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: Therapeutisch genutzte Biopharmazeutika insbesondere  UV-Vis-Spektroskopie
J. Kaiser monoklonale Antikdrper haben in den letzten Jahren stark an ; ; ;

= p = ° e Eine Parallelbestimmung der Trastuzumab-Konzentrationen erfolgte
l. Kramer Bedeutung gewonnen. Daten zur physikalisch-chemischen Stabilitat  mjt Uv-Vis-Spektroskopie.

der konzentrierten Stammldsungen und verdunnten . x
Infusionslésungen, die iber die Angaben in den Fachinformationen Detektionswellenlénge: 280 nm
hinausgehen, fehlen oft. Eignung der Methode: Linearitat 0,9968;

A o
Ziel dieser Studie war es, die physikalisch-chemische Stabilitat von :'\r’llggggl;el't:é()js(l)oﬁ ?R43A)D] 0,4% (50 pg/ml),
Infusions-Zubereitungen des monoklonalen Antikorpers 0,6% (100 pg/ml), 0,2% (150 pg/ml);
Trastuzumab Uber einen Zeitraum von 28 Tagen zu bestimmen. Die Interday Prazision [RSD] 6,5% (50 pg/ml),
Integritdtt und Konzentration von Trastuzumab wurde mit 5,0% (100 ug/ml), 5,6% (150 pg/ml);
GroRRenausschlusschromatographie, UV-VIS Spektroskopie und Forcierte Zersetzung 65°C, pH1 /pH13

Apotheke der Gelelektrophorese analysiert.
Universitats-

medizn Material und Methoden

Mainz
Trastuzumab-Lyophilisat (Herceptin®, Roche Pharma AG) wurde mit
Langenbeckstr.1 Wasser fur Injektionszwecke auf eine nominelle Konzentration von
55131 Mainz 7,2 mg/ml gel6st. Das rekonstituierte Trastuzumab-Konzentrat i
wurde mit 0,9% NaCl-Tragerlosung (freeflex®, Fresenius Kabi) auf
therapeutisch Ubliche Konzentrationen (0,4 und 4,0 mg/ml)
verdunnt. Die applikationsfertigen Trastuzumab-Infusionslésungen
wurden wahrend des 4-wdchigen Untersuchungszeitraums
entweder gekuhlt (2-8 °C) oder bei Raumtemperatur (lichtgeschitzt /
bei Tageslicht) gelagert.

An den Tagen O (initial), 1, 3, 7, 14, 21 und 28 wurden Proben aus
den Infusionsbehéltnissen entnommen. Alle Versuchsschritte von
Herstellung, Probenentnahme, bis hin zur Lagerung, fanden unter
aseptischen Bedingungen statt. Die Stabilitét der Infusionslésungen
wurde mittels validierter GréRenausschluss-Chromatographie (SE- =04 mg/mi RT-Togesict ~8-04my/ml 2-8°C- ehgeschitzt —a=0Amg/m AT - Rchtgeschitt

[%] der zum Zeitpunkt 0 gemessenenKonzentration
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Wissen- HPLC), UV/Vis-Spektroskopie und SDS-Page analysiert. Zusétzlich
schaftlicher

—=—4,0 mg/mi RT - Tageslicht —o—8,0mg/ml 2-8°C - lichtgeschiitzt ——,0mg/mi RY - lichtgeschiitet

wurde wochentlich der pH-Wert gemessen und die Losungen visuell

hinsichtlich Farbveranderungen und sichtbaren Partikeln untersucht.
A D KA _ Abbildung 2:  Stabilitét der Trastuzumab-Infusionslésungen gemaR SE-HPLC unter verschiedenen Lagerbedingungen
HPLC-Methode

Kongress Die Bestimmung der Trastuzumab-Konzentrationen erfolgte in
Anlehnung an eine bekannte SE-HPLC-Methode zur Bestimmung
von monoklonalen Antikorpern.12

2011 Séule: TSK-Gel G3000SW XL
Berlin (7.8 mm x 30 cm, Partikelgrof3e 5 pm)
FlieBmittel: 25% 0,02 M KH,PO,-Lésung 2
17’5 % 0’2 M NaOH-ijSUng Abbildung 3:  Banden in der SDS-Page unter nicht; i (1+2) und r i (3+4).
575 % Wasser e 520, e e o B 1 4 Bt e
Flussrate: 1,0 mi/min
N Die mittels SE-HPLC und UV-Vis-Spektroskopie (hier nicht
Injektionsvolumen: 20 pl

dargestellt) gemessenen Trastuzumab-Konzentrationen betrugen
Detektionswellenlange: 214 nm > 90% der initial gemessenen Konzentration wéhrend des gesamten
. Lo - . Untersuchungszeitraums von 28 Tagen (Ausnahme: 0,4 mg/mL mit
Eignung der Methode: ::\,'neh?”tst.to'l%%?;?’o 4 UV-Vis, 14 d). Es wurden keine Abbauprodukte detektiert. Auch im
Inltﬁaélgyell?rézisioor; [R’S’D] 0,9% (0,4 mg/ml) SDS-Gel wurden keine Fr_agmente oder Abbaup_rodukte von
0,2% (1,0 mg/ml), 0,1% (deg/mi)' ' Tr_astuzumab festgestellt. Die p_H-Werte Qer _Infusmnsl(‘jsungen
In’terday’ Prézisio’n [’RSD] 2 1% (OA; mg/mi) blieben tber den Beobachtungszeltraqm st_abll zwischen pH 6,2 un_d
1,3% (1,0 mg/ml), 2,8% (deg/mi)' ’ 6,4 und es wurden keine Partikelbildung beobachtet. Die
N L o / Lagertemperatur, und der Lichteinfluss hatten keinen Einfluss auf die

Forcierte Zersetzung 65°C, pH 1/pH 13 Stabilitat

. ? Schlussfolgerungen

Chromatogramm von Trastuzumab -

Losungen zu verschiedenen Zeit- Applikationsfertige Trastuzumab-Infusionszubereitungen, hergestellt

punkten nach forcierter Zersetzung B 0, = P B p B

i 65° - ‘ mit 0,9% NacCl als Tagerldsung, sind unabhéngig von den getesteten

ei 65°C (blau — 1h, pink — 2h, braun - L e . n . . . R

4h, griin — 6h, tirkis - 24 h). - LN Fragmonis Lagerbedingungen uber einen Zeitraum von 4 Wochen physikalisch-
: chemisch stabil. Infusionslésungen mit 5% Glucose als Tragerlésung

wurden wegen der Gefahr der Proteinaggregation (s. Fachinfo) nicht

gepruft. Aus mikrobiologischer Sicht sollte die Lagerung von

SDS-Page Trastuzumab-Infusionslésungen bevorzugt kuhl erfolgen.
Kontakt Polyacrylamidgel: Anamed 4-20% Tris-Glycin-Gel
ontal
_ _ Laufpuffer: (10x) 250 mM Tris-base, 1,92 M Glycin, 2
jeanette.kaiser@ 1% Natrium-dodecylsulfat, pH 8,3 L|teratur
unimedizin-mainz.de ) )
Probenpuffer: 62 mM Tris-base, 10% Glycerin, 1. Cleland JL, Lam X, Kendrick B, Yang J, Yang TH, Overcashier

S%Stﬁtlg?c?n?;r?eicgltlsgﬁagH 6.8 D et al.: A spe-cific molar ratio of stabilizer to protein is required for
' ' ’ storage stability of a ly-ophilized monoclonal antibody. J Pharm Sci

Red. Probenpuffer: + 1% Mercaptoethanol 2001, 90: 310-321.
Farbelésung: Coomassie® brilliant blue 2. Xiao G, Bondarenko PV: Identification and quantification of
degradations in the Asp-Asp motifs of a recombinant monoclonal

Eignung der Methode: Forcierte Zersetzung 65°C, pH 1/ pH 13 antibody. J Pharm Biomed Anal 2008, 47: 23-30.




