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Zusammenfassung 

In Krankenhausapotheken wird eine große Zahl von parenteral zu applizierenden Arzneimitteln 

für die systemische Krebstherapie patientenindividuell unter kontrollierten aseptischen 

Bedingungen zubereitet. Dabei werden zahlreiche Wirkstoffe (chemisch hergestellt, 

Biologika), unterschiedliche Formulierungen und verschiedene Primärbehältnisse eingesetzt. 

Die Verwendbarkeit der Stammlösungen und der verdünnten, applikationsfertigen (ready-to-

administer (RTA)-Zubereitungen) ist in den Fachinformationen der als Ausgangsmaterial 

eingesetzten Fertigarzneimittel oft unzureichend beschrieben. Um die Verwendbarkeit der 

hergestellten RTA-Zubereitungen sicher deklarieren zu können, benötigen die 

verantwortlichen Apotheker valide und passende Informationen zur physikalisch-chemischen 

sowie mikrobiologischen Stabilität. Das Ziel dieser Dissertationsarbeit war es, valide Daten zur 

physikalisch-chemischen und mikrobiologischen Stabilität ausgewählter Arzneimittel und RTA-

Zubereitungen zu generieren, um damit Herstellungsprozesse zu optimieren und die 

Arzneimitteltherapiesicherheit (AMTS) für die Patienten zu verbessern.  

Seit 2017 sind die Mitomycin C (MMC)-haltigen Fertigarzneimittel der Firma medac GmbH mit 

Harnstoff formuliert, um die Löslichkeit zu verbessern. Laut Fachinformation muss die 

rekonstituierte Lösung unmittelbar appliziert werden und Reste der konzentrierten Lösungen 

verworfen werden. Um eine sichere und effiziente Herstellung in der zentralen 

Zytostatikazubereitung der Krankenhausapotheke zu ermöglichen, sind weitergehende 

Kenntnisse zur Löslichkeit und physikalisch-chemischen Stabilität von Mitomycin medac 

Zubereitungen erforderlich. In der klinischen Praxis werden Lösungen der Konzentration 

2 mg/mL und 1 mg/mL für die Chemoembolisation und Lösungen der Konzentration 0,4 mg/mL 

und 0,2 mg/mL intraokular nach Trabekulektomie eingesetzt. Entsprechende Testlösungen 

wurden mit Wasser für Injektionszwecke als Rekonstituens und NaCl 0,9% als 

Verdünnungslösung im Glasvial (1 mg/mL) oder PP-Plastikspritzen als Primärbehältnisse 

hergestellt. Alle Testlösungen wurden lichtgeschützt bei 2-8 °C und bei 20-25 °C gelagert und 

zu definierten Zeitpunkten über bis zu 8 Tage untersucht. Zur quantitativen Bestimmung von 

MMC wurde eine bekannte RP-HPLC-Methode mit Diodenarray-Detektion (DAD) etabliert und 

validiert. Die harnstoffhaltige Formulierung verbessert die Löslichkeit von MMC und ermöglicht 

die Herstellung von 2 mg/mL MMC-Lösungen ohne zusätzliches Schütteln oder Erhitzen. 

Allerdings neigen MMC-Lösungen dieser Konzentration vor allem bei Kühllagerung zur 

Auskristallisation. Bei Raumtemperatur sind die 2 mg/mL MMC-Lösungen für 8 Stunden 

physikalisch-chemisch stabil (Spezifikation: Gehalt an intaktem MMC > 90% des 

Ausgangswerts). Bei 1 mg/mL MMC-Lösungen ist das Risiko der Auskristallisation geringer. 

Die Lösungen können kühl gelagert werden und sind für 2 Tage physikalisch-chemisch stabil. 

Verdünnte 0,4 mg/mL und 0,2 mg/mL MMC-Lösungen haben kein Risiko der Auskristallisation 

und sind bei kühler Lagerung für 3 beziehungsweise 5 Tage physikalisch-chemisch stabil. 
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Für die intravesikale Applikation wird MMC in speziellen Blaseninstillationssets vertrieben, die 

eine sichere Rekonstitution und anschließende Instillation in einem geschlossenen System 

unmittelbar am Point-of-Care ermöglichen. Das Lösungsmittel NaCl 0,9% ist in einem 

konnektierten Beutel enthalten. Es wurde die physikalisch-chemische Stabilität der 

harnstoffhaltigen MMC-Fertigarzneimittel Mitomycin medac und mito-medac® sowie 

vergleichend zwei weiterer Blaseninstillationslösungen (Urocin®, Mitem®) mit anderer 

Formulierung untersucht. Die Präparate wurden entweder mit WFI (Mitomycin medac, Mitem®, 

Urocin®) oder mit der konnektierten NaCl 0,9%-Lösung (mito-medac®, Mitem®, Urocin®) zu 

einer Nennkonzentration von 1 mg/mL gelöst. Die Proben wurden unmittelbar nach der 

Rekonstitution und nach 24 Stunden Lagerung bei Raumtemperatur entnommen und mittels 

RP-HPLC untersucht. Die initialen pH-Werte der mit NaCl 0,9% rekonstituierten Testlösungen 

(5,2-5,6) waren signifikant niedriger als die der mit WFI rekonstituierten Lösungen (6,6-7,4). 

Die physikalisch-chemische Stabilität war in den mit NaCl 0,9% rekonstituierten MMC-

Lösungen über den Untersuchungszeitraum von 24 Stunden nicht gegeben. Nach 

Rekonstitution mit WFI betrug die MMC-Konzentration bei Mitomycin medac und Urocin® nach 

24 Stunden > 90% der Ausgangskonzentration. 

 

Monoklonale Antikörper (mAb) gehören in der systemischen Krebstherapie zwischenzeitlich 

zum Standard. Da mAbs eine komplexe Glykoprotein-Struktur aufweisen, unterscheidet sich 

die Untersuchung der physikalisch-chemischen Stabilität hinsichtlich Art und Aufwand von 

denen kleiner, chemisch hergestellter Moleküle.  

Für die Untersuchung des monoklonalen PD-L1-Antikörpers Durvalumab wurde Imfinzi® 

50 mg/mL Infusionslösungskonzentrat mit einem Microspike punktiert und lichtgeschützt bei 

2-8 °C und bei 20-25 °C gelagert. Die physikalisch-chemische Stabilität wurde zu definierten 

Zeitpunkten über 28 Tage mittels Ionenaustausch- und Größenausschluss-Hochleistungs-

Flüssigkeitschromatographie (IE-, SE-HPLC) mit Diodenarray-Detektion (DAD) und pH-

Messung bestimmt. Zusätzlich wurde auf Veränderungen der Farbe, der Klarheit und auf die 

Bildung sichtbarer Partikel untersucht. Die chromatographischen Methoden wurden basierend 

auf Originalpublikationen zu sonstigen mAbs etabliert, optimiert und analog der ICH Guideline 

Q2 (R1) validiert. Die Eignung für Stabilitätsuntersuchungen wurde mittels forcierter 

Degradation nachgewiesen.  

Über den Untersuchungszeitraum wurden keine Anzeichen von Instabilität detektiert. Der pH-

Wert, die Farbe und die Klarheit des Infusionslösungskonzentrats blieben unverändert. 

Sichtbare Partikel wurden nicht detektiert. Die Ergebnisse der SE-HPLC zeigten keine 

Konzentrationsänderungen des Durvalumab-Monomers über den gesamten 

Untersuchungszeitraum von 28 Tagen. In den Chromatogrammen wurden keine sekundären 

Peaks nachgewiesen, die auf Aggregate, Oligomere und/oder Fragmente hingedeutet hätten. 
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Die IE-HPLC-Untersuchungen ergaben ebenso keine Veränderungen der Peakflächen-

Verhältnisse des Hauptpeaks und der basischen/sauren Ladungsvarianten von Durvalumab. 

Die physikalisch-chemische Stabilität von Durvalumab-Konzentrat konnte mit orthogonalen 

Untersuchungsmethoden unabhängig von der Lagertemperatur für 28 Tage nachgewiesen 

werden. 

 

Zur Bestimmung der mikrobiologischen Stabilität aseptisch hergestellter Parenteralia ist 

Wissen über das wachstumsbeeinflussende Potential einer RTA-Zubereitung von Interesse. 

Um dieses Wissen zu erweitern, wurde die Viabilität fakultativ pathogener Mikroorganismen 

(MO; Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecium, Candida 

albicans) in 20 neuen Arzneimitteln (chemisch hergestellt, Biologika) für die systemische 

Krebstherapie untersucht. Hierfür wurden die RTA-Zubereitungen mit den Testkeimen 

entsprechend einer geringfügigen Kontamination (Konzentration: 104-105 MO/mL) inokuliert. 

Die Testlösungen wurden bei 22 °C bis zu 6 Tage gelagert und Proben an definierten 

Zeitpunkten entnommen, verdünnt und auf Agarplatten ausgestrichen. Die Platten wurden für 

24 Stunden (Bakterienstämme) oder 72 Stunden (C. albicans) bei 37 °C bebrütet und 

anschließend die koloniebildenden Einheiten (KBE) gezählt.  

Die Viabilität der ausgewählten, fakultativ pathogenen MOs blieb in den meisten getesteten 

RTA-Zubereitungen erhalten. Ausgeprägte nutritive Eigenschaften der Biologika wurden nicht 

festgestellt. Einige chemisch hergestellte Arzneimittel zeigten hingegen speziesspezifisch 

bakteriostatische und sogar bakterizide Wirkung.  

 

Die Ergebnisse der experimentellen Untersuchungen liefern valide Grundlagen zur 

Haltbarkeitsdeterminierung von aseptisch hergestellten, applikationsfertigen Parenteralia zur 

Behandlung von Tumorpatienten. MMC-Lösungen unterschiedlicher Konzentration können in 

der zentralen Zytostatikazubereitung hergestellt und entsprechend der deklarierten Haltbarkeit 

sicher angewendet werden. Der Verwurf von Durvalumab-Konzentrat kann reduziert und das 

Risikoprofil verschiedener neuer Arzneimittel bezüglich der Viabilität von MOs besser 

eingeschätzt werden. 
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Abstract 

In hospital pharmacies, a large number of parenteral preparations for systemic anti-cancer 

therapy are individually prepared for patients under controlled aseptic conditions. Numerous 

active ingredients (small molecule drugs, biologics), different formulations and various primary 

containers are used. The shelf-life of stock solutions and diluted ready-to-administer (RTA) 

preparations is often insufficiently described in the Summary of Product Characteristics of the 

finished medicinal products used as starting material. To determine the shelf-life of RTA 

preparations, responsible pharmacists need valid and appropriate information on the 

physicochemical as well as microbiological stability. The aim of this dissertation was to provide 

valid data on the physicochemical and microbiological stability of selected medicinal products 

and RTA preparations in order to optimize the preparation process and improve medication 

safety. 

Since 2017, the finished medicinal products containing mitomycin C (MMC) from medac GmbH 

have been reformulated with urea to improve solubility. According to the Summary of Product 

Characteristics, the reconstituted solution should be administered immediately and residues of 

the concentrated solutions must be discarded. Further knowledge of the solubility and 

physicochemical stability of Mitomycin medac derived RTA-preparations is necessary to 

facilitate the preparation in pharmacy-based cytotoxic preparation units. In clinical practice, 

solutions of 2 mg/mL and 1 mg/mL MMC are used for chemoembolization and solutions of 

0.4 mg/mL and 0.2 mg/mL concentration are injected intraocularly after trabeculectomy. 

Respective test solutions were prepared using water for injection (WFI) as solvent and 

0,9% NaCl as diluent in glass vials (1 mg/mL) or PP plastic syringes as primary containers. All 

test solutions were stored protected from light at 2-8 °C and at 20-25 °C and assayed at 

predefined time points for up to 8 days. A known RP-HPLC method with diode array detection 

(DAD) was implemented and validated for MMC analysis. The urea-containing formulation 

improves the solubility of MMC and enables the preparation of 2 mg/mL MMC solutions without 

additional shaking or heating. However, MMC solutions of this concentration tend to crystallize, 

especially during refrigerated storage. At room temperature, the 2 mg/mL MMC solutions are 

physicochemically stable for 8 hours (MMC concentration > 90% of the initial concentration). 

For 1 mg/mL MMC solutions, the risk of crystallization is reduced. Solutions stored refrigerated 

are physicochemically stable for 2 days. Diluted 0.4 mg/mL and 0.2 mg/mL MMC solutions do 

not tend to crystallize when stored refrigerated and revealed to be physicochemical stable for 

a period 3 and 5 days, respectively. 

mito-medac® is marketed as bladder instillation set that allows safe reconstitution and 

subsequent intravesical instillation in a closed system device at the point-of-care. 0.9% NaCl 

solution in a prefilled, pre-connected infusion bag is used as solvent. The physicochemical 

stability of the urea-containing MMC products mitomycin medac and mito-medac® as well as 
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two other licensed MMC bladder instillation solutions (Urocin®, Mitem®) were studied. The 

preparations were dissolved either with WFI (mitomycin medac, Mitem®, Urocin®) or with the 

pre-connected 0.9% NaCl solution (mito-medac®, Mitem®, Urocin®) to a nominal 

concentration of 1 mg/mL. Samples were taken immediately after reconstitution and after 

24 hours of storage at room temperature. The initial pH values of the test solutions 

reconstituted with 0.9% NaCl solution (5.2-5.6) were significantly lower than those of the 

solutions reconstituted with WFI (6.6-7.4). Results of the validated RP-HPLC assay revealed 

that MMC concentrations fell below the 90% minimum limit in the 24-hour period in all MMC 

solutions reconstituted with the pre-connected 0.9% NaCl solution. When mitomycin medac 

and Urocin® were reconstituted with WFI, the MMC concentrations remained above the 90% 

limit after 24 hours. 

 

Today, monoclonal antibodies (mAbs) belong to the standard armamentarium in systemic anti-

cancer therapy. Since mAbs have a complex glycoprotein structure, sophisticated 

chromatography methods are used to determine the physicochemical stability of the 

concentrated and ready-to-use solutions.  

To study the physicochemical stability of the monoclonal PD-L1 antibody durvalumab, licensed 

as Imfinzi® 50 mg/mL concentrate solution after first opening, vials were punctured with 

microspikes and stored protected from light at 2-8 °C and at 20-25 °C. Physicochemical 

stability was determined at predefined time points over a period of 28 days by ion-exchange 

and size-exclusion high-performance liquid chromatography (IE-, SE-HPLC) with diode array 

detection (DAD) and pH measurement. In addition, changes in color, clarity, and visible particle 

formation were examined. The chromatography assays were chosen according to the 

literature, implemented and adapted. The stability indicating nature of the assays were proven 

by forced degradation experiments and the assays validated according to ICH Guideline Q2 

(R1). 

No signs of instability got obvious over the study period of 28 days. pH, color, and clarity of the 

durvalumab concentrate remained unchanged. Visible particles were not detected. In SE-

HPLC chromatograms the area of durvalumab monomer peak remained unchanged. No 

secondary peaks indicating aggregates, oligomers, and/or fragments were detected in the 

chromatograms. IE-HPLC chromatograms showed no changes of the peak area ratios of the 

main peak and the basic/acidic charge variants of durvalumab. The physicochemical stability 

of durvalumab concentrate was demonstrated by orthogonal analytical methods independent 

from the storage temperature over a period of 28 days. From a microbiological point of view, 

refrigerated storage is recommended. 
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To determine the microbiological stability of aseptically prepared parenterals, knowledge about 

the growth potential of RTA preparations is of interest. To increase this knowledge, the viability 

of facultative pathogenic microorganisms (MO; Staphylococcus aureus, Pseudomonas 

aeruginosa, Enterococcus faecium, Candida albicans) in 20 new medicinal products (small 

molecule drugs, biologics) for systemic anti-cancer therapy was investigated. For this purpose, 

the RTA preparations were inoculated with the test strains to simulate low inadvertent 

contamination (concentration: 104-105 MO/mL). The test solutions were stored at 22 °C for up 

to 6 days and samples were taken at predefined time points, diluted and transferred to agar 

plates. Plates were incubated for 24 hours (bacterial strains) or 72 hours (C. albicans) at 37 °C 

and colony forming units (CFU) were counted.  

The viability of the selected facultative pathogenic MOs was maintained in most of the tested 

RTA preparations imitating worst case conditions for the preparations. Pronounced nutritive 

properties of the biologics were not detected. In contrast, some small molecule drugs revealed 

species-specific bacteriostatic and even bactericidal activity. 

 

Results of the experimental studies provide essential information to the responsible pharmacist 

for determining the shelf-life of ready-to-use parenteral preparations. Various types and 

concentrations of urea-containing MMC preparations are physicochemically stable over 

defined periods and can be prepared in advance in centralized cytotoxic preparation units. 

Leftovers of durvalumab concentrate can be used for up to 28 days after first opening of the 

vial, preferably stored refrigerated. Knowledge about the viability of MOs in various innovative 

oncology products allows a sound risk evaluation regarding microbiological instability of related 

preparations. Overall, results are appropriate to gain economic and ecological benefit in 

systemic anti-cancer therapy. 
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1 Einleitung  

1.1 Parenterale (Zytostatika-) Zubereitungen 

Bei der Anwendung von Parenteralia ist das Risiko für Medikationsfehler sowohl bei der 

Vorbereitung zur Anwendung als auch bei der Applikation groß. An erster Stelle wird zur 

Verbesserung der Arzneimitteltherapiesicherheit (AMTS) von Parenteralia immer der Einsatz 

von ready-to-use (RTU) und ready-to-administer (RTA) Produkten empfohlen [1,2]. Da aber 

nur die wenigsten intravenös applizierten Arzneimittel (AM) als RTA-Fertigspritze 

oder -infusion verfügbar sind, müssen Rekonstitution und Verdünnung (Überführung in die 

anwendungsfähige Form in einer Standarddosierung/-konzentration oder in der 

patientenindividuellen Dosierung) durch medizinisches oder pharmazeutisches Personal 

erfolgen. Besonders kritische AM wie Tumortherapeutika, NotfallAM, Analgetika, Antimykotika, 

Dauerinfusionen für Intensivpatienten, Mischinfusionen zur parenteralen Ernährung und 

neuerdings ATMP (Advanced therapy medicinal products) werden bereits vielfach aus den 

entsprechenden Fertigarzneimitteln (FAM) unter kontrollierten Bedingungen in der 

Krankenhausapotheke applikationsfertig zubereitet. Die Produktpalette der 

Parenteraliazubereitung erweitert sich stetig, wobei in Deutschland insbesondere komplexe 

und risikobehaftete Zubereitungen in der Krankenhausapotheke hergestellt werden. Dies 

erfolgt einerseits zur Verbesserung der AMTS und andererseits zur Entlastung der Pflege von 

pflegefremden Tätigkeiten. Während die Rekonstitution durch medizinisches Personal der 

Fachinformation (FI; Summary of Product Characteristics, SmPC) entsprechend erfolgen 

muss, kann die Herstellung mit zugelassenen FAM als Ausgangsmaterial durch 

pharmazeutisches Personal über die Angaben in der FI hinausgehen [3]. Zudem wird die 

Qualität und Sicherheit der in der Apotheke hergestellten applikationsfertigen 

Parenteraliazubereitungen durch technologische Entwicklungen wie Digitalisierung und 

Automatisierung der Herstellung, Dokumentation und Qualitätskontrolle gefördert und 

verbessert [4].  

Die Zubereitung/Herstellung von AM (RezepturAM, DefekturAM, AM zur parenteralen 

Anwendung) in der Apotheke unterliegt den einschlägigen pharmazeutischen Gesetzen und 

Regularien [1,5,6]. Das Verwendbarkeitsdatum ist vom verantwortlichen Apotheker in Kenntnis 

der physikalisch-chemischen, mikrobiologischen und pharmakologischen Qualität und 

Stabilität festzulegen [7-10]. Für die als Ausgangsmaterialien eingesetzten FAM müssen 

Stabilitätsdaten vom Zulassungsinhaber im Rahmen der Zulassung vorgelegt werden. Für die 

applikationsfertigen Zubereitungen können freiwillig Daten zur physikalisch-chemischen 

Stabilität vorgelegt und in die FI aufgenommen werden. In der Regel muss der Apotheker auf 

Stabilitätsdaten aus publizierten experimentellen Untersuchungen zurückgreifen und diese auf 
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die infrage stehende pharmazeutische Zubereitung übertragen. Von besonderer Relevanz 

sind Daten über die Verwendbarkeit von (rekonstituierten) Stammlösungen und 

applikationsfertigen Zubereitungen, wenn die Herstellung im Voraus in Serie, in Chargen in 

Standarddosierungen (z.B. Dose banding [11]) oder mittels Standardkonzentrationen erfolgt 

[12,13], oder hochpreisige Stammlösungen kosteneffektiv eingesetzt werden sollen.  

Stabilität ist definiert als Ausmaß, in dem ein Produkt in spezifizierten Grenzen bleibt [14-16]. 

Die Haltbarkeit wird im Wesentlichen bestimmt von der physikalisch-chemischen und der 

mikrobiologischen Stabilität der AM-Zubereitung, die von internen und externen 

stabilitätsdeterminierenden Faktoren beeinflusst wird (vgl. Abb. 1). 

 

Abb. 1: Schematische Darstellung von internen und externen stabilitätsdeterminierenden Faktoren für 

Parenteraliazubereitungen  
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1.2 Gute Praxis der Stabilitätsuntersuchung aseptisch hergestellter 

applikationsfertiger Parenteralia 

Applikationsfertige Parenteralia müssen den Anforderungen der Ph. Eur Monographie 2619 

[17] „Pharma eutische Zubereitungen“ ents rechen. Der  egriff Zubereitung beinhaltet, dass 

das AM nicht der Zulassungspflicht unterliegt und durch eine Apotheke oder andere 

Einrichtung im Gesundheitsbereich hergestellt wird. Detaillierte Hinweise zur Herstellung und 

Prüfung applikationsfertiger Parenteralia in der Apotheke finden sich in § 35 ApBetrO (in 

Verbindung mit §7, 8, 14 [6]), nationalen [18,19] und internationalen Leitlinien [1,5,20]. In den 

Dokumenten wird auf die Notwendigkeit des Risikomanagements sowie der 

Qualitätssicherung des Zubereitungsprozesses hingewiesen.  

Nachfolgend soll speziell auf die Anforderung der Stabilität und Haltbarkeitsdeterminierung der 

Zubereitungen eingegangen werden. In der Ph. Eur. 2619 wird angegeben, dass „die 

Anforderungen an die Stabilität von pharmazeutischen Zubereitungen von der beabsichtigten 

Verwendung und der gewünschten Lagerdauer abhängen“ [17]. Für die 

Stabilitätsuntersuchungen von FAM sind internationale ICH Guidelines, z.B. ICH Q1A (R2) 

Stability Testing of new drugs and products [21], ICH Q1C Stability Testing: Requirements for 

New Dosage Forms [22], maßgeblich. Empfehlungen zu Stabilitätsuntersuchungen von 

applikationsfertigen Parenteraliazubereitungen, hergestellt aus FAM, wurden insbesondere 

von den pharmazeutischen Fachgesellschaften entwickelt und publiziert [14,23-27]. 

In der United States Pharmacopoeia (USP) finden sich Angaben zur Stabilität von 

pharmazeutischen Zubereitungen zur parenteralen Anwendung in den Monographien USP 

<797> Pharmaceutical Compounding – Sterile Preparations [20] und USP <1191> Stability 

Considerations in Dispensing Practice [28]. Zur „Guten Praxis von Stabilitätsuntersuchungen“ 

für Parenteraliazubereitungen zählen die Untersuchung und Dokumentation der in Tabelle 1 

aufgeführten Parameter. 
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Tab. 1: Relevante Inhalte der „Guten Praxis von Stabilitätsuntersuchungen“ in Anlehnung an [24,25,29] 

Relevante Inhalte, Angaben in Publikationen von Stabilitätsuntersuchungen 

Art des Wirkstoffs: Chemisch hergestellt, Biologikum 

Eingesetztes FAM: Name, Zusammensetzung (Wirkstoff (-e), Hilfsstoffe), Charge (-n) 

Rekonstituens, Trägerlösung: Wasser für Injektionszwecke, NaCl 0,9%, G5, vorgefüllte 

Trägerlösung, Rationale für die Auswahl 

Eingesetztes Primärpackmittel: Glas (insbesondere Stammlösung), Infusionsbeutel Polyolefin, 

Polyethylen, Polypropylen, Plastikspritzen, Rationale für die Auswahl 

Testkonzentrationen: Basierend auf Fachinformation, Rationale für die Auswahl, z.B. 

konzentrationsabhängige Stabilität (oberes und unteres, klinisch relevantes Konzentrationslimit 

verwenden) 

Anzahl der Testlösungen: Mindestens 3 für jede Konstellation der stabilitätsdeterminierenden 

Faktoren 

Anzahl der Analysen: Mindestens zweifache (besser dreifache) Analyse jeder Testlösung  

Lagerbedingungen: Temperatur (2-8 °C, 20-25 °C, 32 °C für Wirkstoffe, die über Elastomerpumpen 

appliziert werden, ggf. Tiefkühltemperaturen), Lichteinfluss, Rationale für die Auswahl  

Lagerdauer (Stunden, Tage): In der Regel max. 28 Tage bei RezepturAM  

Anzahl der Probenahme Zeitpunkte: Mindestens 5 Analysenzeitpunkte (inklusive t0) über die 

Dauer der Untersuchung verteilt 

Zeitpunkte der Probenahme: In Abhängigkeit von erwarteter Stabilität (z.B. resultierend aus 

Angaben aus der FI (CAVE: hier oft nur mikrobiologische Stabilität angegeben), basierend auf Daten 

aus Publikationen ähnlicher/verwandter Wirkstoffe)  

Probenvolumen: Methodenabhängig 

Analysenmethoden zu Gehalt und Reinheit von Wirkstoffen/Hilfsstoffen: z.B. HPLC, 

Kapillarelektrophorese, Gelelektrophorese, Rationale für die Auswahl 

Inhalte der Validierung der analytischen Methode: Nachweis der Methodeneignung (Bestimmung 

des Analyten bei Anwendung von forcierten, stabilitätsdeterminierenden Bedingungen (pH, 

Temperatur, Oxidantien, Licht) in Anwesenheit von sonstigen Bestandteilen der Zubereitung und 

neben möglichen Abbauprodukten/potentiellen Verunreinigungen) 

Weitere Bestimmungen: pH-Wert, Osmolarität, Aussehen (z.B. Färbung, Klarheit der Lösung), 

sichtbare Partikel, nicht-sichtbare Partikel, „extractables, leachables“ aus Primär ackmittel (z.B. 

Lösungsvermittler), Hilfsstoffe (z.B. Permeabilitätsvermittler), Sterilität/mikrobiologische Stabilität 

Bereitstellung der Untersuchungsergebnisse: Einleitung (Literaturdiskussion), Material und 

Methoden (genaue Beschreibung), Ergebnisse (detaillierte Auflistung aller Ergebnisse als 

prozentualer Anteil der initialen Konzentration), Diskussion (kritische Auseinandersetzung mit den 

verwendeten Methoden und Ergebnissen; Stellungnahme zu potentiellen Schwachstellen in der 

Untersuchung sowie zu möglichen Out of Specification (OOS)-Ergebnissen und deren 

Einfluss/Interpretation) 
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RTA- und RTU-Parenteralia werden in der Regel aus FAM als Ausgangsmaterial hergestellt. 

Im Rahmen der Zulassung werden vom pharmazeutischen Unternehmer umfangreiche 

Untersuchungen zur physikalisch-chemischen Stabilität für das originalverschlossene FAM 

während der Lagerung vorgelegt [14]. Zusätzliche Stabilitätsdaten zu punktierten 

Infusionslösungskonzentraten oder rekonstituierten Lyophilisaten/Trockensubstanzen, die 

über 24 Stunden hinausgehen, werden in der Regel nicht angegeben. Des Weiteren fehlen 

oftmals Daten zur Verwendbarkeit von patientenindividuellen Zubereitungen, die durch 

Verdünnung mit geeigneter Trägerlösung oder Überführung des Konzentrats aus einem FAM 

in der Krankenhausapotheke applikationsfertig zubereitet werden. Wegen des Risikos der 

mikrobiologischen Instabilität wird in vielen FI die unverzügliche Verwendung der hergestellten 

Infusionslösung empfohlen. Sollten applikationsfertige Zubereitungen nicht unmittelbar 

angewendet werden, liegen die Lagerungszeit und -bedingungen in der Verantwortung des 

Anwenders und die Verwendbarkeit beträgt „normalerweise nicht länger als 24 Stunden bei 

2 °C bis 8 °C“ [30]. Bei Zubereitung unter kontrollierten und validierten aseptischen 

Bedingungen kann der verantwortliche Apotheker bei gegebener physikalisch-chemischer 

Stabilität eine längere Haltbarkeit deklarieren.  

 

Eine geeignete Methode zur Bestimmung der physikalisch-chemischen Stabilität muss 

geeignet, robust und validiert sein [14,16,24,25,31,32]. Spezifität und Sensitivität der Methode 

müssen ausreichen, um Veränderungen der Zubereitung in Art und Menge über die Zeit zu 

detektieren. Dabei müssen Wirkstoff (WS), mögliche Verunreinigungen aus dem 

Herstellprozess und potentielle Abbauprodukte qualitativ und quantitativ analysiert werden. 

Die ausgewählten Methoden müssen entsprechend den ICH Guidelines validiert werden [33]. 

Um die Eignung einer Analysemethode für Stabilitätsuntersuchungen zu belegen, wird die 

Untersuchungslösung unterschiedlichen Stressbedingungen (Säure, Lauge, erhöhte 

Temperatur, Oxidationsmittel, Licht) ausgesetzt und geprüft, ob die Zersetzungsprodukte 

qualitativ und quantitativ analysiert werden können. Die gewählten Stressbedingungen sollten 

zu einem partiellen Abbau des WS führen (Faustregel: gewünschter WS-Abbau ca. 20% [24]). 

Eine geeignete Methode muss ausreichend spezifisch und sensitiv sein, um Abbauprodukte 

auch bei gemäßigten Stressbedingungen detektieren zu können. 

Bei einem FAM muss zum Zeitpunkt der Freigabe der WS-Gehalt zwischen 95% und 105% 

des deklarierten Gehalts betragen (Freigabegrenze) [34]. Diese Grenzen können für 

applikationsfertige Zubereitungen übernommen werden. Wenn Arzneibuchmonographien für 

das AM vorliegen, können Spezifikationen (z.B. für Verunreinigungen, Abbauprodukte) aus 

diesen übernommen werden. Die Haltbarkeitsgrenze beträgt in der Regel 90% des 

deklarierten Gehalts (T90-Wert) [14]. Je nach Risikoprofil der Zubereitung ist eine Anpassung 

auf T95 oder T85 zu prüfen [14]. Daneben können toxische Abbauprodukte stabilitätslimitierend 
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sein, auch wenn der untere Grenzwert des WS-Gehalts noch nicht erreicht wurde. Die 

Auswertung der analytischen Daten zur Festlegung der physikalisch-chemischen Stabilität 

erfolgt analog der ICH Guideline ICH Q1E Evaluation of Stability Data [35]. Dabei werden die 

Daten einer analytischen Regressionsanalyse unterzogen und die untere einseitige 95% (85%, 

90%)-Konfidenzgrenze bestimmt. Die Anzahl der Messpunkte einer Untersuchung sollte dabei 

ausreichend sein, um statistisch valide auswerten zu können (mindestens 5 Messzeitpunkte 

inklusive t0 [25]). 

 

Geeignete Methoden zur Untersuchung der physikalisch-chemischen Stabilität von rezeptur- 

oder defekturmäßig hergestellten pharmazeutischen Zubereitungen können auf Basis von 

wissenschaftlichen Publikationen [24,36] oder WS-Monographien und/oder AM-Monographien 

von Pharmakopöen etabliert werden. 
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1.3 Physikalisch-chemische Stabilität von applikationsfertigen 

Parenteraliazubereitungen – Small molecules 

Small molecule drugs (=chemisch hergestellte Arzneistoffe mit geringem Molekulargewicht) 

sind durch eine molekulare Masse von <2000 Da charakterisiert [25]. Vorteile sind die 

chemische Synthese, die häufig gute orale Verfügbarkeit und niedrige Herstellungskosten [37]. 

Für die Stabilitätsuntersuchungen sollen bevorzugt separative Verfahren eingesetzt werden, 

die eine Trennung von WS, HS, Abbauprodukten und Verunreinigungen ermöglichen. 

Geeignet sind Flüssig-Chromatographie und Kapillarelektrophorese. Bei kleinen, chemisch 

synthetisierten WS wird wegen der hydrophoben Eigenschaften bevorzugt die Reversed-

phase High-performance liquid chromatopraphy, RP-HPLC eingesetzt [24,25,36]. Die 

Detektion erfolgt meist mit UV-VIS- oder Diodenarray-Detektoren (DAD). Eine 

Weiterentwicklung der HPLC stellt die Ultra-HPLC (UHPLC) dar, welche gegenüber der 

konventionellen HPLC eine höhere Effizienz und Trennleistung aufweist. Aufgrund geringerer 

Probenvolumina und kürzerer Analysenzeiten ist die UHPLC vor allem für teure und besonders 

instabile Verbindungen interessant. Kombiniert wird die UHPLC mit konventionellen 

Detektoren (UV-VIS, DAD), allerdings auch immer häufiger mit Massenspektrometern (MS). 

MS können in Reihe geschaltet werden (UHPLC-MS-MS) und ermöglichen eine zeitliche und 

räumliche Trennung chemischer Verbindungen. Aufgrund der höheren Anschaffungs-, 

Wartungs- und Zubehörkosten stehen diese Methoden allerdings selten Apotheken zur 

Verfügung. Stabilitätsuntersuchungen mittels Gaschromatographie (GC) sind nur für flüchtige, 

nicht thermolabile WS einsetzbar.  
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Physikalische Instabilität 

Präzipitation  

Auf Ausfällungen werden gemäß Ph. Eur. mit den Prüfungen auf sichtbare Partikel Ph. Eur. 

2.9.20 „Particulate contamination: Visible  articles“ [38], Ph. Eur. 5.17.2. „Recommendations 

on testing of  articulate contamination: Visible  articles“ [39] sowie auf nicht-sichtbare Partikel 

nach Ph. Eur. 2.19.19. „Particulate contamination: Sub-visible  articles“ mittels light 

obscuration Tests und/oder mikroskopischer Partikelzählung [40] geprüft.  

Die Veränderungen von Klarheit und Partikelgehalt einer parenteralen pharmazeutischen 

Zubereitung können stabilitätslimitierend sein, besonders wenn es zur Bildung sichtbarer 

Partikel kommt. Die Präzipitation kann WS und HS betreffen. Die Instabilität wird durch 

unterschiedliche Parameter beeinflusst und kann zu jeder Zeit auftreten.  

Parameter, die Präzipitationen begünstigen können: 

• Überschreiten der Sättigungskonzentration  

• Verdünnung von Lösungsvermittlern/Solubilisierungsmitteln (z.B. Ethanol, 

Polyethylenglykole) →   slichkeit↓ 

• Veränderung der Konzentration hydrotroper HS (z.B. Harnstoff) im Verhältnis zu 

WS und Lösungsmittel →   slichkeit↓ 

• Verdünnung von Pufferlösungen; Überschreiten der Kapazität eines Puffersystems 

→ Polarität↓ →   slichkeit↓  

• Binäre oder Mehrkomponenten-AM-Mischungen unbekannter Kompatibilität → 

Bildung unlöslicher Salze, Komplexbildung  

• Änderung der Elektrolytkonzentration oder des pH-Werts einer Lösung → 

Löslichkeit von WS↓ 

 

Adsorption, Absorption 

Sowohl bei Adsorptions- als auch bei Absorptionsreaktionen handelt es sich um 

Wechselwirkungen zwischen dem/den WS und/oder HS einer Zubereitung mit verschiedenen 

Kontaktoberflächen. Die Inhaltsstoffe applikationsfertiger Zubereitungen kommen bei der 

Zubereitung und Applikation mit den Oberflächen verschiedenster Artikel in Kontakt (z.B. 

Spritze, Kanüle, Spike, Primärpackmittel, Filter, Infusionssystem, etc.).  

Die Adsorption beruht auf ionischen Interaktionen zwischen funktionellen Gruppen 

gasförmiger oder flüssiger WS-/HS-Moleküle mit freien Bindungsstellen auf den Oberflächen 

der für die Zubereitung und Applikation verwendeten Materialien. Die Anzahl möglicher 

Bindungsstellen an unterschiedlichen Oberflächen ist limitiert, weshalb die 

Ausgangskonzentration des WS bei dieser Art der physikalischen Instabilität besonders 

relevant ist. Für sehr niedrig konzentrierte Lösungen besteht ein höheres Risiko für klinisch 

relevante Adsorptionsphänomene. Bestrebungen zur Reduktion möglicher Bindungsstellen 
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(z.B. durch Blockade von Silanolfunktionen an Glasoberflächen) sind wirksam, können jedoch 

nicht alle Interaktionen verhindern (z.B. hydrophobe Wechselwirkungen).  

Von Absorption spricht man, wenn WS/HS in die vorhandenen Ausgangsmaterialien migrieren. 

Diese Instabilität ist vor allem bei lipophilen WS zu beobachten, wenn sie mit amorphen 

Strukturen (z.B. Polyvinylchlorid (PVC)) in Verbindung kommen. Absorptionsphänomene 

entwickeln sich in der Regel langsamer und sind schwieriger zu kontrollieren.  

Die Detektion von Adsorption/Absorption erfolgt passiv über Ausschlussverfahren. Wenn eine 

geeignete Methode zur Untersuchung von WS-Konzentration und Abbauprodukten verwendet 

wird und es zu einem WS-Verlust ohne Bildung von Abbauprodukten kommt und auch andere 

physikalisch-chemische Parameter (Partikelbildung, Trübung, pH, Osmolarität) unverändert 

bleiben, ist von einer Wechselwirkung zwischen WS und Behältnis auszugehen [25]. Die 

Untersuchungen können mit alternativen Behältnismaterialien fortgesetzt werden.  

 

Leaching von Bestandteilen der Primärverpackung, Applikationssystemen 

Primärverpackungen und Medizinprodukte, die für die Zubereitung und Applikation 

pharmazeutischer Zubereitungen verwendet werden, können eine Vielzahl von Additiven (z.B. 

Gleitmittel, Weichmacher, Stabilisatoren, etc.) enthalten. Das Migrieren dieser Substanzen 

(Leachables) in die AM-Zubereitung wird als Leaching bezeichnet. Die Wahrscheinlichkeit und 

das Ausmaß der Migration von Additiven ist unter anderem abhängig von der Art und Menge 

der enthaltenen Leachables, der Größe der Kontaktoberflächen, der Kontaktzeit sowie von Art 

und Volumen der pharmazeutischen Zubereitung. Ein bekanntes Beispiel für die Migration sind 

Weichmacher, die aus PVC-Behältnissen herausgelöst werden, oder Silikonöle (zur 

Verbesserung der Gleitfähigkeit des Spitzenstempels bei dreiteiligen Spritzen), die in den 

Spritzeninhalt migrieren. Die Leachables können toxisch sein oder physikalisch-chemische 

Instabilität bewirken.  

Die Detektion von Leachables ist anspruchsvoll und erfordert die Analyse mittels LC-MS, GC-

MS und ICP-MS (Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma) [41]. Bei wässrigen 

Zubereitungen ist die Gefahr der Migration grundsätzlich als gering einzustufen und kann über 

die Auswahl geeigneter Primärpackmittel minimiert werden [25]. Des Weiteren wird die 

Qualität von Plastik-Primärverpackungen in Guidelines streng reguliert (CPMP/QWP/4359/03 

[42]).  
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Chemische Instabilität  

Hydrolyse 

Viele Arzneistoffe sind hydrolyseempfindliche, chemische Moleküle wie Ester, Amide und 

Lactame. Ausmaß und Geschwindigkeit der in wässrigen Lösungen ablaufenden Hydrolyse 

werden wesentlich beeinflusst durch den pH-Wert der Lösung und die Temperatur. 

 

Oxidation 

Oxidationsreaktionen können an unterschiedlichen Stellen in WS-/HS-Molekülen auftreten. 

Besonders empfindlich sind Phenol-, Olefin-, Endiol-, Ether-, Hydroxymethylketon- und Amin-

strukturen [43]. Bei pharmazeutischen Formulierungen treten sie in der Regel spontan als 

Autoxidation auf [43]. Bei sehr oxidationsempfindlichen AM erfolgt eine Begasung mit Inertgas 

(z.B. Sickstoff) oder die Zugabe von Komplexbildern (EDTA) und Antioxidantien [24].  

 

Photolyse 

Bei der Photolyse (auch: photochemische Bindungsspaltung) werden chemische Bindungen 

in WS durch die energiereichen UV-Strahlen (280 nm – 400 nm) der optischen Strahlung 

hetero- oder homolytisch gespalten. Die resultierenden Photolyseprodukte können unwirksam, 

aber auch toxisch sein. Zusätzlich kann Tageslichtenergie sowohl Hydrolyse- als auch 

Oxidationsreaktionen katalysieren. Durch die Verwendung geeigneter Sekundärverpackungen 

können Photolysereaktionen vermieden werden.  

 

Racemisierung und Epimerisierung 

Die Racemisierung betrifft WS mit einem und die Epimerisierung WS mit mehreren 

stereogenen Zentren. Bei der Racemisierung kommt es zu einer Angleichung der 

Konzentration zweier Enantiomere bis nach vollständiger Racemisierung ein Racemat vorliegt. 

Bei der Epimerisierung kommt es zur Konfigurationsumkehr an einem asymmetrischen 

Kohlenstoffatom in einem Molekül, das zwei oder mehr stereogene Zentren besitzt. Diese 

Phänomene sind selten, können aber die Pharmakodynamik und -kinetik eines WS 

beeinflussen [24]. 

 

Färbung, pH-Wert, Osmolalität 

Chemische Reaktionen von WS/HS können Veränderungen der Färbung, Klarheit und dem 

Grad der Opaleszenz von Lösungen bedingen. Diese Veränderungen werden in Anlehnung 

an Ph. Eur. Monographie 2.2.1. „Clarity and degree of o alescence of liquids“ [44] und 2.2.2. 

„Degree of coloration of liquids“ [45] untersucht.  
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Auf Abbaureaktionen kann auch die Veränderung des pH-Werts einer Zubereitung über die 

Zeit hinweisen. Die Prüfung findet analog Ph. Eur. Monographie 2.2.3. „Potentiometric 

determination of   “ [46] statt.  

Ob die Prüfung der Osmolalität entsprechend Ph. Eur.  onogra hie 2.2.35. „Osmolality“ [47] 

eine geeignete Methode zur Stabilitätsuntersuchung ist, wird neuerdings bezweifelt [48]. In 

einer Untersuchung von Vigneron et al. konnte bei elf von 13 AM-Zubereitung kein 

Zusammenhang zwischen chemischem Abbau und einer Änderung der Osmolalität 

beobachtet werden [48]. 

 

Externe und interne stabilitätsdeterminierende Faktoren und korrespondierende 

Instabilitätsreaktionen sind in Tabelle 2 zusammengefasst.  

 

Tab. 2: Stabilitätsdeterminierende Faktoren und korrespondierende Instabilitätsreaktionen bei 

Zubereitungen aus chemisch hergestellten Arzneistoffen 

Stabilitätsdeterminierende 

Faktoren 
Instabilitätsreaktionen 

pH-Wert 

Abweichung vom pH-Optimum: 

• Verstärkte chemische Abbaureaktion, insbesondere Hydrolyse, 

Oxidation 

• Verringerte WS-Solubilisierung → Präzipitation 

Temperatur 

• Temperaturerniedrigung: Verringerte Löslichkeit v.a. in gesättigten 

Zubereitungen → Präzipitation 

• Temperaturerhöhung: Erhöhung der Reaktionsgeschwindigkeit 

von Hydrolyse, Oxidation 

Licht • Photolyse lichtempfindlicher WS 

Sauerstoff 
• Oxidative Zersetzung oxidationsempfindlicher Strukturen in WS-

/HS-Molekülen 

Tenside • Einschluss der WS-Moleküle in Mizellen 

Behältnismaterial 

• Adsorption, Absorption von WS, HS 

• Sauerstoff-Permeation → oxidative Zersetzung 

• CO2 Permeation → pH-Wert-Erniedrigung  

• Feuchtigkeitspermeation → Konzentrationsänderungen 
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1.4 Physikalisch-chemische Stabilität von applikationsfertigen 

Parenteraliazubereitungen – Monoklonale Antikörper  

Monoklonale Antikörper (mAbs) sind hochmolekulare Glykoproteine, deren Proteinanteil aus 

vier Aminosäureketten (zwei leichte („light chain“, L), zwei schwere („heavy chain“, H)) 

bestehen, welche durch kovalente Disulfidbrücken miteinander verbunden sind [49] (s. Abb. 

2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 2: Schematische (links) und dreidimensionale Darstellung (rechts) eines intakten IgG-Antikörpers 

[50,51]; Leichte Ketten grün, schwere Ketten blau, Oligosaccharide orange, Disulfidbrücken gelb 

 

Innerhalb der Ketten befinden sich variable (VH, VL) und konstante (CH, CL) Domänen. Die 

variablen Domänen am Ende einer schweren und einer leichten Kette bilden die 

Antigenbindungsstellen („antigen-binding fragments“, Fab). Jede dieser variablen Domänen 

besitzt hypervariable Regionen („com lementary determining regions“, CDR), die 

verantwortlich für die Bindungsspezifität eines mAbs sind. Die beiden schweren Ketten bilden 

das kristallisierbare Fragment („crystalli able fragment“, Fc), das den Isotyp des mAbs und die 

funktionellen Eigenschaften bestimmt.  
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Fc-vermittelte Funktionen von mAbs sind (s. Abb. 3): 

• Bindung an Fc-Rezeptoren unterschiedlicher Zellen (Lymphozyten, Monozyten, 

Neutrophilen, dendritische Zellen, Epithelzellen) → Phagozytose des Antikörpers 

(„antibody-de endent cellular  hagocytosis“, ADCP); Aktivierung von Immunzellen 

(„antibody-dependet cellular cytotoxicity“, ADCC); Aktivierung der Zytokin roduktion 

• Bindung an C1q des Komplementfaktors C1 → Aktivierung des Komplementsystems 

(„com lement de endent cytotoxicity“, CDC)  

• Beeinflussung der Halbwertzeit von Antikörpern des IgG-Isotyps 

 

 

 

 

Abb. 3: Struktur und Funktion eines IgG-Antikörpers [52]  

 

Therapeutisch werden Antikörper vom IgG-Typ genutzt, die in vier Subklassen (IgG1-IgG4) 

unterteilt werden. mAbs vom Subtyp IgG1 werden aufgrund ihrer hohen Stabilität und der 

potenten Effektor-Funktionen (ADCC, CDC, C1q-Bindung) am häufigsten therapeutisch 

eingesetzt [49]. mAbs werden biologisch hergestellt, ausgehend von einer zugelassenen 

Master-Cell-Bank mit Säugetierzellen als Wirtszellen. mAbs werden mittlerweile in einer 

Vielzahl von Indikationen eingesetzt, wobei die meisten Zulassungen im Bereich der Therapie 

von Autoimmunerkrankungen und malignen Erkrankungen zu finden sind [15]. Nach Ablauf 
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der Patentlaufzeit der Originator-Produkte können Biosimilar-Zulassungen 

(Nachfolgeprodukte von Biologika) beantragt werden. Die Nachfolgeprodukte werden mit einer 

anderen Wirt-Vektor-Kombination produziert, die auch Teil der Zulassung ist. Geringfügige 

Unterschiede (z.B. unterschiedliche post-translationale Glykosylierung, unterschiedliche 

Produktionsverfahren) können nicht ausgeschlossen werden [53]. Übliche HS in der 

Formulierung von mAbs sind in Tabelle 3 zusammengefasst. 

 

Tab. 3: Übliche Hilfsstoffe für mAb-Formulierungen und deren Funktion analog [54] 

Hilfsstoffgruppe Funktion Beispiele 

Puffersubstanzen Sicherstellung des pH-Werts Histidin-, Citrat-, Acetat- und 

Phosphatpuffer 

Säuren, Laugen pH-Einstellung Salzsäure, Natriumhydroxid 

Zucker Isotonisierung, Stabilisierung, 

Kryoprotektion, Lyoprotektion 

Saccharose, Trehalose 

Salze Isotonisierung, Stabilisierung Natriumchlorid 

Aminosäuren Isotonisierung, Stabilisierung Glycin, Arginin, Leucin, Prolin 

Polyalkohole Isotonisierung, Stabilisierung Mannitol, Sorbitol 

Konservierungsmittel Konservierung Benzylalkohol 

Antioxidantien Oxidationsschutz Methionin 

Tenside Stabilisierung Polysorbat 20, Polysorbat 80 

Lösungsmittel Lösungsvermittlung Wasser für Injektionszwecke 

(WFI) 

Sonstige Stabilisierung Humanes Serumalbumin 

 

 

mAb-haltige FAM müssen in Europa der EMA Guideline on development, production, 

characterisation and specification for monoclonal antibodies and related products 

(EMA/CHMP/BWP/532517/2008 [55]) entsprechen. In der Guideline werden zum Beispiel 

Anforderungen an die physikalisch-chemische Charakterisierung, aber auch an die biologische 

Aktivität von mAbs aufgeführt. Zur Bestimmung der biologischen Aktivität („d. h. die spezifische 

Fähigkeit oder Kapazität eines Produkts, eine bestimmte biologische Wirkung zu erzielen“ [55]) 

sollen geeignete in-vitro- (seltener in-vivo-) Tests durchgeführt werden. Der Wirkmechanismus 

und die Bedeutung von Effektor-Funktionen (ADCC, CDC, ADCP) des mAbs müssen im 

Hinblick auf Sicherheit und Wirksamkeit beschrieben werden. Anforderungen an biosimilare 

mAbs sind durch die EMA in der Guideline on Similar Biological Medicinal Products Containing 

Monoclonal Antibodies – Non-clinical and Clinical Issues (EMA/CHMP/BMWP/403543/2010 

[56]) reguliert.  

Auch bei mAb-haltigen Infusionslösungskonzentraten oder rekonstituierten 

Lyophilisaten/Trockensubstanzen wird die Aufbrauchfrist oftmals auf 24 – 48 Stunden limitiert. 
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Valide Stabilitätsdaten von Anbrüchen und RTA-Zubereitungen verringern Verwürfe und 

ermöglichen die Wiederverwendung von nicht applizierten Zubereitungen. Bei den hohen 

Kosten von mAb-haltigen FAM wird so die finanzielle Belastung für das Gesundheitssystem 

massiv reduziert. 

Die Untersuchung der Stabilität von mAb-Zubereitungen während der Zubereitung, Lagerung 

und Applikation ist hochkomplex und erfordert spezifisches Wissen, umfangreiches Equipment 

und beträchtliche finanzielle Ressourcen [15].  

 

Methoden zur Untersuchung der physikalisch-chemischen Stabilität von mAb-Zubereitungen 

müssen ausreichend spezifisch und sensitiv sein, um Veränderungen der Zubereitung in Art 

und Menge über die Zeit zu detektieren. Die Methodenvalidierung erfolgt entsprechend den 

Vorgaben der ICH Guidelines [33].  

Die Untersuchung der Stabilität von mAb-haltigen FAM wird von pharmazeutischen 

Unternehmen entsprechend der ICH Guideline ICH Q5C Quality of Biotechnological Products: 

Stability Testing of Biotechnological/Biological Products durchgeführt [57]. Auch für 

Stabilitätsuntersuchungen biopharmazeutischer Zubereitungen (inklusive mAb-

Zubereitungen) liegen Empfehlungen von pharmazeutischen Expertengruppen vor [15,24,26]. 

Als Spezifikationen wurden Akzeptanzkriterien wie zum Beispiel der Verlust von aktivem 

Protein ≤ 5%, Fläche der Peaks von AP ≤ 2% relativ zum Hauptpeak und Änderung des pH-

Werts ≤ 0,5 Einheiten definiert [26]. Informationen über spezifische Parameter geeigneter 

Methoden (z.B. Art der HPLC-Säule, Fließmittelzusammensetzung, Fließmittelgradient, 

Detektionswellenlänge) können den Originalpublikationen entnommen werden. In WS-

Monographien und/oder AM-Monographien aus Pharmakopöen kann ebenfalls nach 

geeigneten Methoden recherchiert werden [58]. 
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Die Effektivität und Toxizität von mAb-AM hängt nicht nur von der Primärstruktur 

(Aminosäuresequenz) sondern auch von ihrer dreidimensionalen Struktur (Sekundär-, Tertiär-, 

Quartärstruktur; s. Abb. 4) ab [15].  

 

 

Abb. 4.: Sekundär-, Tertiär-, und Quartärstruktur von mAbs [59] 

 

Sie können einer Vielzahl von Instabilitätsreaktionen unterliegen, die in physikalische und 

chemische Instabilitäten unterteilt werden. Unterschiedliche Bedingungen (pH-Wechsel, Licht 

(vor allem UV-Licht), Temperaturschwankungen, Sauerstoffexposition, mechanischer Stress, 

Exposition hydrophober Oberflächen, Verdünnung stabilisierender HS) verursachen 

unterschiedliche Abbaureaktionen [49,60-64]. Bereits milder physikalischer/chemischer Stress 

ist ausreichend, um Konformationsänderungen zu erzeugen. Im Rahmen einer 

Stabilitätsuntersuchung müssen alle Instabilitäten mit geeigneten Methoden erfasst werden. 
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Physikalische Instabilität 

Physikalische Instabilitätsreaktionen treten bei komplexen mAbs mit höherer 

Wahrscheinlichkeit auf als bei chemisch hergestellten WS [14]. Die wichtigsten physikalischen 

Instabilitätsreaktionen sind Aggregation, Denaturierung, Präzipitation und Adsorption an 

Oberflächen [14,15,49,60]. Laut Expertenkonsens sollen zur Bestimmung der physikalischen 

Stabilität von mAb-Zubereitungen unterschiedliche, komplementäre Methoden angewendet 

werden, die mindestens die Turbidimetrie und die Größenausschlusschromatographie (size-

exclusion chromatography, SEC) beinhalten [14].  

 

Aggregation 

Bei der Aggregation entstehen neue Spezies mit höherem Molekulargewicht aus nativen und 

gefalteten Proteinen [65]. Anhand der zugrunde liegenden Bindungstypen können zwei Arten 

von Aggregaten unterschieden werden. Selbst-assoziierende/physikalische Aggregate 

entstehen unter Erhalt der Primärstruktur durch nicht-spezifische Bindungen wie Van-der-

Waals Wechselwirkungen, Wasserstoffbrückenbindungen sowie hydrophoben und 

elektrostatischen Interaktionen. Kovalente Aggregate entstehen durch kovalente Bindungen 

wie Disulfidbindungen [65,66]. In beiden Fällen können lösliche Aggregate oder nicht-lösliche, 

präzipitierende Aggregate entstehen. Aggregatbildung wird zum Beispiel begünstigt durch 

mechanischen Stress, Erniedrigung/Erhöhung der Temperatur, Verdünnung 

stabilisierender/protektiver HS, hohe Proteinkonzentrationen oder Materialien mit 

Weichmachern und Silikonölen, aber auch durch chemische Instabilitäten wie Veränderung 

des pH-Werts [14,15,24,26,49]. 

Aggregatbildung in applikationsfertigen mAb-Zubereitungen haben massive Auswirkungen auf 

die Sicherheit und Wirksamkeit [14,49,60,61]. Es können immunologische Reaktionen wie 

Hypersensitivität und Anaphylaxie resultieren. Das Ausmaß der Reaktion ist dabei abhängig 

von der Aggregatgröße, dem Glykosylierungsmuster, dem mAb-Ursprung und der 

Anwesenheit von Verunreinigungen [67]. Aggregate können zusätzlich als Antigene erkannt 

werden und die Bildung von antidrug antibodies (ADAs) verursachen. ADAs können zum 

Beispiel den Verlust der Wirksamkeit und eine erhöhte Toxizität bedingen [68].  

Die Tendenz zur Aggregation ist abhängig von der Hydrophobizität des Monomers sowohl im 

nativ gefalteten Zustand als auch nach Entfaltung. In wässrigen Lösungen sind hydrophile 

Komponenten von Proteinen üblicherweise nach außen und hydrophobe nach innen gerichtet. 

Stabilisiert wird dieser Zustand durch den Zusatz nichtionischer Tenside, Histidin, Arginin und 

Salzen [69,70]. Bei der Entfaltung von Proteinen gelangen hydrophobe Reste an die 

Oberfläche und sind so anfällig für Wechselwirkungen mit benachbarten Monomeren, mit Luft 

sowie Oberflächen von Primärbehältnissen, Spritzen und Applikationsvorrichtungen. Daraus 

resultieren Aggregate in unterschiedlichen Strukturen und in Größen von 10 nm bis 25 µm 
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[15]. Somit müssen unterschiedliche Verfahren kombiniert werden, um Aggregate jeder Größe 

zu erfassen [14].  

 

Denaturierung 

Bei der Denaturierung verlieren Proteine durch Verlust stabilisierender 

Bindungswechselwirkungen [26] ihre Sekundär- oder Tertiärstruktur. Die strukturellen 

Änderungen können bei mAbs zu einem kompletten Verlust ihrer Wirksamkeit, zu verringerter 

Flexibilität in der Gelenkregion und zu einer verstärkten Aggregationstendenz führen [63].  

Die Denaturierung von mAb-Zubereitungen kann durch pH-Wert-Änderungen oder 

Temperaturschwankungen induziert werden. Dabei können sowohl sehr hohe als auch sehr 

niedrige Temperaturen wie beim Einfrieren die Denaturierung von mAb-Zubereitungen 

hervorrufen [49]. Des Weiteren wurde Denaturierung vermehrt beobachtet, wenn mAbs nach 

der Adsorption an Oberflächen wieder desorbiert sind [71,72]. Auch protektive HS wie 

Polysorbate, die mAbs vor Aggregation und Adsorptionsphänomenen schützen, können durch 

Bindung der Fab-Region das Denaturierungsrisiko für mAbs erhöhen [73].  

 

Präzipitation 

Unter bestimmten Umständen (z.B. pH-Wert-, Temperatur-Abweichungen, Verdünnung 

protektiver HS) können Aggregate präzipitieren und nicht lösliche Partikel bilden. Diese 

können rein aus Protein bestehen oder heterogen zusammengesetzt (mit HS, leachables, 

Verunreinigungen) sein [49]. Für pharmazeutische Zubereitungen sind wegen der Toxizität 

Grenzwerte für Partikel ≥ 10 µm und ≥ 25 µm in der Ph. Eur. festgelegt [40]. 

 

Adsorption 

Adsorptionsphänomene können in applikationsfertigen mAb-Zubereitungen sowohl das 

therapeutische Protein als auch HS wie Puffer, Tenside und Konservierungsmittel betreffen. 

Aus Adsorption resultierende, verminderte HS-Konzentrationen können die Stabilität von mAb-

Zubereitungen verringern [49]. mAbs selbst besitzen als oberflächenaktive Moleküle die 

Tendenz besonders an hydrophobe Oberflächen und Grenzflächen zu adsorbieren [74,75]. 

Diese Form der Instabilität betrifft mAbs sowohl in ihrem nativen als auch partiell entfaltetem 

Zustand. Da durch Entfaltung hydrophobe Reste von Aminosäureseitenketten exponiert 

werden, ist die Adsorption in diesem Zustand energetisch begünstigt [60]. Nach initialer 

Adsorption können Oberflächenspannungskräfte an unterschiedlichen Grenzflächen 

entstehen. Diese begünstigen die Aggregation von mAbs durch die Beeinträchtigung ihrer 

strukturellen Integrität [60]. Die Adsorption als Instabilität ist vor allem relevant bei stark 

verdünnten mAb-Zubereitungen mit niedrigen mAb-Konzentrationen, da hier ein inakzeptabler 

WS-Verlust und eine daraus resultierende Unterdosierung schneller auftreten können [69,76].  
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Je nach verwendeten Materialien sind Adsorptionsreaktionen unterschiedlich stark 

ausgeprägt. Als Primärpackmittel für AM werden üblicherweise Vials aus Typ I Glas 

(Borosilikat) verwendet. Obwohl dieses Material nahezu inert ist, kann es durch 

elektrostatische Interaktionen zur Bindung größerer Proteinmengen kommen [75]. Bei der 

Herstellung patientenindividueller Zubereitungen werden mAbs applikationsfertig in 

geeigneten Trägerlösungen verdünnt oder unverdünnt aufgezogen/portioniert [77,78]. 

Infusionsbeutel und Administrationsvorrichtungen aus Polyolefin (PO) sollten dabei PVC-

haltigen Materialien vorgezogen werden, da sie ein geringeres Adsorptionspotential aufweisen 

[79]. Das Adsorptionspotentials PVC-haltiger Materialien kann durch Zugabe von Polysorbat 

20 reduziert werden. Allerdings begünstigen Polysorbate die Migration (leaching) von 

Weichmachern aus PVC [80]. Leaching kann weiterhin durch Temperaturschwankungen und 

Photodegradation verstärkt werden [81]. Die daraus resultierenden, neuen Oberflächen 

erhöhen das Risiko von mAb-Verlusten durch Adsorption.  

Das Risiko von Adsorptionsreaktionen besteht in mAb-haltigen Zubereitungen ebenfalls an der 

Luft-Wasser Grenzfläche. Da Luft stärker hydrophob ist als Wasser, kommt es zur Ausbildung 

einfacher Proteinschichten [66]. Eine Zerstörung dieser Schicht (z.B. durch mechanischen 

Stress) kann zu Proteinaggregationen führen [74]. Dieses Risiko kann durch die Entfernung 

überschüssiger Luft aus den fertigen Infusionsbeuteln reduziert werden [82].  

Organische Substanzen wie Silikonöl (Spritzengleitmittel) können mit mAbs viskoelastische 

Gelschichten durch nicht-kovalente Wechselwirkungen ausbilden [49]. Die Entwicklung der 

Proteinschichten wird mit steigender Proteinkonzentration beschleunigt. Eine Zerstörung 

fördert die Bildung von Aggregaten und nicht-sichtbaren Partikeln [74,83].  

Um Patienten vor potentiell sichtbaren und nicht-sichtbaren Aggregaten und Partikeln zu 

schützen, erfolgt die Applikation patientenindividueller mAb-Zubereitungen oftmals über In-

Line-Filter. Die verwendeten Filtersysteme besitzen hydrophile Polyethersulfon (PES)-

Filtermembranen mit niedriger Proteinbindungskapazität. Proteinadsorption an Filtern stellt bei 

der Verwendung geeigneter Filter kein Risiko dar [84].  

Eine Strategie zur Verhinderung von Adsorptionsreaktionen an Oberflächen von 

Behältern/Materialien stellt das sogenannte Coating/Oberflächenneutralisierung dar. Dabei 

werden Oberflächen mit Polymeren (z.B. Oligo(ethylene glycol), poly(ehylene oxide)) 

behandelt und dadurch für Adsorptionsreaktionen inaktiviert [85].  
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Chemische Instabilitäten 

Die wichtigsten chemischen Instabilitätsreaktionen von mAbs sind Deaminierung, Oxidation, 

Hydrolyse, Glykierung und die Spaltung von Disulfidbrücken [14,15,49,60]. In Abhängigkeit 

von der Lokalisation können sie Konformationsänderungen und Protein-Aggregationen 

verursachen [86]. Laut Expertenkonsens soll die chemische Stabilität von mAb-Zubereitungen 

mindestens durch drei separative Techniken wie Ionenaustauschchromatographie (ion-

exchange chromatography, IEC), SEC und Peptid-Mapping mit vorgeschalteter Separation 

mittels HPLC bestimmt werden [14]. Alternative Methoden wie CE oder MS können ebenfalls 

angewendet werden.  

 

Deaminierung 

Die Deaminierung stellt die wichtigste, temperaturabhängige Abbaureaktion von Proteinen dar 

[15]. Dabei werden Amidfunktionen vor allem von Asparagin- und weniger von Glutaminresten 

hydrolysiert [26,49]. Die daraus resultierende Asparaginsäure kann zyklisieren und 

anschließend isomerisieren oder wieder hydrolysiert werden. Aufgrund der sinkenden 

negativen Gesamtladung erniedrigt sich durch Deaminierung der isoelektrische Punkt (pI) von 

mAbs [87], was eine veränderte Pharmakokinetik zur Folge haben kann [88]. Neben erhöhten 

Temperaturen [66,89] sind erhöhte pH-Werte für eine vermehrte Deaminierung verantwortlich 

und verstärken ferner das Aggregationspotential von mAbs [66,89-91].  

Je nach Lokalisation haben Deaminierungsreaktionen unterschiedlich starke Auswirkungen 

auf die Sicherheit und Wirksamkeit von mAbs. Im Fc-Fragment scheinen negative 

Auswirkungen relativ gering, wohingegen Deaminierung in den CDR-Regionen der Fab-

Fragmente zu einer Reduktion der Bindungsaffinität und verminderter Wirksamkeit führen 

können [92].  

 

Oxidation 

Bei der Oxidation handelt es sich um eine der häufigsten chemischen Abbaureaktionen [49]. 

Auslöser für Oxidationsreaktionen sind zum Bespiel pH-Wert-Änderungen und Oxidantien wie 

Peroxide, Licht und Metalle oder eine spontane Autoxidation [63,66,93]. Licht und Sauerstoff 

oxidieren vor allem Methionin-, Cystein-, Lysin-, Histidin- und Tryptophanreste. Eine durch 

Licht induzierte Oxidation wird als Photooxidation bezeichnet und findet bevorzugt an 

aromatischen Aminosäuren wie Tryptophan statt. Photooxidationen können Radikalbildung, 

Fragmentierung und Quervernetzungen in mAbs verursachen [94]. In Lösungen mit 

inadäquatem pH-Wert werden überwiegend Methionin- und Tryptophanreste oxidiert [26]. 

Oxidierte Methioninreste können mAb-Sekundärstrukturen destabilisieren [95] und die Bildung 

und Zerstörung von Disulfidbindungen begünstigen [66]. In beiden Fällen entstehen 
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Fragmente oder entfaltete/fehlgefaltete mAbs, die eine veränderte Konformation und/oder ein 

erhöhtes Aggregationspotential aufweisen können [49]. 

Im Gegensatz zur Deaminierung führen Oxidationen in mAbs zu einem Anstieg der positiven 

Gesamtladung und damit zu einer Erhöhung des pI [49]. Analog zur Deaminierung können 

Oxidationsreaktionen in der CDR-Region von Fab-Fragmenten ebenfalls die Bindungsaffinität 

und Wirksamkeit reduzieren [49]. Darüber hinaus können Änderungen in Fc-Fragmenten eine 

verminderte Affinität von Makrophagen und erhöhte mAb-Passivierung verursachen [86,96]. 

Zum Schutz vor Oxidation sollten applikationsfertige mAb-Zubereitungen in Behältnissen mit 

geringer Sauerstoffpermeabilität hergestellt und überschüssige Luft aus den fertigen 

Zubereitungen entfernt werden.  

 

Hydrolyse 

Von hydrolytischer Spaltung sind in mAb-Zubereitungen vor allem Asparagin und 

Asparaginsäurereste betroffen. Die Reaktion erfolgt vermutlich über ein intermediär gebildetes 

Succinimid [49]. Hydrolysereaktionen entstehen in mAb-Zubereitungen überwiegend spontan 

bei Bedingungen, die stark von der Norm abweichen (z.B. bei sehr hohen Temperaturen, in 

stark saurem Milieu) [15,63,87]. Durch eine geeignete Formulierung sind mAbs ausreichend 

vor Hydrolyse geschützt [87].  

 

Glykierung 

Von Glykierung, auch bekannt als Maillard-Reaktion, sind in mAbs überwiegend Lysinreste 

betroffen [26]. Bei der Reaktion zwischen reduzierenden Zuckern und mAbs bildet sich über 

eine Schiff`sche Base ein stabiles Ketoamin, das die Struktur und Funktion des betroffenen 

mAbs beeinflussen kann [66,97]. Zur Vermeidung dieser Instabilität werden mittlerweile 

überwiegend nicht-reduzierende Zucker als HS verwendet, die jedoch zu reduzierenden 

Zuckern abgebaut werden können [98].  

 

Disufildbrückenspaltung/-bildung 

Disulfidbrücken beeinflussen entscheidend das Faltmuster und die strukturelle Stabilität von 

mAbs [99]. Durch Spaltung oder Neubildung von Disulfidbrücken kann die mAb-Stabilität 

erheblich vermindert werden.  

Instabilitäten in Disulfidbrücken werden vor allem durch Licht (Photodegradation) und 

Sauerstoff induziert [26]. Die Spaltung von Disulfidbrücken führt zu Fragmentierung, bei der 

leichte und schwere Ketten des mAb komplett voneinander getrennt sein können [63]. Eine 

Neubildung kann durch die Oxidation von Cysteinresten über die Bildung eines Thiolatanion-

Zwischenproduktes erfolgen [66]. Eine daraus resultierende Neuordnung von Disulfidbrücken 

kann wiederum Fragmentierung verursachen [26].  
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Geeignete Methoden zur Stabilitätsbestimmung von mAbs und Abbauprodukten sind in 

Tabelle 4 zusammengestellt.  
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Tab. 4: Auswahl an Methoden zur Untersuchung der physikalisch-chemischen Stabilität von punktierten/rekonstituierten mAb-FAM und RTA mAb-Zubereitungen 

basierend auf [14,15,24,26,49] 

Analysenmethode Analyseprinzip Detektierbare Instabilitäten Besonderheiten 

Farbe und Klarheit 

Turbidimetrie Messung der Abnahme der Lichtintensität (Extinktion) 

eines Lichtstrahls beim Durchdringen einer Lösung bei 

350 nm, 550 nm. 

Mikroaggregate (Bildung 

häufig lagerungsbedingt). 

• Einfach implementierbar 

• Nur für leicht opaleszierende 

Lösungen geeignet 

Sichtbare Partikel 

Sichtprüfung analog 

„Particulate contamination: 

Visible  articles”; Ph. Eur. 

2.9.20. 

Beobachtung einer Lösung vor einer weißen und einer 

schwarzen Platte. 

Partikel ≥ 100 µm. • Einfach implementierbar 

• Stark abhängig von der 

durchführenden Person 

Nicht-sichtbare Partikel 

Laserlichtblockade (light 

obscuration particle count; 

Ph. Eur. 2.9.19.) 

Abschwächung eines Lichtstrahls, der durch eine 

Durchflussküvette auf eine Photozelle fällt, durch 

Partikel. Spannungsabnahme durch Lichtblockade 

proportional zur Fläche des Partikelschattens. 

Partikel 1 – 150 µm 

(üblicherweise ≥ 10 µm,  

≥ 25 µm). 

• Großes Probenvolumen 

• Nach USP <787> Durchführung mit 

geringeren Volumina möglich 

Lichtmikroskopische 

Verfahren (microscopic 

particle count test; Ph. Eur. 

2.9.19.) 

Messung des Kreisdurchmessers (projected area 

diameter). Größenklassifizierung durch 

Okularmikrometer mit Fadenkreuz-Zählfeld. 

Partikel 1 – 150 µm 

(üblicherweise ≥ 10 µm,  

≥ 25 µm). 

• Morphologische Charakterisierung 

von Aggregaten 

• Nur geringe Volumina testbar 

Dynamische Lichtstreuung 

(dynamic light scattering, 

DLS) 

Messung des hydrodynamischen Durchmessers durch 

die optische Detektion der Brownschen 

Molekularbewegung von Partikeln in einer Flüssigkeit; 

Bildung löslicher, nicht-

löslicher Aggregate mit 

hohem Molekulargewicht 

(0,3 nm -10 µm). 

• Niedriges Probenvolumen 

• Sehr schnell 

• Große Bandbreite an Partikelgrößen, 

-konzentrationen detektierbar 
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Partikelgrößenverteilung in Abhängigkeit von der Zeit 

detektierbar. 

• Ungeeignet für sehr hohe/sehr 

niedrige Partikelkonzentrationen  

Durchflussmikroskopie 

(Flow imaging microscopy, 

FIM, auch Microflow 

Imgaging) 

Aufnahme von Hellfeldbildern bei kontinuierlichem 

Probenstrom durch eine Durchflusszelle. 

Quantifizierung von Partikeln nach Größe und Anzahl 

durch Analysesoftware. 

Partikel ≥ 1 µm. • Niedriges Probenvolumen 

• Detektion durchsichtiger Partikel 

• Ermöglicht Partikelcharakterisierung 

(rein proteinös, gemischt mit 

Verunreinigungen) 

• Proben sind Scherkräften ausgesetzt 

• Nach USP <1787> orthogonale 

Technik zur Laserlichtblockade 

Aggregatdetektion 

Größenausschluss-

chromatographie (SEC) 

Trennung von Molekülen anhand ihres 

hydrodynamischen Volumens; Gelöste Moleküle 

durchlaufen eine HPLC-Säule mit Gel-Matrix. Größere 

Moleküle diffundieren weniger in Poren und werden 

früher eluiert. 

Fragmente, Aggregate 

(Lösliche Dimere/Oligomere).  

• Qualifizierung/Quantifizierung von 

Protein-Monomeren neben 

Abbauprodukten 

• Kompatibel mit vielen Detektoren 

• Änderungen des Molekulargewichts 

≤10% nicht detektierbar 

• Nicht verwendbar für große 

Aggregate 

SDS-PAGE (Sodium 

Dodecyl Sulphate – 

Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis) 

Denaturierte Polypeptidketten wandern entlang einer 

elektrischen Spannung durch ein Polyacrylamid-Gel. 

Die Wanderungsgeschwindigkeit ist dabei abhängig 

von der jeweiligen Größe und Ladung der 

Polypeptidketten und führt zu einer Auftrennung. Die 

Polypeptidketten können abschließend durch Färbung 

Unspezifische Detektion von 

mAb-Abbau. 

• Qualifizierung, 

Reinheitsbestimmung, 

Größenmessung 

• Sensitivität abhängig von der 

Proteinfärbung (Färbung mit Silber 

besser als mit Coomassie Blau) 
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(Coomassie, Silber) oder immunologisch (Western 

Blot) sichtbar gemacht werden. 

Second-derivative UV 

spectroscopy  

Messung der UV-Absorption von aromatischen 

Aminosäuren (Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan). 

Detektion der Änderung des Emissionsspektrums (z.B. 

Tryptophan 332 nm (gefaltet); 352 nm (voll entfaltet)). 

Kleine Modifikationen der 

Tertiärstruktur (z.B. 

Entfaltung).  

• Einfach implementierbar 

• Nicht Separative Technik 

• Störende HS in mAb-FAM 

erschweren Interpretation der 

Ergebnisse  

Chemische Stabilität 

Ionenaustausch-

chromatographie (IEC), in 

Proteinanalytik 

überwiegend 

Kationenaustausch-

chromatographie (CIEX) 

Trennung anhand von elektrostatischen 

Wechselwirkungen der Probenmoleküle mit der 

stationären Phase. Trennung bei Proteinspezies 

wegen unterschiedlicher pI. Saure Ladungsvarianten 

eluieren vor dem Hauptpeak und basischen Varianten. 

Abbau von 

Aminosäureseitenketten z.B. 

durch Deaminierung (Peaks 

saurer Ladungsvarianten↑), 

Oxidation (Peaks basischer 

Ladungsvarianten↑). 

• Goldstandard der Proteinanalytik 

• Separative Technik 

• Nicht kompatibel mit MS 

Peptid-Mapping Enzymatische Spaltung von mAbs in spezifische 

Peptide. Anschließend Separation mittels HPLC. 

Veränderungen der 

Primärstruktur durch 

Deaminierung, Oxidation. 

• Separative Technik 

• Empfindlich gegenüber 

Umweltveränderungen 

Weitere Untersuchungsmethoden: 

• pH-Wert-Bestimmung 

• HS-Konzentration (wenn HS relevant für die Wirkung wie z.B. Penetrationsvermittler bei subkutan zu applizierenden mAbs) 

 

Weitere Untersuchungen (falls durch individuelles Risikoprofil der Zubereitung erforderlich)  

• Feuchtigkeitsverlust (bei RTA-Zubereitungen) 

• Leachables 
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1.5 Mikrobiologische Stabilität von applikationsfertigen 

Parenteraliazubereitungen 

Mikrobiologische Stabilität applikationsfertiger Parenteraliazubereitungen bedeutet, dass die 

Sterilität der Ausgangssubstanzen über den Zeitraum der aseptischen Zubereitung, der 

Lagerung und der Applikation erhalten bleibt. Mit Mikroorganismen (MO) oder Endotoxinen 

kontaminierte Zubereitungen können zu Infektionen, SIRS (Systemic Inflammatory Response-

Syndrome)/Sepsis und einer erhöhten Sterblichkeit bei Patienten führen. Um dies zu 

vermeiden, sind die strikte Einhaltung der „Good Pre aration Practice“ (GPP) und die 

aseptische Zubereitung unter kontrollierten Bedingungen notwendig. Das Risiko einer 

mikrobiellen Kontamination ist von intrinsischen (z.B. Nährstoffgehalt, Wasseraktivität, pH-

Wert) und extrinsischen Faktoren (z.B. Zubereitungsprozess, Reinraumumgebung, 

Qualifikation des Personals) abhängig. Die Komplexität einer Zubereitung (z.B. multiple 

Ausgangsmaterialien, multiple Manipulationen, Mischen großer Volumina), manuelle 

Zubereitung, zeitlicher Abstand zwischen Zubereitung und Applikation sowie die individuellen, 

wachstumsfördernden Eigenschaften der verwendeten Komponenten sind weitere 

Risikofaktoren mikrobieller Kontamination.  

 

Wachstumseigenschaften von Parenteraliazubereitungen 

Die wachstumsfördernden oder wachstumshemmenden Eigenschaften parenteraler 

Zubereitungen (z.B. Zytostatikazubereitungen, Katecholaminzubereitungen, 

Mischinfusionslösungen zur parenteralen Ernährung) lassen sich durch mikrobielle 

Belastungstests bestimmen. Dazu wird die Viabilität (Lebensfähigkeit) und 

Vermehrungsfähigkeit von Mikroorganismen in den pharmazeutischen Zubereitungen 

untersucht. Die Untersuchung kann analog zur Prüfung auf ausreichende antimikrobielle 

Konservierung (Ph. Eur. 5.1.3 [100]) durchgeführt werden. Die infrage gestellten 

Zubereitungen, die frei von Konservierungsmitteln sind, werden mit ausgewählten, fakultativ 

pathogenen Keimen in niedrigen Konzentrationen (10²-105/mL, entsprechend einer 

versehentlichen Kontamination) inokuliert. Zu festgelegten Zeitpunkten werden Proben 

entnommen und die Zahl der vermehrungsfähigen koloniebildende Einheiten (KBE) bestimmt. 

Nach Metcalfe [101] soll die Ausgangskonzentration bei diesen Untersuchungen 

≤ 100 KBE/mL Testkeime betragen und alle Zu-/Abnahmen ≥ 0.5 log evaluiert werden. In 

umfangreichen Untersuchungen [102-119] konnte festgestellt werden, dass nur wenige 

Zubereitungen antimikrobielle Eigenschaften haben. In vielen Zubereitungen bleiben die 

Keime lebensfähig, vermehren sich aber nicht mehr als in den Kontrolllösungen bestehend 

aus 0,9% NaCl Lösung oder G5. Dies gilt auch für Antikörper- und sonstige proteinhaltige 

Zubereitungen [15,102]. Eine rasche Vermehrung der inokulierten Mikroorganismen zeigt sich 
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erwartungsgemäß in Lipidemulsionen und lipidhaltigen Zubereitungen [107,120]. Am ehesten 

vermehren sich gram-negative Bakterien in Parenteralia. Am häufigsten stand B. cepacia im 

Zusammenhang mit AM-Rückrufen [121]. 

Die mikrobiologische Stabilität der applikationsfertigen Zubereitungen ist von der Dichtheit der 

Primärbehältnisse abhängig. Neben der primären Kontamination während des 

Zubereitungsprozesses kann Undichtigkeit Ursache einer sekundären Kontamination sein. In 

der Regel werden sterile, leere oder vorgefüllte Infusionsbeutel und leere Plastikspritzen, die 

mit einem Kombiverschluss versehen werden, als Primärbehältnisse eingesetzt. Die Integrität 

der Behältnisse kann mit mikrobiologischen Methoden (Füllen mit Nährmedien und Eintauchen 

in Bakteriensuspensionen) und/oder mit physikalischen Methoden (Eintauchen in 

Farblösungen) untersucht werden [122]. Ergebnisse von experimentellen Untersuchungen 

dürfen übernommen werden, wenn die gleiche Spritzen-Verschluss-Kombination eingesetzt 

wird. Die Dichtigkeit von Infusionsbeuteln kann auch mit Farblösungen (z.B. Toluidinblau) 

geprüft werden. Diese Methode ist auch für Routinekontrollen geeignet.  

 

Sterilitätsprüfung von Parenteraliazubereitungen 

Die Prüfung auf Sterilität nach Ph. Eur. 2.6.1 [123] ist eine qualitative Methode auf An- oder 

Abwesenheit von Mikroorganismen, die durch wachstumsbedingte Veränderungen in einem 

Kulturmedium nachgewiesen wird. Diese Prüfung ist als zerstörende Prüfung zur 

Qualitätskontrolle von aseptisch hergestellten Einzelzubereitungen nicht geeignet. Zudem ist 

der Chargenbegriff im Hinblick auf die Homogenität der Produkte und die Mindestanzahl der 

zu prüfenden Einheiten nicht übertragbar. Ein weiteres Problem stellt die 14-tägige 

Inkubationszeit der Kulturmedien dar. Die verzögerte Verfügbarkeit der 

Untersuchungsergebnisse kollidiert mit der zeitnahen Verwendung und teilweise sehr kurzen 

Verwendbarkeit der patientenbezogenen Zubereitungen. Zur Kontrolle der mikrobiologischen 

Qualität und der Chance, früher Ergebnisse für Korrekturmaßnahmen zu erhalten, können 

entsprechend Ph. Eur. 5.1.6 [124] alternative Methoden eingesetzt werden, die zu validieren 

sind. Die Methoden werden auch als Rapid Microbiological Methods bezeichnet, was auf die 

raschere Verfügbarkeit der Ergebnisse hindeutet. Eine im Rahmen der 

Parenteraliazubereitung häufig genutzte alternative Methode ist die Aliquotmethode (5 mL, 

10 mL) mit Direktbeschickung von Blutkulturflaschen (parallel aerob, anaerob), die in 

Automaten bebrütet werden und Wachstum durch Bildung von CO2 und dessen Detektion 

angezeigt wird. Erste Ergebnisse stehen nach 24-48 Stunden zur Verfügung. Die maximale 

Bebrütungszeit beträgt 14 Tage, um auch langsam wachsende Mikroorganismen identifizieren 

zu können. In Krankenhäusern weit verbreitete Systeme sind BacT/Alert und BACTEC. Deren 

Eignung als Sterilitätskontrolle ist beschrieben [125-127], allerdings ist die statistische Validität 

wegen des Standardprobevolumens und der niedrigen KBE-Konzentrationen, die aus der 
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versehentlichen Kontamination resultieren, eingeschränkt. Das Ergebnis der Sterilitätsprüfung 

als Freigabekriterium spielt bei der aseptischen Parenteraliazubereitung nur eine Rolle, wenn 

auf Vorrat hergestellt wird und lange Aufbewahrungszeiten vorgesehen sind.  

Die Prüfung auf Endotoxine ist für Parenteraliazubereitungen als Endproduktkontrolle nicht 

routinemäßig erforderlich, da in der Regel auf Endotoxine geprüfte FAM als 

Ausgangsmaterialien eingesetzt werden. 

 

Nährmediensimulation bei der Parenteraliazubereitung 

Zur Sicherung der mikrobiologischen Stabilität müssen Personal- und Prozessvalidierungen 

mit Nährmedien durchgeführt werden. Anstelle der üblichen Ausgangsmaterialen wird der 

Zubereitungsprozess mit flüssigen Nährmedien simuliert und diese anschließend inkubiert. Die 

Nährmediensimulation kann auf unterschiedliche Art durchgeführt werden [vgl. 18,19,27]. 
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1.6 Gute Praxis der Haltbarkeitsdeterminierung aseptisch 

hergestellter applikationsfertiger Parenteralia 

Gemäß der Ph. Eur. Monographie 2619 muss für pharmazeutische Zubereitungen im Rahmen 

der Risikobeurteilung die Stabilität evaluiert werden. Der Apotheker ist für die Qualität der 

hergestellten applikationsfertigen Parenteraliazubereitungen verantwortlich und muss 

gewährleisten, dass die Zubereitung „während der Haltbarkeitsdauer von angemessener 

Qualität und für ihren Zweck geeignet bleibt“. Für auf Vorrat hergestellte Zubereitungen 

(DefekturAM) müssen Lagerungsbedingungen und Haltbarkeitsdauer auf Basis von 

analytischen Daten oder fachlicher Expertise, die durch Literaturnachweise gestützt sein kann, 

begründet werden [17]. Wenn Ergebnisse von experimentellen Untersuchungen zur 

Haltbarkeit vergleichbarer Zubereitungen publiziert sind, können diese zur Festlegung des 

Verwendbarkeitsdatums herangezogen werden [128]. In §14 ApBetrO ist die Kennzeichnung 

der Zubereitungen konkretisiert und vorgegeben, dass eine Verwendbarkeitsfrist mit dem 

 inweis „verwendbar bis“ unter Angabe von  ag,  onat und Jahr erfolgen muss.  

Außer in der USP [28] gibt es keine regulatorischen Festlegungen zur generellen Begrenzung 

der Haltbarkeit der Parenteraliazubereitungen. In der Praxis wird die Haltbarkeit der 

Zubereitungen risikoadaptiert empirisch festgelegt. Wenn die physikalisch-chemische 

Stabilität experimentell belegt ist, ist die mikrobiologische Stabilität für die empirische 

Festlegung des Verwendbarkeitsdatums entscheidend. Untersuchungen zur physikalisch-

chemischen Stabilität werden für rezepturmäßig hergestellte Parenteraliazubereitungen 

meistens über maximal 28 Tage durchgeführt. Für chargenmäßig hergestellte Zubereitungen 

sind auch längere Zeiträume wie 3, 6 oder 12 Monate von Interesse. Zur Evaluierung der 

mikrobiologischen Stabilität können die Ergebnisse der Prozessvalidierung 

(Nährmedienabfüllungen, Sterilitätsprüfungen) und der Integritätstests während der 

Validierungsphase herangezogen werden. Wenn eine chargenmäßige Zubereitung aus 

derselben Bulklösung erfolgt, soll für jede Charge eine Sterilitätsprüfung durchgeführt werden. 

Wenn eine Einzelzubereitung oder Zubereitung in Serie erfolgt, sollen Sterilitätsprüfungen von 

Dummy-Zubereitungen oder Nährmediensimulationen am Ende des Zubereitungsprozesses 

durchgeführt werden. Bei der empirischen Festlegung des Verwendbarkeitsdatums kann die 

mikrobiologische Stabilität, wie folgt, berücksichtigt werden: 

• Für Niedrigrisiko-Zubereitungen (validierte Prozesse in Reinräumen, begrenzte Anzahl 

von Handhabungen bei der Zubereitung und weniger als drei sterile 

Ausgangsprodukte, Integrität der Behältnisse gegeben, keine wachstumsfördernden 

Eigenschaften der Zubereitung, i.v. oder loko-regionale Applikation) werden bei 

Raumtemperaturlagerung 2-7 Tage und bei Kühlschranklagerung 14 Tage, 28 Tage 

als vertretbar erachtet [27,28,129,130].  
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• Für Hochrisiko-Zubereitungen (validierte Prozesse in Reinräumen, aufwendige 

Zubereitung und mehr als drei sterile Ausgangsprodukte, Integrität der Behältnisse 

gegeben, wachstumsfördernde Eigenschaften der Zubereitung, z.B. Lipidemulsionen) 

werden bei Raumtemperaturlagerung 24, 30 Stunden und bei Kühlschranklagerung 

3 Tage, 7 Tage, 9 Tage als vertretbar erachtet [27,28,129,130].  

• Die Haltbarkeit von Zubereitungen für die intrathekale Applikation ist auf 24 Stunden 

zu begrenzen und für die Zubereitung müssen frische Stammlösungen verwendet 

werden.  

• In der USP <797> wird die Haltbarkeit bei tiefgefrorener Lagerung (-10 °C bis -25 °C) 

auf 45 Tage begrenzt.  

In den heute üblichen Herstellungsprogrammen wird durch entsprechende Stammdatenpflege 

das Verwendbarkeitsdatum für die Kennzeichnung der Zubereitungen automatisch generiert.  

Wenn die Zubereitungen am Herstellungstag appliziert werden, ist eine Festlegung des 

Verwendbarkeitsdatums und der Lagerbedingungen nicht erforderlich [96]. Bei Rekonstitution 

unter nicht-kontrollierten Bedingungen gilt die Einstundenregel [128]. 
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2 Zielsetzung 

Ziel dieser Arbeit ist die Gewinnung von Daten zur physikalisch-chemischen und 

mikrobiologischen Stabilität ausgewählter Fertigarzneimittel und ready-to-administer (RTA)-

Zubereitungen, die in der systemischen Krebstherapie angewendet werden. Bei Kenntnis der 

Stabilität kann die Haltbarkeit der applikationsfertigen Zubereitungen sicherer festgelegt und 

der Herstellungsprozess in der zentralen Zytostatikazubereitung effizienter gestaltet werden. 

Des Weiteren können Wartezeiten für die Patienten verkürzt und die finanzielle Belastung des 

Gesundheitssystems reduziert werden. 

 

 

1. Physikalisch-chemische Stabilitätsuntersuchungen 

 

Physikalisch-chemische Stabilität von Mitomycin C-haltigen Fertigarzneimitteln in 

unterschiedlichen Konzentrationen, Primärbehältnissen und Formulierungen, nach 

Rekonstitution mit Wasser für Injektionszwecke oder NaCl 0,9% Infusionslösung  

Mitomycin C (MMC)-haltige Parenteralia werden wegen des karzinogenen, mutagenen 

und reproduktionstoxischen (CMR) Potentials applikationsfertig in der zentralen 

Zytostatikazubereitung der Krankenhausapotheke zubereitet. Als Ausgangsmaterial 

stehen MMC-Fertigarzneimittel unterschiedlicher Hersteller zur Verfügung, die in 

verschiedenen Indikationen und Applikationsarten (i.v., intraokular, intravesikal) 

angewendet werden. Durch neu formulierte MMC-Fertigarzneimittel und neue 

Anwendungsformen besteht Bedarf, weitere Untersuchungen zur physikalisch-

chemischen Stabilität der applikationsfertigen Zubereitungen durchzuführen. Diese 

wurden mit Mitomycin medac (Pulver zur Herstellung einer Injektions- bzw. Infusionslösung 

oder einer Lösung zur intravesikalen Anwendung) sowie mito medac®, Mitem® und 

Urocin® (Pulver und Lösungsmittel zur Herstellung einer Lösung zur intravesikalen 

Anwendung) durchgeführt. Das reformulierte, harnstoffhaltige Mitomycin medac wurde mit 

verschiedenen Lösungsmitteln (Wasser für Injektionszwecke, NaCl 0,9%) zu 

unterschiedlichen Konzentrationen (2,0 mg/mL, 1,0 mg/mL, 0,4 mg/mL, 0,2 mg/mL) 

rekonstituiert/verdünnt, in verschiedenen Behältnissen (Glas Vials, PP-Spritzen) bei 

Kühlschrank- und Raumtemperatur gelagert und die Stabilität untersucht. Die Bestimmung 

der Stabilität erfolgte mittels Umkehrphasen-Hochleistungs-Flüssigkeitschromatographie 

(RP-HPLC) mit Diodenarray-Detektion (DAD), Messung von pH und Osmolalität und 

Prüfung auf sichtbare Partikel oder Farbveränderungen. 
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Physikalisch-chemische Stabilität von Durvalumab Infusionslösungskonzentrat 

In den letzten beiden Dekaden wurden überwiegend und viele monoklonale Antikörper 

(mAb) zur systemischen Krebstherapie zugelassen. Diese stellen hinsichtlich der 

Zubereitungsprozesse und Stabilität eine neue Herausforderung dar. Die Instabilität von 

monoklonalen Antikörpern als Glykoproteine bezieht sich auf die chemische Stabilität der 

Primärstruktur (Aminosäurensequenz) und die physikalische Stabilität der höhergradigen 

Strukturen (Entfaltung, Aggregation, Präzipitation). mAb-haltige Fertigarzneimittel sind mit 

Hilfsstoffen stabilisiert. Temperatur, Sauerstoff und Scherkräfte gehören zu den externen 

stabilitätsdeterminierenden Faktoren. 

Für den PDL-1 Antikörper Durvalumab fehlen bisher Daten zur physikalisch-chemischen 

Stabilität nach Erstanbruch. Dementsprechend wurde Durvalumab (Imfinzi®) 50 mg/mL 

Infusionslösungskonzentrat punktiert, bei 2-8 °C und bei 20-25 °C lichtgeschützt gelagert 

und über einen Zeitraum von 28 Tagen mit orthogonalen analytischen Methoden auf 

Intaktheit untersucht. Dazu wurden geeignete Ionenaustausch- und Größenausschluss-

Hochleistungs-Flüssigkeitschromatographie (IE-, SE-HPLC) Methoden mit Diodenarray-

Detektion (DAD) etabliert. Ergänzend wurden pH-Messungen sowie die 

Arzneibuchprüfungen auf sichtbare Partikel, Farbe und Klarheit durchgeführt. 

 

 

2. Mikrobiologische Stabilitätsuntersuchungen 

 

Viabilität fakultativ pathogener Mikroorganismen in applikationsfertigen 

Zubereitungen für die systemische Krebstherapie 

Die Haltbarkeit von aseptisch hergestellten Parenteraliazubereitungen ist gleichzeitig von 

der physikalisch-chemischen und der mikrobiologischen Stabilität abhängig. Die 

mikrobiologische Stabilität ist unter anderem von den wachstumsfördernden 

Eigenschaften der Zubereitungen abhängig. Viele Mikroorganismen bleiben in wässrigen 

Zubereitungen lebensfähig und können nosokomiale Infektionen bei den oftmals 

immunsupprimierten onkologischen Patienten hervorrufen. In Ergänzung zu früheren 

Untersuchungen sollte die Viabilität ausgewählter klinisch relevanter, fakultativ pathogener 

Mikroorganismen in Zubereitungen aus 20 neu zugelassenen Arzneimitteln (chemisch 

hergestellt, Biologika) zur systemischen Krebstherapie geprüft werden. Damit sollte das 

mikrobiologische Risiko der untersuchten Zubereitungen besser beurteilt und bei der 

Haltbarkeitsdeterminierung berücksichtigt werden können.  
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3 Physikalisch-chemische Stabilitätsuntersuchungen 

 

Physikalisch-chemische Stabilität harnstoffhaltiger Mitomycin C Zubereitungen in 

Glasbehältnissen (1,0 mg/mL) und Plastikspritzen (2,0 mg/mL, 0,4 mg/mL, 

0,2 mg/mL) 

 

Zusammenfassung 

Zielsetzung: Vor einigen Jahren wurde das Mitomycin C (MMC)-haltige Fertigarzneimittel 

Mitomycin medac zur Verbesserung der Löslichkeit mit Harnstoff reformuliert. Für die neue 

Formulierung fehlen wesentliche Daten zur physikalisch-chemischen Stabilität der 

applikationsfertigen Zubereitungen in unterschiedlichen Konzentrationen und 

Primärbehältnissen. Ziel der Untersuchung war es, die physikalisch-chemische Stabilität 

klinisch relevanter MMC-Konzentrationen (1 mg/mL zur i.v. Injektion, 0,4 mg/mL, 0,2 mg/mL 

zur intraokularen Injektion) bei Lagerung unter verschiedenen Bedingungen in verschiedenen 

Primärbehältern zu bestimmen. Zusätzlich sollte die Löslichkeit und Stabilität von MMC 

2 mg/mL zur Anwendung bei der transarteriellen Chemoembolisation untersucht werden. 

Material und Methoden: Mitomycin medac wurde mit Wasser für Injektionszwecke zu MMC-

Konzentrationen von 1 mg/mL und 2 mg/mL rekonstituiert. Die 1 mg/mL MMC-Lösungen 

wurden mit NaCl 0,9% zu Lösungen der nominellen Konzentration 0,2 mg/mL und 0,4 mg/mL 

verdünnt. Wie in der klinischen Praxis üblich, wurden die 1 mg/mL-Lösungen in den Original-

Vials und die 2 mg/mL, 0,2 mg/mL und 0,4 mg/mL-Lösungen in Plastikspritzen als 

Primärbehältnis aufbewahrt. Alle Lösungen wurden lichtgeschützt entweder bei 2-8 °C oder 

bei 20-25 °C bis zu 8 Tage gelagert. Unmittelbar nach der Rekonstitution oder Verdünnung 

und zu vorher festgelegten Zeitpunkten wurden Proben entnommen und die physikalisch-

chemische Stabilität mittels Umkehrphasen-Hochleistungs-Flüssigkeitschromatographie (RP-

HPLC) mit Diodenarray-Detektion (DAD), pH- und Osmolalitätsmessung sowie Prüfung auf 

sichtbare Partikel oder Farbveränderungen geprüft. 

Ergebnisse: Harnstoffhaltiges Mitomycin medac konnte bei Raumtemperatur ohne 

zusätzliche Erwärmung oder Schütteln zu einer Konzentration von 2 mg/mL rekonstituiert 

werden. Die physikalisch-chemische Stabilität war unabhängig von der Lagertemperatur für 

8 Stunden gegeben. Nach 8 bis 12 Stunden Lagerung kam es bei fast allen Testlösungen zur 

Auskristallisation von MMC. In 1 mg/mL MMC-Testlösungen wurden bei 2-8 °C 

Lagertemperatur Auskristallisationen in 2 von 3 Vials nach 2- beziehungsweise 4-tägiger 

Lagerung beobachtet. In Vials ohne Anzeichen von Auskristallisation betrug die MMC-

Konzentration nach 6 Tagen Lagerung > 90% der initial gemessenen Konzentration. In 

Testlösungen, die bei 20-25 °C gelagert wurden, kam es nicht zur Auskristallisation, aber die 
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MMC-Konzentration sank nach etwa 15 Stunden unter die Stabilitätsgrenze von 90 %. In 

0,4 mg/mL und 0,2 mg/mL MMC-Testlösungen gab es keine Hinweise auf Auskristallisation. 

Die physikalisch-chemische Stabilität konnte für bei 2-8 °C gelagerten Testlösungen für 

3 (0,4 mg/mL) beziehungsweise 5 Tage (0,2 mg/mL) nachgewiesen werden. Bei 20-25 °C 

gelagerten MMC-Testlösungen war die physikalisch-chemische Stabilität unabhängig von der 

MMC-Konzentration für mindestens 6 Stunden gegeben. 

Schlussfolgerung: Mit Harnstoff formuliertes Mitomycin medac ermöglicht die Herstellung 

von 2 mg/mL MMC-Lösungen ohne zusätzliches Erhitzen und Schütteln aufgrund der 

hydrotropen Aktivität des Harnstoffs. Bei den 2 mg/mL MMC-Lösungen ist die Auskristallisation 

der stabilitätsbegrenzende Faktor, insbesondere bei Kühllagerung. Daher wird für diese 

Konzentration eine Lagerung bei Raumtemperatur empfohlen. In 1 mg/mL MMC-Lösungen ist 

die Gefahr der Auskristallisation weniger stark ausgeprägt. Um einen verstärkten chemischen 

Abbau von MMC bei Raumtemperatur zu vermeiden, wird eine Lagerung bei 2-8 °C 

empfohlen. Sowohl 2 mg/mL als auch 1 mg/mL-Lösungen sollten vor der Verwendung stets 

auf potentielle MMC-Kristalle überprüft werden. In verdünnten MMC-Lösungen der 

Konzentration 0,4 mg/mL und 0,2 mg/mL war die Auskristallisation kein Problem. Bei 

Kühllagerung beträgt die physikalisch-chemische Stabilität 3 beziehungsweise 5 Tage. 

 

 

 

 

  

Weiterführende Literatur: 
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Physicochemical stability of urea-containing Mitomycin C preparations 

in glass vials (1.0 mg/mL) and plastic syringes (2.0, 0.4, 0.2 mg/mL) 

 

Almasi J, Thiesen J, Krämer I. 
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Physikalisch-chemische Stabilität von applikationsfertigen Mitomycin C-haltigen 

Lösungen zur Blaseninstillation 

 

Zusammenfassung 

Zielsetzung: Ziel dieser Studie war die Untersuchung der physikalisch-chemischen Stabilität 

von Mitomycin (MMC)-haltigen Arzneimitteln zur Blaseninstillation, die mit Harnstoff als 

Hilfsstoff formuliert wurden (mito-medac®, Mitomycin medac). Zum Vergleich wurde die 

Stabilität von zwei weiteren, in Deutschland verfügbaren MMC-Blaseninstillationslösungen 

(Urocin®, Mitem®) nach Rekonstitution mit dem beigepackten NaCl 0,9% oder Wasser für 

Injektionszwecke untersucht. 

Material und Methoden: MMC-haltige Arzneimittel zur Blaseninstillation wurden entweder mit 

der beiliegenden NaCl 0,9%-Lösung, nominales Volumen 20 mL (mito-medac®, Mitem®, 

Urocin®) oder mit 20 mL Wasser für Injektionszwecke (Mitomycin medac, Mitem®, Urocin®) 

zu einer Nennkonzentration von 1 mg/mL rekonstituiert und bei Raumtemperatur (20-25 °C) 

gelagert. Die Probenahme erfolgte unmittelbar nach Rekonstitution und nach 24 Stunden 

Lagerung. Die physikalisch-chemische Stabilität wurde mittels Umkehrphasen-Hochleistungs-

Flüssigkeitschromatographie (RP-HPLC) mit Diodenarray-Detektion (DAD), Messung des pH-

Werts und der Osmolalität sowie durch Prüfung auf sichtbare Partikel und Farbveränderungen 

bestimmt. 

Ergebnisse: Die initialen pH-Werte der mit NaCl 0,9% rekonstituierten Testlösungen (5,2-5,6) 

waren signifikant niedriger als die der mit Wasser für Injektionszwecke rekonstituierten 

Lösungen (6,6-7,4). In den applikationsfertigen Blaseninstillationslösungen lagen die MMC-

Konzentrationen bereits nach 24-stündiger Lagerung bei Raumtemperatur unterhalb des 90%-

Limits. In mit Wasser für Injektionszwecke rekonstituierten Lösungen lagen die MMC-

Konzentrationen bei Mitomycin medac und Urocin® nach 24-stündiger Lagerung bei 

Raumtemperatur noch oberhalb des 90%-Limits.  

Schlussfolgerungen: Nach Rekonstitution der MMC-Blaseninstillation mit den beigepackten 

NaCl 0,9%-Lösungen in vorgefüllten PVC-Beuteln beträgt die physikalisch-chemische 

Stabilität der applikationsfertigen 1 mg/mL MMC-Lösungen weniger als 24 Stunden bei 

Raumtemperatur. Die ungünstigen pH-Werte der beigepackten Lösungsmittel bedingen den 

raschen chemischen Abbau von MMC. MMC-haltige Blaseninstillationslösungen sollen im 

geschlossenen System unmittelbar vor der Applikation rekonstituiert werden. Lagerung soll 

vermieden werden, um den MMC-Abbau und einen damit einhergehenden Wirkungsverlust zu 

vermeiden. Der Zusatz von Harnstoff als Hilfsstoff in MMC-haltigen Arzneimitteln führt nicht zu 

einem beschleunigten Abbau. 

 

 



Physikalisch-chemische Stabilitätsuntersuchungen 

 

36 

 

 

 

  

Weiterführende Literatur: 

Siehe Anhang 

 

Physicochemical stability of ready-to- 

administer mitomycin C solutions for intravesical instillation 

 

Almasi J, Erdnüß F, Thiesen J, Krämer I. 



Physikalisch-chemische Stabilitätsuntersuchungen 

 

37 

Physikalisch-chemische Stabilität von Durvalumab Infusionslösungskonzentrat nach 

Erstanbruch 

 

Zusammenfassung 

Zielsetzung: Durvalumab (Imfinzi®) ist ein monoklonaler PD-L1-Antikörper (mAb), der als 

Konzentrat (50 mg/mL) zur Herstellung einer Infusionslösung zugelassen ist. Die 

Fachinformation des Arzneimittels gibt Auskunft über die physikalisch-chemische Stabilität der 

applikationsfertigen, verdünnten Durvalumab-Zubereitungen (Trägerlösung NaCl 0,9%, G5%), 

jedoch nicht über das Konzentrat nach Erstanbruch. Ziel dieser Studie war die Untersuchung 

der physikalisch-chemischen Stabilität von Imfinzi® 50 mg/mL Konzentrat zur Herstellung 

einer Infusionslösung nach Erstanbruch über einen Zeitraum von 28 Tagen. 

Methoden: Imfinzi®-Vials wurden punktiert und lichtgeschützt bei 2-8 °C oder bei 20-25 °C 

gelagert. Zu vordefinierten Zeitpunkten (Tag 0, 7, 14, 21, 28) wurde die physikalisch-

chemische Stabilität der konzentrierten Lösung mittels Ionenaustausch-, Größenausschluss-

Hochleistungs-Flüssigkeitschromatographie (IE-, SE-HPLC) mit Diodenarray-Detektion (DAD) 

und pH-Messung bestimmt. Die Vials wurden zu jedem Zeitpunkt auf Veränderungen der 

Farbe, der Klarheit und auf die Bildung sichtbarer Partikel untersucht.  

Ergebnisse: Unabhängig von der Lagertemperatur blieben Durvalumab 50 mg/mL Lösungen 

in punktierten Vials 28 Tage physikalisch-chemisch stabil. Die Ergebnisse der SE-HPLC 

zeigten keine Konzentrationsänderungen des Durvalumab-Monomers. In Chromatogrammen 

der SE-HPLC wurden keine sekundären Peaks detektiert, die auf Instabilitätsreaktionen wie 

Fragmentierung oder Aggregation hingedeutet hätten. Die Ergebnisse der IE-HPLC zeigten 

keine wesentlichen Veränderungen der Peakflächen des Hauptpeaks oder der sauren und 

basischen Ladungsvarianten während des gesamten Untersuchungszeitraums. Aussehen und 

pH-Wert der Testlösungen blieben bis zum Ende der Untersuchung unverändert. 

Schlussfolgerung: Unabhängig von den Lagerungsbedingungen deutete keine der 

analytischen Methoden auf eine physikalisch-chemische Instabilität des intakten Durvalumab-

Monomers während der 28-tägigen Lagerung bei Kühlschrank- oder Raumtemperatur hin. Um 

mikrobiologische Instabilität zu vermeiden, wird die Lagerung bei 2-8 °C empfohlen. 
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4 Mikrobiologische Stabilitätsuntersuchung 

 

Viabilität fakultativ pathogener Mikroorganismen in applikationsfertigen 

Zubereitungen für die systemische Krebstherapie 

 

Zusammenfassung 

Hintergrund: Zu den Risikofaktoren für die aseptische Zubereitung von parenteralen 

Arzneimitteln gehört der potentiell wachstumsfördernde Charakter der 

Arzneimittelzubereitung. Obwohl viele wässrige parenterale Zubereitungen keine 

wachstumsfördernden Eigenschaften haben, können versehentlich eingebrachte 

Mikroorganismen (MO) lebensfähig bleiben. Kenntnisse über die Viabilität von MO in 

parenteralen Zubereitungen sind von Interesse bei der Haltbarkeitsdeterminierung von 

patientenindividuellen Zubereitungen zur Behandlung von Krebspatienten. 

Ziel: Ziel der Studie war die Untersuchung der Viabilität von 4 fakultativ pathogenen MO in 20 

verschiedenen applikationsfertigen parenteralen Zubereitungen zur systemischen 

Krebstherapie. 

Methoden: Es wurden Testlösungen von 20 neueren Biologika und chemisch hergestellten 

Arzneimitteln für die systemische Krebstherapie zubereitet und mit ausgewählten Bakterien 

(Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecium) oder mit einer 

Candida albicans-Suspension inokuliert. Die resultierenden Testkonzentrationen betrugen 

104-105 MO pro mL. Proben der Testlösungen wurden nach 0, 4, 24, 48 und 144 Stunden 

dreifach verdünnt und Aliquote jeder Verdünnung zweifach auf Agarplatten (tryptic soy agar) 

ausgestrichen. Die Platten wurden für 24 Stunden (Bakterienstämme) oder 72 Stunden (C. 

albicans) bei 37 °C bebrütet und anschließend die koloniebildenden Einheiten (KBE) gezählt. 

Ergebnisse: In den meisten Testlösungen, insbesondere in Lösungen mit monoklonalen 

Antikörpern (mAbs), wurden erhöhte KBE von P. aeruginosa und unveränderte oder erhöhte 

KBE von E. faecium und S. aureus registriert. Ausgeprägte nutritive Eigenschaften der 

Biologika (mAbs, Filgrastim) wurden nicht festgestellt. Azacitidin-, Pixantron- und Vinflunin-

haltige Testlösungen zeigten eine speziesspezifische bakteriostatische und sogar bakterizide 

Wirkung. Alle Testlösungen, mit Ausnahme von Nivolumab- und Pixantron-haltigen Lösungen, 

zeigten nach der Inkubation konstante oder steigende KBE von C. albicans. 

Schlussfolgerung: Die ausgewählten, fakultativ pathogenen MO blieben in den meisten der 

getesteten Zubereitungen viabel, unabhängig davon, ob es sich um biologisch oder chemisch 

hergestellte Arzneistoffe zur Behandlung von Krebspatienten handelte. Daher sollten in den 

Apotheken strenge aseptische Bedingungen eingehalten und die fehlende antimikrobielle 
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Aktivität bei der Festlegung der Haltbarkeitsdauer von applikationsfertigen parenteralen 

Zubereitungen berücksichtigt werden. 

 

Weiterführende Literatur: 

Siehe Anhang 

 

Viability of selected microorganisms in parenteral preparations for novel 

systemic anti-cancer therapy. 

 

Almasi J, Knoll L, Thiesen J, Krämer I. 
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5 Schlussfolgerung 

Das Ziel dieser Dissertationsarbeit war die Bestimmung der physikalisch-chemischen und 

mikrobiologischen Stabilität von ausgewählten Arzneimitteln zur systemischen Krebstherapie 

und deren RTA-Zubereitungen. Die Ergebnisse der Untersuchungen sollen zur Verlängerung 

von Haltbarkeiten verwendet werden, um die Zubereitung in der Krankenhausapotheke im 

Voraus zu ermöglichen und Anbrüche weiterverwenden zu können. Dadurch sollen Abläufe 

optimiert, die AMTS gesteigert, Wartezeiten für Patienten verkürzt und das 

Gesundheitssystem finanziell entlastet werden. 

Die experimentellen Untersuchungen belegen, dass Harnstoff als HS die Löslichkeit von MMC 

verbessert und so die Herstellung von 2 mg/mL MMC-Lösungen ohne Anwendung von Wärme 

bei Raumtemperatur ermöglicht. Da die physikalisch-chemische Stabilität bei RT für 8 Stunden 

gegeben ist, können die Lösungen vorab in der Krankenhausapotheke hergestellt und den 

interventionellen Radiologen anwendungsfertig in dreiteiligen PP-Spritzen (Omnifix® 5 mL 

Luer Lock Solo, B. Braun) für die TACE zur Verfügung gestellt werden. Weitere 

Untersuchungen zum Mischungsverhältnis, der optimalen Mischtechnik und der Stabilität von 

2 mg/mL MMC/Lipiodol-Emulsionen müssen folgen. Die physikalisch-chemische Stabilität von 

1 mg/mL MMC-Lösungen in Original Glasvials ist bei 2-8 °C für mindestens 2 Tage gegeben. 

Ohne Anzeichen von Auskristallisation beträgt die chemische Stabilität 6 Tage und Anbrüche 

können entsprechend weiterverwendet werden. Die physikalisch-chemische Stabilität von 

0,4 mg/mL und 0,2 mg/mL MMC-Lösungen wurde in zweiteiligen, silikonfreien PP-Spritzen 

(Injekt®-F 1 mL Luer Solo, B. Braun) bei 2-8 °C für 3 beziehungsweise 5 Tage nachgewiesen. 

Die Spritzen zur Anwendung an Glaukompatienten nach Trabekulektomie können im Voraus 

hergestellt und dem Augen-OP applikationsfertig zur Verfügung gestellt werden. 

Die Rekonstitution von MMC in Blaseninstillationssets mit der beigepackten NaCl 0,9%-

Lösung in PVC-Beuteln führte zu schwach-sauren pH-Werten, die den chemischen Abbau von 

MMC beschleunigten. Die Blaseninstillationslösungen waren bei RT weniger als 24 Stunden 

stabil und müssen unmittelbar nach der Rekonstitution appliziert werden. Bei der 

Rekonstitution mit WFI resultierten günstigere pH-Werte und die MMC-Konzentration lag bei 

Mitomycin medac und Urocin® nach 24 Stunden Lagerung bei RT oberhalb des 90% 

Stabilitätslimits. Eine Umstellung des Lösungsmittels oder eine Erhöhung des pH-Werts der 

beigepackten NaCl 0,9%-Lösung könnte mit längerer physikalisch-chemischen Stabilität 

einhergehen und die Zubereitung im Voraus in der zentralen Zytostatikazubereitung 

ermöglichen.  

Die physikalisch-chemische Stabilität von Durvalumab (Imfinzi®) 50 mg/mL 

Infusionslösungskonzentrat wurde in den Original Glasvials unabhängig von der 

Lagertemperatur für 28 Tage nachgewiesen. Anbrüche können somit über diesen Zeitraum 
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weiterverwendet werden. Bei Temperaturentgleisungen, zum Beispiel durch den Ausfall von 

Kühlschränken am Wochenende, müssen die gelagerten Vials nicht verworfen werden. Bei 

den hohen Kosten von mAb-FAM kann das Gesundheitssystem durch Weiterverwendung 

finanziell entlastet werden. 

Die Viabilität fakultativ pathogener MOs blieb in den meisten der getesteten RTA-

Zubereitungen unterschiedlicher Arzneistoffe zur systemischen Krebstherapie erhalten. 

Insbesondere in mAb-Zubereitungen kam es zu einer Spezies-spezifischen Erhöhung der 

KBE, ausgeprägte nutritive Eigenschaften wurden jedoch nicht detektiert. Um das kritische 

Patientenkollektiv zu schützen, müssen in den Zubereitungsbereichen der Apotheken 

kontrollierte aseptische Bedingungen eingehalten und die fehlende antimikrobielle Aktivität bei 

der Haltbarkeitsdeterminierung von RTA-Zubereitungen berücksichtigt werden. 
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Physicochemical stability of urea-containing Mitomycin C preparations in glass 

vials (1.0 mg/mL) and plastic syringes (2.0, 0.4, 0.2 mg/mL) 
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