenspektrums anhand
des Photopeaksbei 511 keV. In Abhingigkeit
von der Detektorgeometrie und der gemessenen
Radioaktivitidt kann es dabei auch zum Auftre-
ten eines Summenpeaks kommen (siehe hierzu
auch 2.2.66, Ph. Eur.), der jedoch eine deutlich
niedrigere Intensitdt als der Photopeak auf-
weist.

B. Halbwertszeitbestimmung: Da Positronenemit-
ter anhand der Gammaspektrometrie nicht von-
einander zu unterscheiden sind, ist zusitzlich
die Bestimmung der Halbwertszeit zur Identifi-
kation notwendig. Die Priifung sollte einen
Wert zwischen 105 und 115 min ergeben und
wird wie iiblich bei Radiopharmaka durch Er-
mittlung der abgeschitzten Halbwertszeit
(Messdauer ein Viertel der Halbwertszeit des
Radionuklids, in diesem Fall ca. 30 min) be-
stimmt.

C. HPLC-Chromatographie: Die Priifung auf
[18SF]JPSMA-1007 erfolgt durch Vergleich der
Priiflosung mit der chemischen Referenzsub-
stanz PSMA-1007 gemill dem bei der Rein-
heitspriifung ,,PSMA-1007 und verwandte Sub-
stanzen®“ beschriebenen HPLC-Verfahren. Die
Priifsubstanz muss hierbei zum Referenzstan-
dard (Referenzlosung A) vergleichbare Reten-
tionszeiten aufweisen. Da bei der Radio-HPLC
UV- und Radiodetektor in Reihe geschaltet
sind, ldsst sich zwischen den beiden Chroma-
togrammen (UV und Radioaktivitit) stets ein
Unterschied in der Retentionszeit feststellen,
der durch die Wegstrecke zwischen beiden De-
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tektoren bedingt ist. Eine genaue Kenntnis die-
ses Retentionszeitunterschiedes ist fiir eine ge-
naue Identifikation einer Substanz wichtig und
bei Verunreinigungen mit dhnlicher Retentions-
zeit sogar zwingend erforderlich.

Priifung auf Reinheit

Verunreinigung A: Fiir die Erzielung hoher radio-
chemischer Ausbeuten bei [!8F]-Markierungsreak-
tionen ist die Verwendung von Phasentransferkata-
lysatoren (PTK) unabdingbar. Im Allgemeinen
finden hierbei bevorzugt Aminopolyether Anwen-
dung, da sie gegeniiber der Alternative, dem Tetra-
butylammonium (TBA, Verunreinigung A), zu-
meist hohere radiochemische Ausbeuten erbrin-
gen. In diesem Fall stellt jedoch das TBA den
tiblicherweise genutzten PTK dar. Da das TBA
eine gewisse Toxizitdt aufweist, wurde in der
Ph. Eur. 10.5 eine allgemeine Grenzpriifung fiir
das TBA (siehe 2.4.33 und den zugehorigen Kom-
mentar) verOffentlicht. Zum Bestehen dieser
Grenzpriifung darf der erlaubte Maximalgehalt
von 2,6 mg TBA pro Patienten nicht iiberschritten
werden, wobei sich der Gehalt auf das eigentliche
Tetrabutylammonium bezieht (ein Gegenion wird
bei diesem Grenzwert nicht beriicksichtigt).

Verunreinigung E: Als Alternative zum TBA
konnen auch Aminopolyether (insbesondere Kryp-
tofix® 222) als PTK eingesetzt werden.Wie TBA
besitzen aber auch Aminopolyether eine gewisse,
wenn auch geringe Toxizitit'?, weshalb auch fiir
diese eine Gehaltsbestimmung in der Produktlo-
sung durchgefiihrt werden muss. Da sich andere
chromatographische Verfahren als unzuverlissig
herausgestellt haben, wird zu dessen Priifung die
in dieser Monographie beschriebene ,, Tiipfel-Test*
eingesetzt (siche Abb. 1). Diese basiert auf Ver-
wendung einer mit lodplatin-Reagenz behandelten
DC-Platte (siehe 1172700 DC-Platte mit Kieselgel
zur Aminopolyetherpriifung R). Da die Matrix der
Untersuchungslosung gegebenenfalls auch zu ei-
ner Maskierung des Flecks fiihren kann, wird ne-
ben der Untersuchungs- und den Referenzlosun-
gen auch eine Mischung aus Untersuchungs- und
Referenzlosung b aufgetragen (Abb. 1, Fleck 2).
Zum Bestehen dieser Grenzpriifung darf der zent-
rale Fleck der Untersuchungslosung nicht intensi-
ver sein als der der Referenzlosung b, wodurch ein
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maximaler Gehalt von 2,2 mg pro Patienten si-
chergestellt wird.

1 2 3 4
Abb. 1: Priifung auf Aminopolyether; 1 Referenzlo-
sung b; 2 Untersuchungslosung/Referenzlosung

b 1/1 (V/V); 3 Untersuchungslosung; 4 Refe-
renzlosung a

Da fiir die Synthese entweder Aminopolyether
oder TBA als PTK eingesetzt werden, muss auch
nur auf eine der beiden Verunreinigungen A oder E
getestet werden.

PSMA-1007 und verwandte Substanzen: Die
chemische Reinheit wird mit Hilfe einer Gradien-
ten-HPLC bestimmt. Zum Losen der Referenzsub-
stanzen kommt das beschriebene Losungsmittel-
system A zum Einsatz. Alternativ wurde auch ein
Wasser/Ethanol-System untersucht; dieses machte
das Losen der Referenzsubstanzen jedoch aufwin-
diger und resultierte zudem auch in kleineren
Peaks. Als Referenzlosungen werden PSMA-1007
(a), Defluorhydroxy-PSMA-1007 (b), welches
durch Hydrolyse der chemischen Vorstufe wihrend
der Synthese entstehen kann, sowie Defluortri-
methyl-PSMA-1007 (chemische Vorstufe, c¢) fiir
die Priifung genutzt. Unter den beschriebenen Be-
dingungen ergeben sich die nachfolgenden Reten-
tionszeiten fiir die Referenzlosungen: (¢) (Verun-
reinigung D, chemische Vorstufe) 5,6 min; (b)
(Verunreinigung C, Nebenprodukt) 6,7 min und (a)
(PSMA-1007) 11 min. Als Grenzwerte fiir nicht-
radioaktives PSMA-1007 und verwandte Substan-
zen wurde jeweils ein Maximum von 0,1 mg pro
Patienten festgelegt, wobei die Gesamtmenge
0,5 mg nicht tiberschreiten darf.

Losungsmittel-Riickstiinde: Als potentielle Lo-
sungsmittel-Riickstinde fiir die Testung sind ins-
besondere das fiir die azeotrope Trocknung einge-
setzte Acetonitril und das fiir die !SF-Direkt-
markierung verwendete Losungsmittel(-system),
also zumeist DMSO oder fert-Butanol/Acetonitril,
zu beriicksichtigen. Die Uberpriifung auf Lo-
sungsmittel-Riickstidnde sollte vorzugsweise mit-
tels GC durchgefiihrt werden.
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Ethanol: Da Ethanol bei einigen Herstellungsver-
fahren — insbesondere bei Abtrennungen mittels
Festphasenkartuschen — als Losungsmittel einge-
setzt wird, wurde ein Grenzwert von 10% V/V und
maximal 2,5 g (= 3,16 ml) pro Anwendung festge-
legt.

Sterilitéit: Siehe auch die Allgemeine Monogra-
phie Radioaktive Arzneimittel (Ph. Eur.) und den
zugehorigen Kommentar. Da eine Priifung auf Ste-
rilitdt, unter Beriicksichtigung der Halbwertszeit
des Fluor-18, nicht innerhalb des Verwendbar-
keitszeitraums von [!8F]-markierten Radiopharma-
ka moglich ist, ist auch hier eine Freigabe der Arz-
neimittelcharge vor Beendigung des Tests gestat-
tet.

Bakterien-Endotoxine: Siehe 2.6.14 (Ph. Eur.)
und den zugehorigen Kommentar. Eine Freigabe
der Arzneimittelcharge vor Beendigung des Tests
ist gestattet.

Radionuklid-Reinheit

Fluor-18: Der Gehalt an Fluor-18 muss mindes-
tens 99,9 % der Gesamtradioaktivitit betragen.

A. Gammaspektrometrie: Die Uberpriifung auf
kurzlebige Verunreinigungen, deren Gehalt
= 0,1 % sein muss, erfolgt durch Gammaspek-
trometrie. Dazu miissen alle als 0,511 MeV
(Photopeak) und 1,022 MeV (Summenpeak)
emittierten Gammalinien mittels eines Gam-
maspektrometers erfasst werden (siehe hierzu
auch 2.2.66, Ph. Eur.). Dabei ist zu beachten,
dass alle anderen PET-Radionuklide das glei-
che Gammaspektrum zeigen und somit mit
dieser Messmethode nicht erfassbar sind. Die
einzige nuklearchemische Methode, [!8F] von
anderen PET-Nukliden zu unterscheiden, be-
steht in einer Bestimmung der Halbwertszeit
des [18F] (#;, = 110 min), da derartige Verun-
reinigungen zu einer Anderung der gemesse-
nen Halbwertszeit fithren wiirden. Die héufigs-
te potentiell auftretende Radionuklidverunrei-
nigung ist [13N] (#,: 10 min), welches durch
die 1°O(p;cr);3N-Kernreaktion wihrend der Be-
strahlung gebildet wird. Der Anteil des [!3N]
hidngt somit von der Qualitit des [!80]-
Wassers und den Bestrahlungsbedingungen ab
und beeinflusst im Allgemeinen — unter Be-
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riicksichtigung der Synthesedauer — die Quali-
tit des Endproduktes nicht.

B. Gammaspektrometrie: Da Verunreinigungen

mit langlebigen Radionukliden (¢, >2 h) an-
fanglich, aufgrund des hohen Hintergrunds
durch die 511 keV Photonen des Fluor-18,
nicht oder nur sehr schwer messbar sind, muss
die Probe mindestens 24 h abklingen, um eine
ausreichende Sensitivitit fiir deren Messung
zu besitzen. Der Gehalt an derartigen langlebi-
gen Radionukliden muss ebenfalls kleiner als
= 0,1 % sein.
Da eine Priifung auf langlebige Verunreini-
gungen nicht innerhalb des Verwendbarkeits-
zeitraums von [!8F]-Radioparmaka moglich
ist, ist auch hier eine Freigabe der Arzneimit-
telcharge vor Beendigung des Tests gestattet.

Radiochemische Reinheit

[18F]PSMA-1007: Fiir das [18F]PSMA-1007 wird
ein Mindestgehalt von = 91 % gefordert, was so-
mit in einem Widerspruch zu dem bis dato fiir
[18F]-markierte Radiopharmaka stets geforderten
Mindestgehalt von = 95 % steht. Die Berechnung
des Gesamtgehalts an [18SF]JPSMA-1007 erfolgt mit
Hilfe der Testergebnisse von Verunreinigung B

und anderer radiochemischer Verunreinigungen
unter Verwendung der dort dargelegten Formel.

Verunreinigung B: Die Priifung auf [!8F]Fluorid
erfolgt mittels eines radiodiinnschichtchromato-
graphischen Verfahrens, wobei der Gehalt an
[18F]F® = 5% sein muss.

Andere radiochemische Verunreinigungen: Die
Priifung auf weitere radiochemische Verunreini-
gungen erfolgt mit dem bei der Reinheitspriifung
PSMA-1007 und verwandte Substanzen* be-
schriebenen HPLC-Verfahren. In Abhéngigkeit des
Gehalts an Verunreinigung B sind somit fiir andere
radiochemische Verunreinigungen maximale Ge-
halte von 4 bis 9 % gestattet.

Beschriftung

Die Beschriftung muss den prozentualen Anteil an
Ethanol angeben. Da fiir Ethanol Grenzwerte (so-
wohl hinsichtlich Volumenprozenten als auch ma-
ximaler Dosis) festgelegt wurden, stellt diese An-
gabe sicher, dass diese auch durch den Anwender
eingehalten werden konnen.

Piel, Rosch/Schi
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Konzentrierte Erythropoetin-Lésung

Erythropoetini solutio concentrata

Allgemeine Angaben

Erythropoetin (Epoetin, EPO) ist ein hauptsichlich
in der Niere gebildetes Glycoprotein-Hormon, das
die Erythropoese (Bildung und Differenzierung
der Erythrozyten im Knochenmark) stimuliert.
Therapeutisch wird EPO zur Behandlung der
Andmie bei chronischer Niereninsuffizienz oder
aufgrund einer Chemotherapie eingesetzt. Miss-
briauchlich wird EPO zum Doping besonders in
Ausdauersportarten verwendet.

Die Isolierung von EPO gelang 1977 aus dem Urin
von Patienten mit aplastischer Animie!. Die Klo-
nierung und Expression des humanen EPO-Gens
gelang 1985%. Rekombinant hergestelltes EPO
wurde 1989 von Amgen unter dem Handelsnamen
Epogen® und von Johnson & Johnson unter dem
Handelsnamen Procrit® in die Therapie eingefiihrt.
2007 folgten mit Binocrit®, Epoetin alfa Hexal®
und Abseamed® die ersten Biosimilars von EPOY.
Produziert wird rekombinantes EPO heute u.a. in
Russland, Thailand, China, Indien, Korea sowie
siidamerikanischen Staaten, sodass man die Zahl
der weltweit gehandelten EPO-Biosimilars auf et-
wa 80 Priiparate schitzt* .

Die Substanz ist auch in der USP beschrieben, die
JAP beschreibt Epoetin alfa und Epoetin beta.
Wihrend sich die Monographien der JAP ebenfalls
auf EPO-Losungen beziehen, beschreibt die Mo-
nographie der USP Reinsubstanz.

In der Ph. Eur. 10.5 wurde der Abschnitt ,,Herstel-
lung" um die Glycan-Analyse erweitert, um die
GleichmédBigkeit des Glycosylierungsmusters der
produzierten Chargen sicherzustellen. Auflerdem
wurde die Identitétspriifung der N-terminalen Se-
quenzanalyse gestrichen, da diese Priifung fiir die
Freigabeanalytik nicht relevant ist.

Die Referenzsubstanzen der Ph. Eur. sind eine Mi-
schung aus gleichen Teilen von Epoetin alfa und
Epoetin beta.

Kommentar zur Ph. Eur. 10.5

Nomenklatur: Nach der INN Nomenklatur wurde
der Wortstamm ,,poetin® fiir Hidmatopoese-Fak-
toren vom Erythropoetin-Typ festgelegt®. Proteine
mit der gleichen Aminosidurensequenz wie das
humane Hormon werden ,.Epoetin® genannt, ein
zusitzlicher griechischer Buchstabe weist auf un-
terschiedliche Glycan-Muster hin. Die WHO listet
derzeit Epoetin alfa, beta, gamma, delta, epsilon,
zeta, theta, kappa und omega; wirtschaftliche Be-
deutung haben vor allem Epoetin alfa, beta, delta,
theta und zeta. Derivate mit einer von natiirlichem
Epoetin abweichenden Aminosdurensequenz wer-
den mit dem Suffix ,,poetin“ und einem frei ge-
wihlten Préfix benannt. Ein Beispiel ist Darbepoe-
tin alfa, bei dem fiinf Aminosduren ausgetauscht
sind (Ala30Asn, His32Thr, Pro87Val, Trp88Asn
und Pro90Asn) und das zwei zusitzliche N-Gly-
cane an den neu eingefiihrten Asn30 und Asn88
aufweist. Darbepoetin alfa wird auch als NESP
(novel erythropoesis stimulating protein) bezeich-
net.

CAS-Nr.: 11096-26-7
113427-24-0 (Epoetin alfa)
122312-54-3 (Epoetin beta)

2611356-80-3 (Epoetin delta)
154725-65-2 (Epoetin epsilon)
604802-70-2 (Epoetin zeta)

762263-145-9 (Epoetin theta)
879555-13-2 (Epoetin kappa)
148363-16-0 (Epoetin omega)
209810-58-2 (Darbepoetin alfa)

PubChem-Nr.: SID 135362249
SID 103771193 (Epoetin alfa)
SID 134221730 (Epoetin beta)
SID 47205997 (Epoetin delta)
SID 135305722 (Epoetin epsilon)
SID 135290569 (Epoetin zeta)
SID 135315770 (Epoetin theta)
SID 124490477 (Epoetin kappa)
SID 135297905 (Epoetin omega)
SID 103771325 (Darbepoetin alfa)
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DrugBank-Nr.: DB00016 (Epoetin alfa)
DB08923 (Epoetin zeta)
DB00012 (Darbepoetin alfa)

Struktur: EPO gehort zur Klasse-1-Zytokin-
Familie, die eine kompakte, globuldre Struktur mit
vier a-Helices aufweisen. EPO ist ein Glycopro-
tein mit einem Molekulargewicht von ca. 30 400
Da”, wobei ca. 18200 Da auf den Proteinanteil
entfallen. Das Protein besteht aus 165 Aminosiu-
ren (Abb. 1). Zwischen den Cysteinresten Cys7
und Cys161 sowie zwischen Cys29 und Cys33
sind Disulfidbriicken ausgebildet. Im Vergleich zur
der aus cDNA abgeleiteten Aminosdurensequenz
fehlt EPO die C-terminale Aminosédure Arginin®,
die vor dem Ausschleusen aus der Zelle durch eine
Carboxypeptidase abgespaltet wird. EPO entsteht
aus einem PriaPro-EPO-Protein, das 193 Amino-
sduren umfasst und neben dem C-terminalen Argi-
nin am N-Terminus ein zusitzliches, 27 Amino-
sduren umfassendes Signalpeptid aufweist. Dieses
wird ebenso wie das C-terminale Arginin ab-
gespalten.

EPO enthilt vier Polysaccharidketten, drei an
Asn24, Asn38 und Asn43 gebundene N-Glycane
sowie ein an Serl26 gebundenes O-Glycan
(Abb. 2). Insgesamt betrigt der Kohlenhydratanteil
etwa 40% des Molekulargewichts. Die Glycane
bestechen aus Mannose, Galactose, N-Acetyl-
glucosamin, Fucose und endstindiger N-Acetyl-
neuraminsiure (Sialinsdure). Die N-Glycane geho-
ren zum komplexen Typ und sind in der Mehrzahl
tetraantenndr”; zu einem geringen Prozentsatz
existieren auch bi- und triantennidre Strukturen.
Die Glycane sind hinsichtlich der Struktur sehr va-
riabel (Verzweigung der Antennen, Anzahl der
N-Acetyllactosamin-Einheiten (LacNAc-Repeats),
Anzahl und Verkniipfung der Sialinsduren etc.),
woraus eine Vielzahl von Molekiilen mit geringfii-
gig variierender Glycan-Struktur resultiert. Dies
wird auch als Mikroheterogenitit eines Glycopro-
teins bezeichnet. Die Glycosylierungsvarianten
sind ist u.a. vom Zelltyp, dem Vektorexpressions-
system der Wirtszelle und den Kulturbedingungen
abhingig. Die Struktur des an Ser126 gebunden
O-Glycans ist wesentlich kleiner und auch weniger
heterogen; sie besteht aus dem Disaccharid Galac-
tose-N-Acetylgalactosamin, an das 1 bis 2 Sialin-
sduren gebunden sind®. Zu Details der Analyse der
Glycan-Strukturen siehe auch z.B. Lit.>'3. Fiir
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allgemeine Angaben zu Glycanen und ihrer Struk-
tur sieche auch den Kommentar zu 2.2.59 Glycan-
Analyse von Glycoproteinen (Ph. Eur.).

Aus dem Urin isoliertes natiirliches EPO und in
CHO- oder BHK-Zellen rekombinant hergestelltes
EPO unterscheiden sich durch einen geringen An-
teil (1 bis 3 % der Gesamtsialinsduren) der Immun-
reaktionen auslosenden N-Glycolylneuraminséure,
der Verkniipfung der Sialinsduren (nur a2—3-Ver-
kniipfung der Sialinsduren) und der Anzahl der
LacNAc-Repeats (bis zu drei in einigen Glyca-
nen)'¥. Fiir ein in einer humanen Zelllinie expri-
miertes EPO konnte die immunogene N-Glycolyl-
neuraminsidure nicht nachgewiesen werden. Dar-
tiber hinaus wies dieses Produkt eine hohere Zahl
an tetraantenndren Glycanen und eine geringere
Zahl an LacNAc-Repeats auf als in CHO-Zellen
exprimiertes EPO!S).

Die Glycane, insbesondere die N-Glycane, sind fiir
die In-vitro-Stabilitit sowie die In-vivo-Aktivitit
verantwortlich. Deglycosyliertes EPO denaturiert
in Abhéngigkeit von pH-Wert und Temperatur
leichter als glycosyliertes EPO'9. Fiir die biologi-
sche Aktivitit tragen besonders die terminalen Sia-
linsdurereste bei.

Die Rontgenkristallstruktur des EPO im Komplex
mit dem Erythropoetin-bindenden Protein ist be-
schrieben!”-. Die Struktur des Hormons in Losung
wurde mittels NMR-Spektroskopie ermittelt!s).

Definition

Die Ph. Eur. fordert fiir ,,Konzentrierte Erythro-
poetin-Losung® eine Konzentration von 0,5 bis
10 mg/ml bei einer Aktivitit von mindestens
100000 I.E./mg Protein. Die JAP gibt fiir Epoetin
alfa einen Proteingehalt von 1,1 bis 1,5 mg/ml bei
einer Mindestaktivitidt von 150000 I. E./mg Protein
an, Epoetin beta muss einen Proteingehalt von 0,5
bis 1,5 mg/ml bei einer Mindestaktivitit von
150000 I.E./mg Protein enthalten. Die USP for-
dert eine Aktivitidt von 140000 bis 200000 LE. pro
Einheit der Absorption bei 280 nm.

Kommentar zur Ph. Eur. 10.5
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Abb. 1: Aminosiurensequenz von Erythropoetin

Herstellung

EPO wird biotechnologisch durch Fermentation
transfizierter Zellen gewonnen. Hierzu wurden
aufbauend auf der Aminosdurensequenz des EPO
Gensonden synthetisiert, mit deren Hilfe sich das
EPO-Gen in menschlichen Zellbanken lokalisieren
und isolieren ldsst. Im Falle von Epoetin alfa wur-
de somatische DNA verwendet, im Falle von Epo-
etin beta die komplementire DNA-Kopie von
mRNA. Das Gen wurde dann in einen Vektor ein-
gebaut, der weitere Gene enthilt, die fiir die Er-
kennung und Selektion erfolgreich transfizierter
Zellen und die Expression in der Wirtszelle not-
wendig sind. Die Aufreinigung des Produkts aus
dem Fermentationsmedium erfolgt mittels Diafil-
tration und umfasst in der Regel mehrere chroma-
tographische Schritte.

Kommentar zur Ph. Eur. 10.5

Am weitesteten verbreitet ist — unter Verwendung
von Dihydrofolatreduktase (DHFR) — die Produk-
tion defizienter Ovarialzellen des Chinesischen
Hamsters (CHO-Zellen)!®. Von den derzeit kom-
merziell erhiltlichen Préparaten werden Epoetin
alfa (Handelspriaparate Eprex®, Erypo®, Epoetin
alfa Hexal®, Binocrit® und Absamed®), Epoetin
beta (NeoRecormon®), Epoetin theta (Biopoin®
und Eporatio®) und Epoetin zeta (Silapo® und Re-
tacrit®) in CHO-Zellen exprimiert. Epoetin delta
(Dynepo®) wird aus einer transfizierten humanen
Fibrosarcoma-Zelllinie gewonnen. Zur Produktion
von Darbepoetin alfa (Aranesp®) dient ebenfalls
eine CHO-Zelllinie. Methoxy-Polyethylenglycol-
Epoetin beta (CERA, continuous erythropoietin
receptor activator; Mircera®) ist aus CHO-Zellen
gewonnenes Epoetin beta, das iiber die Amino-
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Abb. 2: Molecular-Modeling-Struktur des Erythropoetin mit N-Gycanen an Asn24, Asn38 und Asn83; das
O-Glycan an Ser126 ist nicht gezeigt. Die Protein-Glycan-Bindungen sind vermutlich sehr flexibel, sodass
das Modell nur eine mogliche Konformation zeigt (reproduziert mit Erlaubnis aus C. Sheridan, Nat. Biotechnol.
25, 145-146 [2007], © Nature Publ. Group. Die Abbildung wurde von M. R. Wormald, R. A Dwek und P.M.

Rudd erstellt).

gruppen von Lys52 oder Lys45 pegyliert ist!®.
Epoetin omega und Epoetin epsilon (keine zuge-
lassenen Préparate in Europa) werden mit Kultu-
ren einer Zelllinie aus der Niere eines Jungtiers
des Syrischen Goldhamsters (BHK-Zellen) herge-
stellt und Epoetin gamma (kein zugelassenes Pri-
parat in Europa) in einer murinen Fibroblastenzell-
linie. Publiziert ist auch die Expression von EPO
in weiteren murinen und caninen Zelllinien oder
Affennierenzellen (COS-Zellen)2?. Die chemische
Totalsynthese einer Glycoform des EPO ist be-
schrieben?!-23), wobei diese keine wirtschaftliche
Bedeutung besitzt. Hierzu wurden zunéchst die
Glycane synthetisiert und an kleine Peptide ge-
koppelt. Die resultierenden Glycopeptide wurden
anschlieBend mit den entsprechenden EPO-Poly-
peptidfragmenten verkniipft.

Konzentrierte Erythropoetin-Losung muss der Mo-
nographie DNA-rekombinationstechnisch herge-
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stellte Produkte (Ph. Eur.) entsprechen (unter ,,Mo-
nographiegruppen, Allgemeine Monographien®).
Daraus ergeben sich Anforderungen fiir das Vali-
dieren der Abreicherung von Wirtszellproteinen,
Vektor-DNA, Viren und Mycoplasmen sowie me-
thodische Anforderungen fiir die Priifung auf
Wirtszellproteine und Vektor-DNA. Die Monogra-
phie selbst legt keine Grenzwerte fiir Wirtszellpro-
tein und Vektor-DNA fest, sondern verweist auf
entsprechende Anforderungen der Zulassungsbe-
horden. Die USP verfihrt analog.

Glycan-Analyse: Die Ph. Eur. fordert die Uber-
priifung des Glycan-Musters, in der Regel der N-
Glycane, im Rahmen des Herstellungsverfahrens.
Es wird hierfiir kein spezielles Verfahren vorge-
schrieben, sodass die Hersteller groitmogliche
Wahlfreiheit haben. Die Ph. Eur. fordert lediglich,
dass die Glycane in geeigneter Weise abgespalten
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und analysiert werden, entweder nativ oder nach
einer Derivatisierung. Der Anteil der einzelnen
Glycane wird nicht festgelegt, sondern auf die Zu-
lassung durch die zusténdige Behorde verwiesen.

Beispielhaft gibt die Ph. Eur. ein Verfahren an, mit
dem die Bestimmung durchgefiihrt werden kann.
Dabei werden die N-Glycane nach Entsalzung der
Probe mit dem Enzym Peptid-N-Glycosidase F
(PNGase F) abgespalten. Die nativen Glycane
werden anschliefend mit einem HPLC-Verfahren
unter Verwendung eines stark basischen lonenaus-
tauschers und gepulster amperometrischer Detek-
tion (high-performance anion exchange chroma-
tography coupled to pulsed amperometric detec-
tion, HPAEC-PAD) analysiert, wobei ein ternédrer
Gradient eingesetzt wird. Zur Etablierung und Va-
lidierung des Verfahrens siehe Lit.?%.

Die USP ldsst das Glycan-Profil in einer Rein-
heitspriifung bestimmen. Hierzu werden die Gly-
cane ebenfalls mit PNGase F abgespalten und
nach reduktiver Aminierung mit 2-Aminobenz-
amid und Natriumcyanoborhydrid mit einem ana-
logen HPLC-Verfahren mit terndrem Gradienten
analysiert. Die Detektion erfolgt fluorimetrisch
(Aex 330 nm, Ay, 420 nm). Der Anteil der Glycane
mit zwei Sialinsdureresten muss zwischen 4,5 und
6,0% liegen, der mit drei Sialinsdureresten zwi-
schen 18 und 25% und der mit vier Sialinsdure-
resten zwischen 69 und 77 %.

Das Profil der heterogenen Glycoformen kann mit-
tels HPLC-MS auch in Kombination mit enzyma-
tischer Hydrolyse der Glycane erfolgen®-27). Mit
der Kombination von CE mit TOF-MS kann die
Bestimmung der Isoformen mit gleicher Anzahl
von Sialinsduren, aber unterschiedlichem Substitu-
tionsmuster am intakten Glycoprotein analysiert
werden?®. Da die Mikroheterogenitit der Glycane
in Abhédngigkeit vom Produktionsstamm und der
Kulturbedingungen variiert, konnen EPO-Pripa-
rate unterschiedlicher Hersteller anhand des Gly-
can-Musters differenziert werden'# 252629 Zur
Bestimmung des Glycan-Profils von EPO siehe
auch Lit.2526.2932) Dije Kombination von Anio-
nenaustausch- und hydrophiler Interaktionschro-
matographie — jeweils gekoppelt mit Massen-
spektrometrie — erlaubt die umfangreiche Charak-
terisierung der Glycane3?. Eine Ubersicht zu
Verfahren zur Charakterisierung des Glycan-
Musters in biotechnologisch hergestelltem Eryth-
ropoetin gibt Lit.34). Siehe auch den Kommentar zu
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2.2.59 Glycan-Analyse von Glycoproteinen
(Ph. Eur.).

Synonyme: Erythropoietin (EP), Hidmatopoietin,
erythropiesis stimulating factor (ESF), r-HuEPO,
rEPO, EPO

Arzneibuchnamen: Epoetin (USP), Epoetin Alfa
(JAP), Epoetin Beta (JAP)

Eigenschaften

Konzentrierte Erythropoetin-Losung ist eine klare,
farblose Fliissigkeit. In wéssriger Losung zeigt
EPO die beste Stabilitit bei pH 7 bis 8. Der pl-
Wert des desialisierten EPO betrigt etwa 8,2%).

Prifung auf Identitat

Mit tausenden Publikation zu analytischen Aspek-

ten gehort EPO zu den am besten untersuchten

Glycoproteinen. Die in Rahmen der Priifungen zi-

tierte Literatur stellt daher nur eine kleine Auswahl

der verfiigbaren Publikationen dar.

A. Die Substanz muss die Erythropoese im Tier-
versuch stimulieren. Das Arzneibuch lédsst dies
mit Hilfe der Verfahren zur Bestimmung der
Wirksamkeit priifen. Die USP schreibt eben-
falls die Bestimmung der Wirkaktivitét vor.

B. Das Arzneibuch ldsst die makroskopischen Iso-
formen, die auf der Anzahl der Sialinsdurereste
der Glycane beruhen, mittels CE in einer nati-
ven Quarzglaskapillare unter Verwendung eines
schwach sauren Hintergrundelektrolyten be-
stimmen. Unter den Bedingungen werden 8 Iso-
formen aufgetrennt, die nach Lit35>7 8 (Iso-
form 1) bis 15 (Isoform 8) Sialinsdurereste
aufweisen. Das Arzneibuch lédsst gegen das mit
dem Referenzstandard erhaltene Muster ver-
gleichen und gibt Bereiche fiir die prozentuale
Verteilung der Isoformen an. Im Referenzstan-
dard Erythropoetin fiir physikalisch-chemische
Priifungen CRS (1:1-Mischung von Epoetin alfa
und Epoetin beta) liberwiegen die Isoformen 5
und 6 mit 12 bzw. 13 Sialinsdureresten. Zur Ana-
lytik des Ph.-Eur.-Standards siehe auch Lit.?®.
Die USP fiihrt die Priifung der Isoformenvertei-
lung unter den ,spezifischen Tests* auf und
fordert ein bestimmtes Verhiltnis der als 10 bis
13 bezeichneten Isoformen.
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Die JAP ldsst Epoetin beta ebenfalls mittels CE
identifizieren, fordert aber nur die Detektion
von mindestens 4 Peaks ohne die Angabe einer
prozentualen Verteilung der Isoformen.

In der Literatur sind zahlreiche Varianten der
CE-Methode zur Bestimmung der Isoformen
beschrieben’ 342, so z.B. auch die CE-MS un-
ter Verwendung von Oberfldchen-beschichteten
Kapillaren33-37-43.44_ Zur Analytik des Glycan-
Musters des Ph.-Eur.-Standards siehe auch
Lit.36-38.43)_ Die Isoformenverteilung kann auch
mittels kapillarisoelektrischer ~Fokussierung
(CIEF)* 49 oder klassischer IEF analog zur
Dopinganalytik+”-4® ermittelt werden. Mittels
Anionenaustauschchromatographie-Massen-
spektrometrie konnen in einem Experiment
zum einen die Ladungsheterogenitit, der Anteil
an Sialinsduren und Anzahl der LacNAc-
Einheiten bestimmt werden, als auch Informa-
tion iiber weitere Modifizierungen wie O-
Acetylierung oder Deamidierung erhalten wer-
den??.

C. Das Arzneibuch schreibt eine SDS-PAGE mit
Immun-Blotting zur Detektion vor. Referenzlo-
sung und Probe werden mehrfach appliziert.
Nach der elektrophoretischen Trennung wird
das Gel geteilt und die Proteinbanden in einem
Teil mittels Coomassie-Blau-Farbung detek-
tiert. Vom zweiten Teil des Gels werden die
Proteinbanden auf eine geeignete Membran
geblottet und mit einem mono- oder polyklona-
len Antikorper inkubiert, der anschliefend mit
einem zweiten Antikorper mittels RIA oder
ELISA detektiert wird.

In der SDS-PAGE migriert rekombinantes EPO
in Abhingigkeit der Analysenbedingungen mit
einer scheinbaren Molekiilmasse von 34 bis 38
kDa, obwohl die Molekiilmasse etwa 30,4 kDa
betrédgt. Daher lidsst das Arzneibuch gegen Re-
ferenzsubstanz vergleichen. Natives EPO mi-
griert bei etwas geringerer scheinbarer Mole-
kiilmasse (ca. 34 kDa) als die meisten rekombi-
nanten Hormone (ca. 36 bis 38 kDa), wihrend
Darbepoetin alfa bei deutlich hoherer Molekiil-
masse (ca. 44 bis 45 kDa) migriert*”-49. Die JAP
fordert fiir Epoetin alfa die mittels SDS-PAGE
bestimmte Molekiilmasse von 37 bis 42 kDa.

Die SDS-PAGE ist prinzipiell auch zur Rein-
heitspriifung geeignet, da Molekiilfragmente
oder Aggregate (Dimere und Oligomere) er-
kannt werden koénnen*?. Die JAP schreibt fiir
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Epoetin alfa einen analogen Identifizierungstest
vor. Fiir einen Vergleich von SDS-PAGE und
der SDS-CE siehe Lit>?. Zum Nachweis von
EPO stehen z.B. auch kommerzielle ELISA-
Kits zur Verfiigung.

D. Die Ph. Eur. schreibt die Peptidmustercharakte-

risierung nach enzymatischer Spaltung durch
Trypsin und fliissigchromatographischer Auf-
trennung der resultierenden Peptide vor. Zum
Vergleich dient die CRS ,Erythropoetin zur
physikalisch-chemischen Priifung®.
Als Alternative zur Trypsinspaltung kann die
Spaltung mit Endo-Proteinase-Lys-C erfolgen.
Diese Methode liefert Chromatogramme mit ei-
ner geringeren Anzahl von Peaks, die aber besser
getrennt werden. Im Gegensatz zur Methode der
Ph. Eur. erfordert sie eine Vorbehandlung der
Proben durch Reduktion und S-Pyridylethy-
lierung. Die JAP schreibt fiir Epoetin alfa die
Trypsinspaltung und fiir Epoetin beta die Spal-
tung mit Endo-Proteinase-Lys-C nach Pyri-
dinethylierung vor. Die chromatographischen
Trennbedingungen der USP- und JAP-Mono-
graphien unterscheiden sich von denen der
Ph. Eur. Alle Texte lassen gegen das Peptidmus-
ter vor Referenzsubstanz nach entsprechender
enzymatischer Hydrolyse bestimmen. Die Struk-
turaufkldarung der Glycopeptide der Peptidmus-
tercharakterisierung kann mittels HPLC-
MS?30:5D oder CE-MS3!-32) erfolgen. Bei erhoh-
ter Analysentemperatur gelingt auch die HPLC-
Trennung von Isomeren von O- und N-sialisier-
ten Glycopeptiden®”. Siche auch den Kommen-
tar zu 2.2.55 Peptidmustercharakterisierung
(Ph. Eur.).

Andere Identititspriifungen: Die JAP schreibt
fir Epoetin alfa und beta die Bestimmung des
Glycan-Profils und des Sialinsdurengehalts vor,
der fiir Epoetin alfa zwischen 10 und 12 und fiir
Epoetin beta zwischen 10 und 13 liegen muss. Ei-
ne Zusammenfassung hoch auflosender Analy-
senmethoden fiir EPO findet sich in Lit.>. Die
Charakterisierung von rekombinantem EPO Pripa-
raten unterschiedlicher Hersteller anhand der Be-
stimmung des Sialinsduregehalts, der Verteilung
der Isoformen mit CE sowie der Bestimmung des
Profils der O- und N-Glycane mit Anionenaus-
tausch und hydrophiler Interaktionschromatogra-
phie mit massenspektrometrischer Detektion findet
sich in Lit.). Zu vergleichenden Untersuchungen
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von rekombinanten EPO-Préparaten siehe z.B.
Lit.40. 42, 54, 55),

In dlteren Ausgaben der Ph. Eur. wurden die ersten
15 N-terminalen Aminosiduren mittels Edman-Ab-
bau in einem automatischen Festphasensequenza-
tor bestimmt. Dabei reagiert Phenylisothiocyanat
mit der N-terminalen Aminosédure zum Phenylthio-
carbamyl-Peptid. Behandlung mit Sédure in wasser-
freien Losungsmitteln fiihrt zur Abspaltung der
terminalen Aminosdure unter Bildung einer Ani-
linthiazolinon-Aminosédure. Dieses instabile Deri-
vat lagert sich in wissriger Sdure bei erhohten
Temperaturen in eine relativ stabile Phenylthiohy-
dantoin-Aminosdure (PTH-Aminosdure) um. Die
PTH-Aminosduren werden mittels HPLC anhand
der Retentionszeit von PTH-Aminoséiurestandards
identifiziert. Die um eine Aminosédure verkiirzte
Peptidkette wird anschlieBend einem erneuten Ab-
bauzyklus unterworfen. Durch sukzessive Zyklen
konnen so ca. 30 bis 40 Aminoséduren eines Prote-
ins identifiziert werden. Da EPO in Position 7 ein
Cystein aufweist, das mit Cystein-161 eine Disul-
fidbriicke ausbildet, und EPO ohne Reduktion oder
Alkylierung umgesetzt wird, ist als siebte Amino-
sdure kein Phentylthiohydantoin-Derivat chroma-
tographisch nachweisbar. Zum Edman-Abbau so-
wie weiteren Verfahren zur Proteinsequenzanalyse
siehe z. B. Lit.%®.

Der Nachweis von EPO besitzt besondere Bedeu-
tung in der Dopinganalytik. Die World Anti-
Doping Agency (WADA) hat zwei Methoden zur
direkten Detektion von rekombinantem EPO im
Urin zugelassen, die IEF mit doppeltem Western-
Blot und immunchemischer Detektion sowie den
Nachweis mittels SDS-PAGE oder SAR-PAGE>.
Bei der SAR-PAGE wird statt SDS das Detergens
N-Lauroylsarcosin in Gel und Laufpuffer einge-
setzt®®. Je nach EPO-Variante werden die unter-
schiedlichen Verfahren zum initialen Nachweis
oder als Bestitigungstest eingesetzt. Bei dem IEF-
Verfahren wird EPO durch unspezifische Verfahren
wie Ultrafiltration und Proteinfillung oder durch
Immunoaffinititschromatographie aufkonzentriert
und auf einem Gel mit einem pH-Gradienten von 2
bis 6 in Gegenwart von 7 M-Harnstoff aufgetrennt.
Nach der IEF werden die Proteine aus dem Gel auf
eine Polyvinylidenfluorid(PVDF)-Membran ge-
blottet und mit einem monoklonalen Anti-EPO-
Antikorper (Klon AE7AS) inkubiert, der an die
EPO-Isoformen bindet. Im zweiten Blot wird die
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EPO-Antikorperbindung durch Anséduern auf pH < 3
dissoziiert und die Antikérper-Banden auf eine an-
dere PVDF-Membran iibertragen. An diese wird
ein biotinylierter Anti-Maus-IgG-Antikorper ge-
bunden. Die Chemolumineszenzdetektion erfolgt
durch Inkubation mit einem Streptavidin-Peroxi-
dase-Komplex und einen Luminolsubstrat>®- 60,
Humanes EPO zeigt 5 bis 7 Banden im pl-Bereich
von 4,4 bis 5,1, wihrend rekombinante EPO-
Biosimilars 5 bis 6 Banden im schwicher sauren
pI-Bereich aufweisen. Darbepoetin alfa (NESP)
zeigt 4 Banden im stérker sauren pI-Bereich®?. Bei
der SDS-PAGE-/SAR-PAGE-Methode wird die
Probe nach Immunoaffinititsaufreinigung elektro-
phoretisch getrennt und anschlieBend auf eine
PVDF-Membran geblottet*. Die Detektion der
Banden erfolgt mittels einfachem oder doppeltem
Immunoblot analog zur Detektion bei der IEF,
wobei der doppelte Immunoblot bei Verwendung
der PAGE-Verfahren als Bestdtigungstest immer
anzuwenden ist>?.

Zur Uberwachung von Blut- und EPO-Doping
dient heute auch der 2008 in einigen Sportarten
eingefiihrte biologische Pass (,,Blutpass®), in dem
himatologische Parameter der Athleten festgehal-
ten sind. Abweichung von den individuellen Wer-
ten kann zu einer Sperre fithren. Zum Nachweis

von EPO- und Blutdoping siehe auch z.B.
Lit.49.61.62)_

Prifung auf Reinheit

Gesamtprotein: Der Proteingehalt wird mittels
UV-Spektroskopie bestimmt. Hierzu wird zunéchst
ein UV-Spektrum aufgenommen und das Maxi-
mum im Bereich von 276 bis 280 nm bestimmt. Zur
Quantifizierung dient der spezifische Absorptions-
koeffizient von 7,43 fiir das Glycoprotein. Die ge-
messene Absorption wird dabei vom Proteinanteil
des EPO bestimmt, dessen spezifischer Absorp-
tionskoeffizient sich nach Lit.®» mit 12,5 berech-
nen lédsst. Aus den beiden Absorptionskoeffizienten
und dem Molekulargewicht des Proteinanteils
(18200 Da) ldsst sich das mittlere (hypothetische)
Molekulargewicht des Glycoproteins berechnen.
Es betrigt 18200 Da x 12,5/7,43 = 30600 Da. Die
Ph. Eur. fordert einen Proteingehalt von 80 bis
120% der angegebenen Konzentration. Die JAP
fordert fiir Epoetin alfa (280 nm) und beta die Be-
stimmung des Proteingehalts als Gehaltsbestim-
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mung. Die USP schreibt keinen Puffer zur Losung
von Epoetin vor und ldsst die Absorption bei
280 nm messen. Zur Bestimmung des Proteinge-
halts siehe auch den Kommentar zu 2.5.33 Ge-
samtprotein (Ph. Eur.).

Dimere und verwandte Substanzen mit einer
groBeren Molekiilmasse als der von Erythro-
poetin: EPO ist ein relativ stabiles monomeres
Molekiil. Allerdings konnen beispielsweise bei
hoheren Lagertemperaturen Dimere und hohere
Aggregate gebildet werden® %5, Proteinaggregate
sind hédufig Ursache fiir die Immunogenitit re-
kombinanter Wirkstoffe. Daher priift die Ph. Eur.
auf Dimere und Oligomere mittels GroBenaus-
schlusschromatographie. Die Methode erfasst auch
Fremdprotein, sofern sich dieses in der Molekiil-
masse von EPO unterscheidet und im Trennbe-
reich der versendeten chromatographischen Siule
liegt. Die Systemeignung wird mit Hilfe von Refe-
renzsubstanz anhand der Peakfliche des Haupt-
peaks (Erythropoetin) sowie der Auflosung zwi-
schen dem Erythropoetin-Monomer und -Dimer
tiberpriift. Das Arzneibuch ldsst maximal 2,0%
Dimere und Oligomere zu. Peaks mit einer linge-
ren Retentionszeit als Erythropoetin werden nicht
berticksichtigt, da es sich hierbei um Hilfsstoffe
aus der Referenzsubstanz handelt.

Die USP begrenzt Proteinaggregate und Dimere
auf 0,1%. Die JAP limitiert fiir Epoetin alfa Oli-
gomere ebenfalls auf 2%, fiir Epoetin beta ver-
wandte Substanzen auf 1,0 %. Fiir weitere Groflen-
ausschlusschromatographieverfahren zur Bestim-
mung von Dimeren und Oligomeren in EPO siehe
Lit.540.64-66)  Oligomere konnen auch mittels RP-
HPLC analysiert werden®.

Sialinsiduren: Sialinsdure ist ein Sammelbegriff
fiir N- und O-Derivate der Neuraminsdure. Beim
Menschen ist das hiufigste Derivat die N-Acetyl-
neuraminsidure. Sialinsduren bilden den ,,Ab-
schluss* der Antennen der Glycane. Sialinsduren
ergeben beim Erhitzen mit Resorcin in Gegenwart
von Kupfer(II)-Ionen einen blauvioletten Komplex
mit einem Absorptionsmaximum bei 580 nm®?,
der in n-Butanol ausgeschiittelt und gegen eine mit
N-Acetylneuraminsdure erstellte Kalibrierkurve
vermessen wird. Der Sialinsduregehalt muss min-
destens 10 Mol Sialinsidure pro Mol EPO betragen.
Die USP bestimmt den Sialinsdurengehalt nicht,
sondern priift das Glycan-Profil. Die JAP priift den
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Sialinsdurengehalt mittels chromatographischer
Verfahren als Identitétsreaktion und fordert fiir
Epoetin alfa 10 bis 12 Mol Sialinséduren pro Mol
EPO und fiir Epoetin beta 10 bis 13 Mol Sialinsdu-
ren pro Mol EPO. Siehe auch die Kommentare zu
2.2.59 Glycan-Analyse von Glycoproteinen und
2.5.23 Sialinsiiure in Polysaccharid-Impfstoffen
(beide Ph. Eur.). Zur Bestimmung der Monosac-
charidzusammensetzung von Biopharmazeutika
siehe z.B. Lit.6%.

Ein haufig zur Charakterisierung von Glycoprotei-
nen eingesetzter Parameter ist die Z-Zahl als ma-
thematischer Ausdruck der Zusammensetzung ne-
gativ geladener N-Glycane. Dabei werden die
N-Glycane nach enzymatischer Abspaltung chro-
matographisch analysiert und die Z-Zahl aus den
prozentualen Anteilen der N-Glycane mit O, 1, 2,
3, 4 und moglicherweise 5 negativen Ladungen
(aus der Anzahl der gebundenen Sialinsduren)
multipliziert mit der jeweiligen negativen Ladung
berechnet (sieche den Kommentar zu 2.2.59,
Ph. Eur.). Zur Bestimmung der Z-Zahl bei EPO-
Produkten sieche Lit.%”. Die Analytik der Glyco-
formen kann mittels HPLC-MS?%26.30 oder CE-
MS?:31.32) erfolgen. Siehe auch den Abschnitt
,-Glycan-Analyse" unter Herstellung.

Bakterien-Endotoxine: Endotoxine werden mit-
tels Limulus-Amoebozytenlysat (siche den Kom-
mentar zu 2.6.14, Ph. Eur.) bestimmt. Bei dem ge-
gebenen Grenzwert von 20 I.E. Endotoxin pro
100000 I.E. EPO treten mit den handelsiiblichen
Lysaten keine Storungen des Testsystems auf. Die
USP begrenzt auf 2,5 USP Endotoxin-Einheiten
pro ml.

Andere Reinheitspriifungen: Die JAP fordert
einen pH-Wert der wissrigen Losung von Epoetin
alfa von 5,7 bis 6,5 an und einen pH-Wert von
7,0 bis 8,0 fiir Epoetin beta. Zu vergleichenden

Untersuchungen von EPO-Priparaten siehe z.B.
Lit,40. 42, 54.55)

Wertbestimmung

Das Arzneibuch schreibt zwei alternative In-vivo-
Methoden an Miusen vor, welche die Erythropoe-
se nach Gabe von EPO messen. Bei beiden Me-
thoden erfolgt die statistische Auswertung nach
dem Modell der parallelen Geraden, wobei die Ak-
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tivititen von Priif- mit Referenzsubstanz vergli-
chen werden. Die Aktivitit wird in 1. E. angegeben,
die aus dem Vergleich mit dem aktuellen Refe-
renzstandard ,,Erythropoetin BRS* resultieren. Der
Vorteil der In-vivo-Verfahren besteht darin, dass
sie die ,.echte* physiologische Aktivitit der Pro-
dukte widerspiegeln einschlieBlich der Zirkulation
in der Blutbahn, der Internalisierung in die Zielzel-
len, der glomeruldren Filtration und des Metabo-
lismus in Organen.

A. In polyzythdmischen Mausen

Die dosisabhidngige Bildung von Erythrozyten
durch Einbau von gleichzeitig verabreichtem ra-
dioaktivem *[Fe]Eisen(Ill) wird in polyzythdmi-
schen Miusen bestimmt. Die Versuchstiere werden
bei schrittweise reduziertem Luftdruck und damit
unter hypoxischen Bedingungen gehalten. Dies in-
duziert Polyzythdmie (gesteigerte Erythropoese).
Bei nachfolgender Haltung unter Normalatmo-
sphirendruck kommt die endogene Erythropoese
vollig zum Erliegen, sodass neue Erythrozyten nur
unter dem FEinfluss von exogenem EPO gebildet
werden.

B. In normozythdmischen Mausen

Bei diesem in der Durchfiihrung einfacheren Test
verwendet man gesunde, nicht vorbehandelte
Miuse und misst mittels Durchflusszytometrie die
Anzahl der Retikulozyten im Blut, der nach Injek-
tion von EPO zunimmt. Als unreife Vorstufen der
Erythrozyten ist die Retikulozytenzahl ein direktes
MaB fiir die Erythropoese im Knochenmark. Der
Monographieentwurf des USP Medicines Com-
pendium gibt eine analoge Bestimmung an. Die
JAP bestimmt die Aktivitdt von Epoetin alfa und
beta ebenfalls in normozythdmischen Miusen,
wobei unterschiedliche Méusestimme angegeben
werden. Die Auswertung erfolgt liber die Anzahl
der hiamolyseresistenten Zellen. Die USP fiihrt nur
diesen Assay zur Bestimmung der Wirksamkeit
von Epoetin auf.

Andere Wertbestimmungsmethoden: Die JAP
lasst bei Epoetin alfa und Epoetin beta neben der
Bestimmung der In-vivo-Wirksamkeit den Prote-
ingehalt photometrisch bei 280 nm und chromato-
graphisch mit UV-Detektion bei 214 nm be-
stimmen. Zur chromatographischen Bestimmung
von EPO in Fertigarzneimitteln siehe auch Lit.#0- 70,
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zur Bestimmung mittels CE Lit.*?. AuBlerdem ist
die Quantifizierung von EPO iiber die Aminosiu-
renanalyse mittels HPLC-MS beschrieben’!). Der
Monographieentwurf des USP Medicines Com-
pendium fiihrt als physikalisch-chemische quanti-
tative Verfahren die Bestimmung der Isoformen-
Verteilung mittels CE sowie des Sialinsduregehalts
auf. Der Wirkwert soll in Analogie zur Ph. Eur. in
vivo unter Verwendung poly- oder normozythimi-
scher Miuse oder in vitro unter Verwendung EPO-
sensitiver Zelllinien ermittelt werden, wobei deren
Wachstum in Abhingigkeit von der eingesetzten
EPO-Konzentration gemessen wird’> 7). Der Ein-
fluss der Glycosylierung auf die Wirkung wird hier
aber nicht erfasst, sodass fiir unvollstidndig glyco-
syliertes EPO keine Korrelation zwischen In-vitro-
und In-vivo-Aktivitit besteht’?. Dieser Nachteil
konnte durch die Kombination der In-vitro-Aktivi-
titsbestimmung mit einem physikalisch-chemi-
schen Verfahren beispielsweise der Analyse der
Isoformenverteilung iiberwunden werden’. Fiir
vergleichende analytische Untersuchungen von
EPO-Priparaten siche z.B. Lit.4% 5%,

Lagerung

Die Lagerung sollte in gefrorenem Zustand, am bes-
ten bei unter —70°C erfolgen. Das Arzneibuch
schreibt die Lagerung unterhalb von —20°C vor.
Obwohl wiederholtes Einfrieren und Auftauen das
Molekiil nicht beeintrichtigen, empfiehlt die
Ph. Eur. dies zu vermeiden. In aufgetautem Zustand,
insbesondere bei stirkerer Verdiinnung, kann Epoe-
tin oxidieren, aggregieren und an Oberfldchen ab-
sorbieren, was den Zusatz von stabilisierenden
Agenzien wie Albumin oder Aminosduren und von
Netzmitteln wie z. B. Polysorbaten erforderlich ma-
chen kann.

Metabolisierung

Die Metabolisierung von EPO ist noch nicht voll-
standig verstanden. In geringem Ausmaf} wird das
Hormon hepatisch und renal eliminiert. Der grofite
Teil des im Blut zirkulierenden EPO wird durch
Aufnahme in Zellen, die EPO-Rezeptoren expri-
mieren, entfernt. Die Bestimmung von EPO in
Plasma erfolgt in der Regel mit kommerziellen
ELISA-Kits.

G. Scriba
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Pharmakologische
Eigenschaften

Pharmakodynamik’>-8D: Erythropoetin (EPO) ist
ein Glycoprotein-Hormon, das in der Niere und in
geringer Menge auch in der Leber gebildet wird.
Es wird bei Sauerstoffmangel im Gewebe (Hyp-
oxie) vermehrt in den Nieren synthetisiert und ins
Blut abgegeben. Ein Hypoxie-induzierter Faktor
(HIF-I) reguliert die Genexpression von EPO. Die-
ses stimuliert seinerseits iiber die Bindung an einen
Rezeptor aus der Familie der Zytokinrezeptoren
auf der Oberfldche von Erythrozytenvorliduferzellen
die Bildung von Erythrozyten. Pro Tag werden
etwa 200 Milliarden der roten Blutkorperchen ge-
bildet. Die Aufgabe von EPO im Organismus ist
allerdings nicht allein auf die Bildung von
Erythrozyten beschrinkt. EPO-Interakionen mit
seinem Rezeptor werden in den verschiedensten
nicht blutbildenden Geweben in Zusammenhang
mit Zellteilungsvorgidngen, Chemotaxis, Angioge-
nese, Aktivierung intrazelluldren Calciums und
Apoptosechemmung nachgewiesen. Der zugehorige
Rezeptor findet sich in somatischen Zellen wie
Neuronen, Astrozyten, Mikroglia — und Herzmus-
kelzellen. Bei Patienten, die z. B. wegen einer Nie-
renerkrankung EPO nicht mehr oder nicht in aus-
reichender Menge bilden konnen, wird eine Ana-
mie durch die Applikation des rekombinanten
Hormons verhindert oder abgemildert.

Fiir die klinische Anwendung wird EPO gentech-
nisch hergestellt. Das rekombinante humane EPO
wird aus Sdugetier-Zelllinien in zwei verschiede-
nen Formen — Epoetin alfa und Epoetin beta — ge-
wonnen. Beide besitzen den gleichen Proteinanteil
wie das menschliche Hormon; sie unterscheiden
sich aber im Glykosylierungsmuster (sieche unter
LStruktur®).

Pharmakokinetik’>- 76- 7®: Nach intravenoser Ap-
plikation wird EPO schnell verteilt, das Vertei-
lungsvolumen entspricht mit 21 bis 63 ml/kg Kor-
pergewicht etwa dem Plasmavolumen. Die Elimi-
nationshalbwertszeit betridgt 4 bis 12 h, sie kann
bei wiederholter Gabe abnehmen. Die Elimina-
tionsgeschwindigkeit gleicht einer Kinetik 1. Ord-
nung. Die renale Clearance liegt bei 0,032 bis
0,055 ml/min/kg Korpergewicht. Bei intravenoser
Gabe kann EPO noch nach 24 h im Plasma nach-
gewiesen werden.

70. Lfg. 2022

Nach subkutaner Injektion werden innerhalb von
10 bis 14 h maximale Plasmaspiegel erreicht. Die
Bioverfiigbarkeit betrigt etwa 31 %. Das Ausmal
der Resorption ist nach Injektion in den Bauch et-
was hoher als an anderen Stellen. Die Elimina-
tionshalbwertszeit liegt bei 22 bis 41 h; nach sub-
kutaner Gabe kann EPO noch bis zu 4 Tage im
Plasma nachgewiesen werden. Bei Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz, die eine Himodia-
lyse erhalten, betrdgt die Eliminationshalbwertzeit
nach einmaliger Gabe 6 h, im Steady State 4 h.

Die Wirkung setzt bei drei EPO-Injektionen pro
Woche nach ca. 7 bis 10 Tagen mit der Erhohung
der Retikulozytenzahl im Blut ein; eine Steigerung
des Hamoglobinspiegels, der Erythrozytenzahl und
des Hamatokritwerts (HKT) sind innerhalb von 2
bis 6 Wochen nach Therapiebeginn feststellbar.

Indikationen’® 77-79: Behandlung von Anidmie in-
folge einer chronischen Nierenerkrankung (renalen
Anidmie) bei dialysepflichtigen und noch nicht
dialysierten Patienten; insbesondere bei diesen
Patienten lassen sich ansonsten notwendige Blut-
transfusionen moglicherweise umgehen. Sympto-
matische Anidmien bei erwachsenen Krebspatien-
ten mit nicht-myeloischen malignen Erkrankun-
gen, die eine Chemotherapie erhalten sowie
bei primdren Niedrigrisiko-Myelodysplastischen
Syndromen (MDS) und niedrigen Erythropoetin-
Serumspiegeln. Weiterhin sekundidre Anémien,
z.B. bei AIDS (insbesondere bei Behandlung mit
Zidovudin), Fehlfunktionen des Knochenmarks,
chronische Entziindungen; Vorbeugung einer
Anémie bei Frithgeborenen; Steigerung der Menge
an Eigenblut bei Patienten in einem Eigenblut-
spendeprogramm [autologe Blutgewinnung; nur
bei mittelschwerer Andmie (Hédmatokrit 33 bis
39 %) und wenn kein Eisenmangel vorliegt].

Die Gabe von EPO stellt eine alternative Behand-
lungsmethode fiir Patienten dar, die aus religiosen
Griinden nicht mit Bluttransfusionen behandelt
werden konnens?.

Dosierung’-76.79-81); Die EPO-Losung wird sub-
kutan oder langsam intravends (iiber 1 bis 2 min)
injiziert. Bei Dialysepatienten kann die intraveno-
se Gabe iiber die arteriovenose Fistel erfolgen, bei
nicht himodialysierten Patienten sollte subkutan
appliziert werden, um die peripheren Venen zu
schonen.

Kommentar zur Ph. Eur. 10.5
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Behandlungsziel ist ein Himoglobinwert von 10
bis 12 g/100 ml bzw. ein Hidmatokritwert von 30
bis 35%. Dabei sollte die Steigerung des Hama-
tokrits wochentlich mindestens 0,5 % betragen.

— Korrekturphase:

Intravents: 40 bis 50 LLE./kg Korpergewicht
3-mal wochentlich; falls erforderlich, kann die
Dosis alle 4 Wochen um 25 I.E./kg 3-mal wo-
chentlich erhoht werden.

Subkutan: 20 I.E./kg Korpergewicht 3-mal wo-
chentlich; die Dosis kann alle 4 Wochen um
20 I.E./kg 3-mal wochentlich erhoht werden.

In der Korrekturphase sollte die maximale Dosis
von 7201.E./kg/Woche nicht iiberschritten wer-
den.

— Erhaltungsphase: 30 bis 100 I.E./kg Korperge-

wicht 3-mal wochentlich; die Dosis muss indi-
viduell eingestellt werden.
Bei noch nicht dialysepflichtigen Patienten
(,,Pradialyse-Patienten®) liegt die Erhaltungsdo-
sis bei 50 bis 100 I.E./kg wochentlich, verteilt
auf 3 Dosen.

— Krebspatienten: Empfohlene Anfangsdosis un-
abhingig vom Korpergewicht 20000 I.E. 1-mal
wochentlich. Falls nach 4-wochiger Therapie
der Hamoglobin-Wert um mindestens 1 g/dl an-
gestiegen ist, sollte die Dosis beibehalten wer-
den. Falls nicht, kann eine Verdoppelung der
wochentlichen Dosis erwogen werden. Hochst-
dosis pro Woche: 60000 I.E. Die Behandlung
sollte fiir bis zu 4 Wochen nach Beendigung der
Chemotherapie fortgesetzt werden.

— Friihgeborene: 250 1. E./kg Korpergewicht 3-mal

wochentlich; die Therapie sollte in den ersten
3 Lebenstagen begonnen und iiber 6 Wochen
durchgefiihrt werden.
Cave: Priparate zur Mehrfachentnahme kdnnen
Benzylalkohol enthalten, was bei Friithgebore-
nen u.a. neurologische Komplikationen verursa-
chen kann!

Bei Hypertonie, bestehenden kardiovaskuléren, ze-
rebrovaskuldren oder peripheren vaskulidren Er-
krankungen sollten die Anstiegsgeschwindigkeit
und der Zielwert des Hamatokrits individuell be-
stimmt werden.

Eine engmaschige Uberwachung der Patienten
hinsichtlich Verdnderungen des Blutdrucks und der
Serum-Elektrolytwerte ist angeraten.

Vor der Behandlung mit EPO sollten Vitamin-B,-
oder Folsduremangel als Ursache der Andmie aus-

Kommentar zur Ph. Eur. 10.5

geschlossen werden. Eventuell muss wihrend der
Therapie eine Eisensubstitution erfolgen.

Bei geringem oder fehlendem Ansprechen auf
EPO konnen u. a. folgende Ursachen vorliegen: Ei-
sen-, Folsdure- oder Vitamin-B,-Mangel, Alumi-
niumvergiftung, Infektionen, Entziindungen oder
Verletzungen, okkulter Blutverlust, Himolyse oder
Knochenmarksfibrosen.

Intoxikation’77: Auch bei sehr hohen EPO-
Serumspiegeln werden nur selten Vergiftungser-
scheinungen beobachtet. Prinzipiell muss mit dem
Auftreten von Polyzythdmie, Angina pectoris, ei-
ner Verschlechterung einer Hypertonie und einer
Exazerbation chronischer Lungenerkrankungen
wie z. B. Asthma bronchiale gerechnet werden.

Therapie: Die EPO-Gabe sollte ausgesetzt werden,
bis der Hamatokritwert in den Zielbereich abge-
sunken ist. Eventuell kann ein Aderlass (Phlebo-
tomie) durchgefiihrt werden. Ein Bluthochdruck
sollte bevorzugt mit einem peripheren Vasodilata-
tor behandelt werden.

Nebenwirkungen’: 76 79.81): Entstehung und Ver-
starkung eines Bluthochdrucks, besonders bei
schnellem Anstieg des Hdmatokritwerts; zentral-
nervose Nebenwirkungen wie Kopfschmerzen,
Verwirrtheit und Krampfanfille; vereinzelt sind
bei Patienten mit normalem oder niedrigem Blut-
druck Blutdruckentgleisungen mit Enzephalo-
pathie-dhnlichen Symptomen (Kopfschmerzen,
Verwirrtheitszustdnden, Sprach- und Gangstorun-
gen etc. bis zu generalisierten tonisch-klonischen
Kriampfen) aufgetreten.

Es kann zum Anstieg der Thrombozytenzahl
kommen, selten entwickelt sich eine Thrombozy-
tose. Durch den gesteigerten Hamatokritwert be-
notigen Dialysepatienten u.U. eine hohere Hepa-
rindosis, um ein Verstopfen des Dialysesystems zu
verhindern. Es kénnen Thrombosen im arteriove-
nosen Shunt entstehen. Andere thrombotische Er-
eignisse wie Herzinfarkt, Krampfanfille und vor-
iibergehende Ischidmien sind aufgetreten. Parallel
zum Anstieg des Himatokritwerts entwickeln viele
Patienten einen funktionalen Eisenmangel, daher
wird die zusitzliche Gabe eines Eisenpréparates
(oral oder i.v.) empfohlen. In Einzelfillen wurde
eine voriibergehende Erhohung des Kalium- und
Phosphat-Blutspiegels beobachtet.

70. Lfg. 2022
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Ferner konnen gastrointestinale Nebenwirkungen
(Ubelkeit, Erbrechen, Durchfall) und grippeihn-
liche Symptome auftreten.

Kontraindikationen’>- 76 79: Unkontrollierter
Bluthochdruck, Uberempfindlichkeit gegen EPO,
Albumin oder Fragmente der Zellen, aus denen
das rekombinante EPO gewonnen wurde; Erythro-
blastopenie nach vorangegangener Erythropoetin-
Therapie; Patienten vor einem elektiven ortho-
pidischen Eingriff, die nicht an einem autologen
Blutspenderprogramm teilnehmen konnen, im Zu-
sammenhang mit schwerer Herzkrankheit, peri-
pherer arterieller Verschlusskrankheit, vaskuldrer
Erkrankung der Karotiden oder zerebrovaskulirer
Erkrankung sowie Patienten mit vor kurzem einge-
tretenen Herzinfarkt oder zerebrovaskuldrem Er-
eignis; chirurgische Patienten bei denen keine adi-
quate Thromboseprophylaxe durchgefiihrt werden
kann.

Bei Bluthochdruck, Epilepsie, Thrombozytose und
chronischer Leberinsuftizienz sollte EPO mit Vor-
sicht angewendet werden. Ein Folsédure- oder Vit-
amin-B,-Mangel ist vor der Behandlung auszu-
schliefen. Bei ischidmischen GefidBlerkrankungen
darf EPO wegen der Anderung der FlieBeigen-
schaften des Blutes bei Anstieg des Hiadmatokrit-
werts ebenfalls nur mit Vorsicht angewendet wer-
den.

Interaktionen’7: Bei gleichzeitiger Gabe von
Ciclosporin sollten dessen Plasmaspiegel kontrol-
liert werden, da die Substanz an Erythrozyten ge-
bunden wird. Die Ciclosporindosis muss dem stei-
genden Hamatokritwert angepasst werden.

Wegen der Erhohung des Hamatokritwerts kann es

auBerdem erforderlich sein, die Heparindosis zu
erhohen.

Schwangerschaft und Stillzeit’>7: Da keine
ausreichenden Erfahrungen vorhanden sind, sollte
EPO wihrend Schwangerschaft und Stillzeit nicht
oder nur nach strenger Nutzen-Risiko-Abschiit-
zung eingesetzt werden.

Besondere Hinweise’®8): Die missbriuchliche
Verwendung durch Gesunde, z.B. durch Leis-
tungssportler als Alternative zum Blutdoping, kann
zu einer iberméBigen Steigerung des Hamatokrit-
werts fiihren. In diesem Zusammenhang wurde
iiber lebensbedrohliche Komplikationen des Herz-
Kreislauf-Systems berichtet.

Bewertung: Rekombinantes EPO kann bei Patien-
ten mit renaler Anidmie, unter Chemotherapie oder
wihrend der Vorbereitung einer Eigenblutspende
zur Vermeidung einer Andmie appliziert werden.
Es handelt sich um die erste unmittelbar kausale
Behandlungsmoglichkeit und stellt fiir die betrof-
fenen Patienten meist eine mittelfristig lebensret-
tende Malnahme dar. Weiterentwicklungen wie
Darbopoetin alfa oder Methoxy-Polyethylengly-
col-Epoetin beta unterscheiden sich von EPO
durch eine lingere Halbwertszeit. Sie miissen nur
einmal pro Woche bzw. Monat appliziert werden.
Der Hypoxie-induzierbarer-Faktor-Prolylhydroxy-
lase-Inhibitor Roxadustat hat sich in klinischen
Studien gegeniiber Erythropoese-stimulierenden
Substanzen wie EPO lediglich als ebenbiirtig,
nicht jedoch als tiberlegen gezeigt. Auch die Ten-
denz zur Auslosung von potenziell todlich verlau-
fenden kardiovaskuldren oder thromboemboli-
schen Ereignissen ist bei beiden Wirkstoffgruppen
dhnlich stark ausgepridgt. EPO wird noch immer
missbrauchlich zum Doping von Leistungssport-
lern verwendet.

M. Neubeck/Mu
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