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Abkürzungsverzeichnis 

 

506U78 Nelarabin 

5-FU   5-Fluoruracil 

AB   Antibody (Antikörper) 

ADCC   Antibody dependent cell mediated cytotoxicity (AK-abhängige 
zellvermittelte Zytotoxizität) 

AK   Antikörper 

ALL   Akute Lymphatische Leukämie 

AML   Akute Myeloische Leukämie 

AMPS  2-Acyrlamido-2-methylpropanesulfonat  

Asn   Asparagin 

Asp   Asparaginsäure 

Ara-C  Cytosin-arabinosid (Cytarabin) 

Ara-G  9-ß-D-Arabinofuranosylguanine 

Ara-GTP 5´-Triphosphat von Ara-G 

AUC  Area under the curve 

CAFdA 2-Chloro-2´-arabino-fluoro-2´-deoxyadenosin (Clofarabin) 

CAFdA-TP 5´-Triphosphat von Clofarabin 

CdA   2-Chlordeoxyadenosin (Cladribin) 

CM   Contrast Medium (Kontrastmittel) 

CMR   cancerogen, mutagen, reproduktionstoxisch 

CPT-11 Irinotecan 

CRC  Colorectal Cancer (Kolorektalkarzinom) 

DAV   Deutscher Apothekerverlag 

DEB   Drug Eluting Beads (Wirkstofffreisetzende Mikrosphären) 

DEBDOX  DEB mit Doxorubicin beladen 

DEBIRI DEB mit Irinotecan beladen 

DEBTOP DEB mit Topotecan beladen 

dGTP   Desoxyguanosintriphosphat 

DLS   Dynamic Light Scattering 

DNA  Desoxyribonucleic Acid (Desoxyribonukleinsäure) 

EVA  Ethylenvinylacetat 

Fara-A  Fludarabin 

GI26250 Nelarabin 
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HCC  Hepatocellular carcinoma (Hepatozelluläres Karzinom) 

HCl  Hydrochlorid 

HER2  Human Epidermal growth factor Receptor 2     
  (humaner epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor 2) 

HPLC  High Performance Liquid Chromatograpie 
(Hochleistungsflüssigchromatographie) 

IEB Irinotecan Eluting Beads (Irinotecan freisetzende Beads) 

i.v.  intravenös 

KM   Kontrastmittel 

LMW   Low Molecular Weight (niedriges Molekulargewicht) 

NAAADA N-Acryloylaminoacetalaldehydedimethylacetal 

NaCl  Natriumchlorid 

NaOH   Natriumhydroxid 

PBS  Phosphate Buffer Solution (Phosphatpuffer-Lösung) 

PDA   Photodiodenarray 

PE   Polyethylene (Polyethylen) 

PP   Polypropylene (Polypropylen) 

PSN-1  humane Pankreas-Adenokarzinom-Zellen 

PVA  Polyvinyl-Alkohol 

PVC  Polyvinylchlorid 

RB4   Reactive Blue 4 Dye (blauer Farbstoff) 

RSD  Relative Standard Deviation (relative Standardabweichung) 

RH  Relative humidity (relative Luftfeuchtigkeit) 

rhuMab  rekombinanter humaner monoklonaler Antikörper 

RP   Reversed Phase (Umkehrphase) 

SCLC   Small Cell Lung Cancer (kleinzelliges Lungenkarzinom) 

SD   Standard Deviation (Standardabweichung) 

SDS-Page Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis 

SE-HPLC Size Exclusion High Performance Liquid Chromatography 

TACE   Transarterielle Chemoembolisation 

T-ALL   T-lymphozytäre Akute Lymphatische Leukämie 

TEB                Topotecan Eluting Beads 

T-LBL   T-lymphoblastisches Lymphom 

tR  Retention time (Retentionszeit) 

TRGS   Technische Regeln für Gefahrstoffe 

UV   Ultraviolett 

WS   Wirkstoff 
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1 Einleitung 

In Deutschland ist Krebs die zweithäufigste Todesursache und jeder vierte Todesfall ist 

auf ein Krebsleiden zurückzuführen. Bei Männern sind die häufigsten Todesursachen 

Lungen- und Bronchialkrebs, gefolgt von Prostatakrebs. Bei Frauen ist Brustkrebs die 

häufigste Krebstodesursache.1 Jährlich erkranken ca. 426.800 Personen neu an Krebs, 

wobei Männer etwas häufiger betroffen sind als Frauen.2 Krebserkrankungen treten 

gehäuft mit zunehmendem Alter auf. Frauen erkranken im Durchschnitt mit 68, Männer 

mit 69 Jahren. Durch den demographischen Wandel und die steigende 

Lebenserwartung ist in Zukunft mit einer Zunahme an Krebserkrankungen zu rechnen. 

Unter Krebs werden im Allgemeinen alle soliden Tumore, Leukämien, sowie 

Lymphome, verstanden. Im Jahr 2009 wurden bundesweit rund 1,5 Millionen an Krebs 

erkrankte Patientinnen (0,68 Mio.) und Patienten (0,81 Mio.) im Krankenhaus 

behandelt. Als Therapieoptionen gelten vor allem die Strahlentherapie, die chirurgische 

Entfernung des Tumors und die antineoplastische Chemotherapie, teilweise gefolgt 

von einer Stammzelltransplantation. Die 5-Jahres-Überlebensraten haben sich in den 

letzten Jahrzehnten erheblich verbessert. Die zuletzt von den Landeskrebsregistern 

veröffentlichten Daten geben für Frauen eine relative 5-Jahres-Überlebensrate von ca. 

62% und für Männer von ca. 56% an. Diese Daten variieren jedoch stark abhängig von 

der Krebsart.1 

Die zur Zytostatikatherapie eingesetzten Arzneimittel sind der Gefährdungsbeurteilung 

entsprechend Stoffe mit gefährlichen Eigenschaften. Die meisten Substanzen haben 

krebserzeugende, mutagene oder reproduktionstoxische (CMR) Eigenschaften. Daher 

müssen im Umgang mit Zytostatika besondere Vorsichtsmaßnahmen getroffen und 

eingehalten werden (siehe TRGS 525 oder BGW Themenheft „Zytostatika im 

Gesundheitsdienst – Informationen zur sichereren Handhabung von Zytostatika).3 Auch 

hat sich gezeigt, dass im Umgang mit monoklonalen Antikörpern, die seit einigen 

Jahren erfolgreich in der Tumortherapie eingesetzt werden, dieselben 

Vorsichtsmaßnahmen zu treffen sind wie bei klassischen Zytostatika. Diese Stoffe 

erwiesen sich ebenfalls als reproduktionstoxisch und teilweise auch erbgutverändernd.4 

In den letzten 25 Jahren hat sich die zentrale Herstellung von applikationsfertigen 

Zytostatikazubereitungen in der Apotheke etabliert. Die zentrale Herstellung bietet 

wesentliche Vorteile vor allem im Bereich des Personenschutzes. Das 

Kontaminationsrisiko des Stationspersonals wird minimiert, da die 

Infusionszubereitungen applikationsfertig angeliefert werden. Vor Ort muss somit nur 

das Infusionssystem konnektiert und das Zytostatikum appliziert werden. Die 



 

5 

 

Herstellung in der Apotheke erfolgt gesondert von der Herstellung von Nicht-CMR-

Arzneimitteln in speziell dafür eingerichteten Bereichen (Zytostatikaabteilung). Durch 

spezielle Schutzkonzepte nach Gefahrstoffverordnung (hinsichtlich Kleidung, 

Raumausstattung, Personalschulungen etc.) ist die potentielle Gefährdung für das 

herstellende Personal auf ein Minimum beschränkt.3 Sicherheitswerkbänke der 

Reinraumklasse A umgeben von Bereichen der Reinraumklassen B oder C, sowie 

validierte Arbeitstechniken gewährleisten die Herstellung steriler Lösungen. 

Routinemäßig werden die Luftqualität (Partikelzahl, Luftwechselzahl etc.) und die 

mikrobiologischen Bedingungen in den Herstellungsbereichen überwacht.5;6 

Die Herstellung von Zytostatikazubereitungen in Krankenhausapotheken erfolgt 

entsprechend der Leitlinie „Aseptische Herstellung und Prüfung applikationsfertiger 

Parenteralia mit toxischem Potenzial“ herausgegeben von der 

Bundesapothekerkammer (siehe Abbildung 1).7 Die Verfahrensanweisung umfasst die 

Verordnung, deren Prüfung sowie die eigentliche Herstellung.  
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Verordnungsmonitoring 
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Abbildung 1 Verfahrensanweisung zur „Herstellung und Prüfung 
applikationsfertiger Parenteralia mit toxischem Potenzial“ 
der Bundesapothekerkammer

Untersuchungen zur 
physikalisch-chemischen 
Stabilität ausgewählter 
Zytostatikazubereitungen 



 

8 

 

Der behandelnde Arzt verordnet die Chemotherapie in der Apotheke mittels 

standardisierter Anforderungsformulare handschriftlich (siehe Abbildung 2) oder als 

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

 

 

Abbildung 2 Anforderungsformular für Chemotherapeutika in der 
Universitätsmedizin Mainz 

 

Aufgrund der geringen therapeutischen Breite werden Zytostatika in der Regel 

patientenindividuell dosiert. In sogenannten Chemotherapieprotokollen ist die 

Dosierung der Zytostatika pro m² Körperoberfläche oder pro Kilogramm Körpergewicht 

angegeben. Die Körperoberfläche wird aus der Größe und dem Gewicht des Patienten 

nach der Formel von Du Bois berechnet. Auch Leber- und Nierenwerte müssen bei 

einigen Zytostatika (z.B. Carboplatin) für die Dosierung berücksichtigt werden. Bei 

Carboplatin sollte zur optimalen Wirkstoffexposition die Dosisberechnung nicht über die 

Körperoberfläche, sondern anhand der AUC (Fläche unter der Plasmakonzentrations-

Zeit-Kurve) erfolgen.8 

Die Verordnung der Chemotherapie birgt, vor allem aufgrund der Komplexität der 

Protokolle und der patientenindividuellen Zusammensetzung der Einzeldosis, ein 

großes Fehlerrisiko.  Eine Plausibilitätsprüfung (siehe Abbildung 1) der ärztlichen 

Verordnung durch geschultes und qualifiziertes Personal der Apotheke ist daher ein 
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unumgänglicher Schritt zur Verbesserung der Arzneimittel- und Patientensicherheit. 

Bei Bedenken, Unklarheiten oder unvollständigen Angaben erfolgt eine Rücksprache 

mit dem verordnenden Arzt, um eventuelle Fehler zu korrigieren.  Konsequentes 

Verordnungsmonitoring ist ein wesentlicher Teilprozess in der zentralen 

Zytostatikazubereitung. Die aktuelle Umsetzung und die Ergebnisse des 

Verordnungsmonitorings in den Universitätskliniken Deutschlands wurden im Rahmen 

dieser Arbeit in einer prospektiven Erhebung  erfasst. 

Die Wahl der Trägerlösung nach Art und Menge sowie die Haltbarkeitsdeterminierung  

der applikationsfertigen Zubereitung liegen in der pharmazeutischen Verantwortung. 

Durch die aseptische Herstellung in der Apotheke ist es möglich, die 

applikationsfertigen Zytostatika-Infusionslösungen nicht unmittelbar vor der Applikation, 

sondern im Voraus herzustellen. Dazu sind Kenntnisse über die Stabilität der 

applikationsfertigen Infusionslösungen, wie auch der Zytostatika-Fertigarzneimittel 

nach Anbruch, unerlässlich. Die Hersteller der als Ausgangsmaterial eingesetzten 

Fertigarzneimittel geben in der Regel an, dass die Zubereitungen unmittelbar nach 

Herstellung zu applizieren sind oder es wird eine Aufbrauchsfrist von maximal 24 

Stunden angegeben. Die Aufbrauchsfrist ist definiert als Zeitraum, in dem man 

Arzneimittel nach Anbruch, unter Berücksichtigung chemischer, physikalischer und 

mikrobiologischer Aspekte, verwenden darf. Die Aufbrauchsfrist der Hersteller resultiert 

aus dem Risiko der mikrobiellen Kontamination bei nicht aseptischer Herstellung. Bei 

Herstellung unter validierten aseptischen Bedingungen kann die Haltbarkeitsfrist 

abhängig von der physikalisch-chemischen Stabilität festgelegt werden.9  

Wenn keine validen Stabilitätsdaten zur physikalisch-chemischen Stabilität, die über 

die Angaben der Hersteller hinausgehen, bekannt sind, ist die Suche nach 

entsprechenden Daten zur Stabilitätsdeterminierung der applikationsfertigen 

Zubereitungen problematisch. Die Stabilität ist vielfach abhängig von der 

Konzentration, dem Behältnismaterial und der Lagerbedingung. Nur wenn die 

Untersuchungsbedingungen der in Frage stehenden Zubereitung entsprechen, sind 

Stabilitätsdaten übertragbar. Zur fundierten Entscheidungsfindung veröffentlicht die 

Apotheke der Universitätsmedizin Mainz (Krämer et al.) die sogenannte „STABIL-

Datenbank©“. Die elektronische Datenbank ist eine Zusammenstellung von publizierten 

Daten oder eigenen Untersuchungen zur physikalisch-chemischen Stabilität und 

(In)Kompatibilität parenteral applizierbarer Zytostatika und Virustatika. Als 

Zusammenfassung der Literaturdaten ist auch ein Ringbuch, die „STABIL-Liste©“  

erhältlich (siehe Abbildung 3). Beide Varianten sind über die Serviceabteilung des 

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



 

10 

 

 

Abbildung 3  Auszug aus der STABIL-Liste® (Stand 2010) 
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Die Anwendung der Angaben in der Stabil-Liste© zur Haltbarkeitsdeterminierung von 

Infusionslösungen und Fertigarzneimitteln nach Anbruch liegt jedoch in der 

Verantwortung des zuständigen Apothekers. Dabei ist stets auf die Vergleichbarkeit 

der stabilitätsdeterminierenden Parameter (Trägerlösung, Konzentration, 

Lagerbedingung etc.) für die Untersuchungslösungen und für die eigenen 

Zubereitungen zu achten.9  

Die Informationen zur physikalisch-chemischen Stabilität neu zugelassener 

Arzneimittel gehen in der Regel nicht über die Angaben in den Fachinformationen 

hinaus. Untersuchungen zur physikalisch-chemischen Stabilität von zwei neuen Purin-

Analoga (Nelarabin und Clofarabin) und des monoklonalen Antikörpers Trastuzumab 

bei praxisrelevanten stabilitätsdeterminierenden Bedingungen war Gegenstand dieser 

Arbeit. 

Eine neue Therapieoption zur Behandlung von Patienten mit Lebertumoren und 

Lebermetastasen stellt die Chemoembolisation mit beispielsweise DC Beads™ dar. 

Hierbei wird das Chemotherapeutikum direkt auf das Embolisationssystem 

(Mikrosphären, bestehend aus einem PVA-Grundgerüst) geladen. Nach Embolisation 

der den Tumor versorgenden Arterie wird das Chemotherapeutikum über einen 

verlängerten Zeitraum vor Ort freigesetzt. Die systemische Belastung des Körpers 

durch das Zytostatikum ist hierbei sehr gering und von großem Vorteil für den 

Patienten. Die Beladung mit Doxorubicin wird schon seit längerem in der Praxis bei 

Lebertumoren durchgeführt.10-12 Die Behandlung von Lebermetastasen bei 

hepatozellulären Karzinomen mit Irinotecan beladenen DC Beads™ ist noch in den 

frühen Anfängen.13-15  Die Möglichkeit der Beladung von Topotecan auf DC Beads™ 

wird momentan in in-vitro Tests untersucht.16 Die Beladung der DC Beads™ mit 

Wirkstoff erfolgt in der Regel im Rahmen der zentralen Zytostatikaherstellung. Die 

beladenen Beads werden applikationsfertig in Spritzen an die interventionellen 

Radiologen geliefert und von diesen im Rahmen der Chemoembolisation mit 

Kontrastmittel gemischt. Hieraus begründet sich der Bedarf an erweiterten 

Stabilitätsdaten und Kompatibilitätsdaten.  Bestimmungen zur physikalisch-chemischen 

Stabilität und Ladungskapazität von DC Beads™ beladen mit Irinotecan und 

Topotecan in Kombination mit und ohne Kontrastmittel war ein weiterer Bestandteil 

dieser Arbeit. 
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2 Verordnungsmonitoring in der zentralen 
Zytostatikaherstellung 

 
Die Prüfung der ärztlichen Chemotherapieverordnung durch qualifiziertes 

pharmazeutisches Personal (Verordnungsmonitoring) kann als Standard in fast allen 

Zytostatika herstellenden Apotheken angesehen werden. Durch das konsequente 

Verordnungsmonitoring durch die Apotheken können schwerwiegende 

Verordnungsirrtümer aufgedeckt und mit den behandelnden Ärzten geklärt werden. Auf 

Basis der Dokumentation der pharmazeutischen Interventionen festgestellten 

Verordnungsfehlern lässt sich dessen Nutzen abbilden.  

Der Beitrag des pharmazeutischen Verordnungsmonitorings zur Patienten- und 

Arzneimitteltherapiesicherheit ist in ausländischen Studien gezeigt worden (z.B. 

Spanien17;18). Zielsetzung dieser Studie war, die aktuelle Umsetzung und die 

Ergebnisse des Verordnungsmonitorings in den Universitätskliniken Deutschlands in 

einer prospektiven Erhebung zu erfassen. 
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2.1 Bedeutung des Verordnungsmonitorings in der zentralen 
Zytostatikaherstellung – Eine Erhebung in deutschen 
Universitätskliniken 
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3 Ladungskapazität und physikalisch-chemische 
Stabilität von DC Beads™ beladen mit 
Camptothecin-Derivaten 

 

3.1 Transarterielle Chemoembolisation 

 
Die transarterielle Chemoembolisation (TACE) ist in den vergangenen Jahren zu einem 

festen Bestandteil des interdisziplinären Behandlungskonzepts bei inoperablen 

hepatozellulären Karzinomen (HCC) geworden. Die TACE beinhaltet die simultane 

Embolisation von tumorversorgenden Arterien mit einer lokalen Chemotherapie. Durch 

die Embolisation wird ein künstlicher Verschluss von Arterien herbeigeführt. In einem 

minimal-invasiven Eingriff, meist durch einen Radiologen durchgeführt, wird 

embolisches Material durch einen Mikrokatheter in die versorgenden Arterien eines 

hypervaskularisierten Tumors disponiert. 
 

 

Abbildung 4 Schematische Darstellung des Prinzips der transarteriellen 
Chemoembolisation  

 

In Folge der mangelnden Sauerstoff- und Nährstoffzufuhr verringert sich die 

Tumormasse.  Die TACE vereint den Aspekt des Nährstoffentzugs des Tumors mit 
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dem Aspekt der verlängerten und lokal begrenzten Wirkung des Chemotherapeutikums 

im Tumorgewebe. Die kontinuierliche Freisetzung in niedriger Dosierung führt zu einer 

signifikant reduzierten systemischen Toxizität der Chemotherapeutika.19-22 

Bei der „konventionellen" TACE  wird das gewählte Zytostatikum (Doxorubicin, 

Mitomycin, Cisplatin etc.) zuvor in einem auf Öl basiertem Medium (z.B. Lipiodol®) 

emulgiert. Über den Embolisationskatheter wird das emulgierte Chemotherapeutikum 

in einer hohen Konzentration lokal appliziert. Direkt im Anschluss erfolgt der 

Verschluss der versorgenden Gefäße durch Embolisation mit Mikrosphären (z.B. Bead 

Block™). Nachteil dieser Methode ist der relativ schnelle Abtransport des 

Zytostatikums vom Wirkort.23-25 

Eine Verbesserung und Weiterentwicklung konnte mit der sogenannten Ein-Schritt-

TACE oder Precision TACE erzielt werden. Dieses System mit wirkstofffreisetzenden 

Mikrosphären (Drug Eluting Beads, DEB) ermöglicht die gleichzeitige Embolisation und 

Zytostatika-Applikation sowie eine präzisere Dosierung durch kontinuierliche 

Wirkstofffreisetzung. Die Medikamentenfreisetzung hält bis zu 14 Tage lang an. Die 

Tumornekrose lässt sich zwei bis drei Wochen nach der Behandlung nachweisen.26  

Das Mikrosphärengerüst der Beads (DC Bead™, Biocompatibles, Farnham, UK) 

basiert auf einem Polyvinyl Alkohol (PVA) haltigen Grundgerüst, welches durch 

Addition von N-Acryloylaminoacetalaldehydedimethylacetal (NAAADA) und 

anschließendem „Cross-Linking“ mit 2-Acyrlamido-2-methylpropanesulfonat (AMPS) 

Gruppen funktionalisiert wird. Zur besseren Sichtbarkeit werden die Beads mit dem 

wasserlöslichen Farbstoff RB4 blau gefärbt.16;20;27 

 

Abbildung 5 PVA-Grundstruktur der DC Beads™ 27 
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Die vollständig polymerisierten Mikrosphären bestehen zu über 90% aus Wasser, 

welches zwischen den Molekülen eingelagert ist. Die hohe Anzahl an negativ-

geladenen AMPS-Resten ermöglicht es, kationische Wirkstoffe zu binden und auch 

wieder freizusetzen. Durch die Beladung mit kationischen Wirkstoffen werden 

Wassermoleküle, die in den Beads eingelagert sind, verdrängt. Infolgedessen 

schrumpft der Mikrosphärendurchmesser um 20 – 30%.16;22 DC Beads™ sind in vier 

verschiedenen Größenbereichen auf dem Markt erhältlich (100 – 300 µm, 300 – 500 

µm, 500 – 700 µm und 700 – 900 µm). Hauptsächlich wird der Größenbereich von 300 

– 500 µm zur transarteriellen Chemoembolisation eingesetzt. Beads mit einem 

Durchmesser von 500 – 700 µm werden nur zum endgültigen Verschließen der 

Arterien verwendet (Precision-V-Studie).28   

 

 

Abbildung 6  Handelsübliche DC Beads™ der Firma Biocompatibles 
 

 
Die handelsüblichen DC Bead™-Vials enthalten die Mikrosphären in einer 

Phosphatpufferlösung. Vor der Wirkstoffbeladung der DC Beads™ 11;29 muss so viel 

Pufferlösung wie möglich von den Beads entfernt werden. Die Beladungseffektivität mit 

den kationischen Wirkstoffen ist stark von der Ionenkonzentration abhängig. Je größer 

die Ionenstärke des Umgebungsmediums, desto weniger Wirkstoff wird in die 

Mikrosphären geladen.19 Die Wirkstofflösung (z.B. Irinotecan - Campto®) muss daher 

zu einer soweit wie möglich pufferfreien Beadsuspension gegeben werden. Im Falle 

einer Lyophilisat- bzw. Pulverformulierung des zur Beladung vorgesehenen 

Zytostatikums (z.B. Topotecan - Hycamtin®) wird dieses zuvor in möglichst hoher 

Konzentration rekonstituiert. Die  zu verwendende Menge an Wirkstofflösung pro 

Milliliter Beads hängt von der benötigten Dosierung und der Beladungskapazität der 

Beads ab. Für Doxorubicin hat sich  eine Dosis von 50 mg11 und für Irinotecan eine 
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Dosis von 100 mg29  auf 2 ml Beads bewährt. In der Beladungsphase nehmen die 

Beads das kationische Zytostatikum in ihre Polymerstruktur auf. Die Arzneistoff-Bead-

Suspension soll vorsichtig geschüttelt werden, um die Beladungszeit zu verkürzen. 

Durch die Beladung ändert sich die Farbe der Beads. Im Falle von Doxorubicin ändert 

sich die Farbe von transparent-blau nach rot.12 Bei Irinotecan werden die Beads 

türkisfarben22 und bei Topotecan gelb-grünlich16. Die Beladungszeit, welche durch 

Bewegung beschleunigt werden kann, variiert zwischen den einzelnen Wirkstoffen und 

ist, wie für Doxorubicin gezeigt,  auch von dem Beaddurchmesser abhängig.14;16;19  

 
Abbildung 7  Beladung der DC Beads™ 29:  
   1) Entfernen der Pufferlösung,  
   2) Überführen der Wirkstoff-Lösung zu den Beads,  
   3) Beladungsvorgang (hier: Irinotecan) 
 
Die beladenen Beads werden vor der Applikation mit einem nichtionischen 

Kontrastmittel und 0,9%iger Natriumchlorid-Lösung gemischt. Das Verhältnis von 

Kontrastmittel und Salzlösung sollte so gewählt sein, dass die Beads weder sinken 

noch aufschwimmen, sondern sich gleichmäßig in der Lösung verteilen.30 Ebenso 

hängt der Anteil an Kontrastmittel (KM) auch von den Gegebenheiten während der 

Angiographie und den Gefäßzuständen des Patienten ab. Die Gefahr der 

Katheterverstopfung durch zu hohe Mengen an Kontrastmittel oder einer zu gepackten 

Bead-Suspension muss ebenfalls beachtet werden. 

 
Die Precision-TACE mit Doxorubicin beladenen DC-Beads (DEBDOX) der 

Herstellerfirma Biocompatibles wird seit einigen Jahren erfolgreich zur Therapie von 

Patienten mit Lebertumoren eingesetzt. Mit dem Camptothecin-Derivat Irinotecan 

wurde ein weiterer Wirkstoff gefunden, der auf DC Beads™ geladen (DEBIRI) zur 

Behandlung inoperabler Lebermetastasen bei Kolorektalkarzinomen eingesetzt wird.31 

Für die mit Irinotecan-beladenen DC Beads™ (DEBIRI 100 mg / 2 ml) gibt der 

Hersteller eine Haltbarkeit von 14 Tagen bei 2 – 8 °C an. Nach Mischung mit 
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Kontrastmitteln liegen keine Stabilitätsdaten vor.29 Aufgrund der unzureichenden 

Datenlage zur Wirkstofffreisetzung und zur physikalisch-chemischen Stabilität von 

Irinotecan beladenen DC Beads™ wurden in Zusammenarbeit mit der Herstellerfirma 

entsprechende Untersuchungen durchgeführt.  

Topotecan, wie Irinotecan zu der Gruppe der Topoisomerase-1-Inhibitoren gehörend,  

wird als weitere Option für die Beladung von DC Beads™ getestet. Topotecan 

(Hycamtin®) wird systemisch für die Behandlung von Patienten mit metastasierendem 

Ovarialkarzinom, rezidivierendem kleinzelligen Lungenkarzinom (SCLC) und in 

Kombination mit Cisplatin bei rezidivierendem Zervixkarzinom eingesetzt. 32 Durch den 

Einsatz in der Precision-TACE käme eine neue Option für Patienten mit 

Lebermetastasen der erwähnten Karzinome in Betracht. Mit Topotecan beladenen DC 

Beads™ (DEBTOP) wurden bis zum jetzigen Zeitpunkt noch keine in vivo - Studien 

durchgeführt. Forster et al.16 führten in vitro – Studien zum Ladungsprofil der Beads für 

Topotecan durch, bestimmten die Kompressibilität, das Freisetzungsprofil in 

Phosphatpuffer-Lösung und verglichen die Wirkung von DEBIRI mit DEBTOP an 

humanen Pankreas-Adenokarzinom-Zellen (PSN-1) in Maus-Xenograft-Modellen. Es 

wurde dabei gezeigt, dass die maximal mögliche Beladung bei 40 – 45 mg Topotecan 

pro ml Beads liegt. Jedoch benötigt Topotecan, im Unterschied zu Irinotecan, nicht die 

enzymatische Aktivierung vom Prodrug zum aktiven Metaboliten und ist daher in sehr 

viel geringeren Dosen wirksam.16 Die üblichen Dosierungen von Topotecan für die i.v. 

Behandlung der oben genannten Indikationen betragen zwischen 0,5 und 1,5 

mg/m²/Tag.32 Sie liegen damit um 100 bis 200% unter der Dosierung von Irinotecan. 

Forster et al.16 konnten im Tierversuch zeigen, dass Dosierungen von 3,3 – 6,6 mg bei 

DEBIRI und nur 0,2 – 0,4 mg bei der Gabe von DEBTOP verträglich waren. Für den 

Einsatz in der klinischen Praxis wird demnach nur ein Bruchteil der maximal 

beladbaren Menge von 40-45 mg auf die DC Beads™ geladen werden müssen. 

Zudem sollte die Beladung der zentralen Zytostatikaherstellung möglichst praktikabel 

durchgeführt werden können und Stabilitätsdaten zur validen 

Haltbarkeitsdeterminierung der Produkte vorliegen.  
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3.2 Stability of irinotecan-loaded drug eluting beads (DC 
Bead™) used for transarterial chemoembolization 

 
 

 

Ziel der in der nachfolgenden Originalpublikation dargestellten Studie war die 

Bestimmung der Wirkstofffreisetzung, der Ladungskapazität und der physikalisch-

chemischen Stabilität Irinotecan beladener DC Beads™ und deren Mischungen mit 

einem nichtionischen Kontrastmittel (Accupaque®, Imeron®, Ultravist®) über 28 Tage.  
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3.3 Loading profile of topotecan into polyvinyl alcohol 
microspheres (DC Bead™) over a 7 day period 

 

 

 
Gegenstand dieser Studie war die Bestimmung der Ladungskapazität von DC Beads™ 

für den Topoisomerase-1-Inhibitor Topotecan sowie die Bestimmung der physikalisch-

chemischen-Stabilität Topotecan beladener DC Beads™ über einen Zeitraum von 7 

Tagen. Da noch keine Dosierungsempfehlungen vorliegen, wurde eine Dosis von 4 mg 

Topotecan geladen auf 2 ml Beads gewählt, die basierend auf theoretischen 

Überlegungen und den Ergebnissen von Tierversuchen zufolge eine geeignete  

Dosierung für die TACE darstellen könnte und gleichzeitig in zentralisierten 

zytostatischen Herstellungsbereichen wie einer Krankenhausapotheke gut  zu 

handhaben ist. 
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Abstract 
 

 

Purpose: DC Bead™ is successfully used for chemoembolization of various liver 

cancers. The purpose of this study was to determine the loading capacity of the semi-

synthetic topoisomerase-1 inhibitor topotecan into the DC Bead™ microspheres under 

static or agitated conditions and to assess the physico-chemical stability over a period 

of 7 days. 

Methods: Commercially available topotecan hydrochloride powder (Hycamtin®) was 

reconstituted with water for injection to yield a nominal concentration of 1 mg/mL 

topotecan. Polyvinyl alcohol (PVA) based microspheres (DC Bead™, 300-500 µm, 2 

mL/vial) were mixed with 4 mL of the reconstituted topotecan solution. Vials were 

stored light protected at room temperature under static or agitated conditions for 7 days 

(n=3, for each loading condition). At different time intervals samples were taken from 

the excess solution and assayed via a stability-indicating HPLC assay. Drug loading 

profiles were determined by measuring the remaining topotecan concentration in the 

excess solution.  

Results: Under agitated conditions, topotecan was loaded into the microspheres rapidly 

after mixing. After 5 minutes 86.4 ± 0.1% of topotecan was loaded. Under static 

conditions, drug uptake was slower. Only 65.0 ± 0% were loaded after 5 minutes; 86.6 

± 0.1% drug uptake was achieved not until one hour. Over a storage period of 7 days, 

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

Conclusion: Drug uptake of 2 mg topotecan (1 mg/mL solution) into DC Beads™ was 

faster under agitated loading conditions. Nevertheless, after one hour ~ 90% of 

topotecan was loaded into the DC Bead™ microspheres independent from the type of 

loading condition. The loading rate remained >90% over the observation period of 7 

days and light protected storage at room temperature. Loading and stability of 

topotecan-loaded DC Beads™ is suitable and convenient for preparation in a 

pharmacy-based cytotoxic preparation unit.  
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Introduction 
 
DC Bead™ is a medical product used for trans-arterial chemoembolization (TACE), i.e. 

selective arterial embolization of a tumour’s feeding artery and subsequent local 

delivery of chemotherapeutic agents. The sustained-release delivery of the 

chemotherapeutic drug from the DC Bead™ system favours high local activity and 

reduces systemic toxicity.33 However the loading efficacy is limited to positively 

charged antineoplastic drugs.12 The DC Bead™ microspheres are based on a 

biocompatible polyvinyl alcohol (PVA) hydrogel which is modified with negatively 

charged sulphonate groups. The increased number of sulphonate moieties permits 

cationic antineoplastic drugs to be loaded and to be released from the microspheres 

into dilution media or biological fluids by ion exchange.19;20 Today, doxorubicin- and 

irinotecan-loaded DC Beads™ are used for the local treatment of hepatocellular 

carcinoma and liver metastases of various tumours. DC Beads™ can also be delivered 

by other routes (e.g. intraperitoneal, intratumoral) and loaded with other drugs. 

Topotecan loaded beads are currently studied and may result in a new approach for 

the treatment of ovarian cancer. Topotecan has proven activity against ovarian 

cancer.16;19  

Topotecan HCl (9-[(dimethylamino)methyl]-10-hydroxy-camptothecin hydrochloride) is 

commercially available in a lyophilized form (Hycamtin®) for intravenous use. The 

positively charged topotecan salt is suitable to be loaded by ionic interaction to DC 

Beads™ (see Figure 1). 

 

Figure 1 Chemical structure of DC Bead™ polymer and the proposed interaction 
with the topotecan active lactone form. 
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Loading experiments with solutions of the pure active substance showed that a 

maximum loading of 40-45 mg topotecan per mL of hydrated beads is achievable.16 

The Hycamtin® formulation contains mannitol as bulking agent, tartaric acid as a 

stabilizer as well as hydrochloric acid and sodium hydroxide to adjust the pH to 2.5 – 

3.5. The pH-adjustment ensures an adequate stability of topotecan during storage and 

reconstitution with water for injection.34 In aqueous solution, topotecan undergoes a pH 

dependent, reversible equilibrium between the closed ring lactone form and the open 

ring carboxylate form. The carboxylate form predominates at alkaline pH, while the 

lactone form predominates at acidic pH-values. The cytotoxic activity of the 

camptothecin derivatives is linked to the lactone form and its binding to the 

topoisomerase I-DNA complex.35-37 Topotecan is not a prodrug and does not require 

enzymatic activation as it is the case for irinotecan.16 Therefore topotecan is used in 

much lower doses (0.7 - 1.5 mg/m²) than irinotecan (>100 mg/m²) for intravenous 

chemotherapy.  

As the drug formulation as well as the ionic interaction with the DC Beads™ favours 

the active topotecan lactone form, the DC Bead™ loading capacity most probably 

exceeds by far the favourable dose in humans. Therefore the loading profile of 

topotecan HCl equivalent to 4 mg topotecan base (1 vial of powder for injection) into 2 

mL of hydrated DC Beads™ was evaluated. Unlike previous studies we used the 

commercially available brand and studied the loading capacity over a prolonged period 

of 7 days. 

 

Material and Methods 
 
Commercially available topotecan hydrochloride for injection (Hycamtin®, 4 mg  

topotecan/vial, lot C406, GlaxoSmithKline GmbH & Co. KG, Munich, Germany) was 

reconstituted with 4 mL of Water for Injection (lot 8064A191, B.Braun, Melsungen, 

Germany) according to the SmPC32 of Hycamtin® powder for infusion solution 

concentrate. DC Beads™ (sulfonate-modified polyvinyl alcohol hydrogel beads, lot 

060629F-4, Biocompatibles UK Ltd., Farnham, UK) were used in the size range of 300-

500 µm to assess the loading efficiency of topotecan. Each vial contains 2 mL of blue 

tinted beads in sodium phosphate solution with a total volume of 8 mL.38 
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Loading of DC Beads™ with topotecan hydrochloride and determination of drug 

loading level 

 

The packing solution of DC Beads™ (1 mmol sodium phosphate solution) was 

removed as far as possible from the microspheres. Afterwards 2 mL of reconstituted 

topotecan solution (1 mg/mL) were added to 1 mL of residual bead slurry remaining in 

the vials. Six test suspensions were prepared. Directly after mixing three test vials were 

placed on a roller mixer (KL 2, Product No. 6115 000, Edmund Bühler GmbH, 

Hechingen, Germany) and three vials were stored under static conditions. The test 

suspensions were handled under light protection at room temperature. The loading 

level of topotecan-loaded beads (TEB) was assessed after 5 min, 10 min, 15 min, 30 

min, 1 h, 2 h, 6 h, 24 h, and after 7 days. At each interval, 0.3 mL of the excess solution 

was removed from the test vials (G19 Sterifix® 5 µm filter needle, 1 mL Luer Injekt®-F 

syringe, B.Braun, Melsungen, Germany). The topotecan concentration in the excess 

solution was determined via RP-HPLC. Prior to the analysis the samples withdrawn 

were diluted 1:5 with Water for Injection (lot 8064A191, B.Braun, Melsungen Germany) 

in order to fit the calibration curve. Triplicate HPLC determinations were performed on 

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

 

 

Percentage rate loaded (%) = 

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

 

 

HPLC assay 

 

Analysis of topotecan concentrations was performed by using the stability indicating 

reverse phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC) assay as 

described previously.36;39  The assay was conducted on an HPLC system consisting of 

a Waters 717 plus autosampler, a Waters photodiode array (PDA) detector 996 and a 

Waters 510 HPLC-pump. Data were acquired and integrated by using Waters 

Empower Pro, Empower2 software, version 6.10.01.00 (Waters, Eschborn, Germany). 

The reversed phase column used was the Symmetrie C18, 150 mm x 3.9 mm, particle 

size 5 µm (Part No. WAT046980, Waters, Eschborn, Germany). The mobile phase 
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consisted of 85% Water HPLC Grade (lot 731100034, Mallinckrodt Baker, Phillipsburg, 

New Jersey), 15% acetonitrile HPLC Grade (lot 76726, Promochem, Wesel, Germany) 

and 0.1% trifluoroacetic acid (lot C48H03, Mallinckrodt Baker, Phillipsburg, New 

Jersey), at a flow rate of 1.2 mL min-1. Samples were analyzed using UV absorption at 

228 nm. All samples were injected in triplicate with an injection volume of 20 µL. In 

addition, PDA chromatograms (wavelength ranging from 200 to 600 nm) were obtained 

to observe the formation of degradation products. Under these conditions, the retention 

time (tR) of topotecan (lactone-form) was approximately 5 minutes (see Figure 2).  
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Figure 2 PDA chromatogram (200 – 600 nm) of topotecan. 

-0,20

-0,10

0,00

0,10

0,20

0,30

0,40

0,50

0,60

0,70

AU

1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00 10,00
Minutes

200,00

300,00

400,00

500,00



 

46 

 

The suitability of the assay was proven by analyzing forced degraded topotecan 

solutions. A diluted topotecan solution (50 µg/mL) was heat-degraded at 100 °C for 45 

minutes. The resultant chromatogram showed two degradation peaks (tR 0.8 min and 

12 min), which were clearly separated from the reduced parent drug peak (tR: 5 min). 

Another topotecan solution (50 µg/mL) was base-degraded by diluting with 1N NaOH 

(lot HC617630, Merck, Darmstadt, Germany), resulting in a pH value of 13.5. The 

chromatogram showed a large peak of topotecan in the carboxylate form (tR: 0.8 min) 

and one minor degradation peak (tR: 2.5 min) which was also clearly separated from 

the peak of the topotecan lactone form.  

The linearity of the method was evaluated at seven concentrations injected 5-fold each 

ranging from 12.5 to 100 µg/mL topotecan. The calibration curve constructed from plots 

of peak area versus topotecan concentration was linear with a correlation coefficient of 

0.9998. 

Assay accuracy was determined by analyzing three topotecan solutions with nominal 

concentrations of 12.5, 30, and 65 µg/mL and 10-fold injections each. For each sample 

injected, percentage rate of recovery was calculated. Mean recovery of n=30 was 

100.4 ± 0.5%. Injection reproducibility was determined by 10 replicate injections and 

resulted in relative standard deviations of 0.6%, 0.8%, and 0.3% for solutions of the 

nominal concentrations 12.5 µg/mL, 30 µg/mL, and 65 µg/mL, respectively. Interday 

precision was evaluated on five different days with triplicate injections of three different 

solutions. Relative standard deviations were calculated to be 0.6%, 1.2% and 1.8% for 

solutions containing 12.5 µg, 30 µg, and 65 µg topotecan per mL. 

 

Results 
 
After addition of the inherent yellow to yellow-green topotecan solution concentrate to 

the blue-tinted DC Bead™ slurry, the excess solution depleted in color and the blue 

tinted microspheres turned yellow-green. No further changes of color or appearance of 

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

From the loading efficacy profiles (see Figure 3) it becomes obvious that under agitated 

conditions topotecan was taken up into the microspheres very rapidly. After 5 minutes 

86% of topotecan was loaded. Under static conditions drug uptake required a longer 

period of time. After 5 minutes only 65% of topotecan was loaded. It took about 1 hour 

to reach a loading capacity of 87%. Topotecan loading increased up to 95% over a 7 

day period (see Table 1). In the HPLC chromatograms of the excess solutions no 

degradation peaks were detected. With regard to the loading level and purity of 
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topotecan the drug-device-combination can be categorized as stable over a minimum 

of 1 week. 

 

 

Figure 4 Agitated and static loading profiles (% loading) of 2 mg topotecan 

per mL of 300-500 µm beads (n=3) over the first 3 hours of 

loading. 
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Table 1  Static and agitated loading of 4 mg topotecan into 2 mL of 300-500 µm beads (n=3) over a 7 day period. Loading 
expressed as mean of triplicate assays of 3 samples from each test solution. 

 
 
  Static loading profile (percentage rate of loading)  

Loading time 0 min 5 min 10 min 15 min 30 min 1 h 2 h 6 h 24 h 7 d 
 of test solution [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] 

1 0 64.98 72.27 77.91 82.35 86.64 87.80 92.56 93.81 95.01 
2 0 64.99 71.76 78.07 82.15 86.49 87.93 92.28 93.82 95.05 
3 0 64.98 71.89 78.41 82.25 86.56 87.90 92.37 94.03 95.05 

Mean 0 64.98 71.98 78.13 82.25 86.56 87.88 92.40 93.89 95.03 
SD (n=27) 0 0.01 0.27 0.26 0.10 0.07 0.07 0.15 0.13 0.02 

RSD [%] (n=27) 0 0.02 0.37 0.33 0.12 0.09 0.08 0.16 0.13 0.03 
           
           
           
 Agitated loading profile (percentage rate of loading)  

Loading time 0 min 5 min 10 min 15 min 30 min 1 h 2 h 6 h 24 h 7 d 
 of test solution [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] 

1 0 86.44 87.63 88.63 89.54 90.74 90.81 92.17 93.58 94.67 
2 0 86.30 87.55 88.38 89.39 90.65 90.84 92.13 93.48 94.62 
3 0 86.32 87.70 88.56 89.46 90.52 90.71 92.21 93.56 94.64 

Mean 0 86.35 87.63 88.52 89.46 90.64 90.79 92.17 93.54 94.64 
SD (n=27) 0 0.07 0.08 0.13 0.07 0.11 0.07 0.04 0.05 0.02 

RSD [%] (n=27) 0 0.09 0.09 0.15 0.08 0.12 0.08 0.04 0.06 0.02 
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Discussion 
 

DC Bead™ is a CE approved medical device for loading with doxorubicin and 

irinotecan, but not yet with topotecan. There are no dosing recommendations or 

loading instructions for TEB available so far. In our studies, loading of TEB was 

performed in analogy to the instructions of the manufacturer for “Loading of DC Bead™ 

using doxorubicin powder in a vial”.11 With regard to the dosing recommendations for 

intravenously administered topotecan infusion solutions, which vary between 0.7 and 

1.5 mg/m² BSA, it was decided to load 4 mg of topotecan into 2 mL of beads. This dose 

equates to one commercially available Hycamtin® vial loaded into one commercially 

available DC Bead™ vial. The dose chosen would facilitate convenient handling in 

clinical practice and be favorable for initial dosage in dose-finding studies although 

doses up to 40 – 45 mg topotecan per mL of unloaded beads are achievable. In a PSN-

1 mouse xenograft model, DC Beads™ loaded with irinotecan doses of 3.3 – 6.6 mg 

were well tolerated, whereas TEB loaded with doses of about 1 mg were lethal after 6 

days. TEB loaded with 0.2 - 0.4 mg topotecan demonstrated good efficacy and 

tolerability. 

In the study performed approximately 90% of the topotecan in the loading solution was 

taken up into the beads after 1 hour. This result matches with the loading capacity of a 

pure topotecan loading solution.16 88% of the available topotecan was loaded up to a 

dose of 35 mg when pure topotecan hydrochloride powder was dissolved in distilled 

water.16 The concentration used for all studies was the same, with 1 mg/mL topotecan. 

As a reason for the incomplete loading, Forster et al. assumed that the residual salt 

within the packing solution is exchanging with ionically bound topotecan. However, the 

loading rate increased up to 95% after 7 days, whereas the maximum loading rates of 

doxorubicin and irinotecan tend to be 98 - 100%. The lower maximum loading rate may 

also be caused by the low concentration of the loading solution. Loading of DC 

Beads™ (300-500 µm) with 2 mg/mL doxorubicin loading solution takes a loading time 

of 9 or 18 hours depending on the dose loaded (50 mg or 75) mg. When a 25 mg/mL 

doxorubicin loading solution is used, the loading capacity is 98% after 90 minutes for 

75 mg.119 As described by Forster et al. loading of topotecan was faster under agitated 

conditions compared to static conditions (see Figure 3).16 However, in the study 

performed with topotecan, the loading rate difference between agitated and static 

suspensions was substantially lower and the standard deviations of the static loading 

were merely influenced by unintentional movement of the test vials. Definitely agitation 

helps to disturb the electrical double-layer build up of ions at the bead surface thereby 
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impeding the loading process.16 The manufacturer also recommends gentle agitation in 

the loading instructions for doxorubicin and irinotecan.11;40  

The time to achieve maximum loading is also dependent on the size of the beads. The 

drug is taken up more rapidly into smaller beads (100 - 300 µm) than into larger beads, 

which can be explained by a decreasing surface area with increasing bead sizes.12;22 

With an eye to clinical practice, the most commonly used bead size was chosen, 

ranging from 300 – 500 µm for the experiments. It can be assumed that smaller bead 

sizes (100 – 300 µm), which are also used in clinical practice, are loaded at the same 

rate, whereas the loading time for larger bead sizes is marginally longer. In pharmacy-

based cytotoxic preparation units it is accepted to agitate the beads gently directly after 

mixing the drug solution with the bead slurry. Afterwards the vials are stored under 

static conditions in the Laminar Air Flow hood until loading is completed. With regard to 

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

During the storage period of seven days topotecan, remained loaded in the 

microspheres and no degradation products could be detected. This observation 

corresponds with results of previous stability tests for topotecan infusion solutions.36 

The excipients contained in the commercially available topotecan injection do not affect 

the loading of topotecan into the beads but favor the stability of the active topotecan 

lactone form. TEB proved to be physico-chemically stable when stored at room 

temperature and light protected for a minimum of seven days. In recent studies 

reconstituted topotecan infusion concentrates were already shown to be physico-

chemically stable under refrigeration and at room temperature for 28 days.36 For 

microbiological reasons we recommend refrigerated storage. We do not recommend 

the admixture of TEB with contrast media in the pharmacy departments since rapid 

elution of topotecan might take place.37 

 

Conclusion 
 

The loading of DC Beads™ with the commercially available topotecan HCl drug 

formulation results in a 90% loading efficacy after a loading time of 1 hour for a dose of 

4 mg and a loading solution with the concentration of 1 mg/mL. Gentle agitation after 

mixing and during the loading time is recommendable. Since stability of TEB for at least 

7 days has been demonstrated, the loading procedure can be easily performed in 

pharmacy departments. 



 

51 

 

4 Physikalisch-chemische Stabilität applikations-
fertiger Zubereitungen neuer Purin-Analoga  

 

4.1 Applikationsfertige Zubereitungen neuer Purin-Analoga 

 
Nukleosid-Analoga werden seit langem erfolgreich in der Krebstherapie, vor allem bei 

hämatologischen Erkrankungen, eingesetzt. Ende der 50er Jahre wurde das erste 

Nukleosid-Analogon Cytarabin (Ara-C) synthetisiert und ist seit dieser Zeit aus der 

Behandlung der akuten myeloischen Leukämie (AML) nicht mehr wegzudenken.41 Der 

Erfolg von AraC führte zur Entwicklung anderer Arabinosylpurin-Analog wie Fludarabin 

(Fara-A) und Cladribin (CdA). In den 90er Jahren wurde mit Clofarabin (CAFdA)  eine 

neue Generation der Desoxyadenosin-Analoga entwickelt. Clofarabin ist das 2´-

Arabino-fluoro-Derivat von Cladribin und zeichnet sich durch eine erhöhte Stabilität im 

Plasma, wie auch im säurehaltigen Magensaft aus.42;43 Diese Erkenntnisse führten zu 

der Überlegung, dass ein Arabinosyl-Analogon von Desoxyguanosin, 9-ß-D-

Arabinosylguanin (Ara-G) erfolgreich bei der Behandlung hämatologischer Krankheiten 

eingesetzt werden könnte. Es konnte gezeigt werden, dass Ara-G eine hohe Toxizität 

auf T-Zellen ausübt. Doch ist die Wasserlöslichkeit für den Einsatz als 

Chemotherapeutikum zu gering.44;45  Mit Nelarabin  wurde ein wasserlösliches Prodrug 

von Ara-G entwickelt, das zur Behandlung der T-ALL und T-LBL zugelassen ist.46;47 

Nukleosid-Analoga können in Purin- und Pyrimidin-Analoga (z.B. Gemcitabin) unterteilt 

werden. Sie besitzen selbst keine zytotoxische Aktivität. Als Prodrugs müssen sie in 

die jeweiligen Ribonukleotide und weitere aktive Metaboliten umgewandelt werden.48 

Nelarabin wird durch das körpereigene Enzym Adenosindesaminase rasch zu Ara-G 

demethyliert. 
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Abbildung 8  Demethylierung von Nelarabine zu Ara-G 44 
 

 
Die weitere Metabolisierung erfolgt intrazellulär durch zelluläre Kinasen, die Ara-G 

schrittweise phosphorylieren bis das aktive 5´-Triphosphat Ara-GTP entsteht.49;50 

Clofarabin kann direkt durch zelluläre Kinasen zum Mono-, Di- und letztendlich zum 

aktiven Triphosphat (CAFdA-TP) metabolisiert werden.43 

Nelarabin und Clofarabin haben, wie alle  Purin-Analoga, ähnliche 

Wirkungsmechanismen. Sie führen zur Hemmung der DNA-Synthese, hemmen DNA-

Reparaturmechanismen und induzieren DNA-Strangbrüche, was letztendlich zur 

Apoptose führt.51 Clofarabin hemmt die DNA-Polymerase und die 

Ribonukleotidreduktase. Die Mitochondrienmembran wird geschädigt, woraus die 

Freisetzung von Cytochrom C und die anschließende Apoptose resultiert.52 Nelarabin 

kumuliert nach der Metabolisierung zum aktiven Ara-GTP in leukämischen Blasten und 

wird durch Verdrängen des körpereigenen dGTP in die DNA eingebaut. Ara-GTP 

kumuliert bevorzugt in malignen T-Zellen. Die Halbwertszeit von Ara-GTP ist in B-

Zellen vergleichsweise kürzer.45;46;53 Dies erklärt, wieso Nelarabin erfolgreich für die 

Behandlung von T-Zell spezifischen Leukämien, wie T-ALL und T-LBL, eingesetzt 

werden kann.50  

Clofarabin (Evoltra®) erhielt 2006 die europäische Marktzulassung für die Behandlung 

der akuten lymphoblastischen Leukämie (ALL) bei pädiatrischen Patienten, bei denen 

erwartet wird, dass keine andere Behandlungsoption zu einem dauerhaften 

Ansprechen führt.54 Nelarabin (Atriance®) ist seit Ende 2007 von der europäischen 

Arzneimittelbehörde (EMA) für die Behandlung der T-ALL und T-LBL zugelassen.55 

Aufgrund der speziellen und seltenen Formen der Leukämien als Indikation wurden 

beide Chemotherapeutika als „Orphan Drugs“ zugelassen. 
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Die applikationsfertige Infusionslösung des Chemotherapeutikums in 

patientenindividueller Dosierung  wird in zentralen Zytostatika-Herstellungsbereichen 

aseptisch hergestellt. Im Falle von Nelarabin wird die als Fertigarzneimittel im Handel 

befindliche Infusionslösung (Atriance®) mit einer Konzentration von 5 mg/ml unverdünnt 

in der erforderlichen Menge in Leerbeutel überführt. Der Hersteller gibt für die 

applikationsfertige Infusionslösung eine maximale Haltbarkeit von 8 Stunden bei 

Temperaturen unter 30 °C an.55 Clofarabin ist als Konzentrat zur Herstellung einer 

Infusionslösung (Evoltra®) als Fertigarzneimittel erhältlich. Vor Applikation muss das 

Konzentrat laut Fachinformation mit 0,9%iger Natriumchlorid-Infusionslösung verdünnt 

werden. Der Hersteller gibt für das verdünnte, sterile Konzentrat eine Haltbarkeit von 3 

Tagen  bei 2 – 8 °C oder bei Raumtemperatur an.54  

Stabilitätsdaten, die über diese Angaben hinausgehen, wurden bisher nicht publiziert. 

Für die klinische Praxis sind hierbei vor allem Stabilitätsdaten über einen längeren 

Zeitraum wie auch die Kompatibilität mit verschiedenen Behältnismaterialien (EVA, PE, 

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

 

 

 

Ziel der nachfolgend als Originalpublikation dargestellten Studie war die Bestimmung 

der physikalisch-chemischen Stabilität von applikationsfertigen Nelarabin-

Infusionslösungen in Ethylenvinylacetat (EVA) Infusionsbeuteln über einen Zeitraum 

von 4 Wochen. 
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4.3 Long-term stability of clofarabine injection concentrate 
and diluted clofarabine infusion solutions 

 

 

 

Ziel der nachfolgend in Form einer eingereichten Originalpublikation dargestellten 

Studie war die Bestimmung der physikalisch-chemischen Stabilität der Clofarabin-

Stammlösung und applikationsfertiger Clofarabin-Infusionslösungen über einen 

Zeitraum von 28 Tagen unter verschiedenen Lagerungsbedingungen.  
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Abstract 
 
Purpose: The aim of this study was to investigate the physicochemical stability of 

clofarabine injection concentrate and ready-to-use clofarabine infusion solutions over a 

prolonged period of 28 days.  

Methods: To determine the stability of clofarabine infusion solutions, the injection 

concentrate (Evoltra®, 1 mg/mL, Genzyme) was diluted either with 0.9% sodium 

chloride or 5% glucose infusion solution. The resulting concentrations of 0.2 mg/mL or 

0.6 mg/mL respectively were chosen to represent the lower and upper limit of the 

ordinary concentration range. Test solutions were stored under refrigeration (2-8 °C) or 

at room temperature either light protected or exposed to light. Clofarabine 

concentrations and pH values were determined at different time intervals throughout a 

28 days storage period. Compatibility of diluted clofarabine infusion solutions (0.1 – 0.4 

mg/mL) with different container materials (PVC, glass, PP/PE) was tested over a 48-

hours storage period. Clofarabine concentrations were measured by a stability-

indicating reversed phase HPLC assay with ultraviolet detection. 

Results: Clofarabine injection concentrate and clofarabine infusion solutions remained 

physico-chemically stable (> 90% clofarabine) for 4 weeks. Results are independent of 

storage conditions, drug concentrations (0.2, 0.6 and 1.0 mg/mL) and diluents (0.9% 

sodium chloride, 5% glucose infusion solution). Adsorption of clofarabine to container 

material can be excluded. 

Conclusions: Clofarabine injection concentrate and diluted infusion solutions in 

commonly used vehicles are stable for at least 28 days either refrigerated or at room 

temperature. Physicochemical stability favours pharmacy-based centralized 

preparation. Due to microbiological reasons, strict aseptic handling and storage of the 

products under refrigeration is recommended. 
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Introduction 
 
Clofarabine (CAFdA) is a halogenated-adenosine analogue approved for the treatment 

of relapsed or refractory hematologic malignancies (ALL or AML). Like other nucleoside 

analogues which are acting as anti-metabolite anticancer agents, clofarabine is to be 

phosphorylated to its triphosphate derivative to be active in cells. Clofarabine leads to 

inhibition of ribonucleotide reductase and DNA polymerase- 56 and furthermore to 

disruption of mitochondrial function through release of cytochromic and proapoptotic 

proteins.57 The recommended dose of clofarabine is 52 mg per m² body surface area 

(BSA) administered intravenously daily for five consecutive days. Treatment cycles 

should be repeated every 2 – 6 weeks.58  

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

arabinofuranosyl)-9H-purine-6-amine (Figure 1).  

 

 
Figure 1 Chemical structures of clofarabine (CAFdA), cladribine (CdA) and 

fludarabine (Fara-A) 
 
 
In the U.S. and Canada clofarabine infusion solution concentrate is marketed as 

Clolar®, in Europe and Australia/New Zealand as Evoltra®. Each 20 mL vial contains 20 

mg of active substance clofarabine [1mg/mL], 180 mg of sodium chloride and water for 

injections. Clofarabine concentrate is a clear, practically colourless solution with a pH 

of 4.5 to 7.5.59 Clofarabine has the highest lyophilicity among the anticancer purine 

analogues.42 The stability of 5´-triphosphate clofarabine in leukaemic cells was shown 

to be higher than the stability of phosphorylated cladribine.60 2-Chloradenine (CAde) is 

the major catabolite of clofarabine as well as of cladribine.61 The introduction of a 
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fluorine atom at the 2’-arabino position of the deoxyribose moiety increases acid 

stability to the glycosidic linkage.8  

It is known that diluted clofarabine concentrate is chemically and physically stable for 3 

days at 2 – 8 °C or at room temperature.59 During photostability tests (room 

temperature, up to 4.8 million lux hours) no significant changes in appearance, content 

(HPLC, 95.0 – 105.0 %) and impurities (HPLC) were observed.58 In plasma samples 

clofarabine is almost intact (87% of the initial concentration) after 24 weeks of storage 

at – 20 °C. More than 50% of cladribine is degraded under the same conditions.61 No 

further information on the stability and compatibility of clofarabine concentrate and 

clofarabine infusion solutions was found in the literature. 

The purpose of this study was to determine the physicochemical stability of ready-to-

use clofarabine infusion solutions and of the undiluted injection concentrate [Evoltra®, 1 

mg/mL] after first opening of the vial. Tests were performed over a period of four weeks 

under different storage conditions. Chemical stability was determined by using a 

stability-indicating high-performance-liquid-chromatographic (HPLC) assay with 

ultraviolet detection. Physical stability was determined by pH-measurement and visual 

inspection. 

 

Materials and Methods 
 

Sample preparation 

 
Clofarabine infusion solutions were aseptically prepared by transferring clofarabine 

injection concentrate (clofarabine Pre-Clinical, 1mg/mL, 20 mL, Genzyme, lot. 09-

002398) to commercially available prefilled polypropylene/polyethylene (PP/PE) 

infusion bags (freeflex®, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Germany) containing 0.9% 

sodium chloride solution (Product No. B248356) or 5% glucose solution (Product No. 

B248087) in amounts yielding nominal clofarabine concentrations of 0.2 and 0.6 

mg/mL. The ready-to-use infusion solutions and injection concentrate in original glass 

vials (1 mg/mL) were stored at room temperature exposed to light or light protected or 

under refrigeration (2-8 °C) in parallel. For each storage condition and concentration 

one vial of stock solution and three infusion solutions were examined. Samples of the 

infusion solutions were withdrawn immediately after dilution (day 0) and after 1, 3, 7, 

14, 21 and 28 days and assayed in triplicate without further dilution. Samples of 

clofarabine injection concentrate were withdrawn immediately after first opening the 

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

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

In order to study adsorption behaviour, diluted clofarabine infusion solutions were 

stored in different container materials (PP/PE, PVC, glass) over a period of 48 hours at 

2-8 °C. Therefore stock solution was transferred to prefilled (PP/PE bags: freeflex®, 

Fresenius Kabi, Bad Homburg, Germany, Item No. B248356) or empty containers 

(PVC: extension line “Heidelberg”, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Germany, Product 

No. 287311; glass: Duran® iodine flask, Schott AG, Mainz, Germany, Item No. 24 192 

27) and diluted with 0.9% sodium chloride infusion solution (Fresenius Kabi, Bad 

Homburg, Germany, Item No. B248356) to achieve the predetermined concentrations 

(PP/PE: 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 mg/mL, glass: 0.2, 0.3, 0.4 mg/mL, PVC: 0.1, 0.2, 0.3 

mg/mL). Each test solution was prepared in triplicate. Immediately after dilution and 

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

Samples were assayed for impurities and concentrations of clofarabine were 

determined by reversed phase HPLC.  

 

Chemical stability 
 
Reversed phase HPLC assay 

 
Concentrations of clofarabine were determined by using a stability indicating reverse 

phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC) assay with photodiode 

array detection adopted from Reichelova.42 The HPLC system consisted of a Waters 

2695 separation module and a Waters photodiode array (PDA) detector 2998. Data 

were acquired and integrated by using Waters Empower Pro, Empower2 software, 

version 6.10.01.00 (Waters, Eschborn, Germany). The reversed phase column used 

was a Spherisorb ODS-2 C18, endcapped, 80 Å x 4.6 mm, particle size 3 µm (MZ-

Analysentechnik, Mainz, Germany). The mobile phase consisted of 80% 0.01 M 

potassium dihydrogen phosphate solution [1.36 g potassium dihydrogen phosphate 

anhydrous (Merck, Darmstadt, Germany) dissolved in 1 L of Water HPLC Gradient 

Grade (Mallinckrodt Baker, Phillipsburg, New Jersey)] pH 6.8 and 20% methanol 

[Methanol HPLC Gradient Grade (Fisher Scientific, Schwerte, Germany)]. The pH of 

the potassium dihydrogen phosphate solution was adjusted to pH 6.8 with 1.0 M 

potassium hydroxide solution [55.61 g potassium hydroxide pellets (Merck, Darmstadt, 

Germany) dissolved in 1 L of Water HPLC Gradient Grade (Mallinckrodt Baker, 

Phillipsburg, New Jersey)] using a pH 210 Microprocessor pH Meter (Hanna 
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Instruments, Kehl am Rhein, Germany). The flow rate set was 1.0 ml*min-1; the 

injection volume was 10 µl. Detection wavelength was set at 265 nm. Under these 

conditions retention time of clofarabine was about 5.9 minutes (compare Figure 2). 

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

was injected in triplicate. 
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Figure 2 Clofarabine 3D Plot (800 µg/mL) 
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Validation of the RP-HPLC assay 

Suitability 
Suitability of the assay was proven by analyzing forced degraded clofarabine solutions. 

Samples were diluted with 0.9% sodium chloride to a nominal concentration of 500 µg 

clofarabine per mL. After heating (85 °C for three hours), acidifying to pH 1 [HCl 1N, 

Merck, Darmstadt, Germany] or alkalizing to pH 13 [NaOH 1N, Merck, Darmstadt, 

Germany] and storage for three hours at room temperature no additional peaks of 

degradation products were observed. Therefore acidified and alkalized samples were 

heated for 3 hours at 85 °C. 

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

1000 µg/mL of clofarabine) by 5-fold injections. The calibration curve constructed from 

plots of peak area versus concentration of clofarabine was linear with a correlation 

coefficient of 0.999977. 

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

Intraday precision was defined by analyzing three standard solutions (100, 400, and 

800 µg/mL). Therefore clofarabine injection concentrate [1 mg/mL] was diluted with 

0.9% NaCl solution to the concentrations required. Ten replicate injections of the 

solutions yielded a relative standard deviation of 0.2%, 0.2%, and 0.1% respectively. 

Interday precision was determined by analyzing the three standard solutions on 

different days. Each day fresh test solutions were prepared as described above. 

Triplicate injections on five different days resulted in RSD`s of 2.2% (100 µg/mL), 0.9% 

(400 µg/mL) and 0.8% (800 µg/mL). 

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

µg/mL) ten times. For each sample injected percentage of recovery was calculated and 

the mean recovery rate was 99.09 ± 0.16 %. 
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Physical stability 
 
Physical stability was determined by visual inspection and pH measurement.  

Test solutions were visually examined in normal laboratory light whenever samples 

were withdrawn. Test solutions with no colour change or any precipitation were defined 

as physically stable.  

Once a week (on days 0, 7, 14, 21 and 28 after preparation of the test solutions) 

samples of clofarabine test solutions were withdrawn. Values of pH were measured, 

using a pH 210 Microprocessor pH Meter (Hanna Instruments, Kehl am Rhein, 

Germany) equipped with an InLab® Micro pH glass electrode (Mettler Toledo, Giessen, 

Germany). The pH meter was calibrated with standard buffer solutions (pH 4.01 and 

7.01) from Hanna Instruments. 

 

Results 
 
The HPLC method adopted from Reichelova 42 revealed to be suitable for the stability 

studies. Only after heating of the acidified and alkalized samples, degradation products 

were detected in the chromatograms. The peaks of degradation products were clearly 

separated from the clofarabine peak (tR: 5.9). The resultant chromatogram of acid 

degraded Evoltra® solution showed one unknown degradation peak with a retention 

time of 2.8 minutes and a major peak of the intact form of clofarabine (compare Figure 

3). The chromatogram of the alkalized and heated clofarabine solution (compare Figure 

4) showed multiple degradation peaks (tR: 1.0, 1.4, 1.5, 1.6, 2.7, 3.5, 4.3 and 4.8). The 

major peak had a retention time of 1.0 minute. Only a minor peak corresponding to the 

intact clofarabine remained (tR: 5.9). None of the decomposition peaks interfered with 

the parent peak. 

Clofarabine injection concentrate of the concentration 1 mg/mL and the ready-to-use 

infusion solutions of the concentrations 0.2 and 0.6 mg/mL were found to be physico-

chemically stable for a minimum of 28 days. Clofarabine concentrations declined less 

than 10% of the initial concentrations during the entire test period independent from the 

type of vehicle or storage conditions (compare Table 1). No clofarabine degradation 

products were detected in the HPLC chromatograms. However there was a remarkable 

decline of the clofarabine concentrations during the first 24 hours of storage in all test 

solutions of the concentration 0.2 mg/mL independent from the type of vehicle or 

storage temperature. However the resulting concentrations (91% - 94% of the initial 

concentrations) did not further decrease during the remaining observation period. In 
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additional studies of test solutions with low clofarabine concentrations (0.1, 0.2, 0.3, 0.4 

mg/mL) in different container materials (PP/PE, glass, PVC) the initial decline was not 

verifiable over a test period of 48 hours (see Table 2). According to these results the 

initial decrease of clofarabine concentrations as a consequence of low drug 

concentrations and adsorption to container materials is to be excluded. 

No visible changes were detected. The solutions remained colourless and clear. No 

evidence of precipitation occurred. Results of pH-measurements are shown in Table 3. 

In clofarabine infusion solutions diluted with 0.9% NaCl vehicle pH values varied 

between 6.4 and 6.1 independent from the initial clofarabine concentration, storage 

conditions or storage period. Infusion solutions diluted with 5% glucose vehicle showed 

different pH values depending on the clofarabine concentration. The pH measured in 

solutions with low (0.2 mg/mL) or high (0.6 mg/mL) clofarabine concentrations varied 

around pH 4.4 or pH 5.0 respectively independent from the storage conditions or 

storage period. The pH of the injection concentrate decreased from pH 7.0 after first 

opening to pH 6.4 at day 28 of the observation period.   



 

72 

 

 
Figure 3 HPLC-chromatogram of acid degraded clofarabine infusion solution (pH1, 85 °C for 3h) 

 

 
Figure 4 HPLC-chromatogram of base degraded clofarabine infusion solution (pH13, 85°C for 3h) 
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Table 1  Stability of diluted and undiluted clofarabine (Evoltra®) solutions at different storage conditions. Drug concentrations in 
samples taken at time zero were designated as 100%. 

 
 
 
Diluent Storage condition Initial drug concentration [%] Initial concentration remaining 

   [mg/mL]  ± RSD (mean of 3 test solutions, triplicate assays) 
  Nominal actual day 1 day 3 day 7 day 14 day 21 day 28 
                      

 
5% glucose solution 2-8°C light protected 0.2 0.21 ± 0.00 93.3 ± 2.7 93.3 ± 2.7 93.4 ± 2.9 93.2 ± 3.2 92.7 ± 2.9 92.9 ± 2.9 
(in PP/PE bags) 25°C exposed to light 0.2 0.21 ± 0.02 91.3 ± 7.4 91.6 ± 7.4 91.4 ± 7.4 91.4 ± 7.4 91.0 ± 7.5 91.4 ± 7.3 
 2-8°C light protected 0.6 0.59 ± 0.01 99.8 ± 1.7 100.6 ± 1.7 100.3 ± 1.8 100.9 ± 1.8 100.1 ± 1.8 100.3 ± 1.8 
 25°C exposed to light 0.6 0.59 ± 0.01 99.7 ± 1.3 100.5 ± 1.1 100.1 ± 1.1 100.5 ± 1.2 100.1 ± 1.1 100.4 ± 1.2 
           
0.9% sodium chloride  2-8°C light protected 0.2 0.21 ± 0.00 92.2 ± 0.5 92.2 ± 0.6 92.2 ± 0.6 92.0 ± 0.5 91.4 ± 0.5 91.8 ± 0.5 
solution (in PP/PE bags) 25°C exposed to light 0.2 0.21 ± 0.00 93.6 ± 1.7 93.5 ± 1.8 93.6 ± 1.8 93.5 ± 2.1 93.1 ± 1.7 93.5 ± 1.8 
 2-8°C light protected 0.6 0.58 ± 0.01 100.4 ± 0.2 101.4 ± 0.1 101.3 ± 0.4 101.6 ± 0.0 101.0 ± 0.1 101.0 ± 0.1 
 25°C exposed to light 0.6 0.58 ± 0.01 100.9 ± 0.2 102.0 ± 0.1 101.6 ± 0.2 102.1 ± 0.3 101.5 ± 0.1 101.8 ± 0.0 
           
Undiluted 25°C exposed to light 1.0 0.99 ± 0.00 100.0 ± 0.7 101.3 ± 0.0 101.0 ± 0.1 102.0 ± 0.3 101.7 ± 0.2 101.9 ± 0.2 
(in the original glass vial) 2-8°C light protected 1.0 0.99 ± 0.00 100.3 ± 0.6 101.1 ± 0.1 100.5 ± 0.8 100.7 ± 0.2 100.5 ± 0.3 100.9 ± 0.6 
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Table 2 Stability of diluted clofarabine (Evoltra®) solutions in different container materials. Test solutions were diluted with 0.9% 

sodium chloride and stored light protected at 2 – 8 °C. Drug concentrations in samples taken at time zero were 
designated as 100%. 

 
 
 

Material Initial drug concentration  [%] Initial concentration remaining 
 [mg/mL]   ± RSD (mean of 3 test solutions, triplicate assays) 
 nominal actual  day 1 day 2 
            

 
PP/PE  0.1 0.09 ± 0.00  99.9 ± 0.1 100.4 ± 0.1 
 0.2 0.19 ± 0.00  97.3 ± 0.7 97.3 ± 1.2 
 0.3 0.30 ± 0.00  98.5 ± 0.0 98.4 ± 0.1 
 0.4 0.40 ± 0.01  98.6 ± 0.1 98.6 ± 0.2 
      
glass 0.2 0.20 ± 0.00  98.4 ± 0.1 98.5 ± 0.2 
 0.3 0.29 ± 0.00  98.5 ± 0.1 98.5 ± 0.2 
 0.4 0.39 ± 0.00  98.7 ± 0.1 98.5 ± 0.1 
      
PVC 0.1 0.10 ± 0.00  100.2 ± 0.2 101.2 ± 1.1 
 0.2 0.20 ± 0.00  99.5 ± 1.1 99.7 ± 2.0 

 0.3 0.29 ± 0.00  100.2 ± 0.1 100.0 ± 1.5 
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Table 3  The pH-values of diluted and undiluted clofarabine (Evoltra®) solutions at different storage conditions.  
 
 
 
Diluent Storage condition Nominal drug  pH-values ± SD (mean of 3 test solutions) 
   concentration      
  [mg/mL] day 0 day 7 day 14 day 21 day 28 
                  
         
5% glucose solution 2-8°C light protected 0.2 4.47 ± 0.02 4.42 ± 0.01 4.50 ± 0.05 4.34 ± 0.01 4.39 ± 0.04 
(in PP/PE bags) 25°C exposed to light 0.2 4.44 ± 0.07 4.45 ± 0.04 4.48 ± 0.08 4.35 ± 0.03 4.38 ± 0.06 
 2-8°C light protected 0.6 5.05 ± 0.02 4.92 ± 0.08 4.92 ± 0.05 4.87 ± 0.03 4.94 ± 0.04 
 25°C exposed to light 0.6 5.06 ± 0.06 4.97 ± 0.10 5.03 ± 0.08 4.86 ± 0.08 4.94 ± 0.12 
         
0.9% sodium chloride  2-8°C light protected 0.2 6.42 ± 0.09 6.25 ± 0.01 6.32 ± 0.22 6.19 ± 0.03 6.08 ± 0.05 
solution (in PP/PE bags) 25°C exposed to light 0.2 6.37 ± 0.03 6.35 ± 0.04 6.40 ± 0.05 6.34 ± 0.07 6.30 ± 0.15 
 2-8°C light protected 0.6 6.40 ± 0.01 6.20 ± 0.02 6.31 ± 0.27 6.28 ± 0.04 6.36 ± 0.11 
 25°C exposed to light 0.6 6.43 ± 0.06 6.29 ± 0.03 6.23 ± 0.14 6.30 ± 0.08 6.44 ± 0.06 
         
Undiluted 25°C exposed to light 1.0 7.03 ± 0.12 6.66 ± 0.09 6.50 ± 0.04 6.40 ± 0.03 6.40 ± 0.04 
(in the original glass vial) 2-8°C light protected 1.0 7.03 ± 0.07 6.61 ± 0.03 6.45 ± 0.18 6.36 ± 0.03 6.35 ± 0.07 
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Discussion 
 
Forced-degradation experiments revealed the chemical stability of clofarabine. 

Degradation was only achieved by heating acidified or alkalized solutions. Acidic 

conditions plus heat were less deleterious than alkaline conditions plus heat. It is 

known from the literature62 that the stability of clofarabine under acidic conditions is 

favoured by introduction of the fluorine atom at the 2`-arabino position of cladribine. 

Carson et al62 reported that clofarabine (CAFdA) was much more stable than cladribine 

(CdA) at pH 2. The latter was nearly completely degraded after 24 hours at 37 °C while 

CAFdA showed only minimal degradation caused by acid-catalysed hydrolysis of the 

N-glycosylic bond resulting in the respective sugar and purine moiety. According to the 

liquid chromatographic studies of acidic cleavage of CAFdA performed by Reichelova 

et al.5 the respective 2-Cl-Ade base is further degraded to an unknown product. The 

additional peak in the HPLC-chromatogram in Figure 3 most probably corresponds to 

this unknown degradation product of 2-Cl-Ade. The alkaline hydrolysis of adenine 

nucleosides also results in the cleavage of the glycosyl bond and at higher alkalinities 

preferred ring opening of the imidazole ring, glycosylic cleavage and further 

degradation of the pyrimidine moiety63. The numerous degradation peaks noticeable in 

the HPLC-chromatogram in Figure 4 may result from the different degradation 

pathways. 

Test solutions and storage conditions were selected to mimic normal clinical practices. 

Injection concentrate was stored in the original Evoltra® vials following the common 

practice of pharmacy-based cytotoxic services. Concentrations of the diluted 

clofarabine infusion solutions were chosen according to the summary of product 

characteristics (SmPC) of Evoltra®54. The calculated dose of clofarabine injection 

concentrate (1 mg/mL) is to be diluted with 0.9% sodium chloride or 5% glucose 

infusion solution to a total volume of 100 mL or 200 mL in the case of extremely high 

doses. By calculating the dose for a 1 year old child (BSA 0.44 m²) or an overweight 

adult (BSA 2.3 m²) the resulting concentrations of 0.2 mg/mL or 0.6 mg/mL respectively 

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

The remarkable 8% decline of the clofarabine concentration in all test solutions 

containing 0.2 mg/mL clofarabine raised the question of potential adsorption to the 

inner layer of polypropylene/polyethylene (PP/PE) infusion bags. However in additional 

tests with different container materials and even lower clofarabine concentrations the 

particular results were not reproducible. Compatibility with different container materials 

was given and no adsorption detected. As prefilled PVC bags are not any longer 
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available in Germany we stored the clofarabine samples in PVC lines. Even the 

resulting unfavourable volume to surface correlation was not causing detectable 

adsorption. Therefore we concluded that the initial decline of clofarabine concentrations 

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

The pH values of diluted clofarabine infusion solutions mostly remained in the range of 

4.5 – 7.5 which is predefined in the SmPC of Evoltra® injection concentrate and does 

not affect the stability of clofarabine. Values of pH varied as a function of the type of 

vehicle and in the case of glucose vehicle of the drug concentration. This phenomenon 

is based on the lower pH values of 5% glucose solutions (pH 3.5 and 6.5)64 than of 

0.9% sodium chloride solutions (pH 4.5 – 7.0).65  

The prolonged stability data are advantageous for centralized cytotoxic preparation 

units because they facilitate less disposal of cytotoxic waste and savings of material 

costs. 

 

Conclusion 
 
The results of this study show that clofarabine injection concentrate (Evoltra®) is 

physicochemical for at least four weeks after first opening of the vial. Ready-to-use 

clofarabine infusion solutions (0.2 and 0.6 mg/mL) in PP/PE-bags in customary fluids 

(0.9% NaCl and 5% glucose) are physicochemical stable over at least 28 days when 

refrigerated or stored at room temperature. PVC containers are also suitable for diluted 

solutions because over a period of 48 hours compatibility with PVC was proven. 

Storage of the ready-to-use infusion solutions under refrigeration is recommended for 

microbiological reasons. 
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5 Physikalisch-chemische Stabilität von 
Trastuzumab Infusions-Zubereitungen  

5.1 Monoklonale Antikörper 

 
Biopharmazeutika spielen heute in vielen Bereichen der Arzneimitteltherapie eine 

immer größere Rolle. Nach der Einführung der Rekombinationstechnologie wurde 1977 

mit Somatostatin das erste humane Peptid rekombinationstechnisch  hergestellt.66 

Wenige Jahre später folgte das erste gentechnologisch hergestellte Insulin67, das 1982 

die Zulassung in den USA bekam. Heute werden rekombinationstechnisch hergestellte 

monoklonale Antikörper der IgG Klasse wie Rituximab, Alemtuzumab und Trastuzumab 

erfolgreich in der Behandlung von Krebspatienten  eingesetzt.  

Peptide und Proteine haben relativ große komplexe dreidimensionale Strukturen und 

können in vieler Hinsicht nicht direkt mit dem einfachen chemischen Grundgerüst 

‚kleiner’ Arzneistoffe verglichen werden. Die Fähigkeit zur Bindung an die Zielstruktur 

und damit das Auslösen eines pharmakologischen Effekts hängt von der korrekten 

Struktur und Faltung des Proteins ab.68 Jede Änderung in der Primärstruktur 

(Aminosäuresequenz), Sekundärstruktur (Faltung: -Helix oder -Faltblatt), 

Tertiärstruktur (dreidimensionale Struktur) oder der Quartärstruktur (Proteinkomplex) 

kann zur Inaktivität des Proteins führen. Die komplexe Struktur eines Proteins bedingt 

seine starke Anfälligkeit für Abbaureaktionen.69 Vor allem während des Transportes, 

der Lagerung, der Herstellung zur applikationsfertigen Arzneiform und der Anwendung 

können verschiedenste Einflussfaktoren die Wirksamkeit reduzieren.70 Die 

Abbaureaktionen können in physikalische und chemische Instabilitäten unterteilt 

werden. Chemische Abbaureaktionen führen zu einer Veränderung der kovalenten 

Bindungen der Peptidstruktur. Diese werden typischerweise ausgelöst durch 

Oxidations-, Desamidierungs- und Hydrolysereaktionen, Isomerisierungen und Disulfid-

Umlagerungen. Chemische Veränderungen finden an der Primärstruktur im Protein 

statt. Physikalische Abbaureaktionen betreffen die dreidimensionale Proteinstruktur: 

die Sekundär-, Tertiär- und Quartärstruktur wird verändert ohne kovalente Bindungen 

zu zerstören. Die Proteine denaturieren, es bilden sich Aggregate oder Präzipitate. 

Auch die Adsorption an Oberflächen wird den physikalischen Instabilitäten 

zugeordnet.71 Jedoch kann man physikalische und chemische Instabilitäten nicht 

komplett voneinander trennen, sie laufen in den meisten Fällen parallel ab. Chemische 
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Abbaureaktionen können physikalische Veränderungen induzieren und umgekehrt. 

Zum Beispiel können Disulfid-Umlagerungen zum Verlust der nativen 

Proteinkonformation führen. Umgekehrt  können  auch Denaturierungen zur Oxidation 

von Aminosäureresten beitragen, die zuvor geschützt waren.70;72;73 

Die Frage der Stabilität und Haltbarkeit von Biopharmazeutika und insbesondere 

Antikörper-Arzneimitteln ist ein intensiv diskutiertes Thema und erfordert aufgrund der 

Empfindlichkeit gegenüber physikalischen und chemischen Instabilitätsreaktionen 

sorgfältige analytische Prüfung. Gegenstand der nachfolgend beschriebenen 

Untersuchungen ist die physikalisch-chemische Stabilität von Trastuzumab. 

Trastuzumab ist ein humanisierter monoklonaler Antikörper gegen den epidermalen 

Wachstumsfaktor-Rezeptor 2 (HER2). Im Jahre 1998 erhielt Trastuzumab die 

Zulassung in den USA und im Jahr 2000 folgte die Zulassung in der europäischen 

Union für Patientinnen mit metastasierendem Brustkrebs und gleichzeitiger 

Überexpression des Oberflächenrezeptors HER2/neu. Seit 2006 ist Trastuzumab auch 

für die adjuvante Therapie bei Brustkrebs zugelassen.74  Im Januar 2010 folgte die 

erweiterte Zulassung zur Erstlinienbehandlung des metastasierenden HER2-positiven 

Magenkarzinoms in Kombination mit Cisplatin und Capecitabin oder 5-Fluoruracil.75 

Trastuzumab wurde aus einem klonalen humanen Immunglobulin (IgG1) und den 

Antigenbindungsresten des anti-HER2 monoklonalen Antikörpers entwickelt. Somit 

besteht Trastuzumab zu 95% aus humanen Proteinen und nur die 

Antigenbindungsreste sind muriner Herkunft.76 Wie alle IgG-Antikörper besteht 

Trastuzumab aus zwei schweren und zwei leichten Ketten und hat ein 

Molekulargewicht von ca. 145 kDa, was typisch für monoklonale Antikörper ist.73 Der 

HER2-Rezeptor, der durch Trastuzumab blockiert wird, ist unter normalen 

Bedingungen nur in sehr geringer Anzahl auf der Zelloberfläche zu finden. Durch ihn 

werden Wachstumssignale in die Zelle geleitet, was zu einem kontrollierten 

Zellwachstum führt. Die erhöhte HER2-Rezeptorkonzentration (HER2-Überexpression) 

bewirkt, dass permanent wachstumsfördernde Signale an die Zelle abgegeben werden. 

Es kommt zu einer erhöhten Zellteilungsrate und damit zu einem unkontrollierten 

Tumorwachstum. Der HER2-Rezeptor ist bei 20 – 25 % der Mammakarzinom-

Patientinnen überexprimiert und diese leiden oft an besonders aggressiven 

Krankheitsverläufen. Mit Trastuzumab konnte  eine gut ansprechende, spezifische 

Therapieoption gefunden werden. Das permanente Wachstum und die Teilung der 

HER2-überexprimierenden Krebszelle werden blockiert. Darüber hinaus stimuliert der 

Einsatz des HER2-Antikörpers eine zellvermittelte Toxizität (ADCC: antibody 

dependent cell mediated cytotoxicity), die zur Vernichtung der Tumorzelle führt.77 
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Trastuzumab ist als Lyophilisat mit dem Namen Herceptin® im Handel erhältlich. Das 

Lyophilisat wird mit Wasser für Injektionszwecke rekonstituiert und mit 0,9%iger 

Natriumchlorid-Infusionsträgerlösung  verdünnt. Laut Herstellerangaben soll die 

Verdünnung mit Glucoselösung wegen möglicher Proteinaggregation vermieden 

werden. Die Haltbarkeit des rekonstituierten Trastuzumab-Konzentrats wird 

uneinheitlich dargestellt. Die Herstellerfirma Roche gibt für das mit sterilem Wasser 

rekonstituierte Lyophilisat eine physikalische und chemische Stabilität von 48 Stunden 

an.78 Die Firma Genentech in den USA hingegen gibt nach Rekonstitution mit 

konserviertem Wasser (1% Benzylalkohol) eine Haltbarkeit von 28 Tagen an.79 Im 

europäischen Raum ist die Rekonstitution von intravenösen Arzneimitteln mit 

Konservierungsmitteln aus rechtlichen Gründen nicht erlaubt. In der Annahme, dass 

der einzige Unterschied hierbei in der mikrobiologischen Stabilität liegt, sollten die 

verlängerten Haltbarkeitsdaten der USA bei steriler Herstellung und Lagerung auf das 

rekonstituierte Lyophilisat ohne Konservierungsmittel übertragbar sein. 

Für die applikationsfertige Infusionslösung von Trastuzumab, verdünnt mit 0,9 % NaCl, 

gibt der Hersteller eine Haltbarkeit von 24 Stunden bei Temperaturen bis zu 30 °C an.80 

Weitere Daten, die darüber hinausgehen, liegen unseres Wissens nicht vor. Daher 

wurden Untersuchungen zur physikalisch-chemischen  Stabilität über einen Zeitraum 

von 28 Tagen bei Lagerung unter verschiedenen Bedingungen durchgeführt. Diese 

sind Gegenstand der nachfolgend in Form der eingereichten Originalpublikation 

dargestellten Untersuchungen. 
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5.2 Physico-chemical stability of the trastuzumab infusion 
solutions in polypropylene infusion bags 
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Abstract 
 

Study objectives: Purpose of this study was to determine the physico-chemical stability 

of ready-to-administer trastuzumab infusion solutions in 0.9% NaCl solution as vehicle 

over a prolonged period of 28 days.  

Methods: Trastuzumab lyophilised powder (rhuMab HER2, Herceptin®) was 

reconstituted with water for injection to a nominal concentration of 21 mg/mL. The 

reconstituted trastuzumab concentrate was further diluted with 0.9 % sodium chloride 

in polypropylene (PP) infusion bags (freeflex®). The physico-chemical stability of the 

infusion solutions was assessed over a 4 week storage period. Test solutions were 

stored under refrigeration (2-8 °C) or at room temperature under light protection and 

exposed to light. Samples of test solutions were withdrawn on day 0 (initial), 1, 3, 7, 14, 

21, and 28. Preparation of the test solutions and sampling were conducted under 

aseptic conditions. Stability of trastuzumab infusion solutions was determined by size-

exclusion high-performance liquid chromatography (SE-HPLC), ultraviolet spectrometry 

and SDS-Page. In addition, pH-values were measured weekly over the storage period 

and test solutions were visually examined for potential colour changes, turbidity or 

particulate matter.  

Results: The stability tests used revealed that in ready-to-administer trastuzumab 

infusion solutions (0.4 mg/ml, 4 mg/mL) trastuzumab concentrations remained above 

90% of the initial concentrations, independent of the storage conditions. No 

degradation products were observed. Exposure to daylight did not affect the stability of 

the trastuzumab test solutions.  

Conclusion: Ready-to-administer trastuzumab infusion solutions prepared with 0.9% 

sodium chloride solution in PP bags are storable over a 4 week period, even when 

stored at room temperature without light protection. For microbiological reasons 

storage under refrigeration is recommended. 
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Introduction 
 

Trastuzumab (rhuMab HER2) is a recombinant humanized IgG1 antibody (MM ~ 145 

kDa) that binds to the extracellular domain of the tyrosine kinase receptor HER-2 and 

pre-vents HER2-receptor dimerization. Due to suppression of intracellular tyrosine 

kinase with attenuation of cell signalling, tumour proliferation is suppressed. Additional 

mechanisms of action discussed are HER2-receptor down regulation with subsequent 

degradation, inhibition of angiogenesis and G1 arrest of treated cells. Trastuzumab is 

indicated for the treatment of breast and metastatic gastric cancer, in case of 

overexpression of HER-2 receptors at the tumour cell surface.73;79;81;82 Trastuzumab is 

used either as a single agent or in combination with conventional cytotoxic drugs like 

taxanes, anthracyclines, platinum derivatives, 5-fluorouracil or vinorelbine. The 

recommended dose is either 4 mg/kg as loading dose, followed by a maintenance dose 

of 2 mg/kg per week, or an initial dose of 8 mg/kg followed by 6 mg/kg every three 

weeks. 

The parenteral formulation of Trastuzumab (Herceptin®, Roche Pharma AG) is supplied 

in Europe as a pale yellow, lyophilised powder in 150 mg single dose vials. The 

finished product contains L-Histidine, L-Histidine HCl, trehalose, and polysorbate 20 as 

excipients. Each vial has to be reconstituted with 7.2 mL of sterile water for injection. 

The solvent should be added slowly and shaking should be avoided. The resulting 

infusion concentrate (21 mg/mL) is a pale yellow, transparent solution with a pH-value 

of approximately 6.0. The appropriate amount of trastuzumab infusion concentrate has 

to be further diluted with 250 mL of 0.9% sodium chloride solution. Dilution with 5% 

dextrose solution is not recommended due to potential risk of protein 

aggregation.78;79;83;84 Moreover reducing sugars such as glucose can react with amino 

groups of the protein, resulting in carbohydrate adducts (Maillard reaction).85  

The stability of reconstituted and diluted protein drugs, including monoclonal 

antibodies, is an important issue of drug safety. Inappropriate handling may cause 

reduced efficacy and potential side-effects. Pharmacists responsible for the preparation 

of ready-to-administer antineoplastic drug solutions have to determine the shelf-life of 

these preparations. However the shelf-life is limited by a number of chemical and 

physical degradations pathways of protein drugs like MABs. Chemical degradation of 

an antibody is due to deamidation, isomerization, oxidation or fragmentation. Physical 

degradation processes include denaturation, aggregation, precipitation (insolubility), 

and adsorption.69;71 The aggregation rate is dependent on different factors, e.g. 

concentration, temperature, shaking, long-term storage. Protein aggregates generally 
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have reduced activity. Aggregation, deamidation and isomerization seem to be 

prevalent degradation pathways in antibodies73 and are reported in the literature for 

trastuzumab.72;81 Accelerated degradation resulted in deamidation of Asn30 and Asn55 

and in isomerization of Asp102 in the complementary determining regions.81 

According to the Herceptin® Summary of Product Characteristics (SmPC) reconstituted 

solutions are physico-chemically stable for 48 hours at 2-8 °C. Moreover, trastuzumab 

infusion solutions further diluted with 0.9% sodium chloride solution in polyvinylchloride 

(PVC)-, poly-ethylene (PE), or polypropylene (PP) infusion bags are declared to be 

physically and chemically stable for 24 hours at temperatures up to 30 °C.78 However in 

the US a multidose formulation containing 440 mg trastuzumab per vial is approved. 

After reconstitution with bacteriostatic water for injection, containing 1% benzyl alcohol, 

unused solutions are to be discarded after 28 days.79 Extended stability is of utmost 

interest in pharmacy based cytotoxic preparation units. Known physico-chemical 

stability allows a more efficient preparation of the ready-to-administer cytotoxic 

preparations. The purpose of this study was to determine the physico-chemical stability 

of diluted trastuzumab solutions free from preservatives. Concentrations and storage 

conditions were chosen with an eye to clinical practice. 

  

Materials and Methods 
 

Sample Preparation 
 

Stability studies of trastuzumab infusion solutions were performed with Herceptin® 

lyophilized powder (trastuzumab pre-clinical, lot. G119.00) granted by Roche AG 

(Grenzach-Wyhlen, Germany). Each vial contained 150 mg trastuzumab, 3.36 mg L-

Histidine HCl, 2.16 mg L-Histidine, 136.2 mg trehalose dihydrate and 0.6 mg 

polysorbate 20.83  

Test solutions were prepared by reconstitution of trastuzumab lyophilized powder with 

7.2 mL of Water for Injection (Aqua ad Injectabilia, B.Braun, Melsungen, Germany). 

The reconstituted trastuzumab solutions (nominal concentration 21 mg/mL) were 

further diluted with 0.9% sodium chloride solution in prefilled polypropylene based 

freeflex® infusion bags (PP as short form in the following text) granted by Fresenius 

Kabi GmbH (Bad-Homburg, Germany) in amounts yielding trastuzumab concentrations 

of 0.4 or 4.0 mg/mL. Test solutions were stored under refrigeration (2-8 °C) or at room 

temperature, either light protected or exposed to ambient light conditions. For each 
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concentration and each storage condition, infusion solutions were prepared in triplicate. 

Throughout the test period of 28 days samples were withdrawn under aseptic 

conditions. 

 

Size Exclusion High Performance Liquid Chromatography (SE-HPLC) 

 

Concentrations of intact trastuzumab, soluble aggregates, and fragments were 

determined by using a known stability indicating SE-HPLC assay with photodiode array 

detection.72;86;87 The HPLC system consisted of a Waters 2695 separation module and 

a Waters 2998 photodiode array (PDA) detector. Data were acquired and integrated by 

using Waters Empower Pro, Empower2 software, version 6.10.01.00 (Waters, 

Eschborn, Germany). The TSK-Gel G3000SWXL column (7.8 mm x 30 cm, particle 

size 5 µm, Tosoh Bioscience, Stuttgart, Germany) was operated with a mobile phase 

buffer solution pH 7.2 (Ph. Eur. 6) consisting of 25% 0.2 M potassium dihydrogen 

phosphate (Merck, Darmstadt, Germany) solution and 17.5% 0.2 M NaOH solution 

dissolved in water HPLC gradient grade (Mallinckrodt Baker, Phillipsburg, New Jersey, 

US). The flow rate was set at 1.0 mL/min with an injection volume of 20 µL. The 

detection wavelength was set to 214 nm. Under these conditions retention times of 

trastuzumab were approximately 10 minutes. Therefore, cycle times were set at 20 

minutes. In addition, PDA chromatograms (wavelength range 200 - 600 nm) were 

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

Linearity of the method was evaluated at six trastuzumab concentrations in the range 

of 0.1 mg/mL to 2.0 mg/mL prepared from Herceptin® lyophilised powder. Each 

concentration was injected five times. The calibration curve resulting from plots of peak 

areas versus trastuzumab concentrations was linear, with a correlation coefficient of 

0.9996. Accuracy was proven by analysing three different concentrations (0.4 mg/mL, 

1.0 mg/mL and 2.0 mg/mL) with 10 injections per concentration. Mean accuracy was 

100% ± 0.4 (n = 30). The intraday precision, expressed as relative standard deviation 

(RSD), was 0.9% for 0.4 mg/mL solutions, 0.2% for 1.0 mg/mL solutions, and 0.1% for 

2.0 mg/mL solutions. Interday precision was determined with three different 

trastuzumab concentrations assayed on five different days. Triplicate injections of each 

concentration yielded interday RSDs of 2.1% for the 0.4 mg/mL, 1.3% for the 1.0 

mg/mL and 2.8% for the 2.0 mg/mL concentrations. Validation studies were performed 

with different batches of the mobile phase. 

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

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

1).  

 

 

 

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

 

In the resulting SE-HPLC chromatogram intact trastuzumab monomer was not 

detectable. Trastuzumab solution was heated at 65 °C for a period of 24 hours and 

samples analysed after 0, 1, 2, 4, 6, 24 hours. The monomer peak decreased 

constantly and in parallel a degradation peak of fragments (tR = 12.9 min) appeared, 

which was clearly separated from the monomer peak (cp. Fig. 2). In addition, samples 

were exposed to acidic (pH 1 with HCl) and alkaline stress conditions (pH 13 with 

NaOH). After 24 hours with and without heating at 65 °C peaks indicating the 

trastuzumab monomer were no longer detectable, neither in the acidic nor in the 

alkaline solutions. 
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Figure 2 Size-exclusion chromatogram of trastuzumab solutions after  different time intervals of heat degradation at 65 °C: 0 h (black), 1 h 
 (blue), 2 h (pink), 4 h (brown), 6 h (green) and 24 h (turquoise). 
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For stability testing one sample of each test solution was withdrawn immediately after 

preparation (i.e. initial value) and after 1, 3, 7, 14, 21 and 28 days of storage. If 

appropriate (e.g. for the 4.0 mg/mL concentration) test solutions were diluted with 0.9% 

sodium chloride solution (Fresenius Kabi, Bad Homburg, Germany) to a nominal 

concentration of 1.0 mg/mL in order to fit the calibration curve. After dilution, samples 

were analysed in triplicate by SE-HPLC. Samples of known protein concentration were 

used as control standards for each set of test samples. The percentage rate of drug 

remaining at the respective time intervals was calculated while the initial concentration 

at time zero was defined as 100%.  

 

Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-Page) 

 

A polyacrylamide gel containing 4 – 20% tris-glycine (Anamed Electrophorese, Groß-

Bieberau, Germany) was used for SDS-Page analysis of trastuzumab test solutions. 

The running buffer used consisted of a 25 mM tris base solution in water with 192 mM 

glycine and 0.1% sodium dodecyl sulphate. The buffer was adjusted to pH 8.3 with tris 

or glycine (Carl Roth, Karlsruhe, Germany). Directly after preparation (i.e. “time zero”) 

of the test solutions and after a storage period of 28 days, a sample of each storage 

condition and concentration was prepared with reducing and non-reducing buffer. The 

non-reducing buffer (“Laemmli-buffer” 88) contained 62 mM tris base, 10% glycerine, 

2% sodium dodecyl sulphate (Carl Roth, Karlsruhe, Germany) and 0.05% bromophenol 

blue (AppliChem, Darmstadt, Germany). The solution was adjusted to pH 6.8 with HCl. 

Reducing conditions were achieved by addition of 2-mercaptoethanol (Carl Roth, 

Karlsruhe, Germany) in an amount to yield a concentration of 1%. Samples were 

diluted with 0.9% sodium chloride solution to achieve a target concentration of 250 µg 

trastuzumab per mL, mixed with the reducing or non-reducing buffer and heated for 10 

minutes at 85 °C. The unstained standard “Precision Plus Protein” (Biorad, Munich, 

Germany) was used as molecular weight size marker. Following the electrophoresis 

(XCell Sure Lock™ MiniCell, Invitrogen, Carlsbad, Canada) the gel was stained with 

Coomassie® brilliant blue solution (AppliChem, Darmstadt, Germany) for visualization 

of the protein bands. 
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UV -Spectroscopy  

 

A Spectronic Helios Alpha UV-VIS Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, 

Schwerte, Germany) was used to measure the protein concentration. Measurements 

were carried out at 280 nm in silica glass cells (QS Suprasil®, VWR, Darmstadt, 

Germany) using a 0.9% sodium chloride solution (equal to the vehicle of test solutions) 

as blank reference. Protein concentrations were calculated based on the trastuzumab 

absorption determined at 280 nm.  

Accuracy was proven by analysing 3 different concentrations, 50 µg/mL, 100 µg/mL 

and 150 µg/mL, respectively. For each sample tested, the percentage rate of recovery 

was calculated. Mean recovery was 102.0 ± 0.4% resulting from 10 measurements per 

concentration. Intra-day precision was assessed in parallel with accuracy consecutively 

measuring the absorbance of the three concentrations 10 times. Reproducibility 

showed a relative standard deviation of 0.4% for 50 µg/mL, 0.6% for 100 µg/mL and 

0.2% for 150 µg/mL solutions. Interday precision was evaluated by triplicate 

determinations of samples containing different concentrations of trastuzumab (50 

µg/mL, 100 µg/mL and 150 µg/mL) on 5 different days. Relative standard deviations 

were 6.5% for 50 µg/mL, 5.0% for 100 µg/mL and 5.6% for 150 µg/mL trastuzumab 

solutions.  

For the wavelength of 280 nm and a constant layer thickness of 10 mm (d) a linear 

correlation between the trastuzumab concentration (c = 0.02, 0.05, 0.08, 0.01, 0.15, 

and 0.20 mg/mL) and absorbance (A) with a correlation factor of 0.9968 was 

determined. The remaining concentration of the undegraded trastuzumab monomer 

was calculated based on the Lambert-Beer´s law (A280 =   x  c  x  d). The extinction 

coefficient for trastuzumab was estimated to be  = 215130 with the aid of the 

Protparam software program.89 The calculation was based on the known amino acid 

sequences of the light and heavy chains of trastuzumab (Mr = 145531.5).90 

Directly after preparation of the test solutions (i.e. “time zero”) and after 1, 3, 7, 14, 21, 

28 days of storage one sample of each test solution was withdrawn and diluted with 0.9 

% sodium chloride solution to a concentration of 100 µg/mL trastuzumab. Immediately 

after dilution, solutions were assayed in triplicate using samples of known 

concentrations as control standards. 
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Visual inspection and pH measurement 

 

Whenever samples were withdrawn, the trastuzumab test solutions and the samples 

were visually inspected with the unaided eye for colour changes, turbidity or particulate 

matter.  

PH of the reconstituted trastuzumab solutions was measured once per week over the 4 

week test period using a pH 210 Microprocessor pH Meter (Hanna Instruments, Kehl 

am Rhein, Germany) equipped with an InLab Micro pH glass electrode (Mettler Toledo, 

Giessen, Germany). The pH meter was calibrated with standard buffer solutions of pH 

4.01 and pH 7.01 (Hanna Instruments). PH limits set for stability were pH 5.5 (lower 

limit) and pH 6.5 (upper limit) according to pH 6 of the commercially available 

trastuzumab (Herceptin®).72;83 

 

Results 
 

Ready-to-administer trastuzumab infusion solutions (Herceptin®) with 0.9% sodium 

chloride solution as vehicle in polypropylene infusion bags were according to the 

subset of test methods used, found to be physico-chemically stable for a minimum of 4 

weeks. No differences were registered depending on the storage conditions, such as 

refrigeration at 2-8 °C in comparison to room temperature or exposition to light in 

comparison to protection from light.  

Trastuzumab concentrations, determined via SE-HPLC, decreased less than 10% over 

the test period of 28 days (cp. Table 1). No significant changes were observed in the 

PDA-chromatograms over the entire test period. Neither additional peaks indicating 

derivatives with higher molecular weights, such as aggregates, nor peaks of 

fragmentation products were detected in the chromatograms.  

Comparing the SDS-Page results of the trastuzumab test solutions directly after dilution 

and after 28 days of storage no significant differences were observed. Under the non-

reducing conditions a single major band was seen (Fig. 3/1). This band was located in 

the region of the 150 kD size marker and corresponds to intact trastuzumab with the 

known molecular weight of ~ 145 kD. Under reducing conditions all samples degraded 

into the heavy chain (50 kD) and light chain fragments (25 kD) of trastuzumab as 

expected. In none of the test solutions stored under different conditions over a 28 day 

period additional fragmentation or aggregation products were seen (Fig. 3/3). These 

results provide a strong indication that trastuzumab remains intact during storage.  
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In the UV-spectrophotometric assay differing results were registered depending on the 

trastuzumab concentrations of the test solutions. The more diluted solutions (0.4 

mg/mL) exhibited decreased trastuzumab concentrations. Because of the erratic 

results and varying RSDs it is difficult to determine the shelf-life of these solutions. 

Concentrations of the more concentrated trastuzumab solutions declined only 

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

PH-values of the trastuzumab test solutions remained between 6.2 and 6.4 over the 

entire observation period (cp. Table 3). All test solutions remained clear. No colour 

changes and no particulate matter or turbidity were observed during the entire storage 

period. 
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Figure 3 SDS-Page of trastuzumab (Herceptin®) infusion solutions run under non-

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

Samples were withdrawn after a storage period of 28 days (1+3). In 

parallel forced degraded samples at pH 1 and pH 13 (2+4) were 

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

 
          

Storage condition Initial drug concentration [%] of initial concentration remaining ± RSD  
  [mg/mL] ± SD       

 Nominal Actual Day 1 Day 3 Day 7 Day 14 Day 21 Day 28 
                    

     
25°C exposed to light 0.4 0.3 ± 0.0 100.8 ± 4.7 97.3 ± 0.4 96.4 ± 0.5 96.2 ± 1.2 97.5 ± 0.7 96.9 ± 0.7 
2-8°C light protected  0.4 ± 0.0 96.0 ± 2.6 94.4 ± 1.3 93.5 ± 2.9 93.8 ± 3.1 93.8 ± 3.1 93.8 ± 3.1 
25°C light protected  0.3 ± 0.0 95.5 ± 2.4 94.8 ± 2.6 93.5 ± 2.7 93.5 ± 2.7 93.5 ± 2.7 93.5 ± 2.7 

          
25°C exposed to light 4.0 3.6 ± 0.1 100.8 ± 1.3 99.5 ± 1.0 98.7 ± 1.4 92.2 ± 3.1 96.5 ± 3.0 98.5 ± 1.2 
2-8°C light protected  3.6 ± 0.1 95.7 ± 4.1 100.2 ± 1.3 97.9 ± 0.6 97.1 ± 0.6 96.2 ± 4.2 99.7 ± 1.1 
25°C light protected  3.6 ± 0.1 98.9 ± 3.4 98.6 ± 1.3 97.4 ± 2.1 96.7 ± 1.2 99.1 ± 0.7 98.7 ± 0.7 
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Table 2 Stability of diluted trastuzumab (Herceptin®) infusion solutions (vehicle 0.9% sodium chloride solution in PP infusion bags) 
determined via UV/Vis-spectroscopy. Drug concentrations in samples taken at time zero were designated as 100%. Concentrations 
expressed as mean ± relative standard deviation (RSD) of three (1 or two, n=6) infusion solutions (triplicate assays of 1 sample of 
each infusion solution), n=9. 

 
 

Storage condition Initial drug concentration [%] initial concentration remaining ± RSD  
  [mg/mL] ± SD       

 Nominal Actual Day 1 Day 3 Day 7 Day 14 Day 21 Day 28 
                    

     
25°C exposed to light 0.4  0.37 ± 0.011  94.7 ± 3.81  106.87 ± 5.611 94.59 ± 0.221 93.35 ± 5.871 92.03 ± 7.981 94.66 ± 3.821 
2-8°C light protected  0.41 ± 0.03 85.3 ± 5.9 90.56 ± 12.33 92.96 ± 6.62 87.21 ± 3.29 85.74 ± 7.45 85.55 ± 1.81 
25°C light protected  0.40 ± 0.01 89.1 ± 8.6 97.48 ± 2.56 90.71 ± 5.98 89.06 ± 3.35 85.71 ± 1.83 85.71 ± 1.83 

          
25°C exposed to light 4.0 3.98 ± 0.11 99.0 ± 7.3 103.80 ± 3.12 97.02 ± 5.64 90.24 ± 2.71 92.79 ± 6.13 95.42 ± 2.33 
2-8°C light protected  3.93 ± 0.04 87.8 ± 4.3 103.62 ± 4.32 100.40 ± 5.24 93.54 ± 3.88 93.40 ± 4.97 97.89 ± 1.90 
25°C light protected  3.95 ± 0.23 97.8 ± 12.1 103.84 ± 3.52 99.87 ± 2.01 92.49 ± 3.07 94.57 ± 6.08 97.53 ± 4.11 
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Table 3 PH-values of diluted trastuzumab (Herceptin®) infusion solutions (vehicle 0.9% sodium chloride infusion solution in PP infusion 
bags) at different storage conditions.   

 

 
Storage condition Nominal drug  pH-values ± SD (mean of 3 test solutions) 

  concentration      
 [mg/mL] day 0 day 7 day 14 day 21 day 28 

                
    

25°C exposed to light 0.4 6.30 ± 0.06 6.29 ± 0.06 6.30 ± 0.03 6.34 ± 0.01 6.33 ± 0.05 
2-8°C light protected  6.30 ± 0.10 6.34 ± 0.04 6.24 ± 0.03 6.30 ± 0.05 6.34 ± 0.03 
25°C light protected  6.34 ± 0.02 6.40 ± 0.02 6.32 ± 0.02 6.31 ± 0.02 6.37 ± 0.02 

        
25°C exposed to light 4.0 6.37 ± 0.02 6.28 ± 0.02 6.20 ± 0.02 6.29 ± 0.02 6.29 ± 0.02 
2-8°C light protected  6.40 ± 0.03 6.29 ± 0.01 6.22 ± 0.02 6.30 ± 0.02 6.31 ± 0.02 
25°C light protected  6.38 ± 0.02 6.31 ± 0.01 6.26 ± 0.01 6.33 ± 0.02 6.33 ± 0.01 
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Discussion 
 

The degradation pattern of MABs such as trastuzumab is complex and no single 

method can address all modes of degradation. Because aggregation and protein 

degradation (deamidation, isomerisation) are known degradation pathways of 

trastuzumab, SE-HPLC, UV-Spectroscopy and SDS Page were chosen as analytical 

methods to monitor instability. These methods are suitable to detect soluble protein 

aggregates and fragments of the proteins. But these methods are usually inadequate in 

detecting deamidated products. Insoluble aggregates of high molecular weight and 

large size are also difficult to detect by means of SE-HPLC, but can be detected by 

visual inspection.72;73;81 However, a weak point of the study is that insoluble aggregates 

forming subvisible particles were not measured with sensitive and objective methods. 

Preliminary tests with Dynamic Light Scattering (DLS) showed no particles arising from 

aggregation products. Nevertheless, tests for detecting and analysing subvisible 

particles are necessary in future studies. On the other hand generation of aggregates 

was only reported after longer storage periods84 and the fact that concentrations of 

intact trastuzumab altered only minimally over the test period favours the assumption 

that aggregation is not a stability limiting parameter. But aggregation inducing factors, 

such as unsuitable vehicles, pH alterations, shaking, freezing or heating should be 

avoided.73;91;92 Heating at 100 °C resulted in denaturation and considerable 

precipitation. Heating at 65 °C resulted in fragmentation. The amount of fragments was 

increasing over time. Under strong alkaline and acidic conditions of the forced-

degradation experiments, trastuzumab was completely degraded. During the entire test 

period the pH-values of the diluted trastuzumab infusion solutions remained between 

pH 6.2 - 6.4, which is optimal for the stability and verifies the results of the stability 

studies.  

Trastuzumab consists of two heavy chains and two light chains which linked by 

reducible disulphide bonds.93 SDS-PAGE is a suitable method for size estimation and 

to distinguish reducible covalent aggregates from noncovalent aggregates. The single 

band, representing the monomer of trastuzumab (~ 150 kD), showed smaller bands 

shouldering the main band. No other bands like that were detected under reducing-

conditions. These results suggest that the smaller bands did not arise from protein 

fragmentation and might be caused by the preparation procedure with a comparatively 

high protein content of 10 µg protein per lane.91 Overall, no bands above 150 kD and 

no additional bands of fragmentation products were observed, confirming the results of 

the SE-HPLC and UV-Spectroscopy analysis. 
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Quantification of the intact trastuzumab monomer was performed with two different 

methods, i.e. UV-Spectroscopy and SE-HPLC in parallel. The nominal and actual 

concentrations as well as the results are slightly different, what might be caused by 

inaccuracies of dilution and preparation of the test solutions with 1 mL syringes. In 

clinical practice the measuring of such small volumes of reconstituted trastuzumab is 

unlikely. Another explanation to be discussed, are the different detection wavelengths 

used, which were chosen according to the literature. The SE-HPLC chromatograms 

were extracted at 214 nm in analogy to Xiao et al.87, while in UV-Spectroscopy the 

absorptions were measured at 280 nm94. In general, results from SE-HPLC are 

expected to be more precise, since the method is more specific due to the 

chromatographic separation step. Samples prepared for UV-Spectroscopy are ten-fold 

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

 

Stability of reconstituted trastuzumab infusion concentrate in the original glass vials 

was not experimentally determined in this study. However stability is proven after 

reconstitution with bacteriostatic water for injection for a period of 28 days under 

refrigeration.79 Because there are no differences in the formulation of the products 

marketed in the US and Europe equivalent stability can be assumed. Moreover the 

admixture of benzyl alcohol is more likely de-creasing stability. The fact that stability is 

proven for the infusion concentrate over 28 days also verifies the results that diluted 

trastuzumab infusion solution are stable over the same time interval, because in 

general more diluted solutions are less prone for aggregate formation. However in 

more diluted solutions agitation stress can cause more aggregation.17 In case of 

preparation under strict aseptic conditions similar microbiological stability is to be 

assumed.   

 

Conclusion 
 

The results of the stability tests approve the assumption that ready-to-use infusion 

solutions of trastuzumab with protein concentrations between 0.4 and 4.0 mg/mL in PP 

bags are physico-chemical stable over a period of up to 4 weeks independent from 

storage temperatures or light conditions. However, the risk of microbiological 

contamination needs to be considered when preparing such solutions and assigning 

extended shelf-lives. Hence handling under strict aseptic conditions and storage under 

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

 

Bedeutung des Verordnungsmonitorings in der zentralen 
Zytostatikaherstellung – Eine Erhebung in deutschen Universitätskliniken 

 
Das Verordnungsmonitoring von Chemotherapieverordnungen hat die Verbesserung 

der Arzneimitteltherapiesicherheit zum Ziel. Durch eine prospektive Erhebung zum 

Verordnungsmonitoring in universitären Krankenhausapotheken Deutschlands sollten 

valide Aussagen zu Art und Häufigkeit detektierter Verordnungsfehler und deren 

Ursachen im Rahmen der zentralen Zytostatikazubereitung gemacht werden.  

In 21 Universitätskliniken wurden über etwa 3 Monate 835 Verordnungsfehler 

dokumentiert, von denen 748 hinsichtlich Relevanz und Fehlerkategorie ausgewertet 

werden konnten. Übereinstimmend mit der Literatur traten als häufigste 

Verordnungsirrtümer Fehler bei der Dosisberechnung (48%) auf. Diese wurden in 76% 

der Fälle als von hoher Relevanz eingestuft. In der Fehlerkategorie falsche 

Patientendaten traten 26% der Fehler auf. Fehler bezüglich des Applikationsdatums 

(15%) und des Zytostatikums (11%) spielten eine nachgeordnete Rolle. Die Inzidenz 

der Verordnungsfehler betrug durchschnittlich 0,77% bei rund 1950 Verordnungen pro 

Tag in 17 Universitätskliniken (vier Kliniken konnten wegen mangelnder Daten zur 

Gesamtanzahl hergestellter Zytostatikazubereitungen nicht in diese Auswertung 

einbezogen werden). Die überwiegend als von hoher Relevanz eingeordneten 

Verordnungsfehler unterstreichen die Bedeutung des Verordnungsmonitorings.  

Das konsequente Verordnungsmonitoring aus pharmazeutischer Seite erwies sich als 

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

Beitrag zur Patienten- und Arzneimitteltherapiesicherheit in der Onkologie. 

 

Physikalisch-chemische Stabilität von DC Beads™ beladen mit 
Camptothecin-Derivaten 

 
Die transarterielle Chemoembolisation (TACE) mit wirkstoffbeladenen DC Beads™ 

ermöglicht  die gleichzeitige Embolisation von tumorversorgenden Gefäßen und eine 

lokale Chemotherapie. Infolge der superselektiven Applikation und der langen 

Verweildauer im Tumor werden die systemischen Nebenwirkungen der Zytostatika 

minimiert und die lokale Wirksamkeit erhöht. Das Mikrosphärengerüst der DC Beads™ 
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besteht aus einem polyvinylalkolhol (PVA)-haltigen Grundgerüst, welches mit 

Sulfatgruppen modifiziert wurde, um positiv geladene Wirkstoffe zu binden. Während 

der Beladung werden Wassermoleküle durch die positiv geladenen Substanzen aus 

dem Mikrosphärengerüst verdrängt. Die ursprünglich blau gefärbten Beads ändern 

dabei abhängig vom jeweiligen Wirkstoff ihre Farbe und der Mikrosphärendurchmesser 

nimmt ab. In der klinischen Praxis werden die DC Beads™ in den zentralen 

Zytostatika-Herstellungsbereichen der Krankenhausapotheken  beladen und 

applikationsfertig an den Anwender,  in der Regel einen interventionellen Radiologen,  

geliefert. Vor Applikation werden die Beads zur besseren Visualisierung der 

Angiographie-gestützten Platzierung in einem nichtionischen Kontrastmittel 

suspendiert.  

Die Precision-TACE wird seit einigen Jahren erfolgreich mit Doxorubicin beladenen DC 

Beads™ (DEBDOX) bei hypervaskularisierten Lebertumoren eingesetzt. Mit Irinotecan 

beladenen DC Beads™ (DEBIRI) konnte eine neue Therapieoption für inoperable 

Lebermetastasen bei Kolorektalkarzinom gefunden werden. Im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit wurde die Wirkstofffreisetzung, die Ladungskapazität und auch die 

physikalisch-chemische Stabilität Irinotecan beladener DC Beads™ vor und nach dem 

Mischen mit einem nichtionischen Kontrastmittel (Accupaque®, Imeron®, Ultravist®) 

bestimmt. Die DC Beads™ wurden mit 50 mg Irinotecan (Campto®) pro 1 ml Beads 

beladen und lichtgeschützt bei Raumtemperatur über einen Zeitraum von 28 Tagen 

gelagert. Die Ladungskapazität und die Stabilität wurden durch Messung der 

Irinotecankonzentration im Überstand ermittelt. Die Integrität der mit Irinotecan-

beladenen DC Beads™ wurde anhand einer in vitro Elutionsmethode mit 

Phosphatpuffer-Lösung (PBS, pH 7,2) untersucht. Mischungen von beladenen DC 

Beads mit Kontrastmittel wurden im Kühlschrank (2-8 °C) ebenfalls lichtgeschützt über 

4 Wochen aufbewahrt. An den Tagen 0, 1, 3, 7 und 28 wurden bei allen Testverfahren 

Proben entnommen und mittels einer Reversed-Phase HPLC Methode mit UV-

Detektion die Irinotecan-Konzentrationen sowie dessen Reinheit bestimmt. 

Die Ergebnisse zeigten, dass die Ladungskapazität von DC Beads für Irinotecan nach 

einer 2-stündigen Ladungszeit bei ~ 96% lag und über den gesamten 

Untersuchungszeitraum von 28 Tagen stabil blieb. Abbauprodukte von Irinotecan 

konnten nicht detektiert werden. Des Weiteren konnte nach eingeleiteter Elution mittels 

PBS die Integrität des in die Beads geladenen Irinotecans nachgewiesen werden. Es 

ist anzunehmen, dass in-vivo eine vergleichbare Freisetzung des Wirkstoffs in das 

Tumorgewebe erfolgt.  
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Nach dem Mischen der Irinotecan-beladenen Beads mit einem nichtionischen 

Kontrastmittel nahm die Ladungskapazität in den ersten 24 Stunden um 5 – 10% ab. In 

den folgenden 4 Wochen konnte jedoch keine weitere Elution des Wirkstoffes aus den 

Beads festgestellt werden. Abbauprodukte wurden zu keinem Zeitpunkt detektiert. 

Die Aufbewahrung der beladenen DC Beads™ erfolgte unter Lichtschutz bei 

Raumtemperatur um „worst case“ – Bedingungen zu simulieren. Hinsichtlich 

mikrobiologischer Stabilität wird jedoch eine Lagerung bei 2 – 8 °C empfohlen. Obwohl 

gezeigt werden konnte, dass nach Zugabe von nichtionischem Kontrastmittel die mit 

Irinotecan beladenen DC Beads über einen Zeitraum von mindestens 28 Tagen 

physikalisch-chemisch stabil sind, kann die Herstellung dieser vorgefertigten 

Mischungen in der zentralisierten Zytostatika-Herstellung nicht empfohlen werden. Ein 

Grund hierfür ist die initiale Elution von 5 – 10% Irinotecan aus den Beads. Des 

Weiteren setzen die interventionellen Radiologen unterschiedliche Mengen an 

Kontrastmittel pro ml Beads und auch sehr unterschiedliche Mengen an 0,9%iger 

Natriumchlorid-Lösung im Rahmen der Embolisation ein. Die geeignete Menge an 

Kontrastmittel und 0,9%iger NaCl-Lösung wird  individuell auf den Patienten 

abgestimmt. Ein Vorteil von vorgefertigten Mischungen aus beladenen Beads und 

Kontrastmitteln ist daher  nicht gegeben.  

 

Topotecan, wie Irinotecan zu der Gruppe der Topoisomerase-1-Inhibitoren gehörend,  

wird als weitere Option für die Beladung von DC Beads getestet. Im Rahmen dieser 

Arbeit wurde die Ladungskapazität von Topotecan in DC Beads™ unter statischen 

oder agitierten Bedingungen untersucht. Da noch keine Dosierungsempfehlungen 

vorliegen, wurde eine Konzentration (4 mg Topotecan auf 2 ml Beads) gewählt, die in 

Zukunft zu einer verträglichen Dosierung führen könnte und gleichzeitig in 

zentralisierten Zytostatika-Herstellungsbereichen einfach zu handhaben ist (1 Vial 

Beads auf 1 Vial Topotecan HCl). 

Handelsübliches Topotecan Hydrochlorid Lyophilisat (Hycamtin®, 4 mg / Vial) wurde 

mit Wasser für Injektionszwecke rekonstituiert, um eine Konzentration von 1 mg 

Topotecan pro ml zu erhalten. Die Mikrosphären (DC Bead™, 300 – 500 µm, 2ml / 

Vial) wurden mit 4 ml der rekonstituierten Wirkstofflösung versetzt. Je 3 Proben  

wurden direkt nach Mischung auf eine Schüttelapparatur gestellt oder ohne Bewegung 

unter statischen Bedingungen gelagert. Die Lagerung erfolgte lichtgeschützt bei 

Raumtemperatur über einen Zeitraum von 7 Tagen. In verschiedenen Zeitintervallen 

(nach 5, 10, 15, 30 min, 1, 2, 6, 24 h, 7 Tagen) wurden Proben aus dem Überstand 

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

der Wirkstoffkonzentration im Überstand ermittelt. 

Die Beladung mit 2 mg Topotecan in 1 mg DC Beads™ erfolgte schneller, wenn die 

Mischung leicht geschüttelt wurde. Nach einer Beladungszeit von 1 Stunde wurden 

jedoch ~ 90% des Topotecans auch unter statischen Bedingungen auf die Beads 

geladen, was für die Praxis der zentralisierten Zytostatikaherstellung einfacher 

durchführbar ist. 

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Topotecan beladenen DC Beads™ 

über einen Zeitraum von mindestens 7 Tagen bei Raumtemperatur unter Lichtschutz 

physikalisch-chemisch stabil sind. Mit Topotecan beladene DC Beads™ können also 

im Voraus unter aseptischen Bedingungen hergestellt werden. Für die Praxis wird 

allerdings empfohlen, die Topotecan beladenen DC Beads™ im Kühlschrank 

aufzubewahren, um die mikrobielle Stabilität zu gewährleisten. Wegen lichtbedingter 

Zersetzungsreaktionen von Topotecan sollten Arzneimittel-Zubereitungen prinzipiell vor 

Licht geschützt aufbewahrt werden.  

 

Physikalisch-chemische Stabilität von Infusionslösungen der Purin-
Analoga Nelarabin und Clofarabin  

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

zugelassen.  

Das Zytostatikum Nelarabin wird seit 2005 zur Behandlung von Patienten mit T-ALL 

und T-LBL eingesetzt, wenn diese zuvor nicht auf andere Therapien angesprochen 

haben. In der vorliegenden Studie wurde die physikalisch-chemische Stabilität von 

applikationsfertigen Nelarabin-Infusionslösungen in Ethylenvinylacetat-haltigen (EVA) 

Leerbeuteln über einen Zeitraum von 4 Wochen zu bestimmt.  

Die zugelassene Nelarabin-Infusionslösung (Atriance®) der Konzentration 5 mg/ml soll 

laut Fachinformationen unverdünnt appliziert werden. Im Rahmen der Studie wurde 

handelsübliche Nelarabin-Infusionslösung, erhältlich in Glasflaschen mit 250 mg 

Nelarabin, in Leerbeutel (EVA-Infusionsbeutel 100 - 300 ml, Neocare) überführt. Die 

applikationsfertigen Infusionsbeutel mit einer Konzentration von 5 mg/ml wurden bei 2 -

8 °C oder bei Raumtemperatur, entweder lichtgeschützt oder unter Lichtexposition, 

gelagert. Direkt nach Herstellung und an den Tagen 1, 3, 7, 14, 21 und 28 wurden 

Proben entnommen und  mittels einer validierten RP-HPLC-Methode mit UV-Detektion 

analysiert.  Wöchentlich wurden pH-Messungen durchgeführt. Des Weiteren wurden 
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die Lösungen auf sichtbare Farbveränderungen und Präzipitationen bei jeder 

Probenentnahme inspiziert. 

Die Stabilitätstests zeigen, dass Nelarabin-Infusionslösungen in EVA-Infusionsbeuteln 

mindestens 28 Tage physikalisch-chemisch stabil sind. Die gemessenen Nelarabin-

Konzentrationen blieben unabhängig der Lagerbedingung stabil (> 95%). Weder 

Farbveränderungen noch Ausfällungen konnten in den Lösungen beobachtet werden.  

Trotz der gezeigten physikalisch-chemischen Stabilität auch bei Raumtemperatur sollte 

die Lagerung im Voraus hergestellter Nelarabin-Infusionslösungen unter 

mikrobiologischen Aspekten bevorzugt bei 2-8 °C erfolgen. 

 

Neben Nelarabin wurde 2006 ein weiteres Purin-Analogon, welches zur Behandlung 

von Patienten mit akuter lymphoblastischer Leukämie (ALL) eingesetzt wird, 

zugelassen. Das Zytostatikum Clofarabin wirkt als Antimetabolit von Adenin und 

hemmt die DNA-Polymerase und RNA-Reduktase.  

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die physikalisch-chemische Stabilität der 

Clofarabin-Stammlösung (Evoltra®) und die Stabilität applikationsfertiger Clofarabin-

Infusionslösungen geprüft. Hierzu wurde Clofarabin-Stammlösung mit einer 

Konzentration von 1 mg/ml mit 0,9% Natriumchlorid- oder 5% Glucoselösung (freeflex®, 

Polypropylen-Infusionslösungen) auf zwei übliche Konzentrationen verdünnt (0,2 mg/ml 

und 0,6 mg/ml). Sowohl die verdünnten Clofarabin-Infusionslösungen als auch die 

Stammlösungen wurden bei 2-8 °C oder bei Raumtemperatur über einen Zeitraum von 

28 Tagen gelagert. An den Tagen 0, 1, 3, 7, 14, 21 und 28 wurden Proben 

entnommen. Je Messtag wurden die pH-Werte und der Clofarabin-Gehalt der 

Lösungen mittels validierter RP-HPLC Analyse bei 265 nm bestimmt. Zusätzlich wurde 

die Kompatibilität von verdünnten Clofarabin-Lösungen (0,1 – 0,4 mg/ml) mit 

unterschiedlichen Behältnismaterialien (PVC, Glas, PP) über einen Zeitraum von 48 

Stunden untersucht. 

Die handelsübliche unverdünnte Clofarabin-Stammlösung  und applikationsfertige 

Clofarabin-Infusionslösungen  erwiesen sich, unabhängig von den Lagerbedingungen, 

den eingesetzten Trägerlösungen oder gewählten Konzentrationen, über 28 Tage als 

physikalisch-chemisch stabil (Clofarabingehalt > 90%). Eine Adsorption an die 

getesteten Behältnismaterialien konnte nicht beobachtet werden. Auch hier ist wegen 

der mikrobiologischen Stabilität Kühllagerung zu bevorzugen. 
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Physikalisch-chemische Stabilität von Trastuzumab Infusions-
Zubereitungen  

 
Der monoklonale IgG-Antikörper Trastuzumab (Herceptin®) ist für die Behandlung von 

HER2-Rezeptor positiven Patienten mit Mamma- und metastasierendem 

Magenkarzinom zugelassen. Die Haltbarkeit von Antikörper-haltigen Arzneimitteln und 

deren Untersuchung ist wesentlich problematischer als für Nicht-Protein-Arzneimittel. 

Dementsprechend ist über die Stabilität applikationsfertiger Antikörperzubereitungen in 

der klinischen Praxis noch wenig bekannt. Zu beachten ist in jedem Fall die 

Empfindlichkeit gegenüber Temperatureinflüssen und Scherkräften sowie die Gefahr 

der Adsorption. In dieser Arbeit wurde die physikalisch-chemische Stabilität von 

applikationsfertigen Trastuzumab Infusions-Zubereitungen über einen Zeitraum von 28 

Tagen und praxisüblichen Lagerbedingungen bestimmt. 

Trastuzumab-Lyophilisat wurde mit Wasser für Injektionszwecke rekonstituiert und 

anschließend mit 0,9% NaCl-Trägerlösung (freeflex®, PP-Infusionsbeutel) auf 

therapeutisch übliche Konzentrationen (0,4 und 4,0 mg/ml) verdünnt. Die 

applikationsfertigen Lösungen wurden  bei 2-8 °C oder bei Raumtemperatur, bei 

Tageslicht oder unter Lichtschutz gelagert. An den Tagen 0 (initial), 1, 3, 7, 14, 21 und 

28 wurde die Stabilität mittels SE-HPLC, UV-Spektroskopie, SDS-Page und pH-

Messungen (wöchentlich) untersucht. Die quantitative Bestimmung der Konzentration 

des Antiköpers erfolgte parallel mit SE-HPLC und UV-Spektroskopie.  

In den getesteten Trastuzumab-Infusionslösungen mit 0,9% NaCl-Infusionslösung blieb 

die Trastuzumab Konzentration über einen Zeitraum von minimal 28 Tagen stabil. Die 

gemessenen Trastuzumab-Konzentrationen lagen > 90%  der initial gemessenen 

Konzentration. Zwar lag bei den sehr stark verdünnten Testlösungen der Konzentration  

0,4 mg/ml die Konzentration nach 14 Tagen unterhalb der Stabilitätsgrenze, doch 

scheint dies am ehesten methodenbedingt zu sein. In einer qualitativen Untersuchung 

auf Zersetzungsreaktionen mit SDS-PAGE wurden keine zusätzlichen Banden, die auf 

Fragmente oder Abbauprodukte hinweisen, detektiert. Auch in der SE-HPLC konnten 

keine Abbauprodukte nachgewiesen werden. Die Lagertemperatur und die 

Lichtexposition hatten keinen Einfluss auf die Stabilität. Sichtbare Partikel, Trübung 

oder Verfärbung der Infusionslösungen traten nicht auf. Subvisuelle Partikel wurden 

nicht quantitativ bestimmt, doch ist aus der Literatur bekannt, dass Trastuzumab wenig 

zur Aggregation neigt. Die Verdünnung mit 5%iger Glucose-Lösung wurde nicht 

untersucht, da der Hersteller dies wegen möglicher Proteinaggregation nicht empfiehlt. 

Aus mikrobiologischer Sicht wird die Lagerung der applikationsfertigen Trastuzumab-
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Infusionslösungen im Kühlschrank empfohlen. Bei sorgsamer Herstellung und 

Lagerung ist in der Zusammenschau der Untersuchungsergebnisse von Stabilität der 

Trastuzumab-Infusionslösungen über einen Zeitraum von 28 Tagen auszugehen.  
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