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Kernpunten

e De Zeringe 0,3 mL spuit is geschikt als verpakkings-
materiaal voor individuele aseptische handelingen aan
intravitreale injecties.

¢ Op voorraad bereide bevacizumab oogspuitjes hebben
een houdbaarheid van 37 dagen bij bewaring tussen 2
en 8°C. Wij vonden geen aanwijzingen voor agglome-
raatvorming tijdens bewaring binnen deze termijn.

e Er bestaat geen eenduidige eis voor het aantal deeltjes
in intravitreale injecties; de richtlijn voor parenteralia
volgens de Europese Farmacopee komt het meest in
aanmerking.

Inleiding

Natte of neovasculaire leeftijdsgebonden macula-
degeneratie (nLMD) is een oogaandoening die vooral
ouderen treft. Er vormen zich afwijkende bloedvaatjes in
de weefsellaag onder de gele vlek en door ophoping van
vocht en bloed onder het netvlies ontstaat macula-
oedeem. Dit leidt tot geleidelijk verlies van het gezichts-
vermogen. Andere aandoeningen waarbij visusverslech-
tering door macula-oedeem een rol speelt zijn diabetisch

ABSTRACT

Qualification of the zero-residual syringe (Zeringe] as a
packaging material for bevacizumab as an intravitreal
injection

OBJECTIVE

To qualify the Zeringe as approved packaging material
according to GMP-Z3 guidelines and to determine the
stability of bevacizumab in this syringe. The Zeringe is a
newly developed and patented syringe and suitable for the
intravitreal administration of bevacizumab.

DESIGN AND METHODS

Qualification of the Zeringe according to the Dutch
GMP-Z3 guidelines comprised appearance, pH, silicone oil,
subvisible particles, leachables and closure integrity. The
shelf life of 0.3 mL bevacizumab repackaged in the Zeringe
was investigated based on chemical stability and subvisible
particles and compared with data from the conventional BD
Luer-Lok syringe.

RESULTS

All but one test met the criteria at t = 37 days. The closure
integrity of the Zeringe was based on a robustness test
and a microbiological test. The robustness test failed in
the dye immersion test, as leakage was found in 1 out of
40 syringes. Microbiological quality was maintained during
37 days.

CONCLUSION

The Zeringe is suited for individual aseptic preparation
of intravitreal injections. It is yet undecided whether this
syringe can be used for aseptic stock preparation, because
the closure integrity did not meet the robustness test. The
chemical stability of the repacked bevacizumab solution
is at least 1 month when stored at 2-8°C and filled out in
either a 0.3 mL Zeringe or a 1 mL BD Luer-Lok syringe.
However, shelf life is limited by the robustness of the cap.

macula-oedeem (DMO) en retinale veneuze occlusies
(RVO) [1, 2]. Bevacizumab (Avastin; Genentech), rani-
bizumab (Lucentis; Genentech) en aflibercept (Eylea;
Regeneron Pharmaceuticals) zijn antagonisten van de
vasculaire endotheliale groeifactor (VEGF) en worden
toegepast als intravitreale injectie bij nLMD, DMO en
RVO. Ranibizumab en aflibercept zijn in Nederland
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Figuur 1 De Zeringe 0,3 mL spuit

geregistreerd voor bovengenoemde indicaties. Bevacizu-
mab wordt frequent off-label toegepast omdat de kosten op
jaarbasis aanzienlijk lager liggen dan die van ranibizumab
en aflibercept [3, 4]. Dit komt mede doordat meerdere
spuiten op voorraad uit één flacon bevacizumab kunnen
worden bereid.

Alle drie VEGF-remmers zijn even effectief en veilig ge-
bleken na een behandeling van één jaar bij patiénten waar
bij aanvang van de behandeling sprake was van een licht
verlies van de gezichtsscherpte. Aflibercept werkte beter
dan bevacizumab en ranibizumab op het herstel van de
gezichtsscherpte wanneer deze bij aanvang van de behan-
deling als zeer slecht werd gecategoriseerd [5-8].

In het Martini Ziekenhuis wordt, net als in de meeste
andere Nederlandse ziekenhuizen, bevacizumab intravi-
treaal als eerstekeusbehandeling gegeven bij maculade-
generatie. Recent onderzoek toont aan dat bevacizumab als
primaire behandeling een doelmatige interventie is [9].

Als na een aantal injecties bevacizumab weinig gezichts-
scherpteverbetering optreedt, wordt in het Martini Zieken-
huis overgestapt op aflibercept.

Momenteel wordt bevacizumab op voorraad klaar-
gemaakt in reeds door ons gekwalificeerde BD Luer-Lok
1 mL spuiten. Voor intravitreale injectie is slechts een klein
volume nodig, dat lastig afleesbaar is in een 1 mL spuit.
Daarnaast drukken alle geschikte doppen bij afsluiting ex-
tra lucht in de spuit, waardoor het volume nog lastiger is af
te lezen. De Zeringe 0,3 mL spuit (Zeringe, Emmen; figuur
1) is een zero-residual syringe die recent is ontwikkeld voor
het toedienen van kleine volumina. De dop bevat een klein
gaatje dat zich opent bij inknijpen en sluit na loslaten. Door

de constructie van de spuit en de dop komt geen lucht in
de spuit na het bereiden maar gaat ook geen geneesmid-
del verloren tijdens het afnemen van de dop. De spuit is
beschikbaar in een verpakking voor individuele aseptische
handelingen en in een grotere verpakking voor voorraad-
handelingen. Voordat de Zeringe als verpakkingsmateriaal
voor aseptische handelingen op voorraad in gebruik kan
worden genomen, moet kwalificatie plaatsvinden volgens
de GMP-Z3-richtlijnen.

In deze studie is de kwalificatie van de Zeringe onder-
zocht en is houdbaarheidsonderzoek van bevacizumab in
deze spuit uitgevoerd. Als onderdeel van het houdbaar-
heidsonderzoek zijn ook deeltjestellingen uitgevoerd van
bevacizumab dat is omgepakt in de gangbare BD Luer-Lok
1 mL spuiten en in de Zeringe 0,3 mL spuiten.

Methoden

Kwalificatie van de Zeringe is uitgevoerd conform
GMP-Z Addendum Z3 Aseptische handelingen met voor alle
tests NaCl 0,9% als referentieoplossing. Gevulde spuiten
zijn beoordeeld op uiterlijk, pH, verdamping, subvisible parti-
cles (niet-zichtbare deeltjes), siliconenolie, leachables en closu-
re integrity [10]. Voor de kwalificatie zijn spuiten met 0,3 mL
0,9% NaCl gevuld en bewaard in de koelkast (2-8°C) tot op
het moment van testen, met een maximum van 37 dagen.
De houdbaarheid van 37 dagen bij bewaring in de koelkast
is afgeleid van de houdbaarheid van 30 dagen koelkast +
7 dagen kamertemperatuur volgens de GMP-Z3 [10].

Voor de leachables test werd een oplossing 0,9% NaCl
uit een glazen flacon gebruikt. De test werd uitgevoerd met
high performance liquid chromatography (HLPC; Waters,
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Tabel 1
Parameter Criterium Tijd (dagen)
0

Uiterlijk geen verschil met geen verschil
referentie

pH*

e flacon 5,0-9.0 6,2

* spuit < 5,0% afwijking 3,8%
t.o.v. referentie

Gewicht +2,0% en 90-110% referentie
tov. t=0

Deeltjes (per verpakking])

e>10pm < 6000 11

e=>25um <600 0

Siliconenolie hoeveelheid silicium -
< 500 pg/t

Leachables

o UV absorptie = 0,40 bij 0,02
golflengte 220-340 nm

e HPLC beoordeling T
chromatogram

Steriliteit geen groei in alle geen groei

spuiten
Closure integrity
e dye immersion test geen lekkage in geen lekkage
één van de spuiten
e bubble test geen bubbels ontstaan -
bij het creéren van een

vaculim
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Resultaten kwalificatietests van de Zeringe 0,3 mL spuiten gevuld met 0,9% NaCl

Oordeel

7 14 21 28 37

- - - - geen voldoet

verschil

- - - - 6,1 voldoet
- - - - 2. 7% voldoet
voldoet voldoet voldoet voldoet voldoet voldoet
- 16 - - 23 voldoet
- 0 - - 0 voldoet
- - - - <25 voldoet
0,04 - - - 0,01 voldoet
+ - - - + voldoet

geen groei geen groei geen groei geen groei geen groei voldoet

_ - - lekkage voldoet
(n=1) niet

_ - - bubbels voldoet
niet

*Voor de test op pH is geen harde eis geformuleerd. De weergegeven eis is geformuleerd op basis van de beoogde toepassing.

t Twee pieken werden gevonden bij een retentietijd van 3,92 en 4,38 minuten, welke overeenkwamen met pieken in de referentieoplossing.

Etten-Leur) op een C18 kolom (XBridge, 150 mm, deel-
tjesgrootte 3,5 um; Waters). De mobiele fase bestond uit
470 mL acetonitril + 530 mL water + 146 pL triethyl-
amine + 200 pL fosforzuur 85% (pH 3,3). Het debiet was
0,8 mI/min en detectie vond plaats bij 210 nm met behulp
van diode array detection (DAD;Waters 996, 220-340 nm;
Waters).

De hoeveelheid silicium is op dag 37 gemeten in de
inhoud van 1, 9 en 30 spuiten met behulp van een colori-
metrische silicatentest (Aquaquant; Merck, Amsterdam).

Closure inregriry is bepaald aan de hand van twee ro-
buustheidstests en een microbiologische test. In het begin
en aan het einde van de houdbaarheid is de dye immersion
test uitgevoerd, door 20 gevulde spuiten gedurende 20
minuten onder te dompelen in een 2% methyleenblauwop-
lossing zonder boven- en onderdruk. Deze test is ook ‘om-
gekeerd’ uitgevoerd op dag 9 en 37, met 20 spuiten gevuld
met 2% methyleenblauwoplossing. Op dag 37 is aanvullend
een bubble test uitgevoerd omdat de dye immersion test (met

druk) technisch niet uitvoerbaar was door het ontwerp van
de dop [11]. De spuiten werden ondergedompeld in een
vat met een zeepoplossing dat vacuiim gezogen werd.

Voor de test op ‘handhaving van de steriliteit van de
inhoud van de spuit gedurende de opslagtermijn’ zijn 300
spuiten gevuld met 0,3 mL bouillon (Brain Heart Infusion;
Oxoid, Basingstoke, UK) en bewaard bij 30 £ 2,5°C. Deze
methode wijkt af van de GMP-Z3 maar is beschreven en
onderbouwd in LNA-procedure F11-10 [12]. Zij werden
wekelijks gecontroleerd op microbiologische groei. De
bouillon is gevalideerd met een growth promotion test con-
form de Europese Farmacopee [13].

Voor het houdbaarheidsonderzoek zijn flacons van
16 mL bevacizumab 25 mg/mL (Roche, Woerden) ge-
bruikt. Bevacizumab werd opgetrokken in een volume van
0,3 mL en daarna uitgevuld in Zeringe 0,3 mL spuiten en
in BD Luer-Lok 1 mL spuiten met tip cap (Baxter, Breda).
Alle spuiten zijn vervolgens bewaard in de koelkast bij
2-8°C. Voor de gehaltebepaling van bevacizumab zijn
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Tabel 2
Parameter Criterium Tijd (dagen)

0 4
Zeringe 0,3 mL
Gehalte 95,0-105,0% 102,0% -
Deeltjes [per verpakking)
> 10 pm < 6000 721 292
> 25 um <600 9 4
BD Luer-Lok 1 mL
Deeltjes (per verpakking])
> 10 pm < 6000 92 110
> 25 pum <600 2 2

Zeringe spuiten wekelijks geanalyseerd met size exclusion
chromatography (SEC; 300 X 7,8 mm BioSep-SEC-s3000
290A; Phenomex, Utrecht) met fosfaatgebufferde NaCl als
mobiele fase (pH 7,2). Detectie vond plaats met behulp
van DAD bij 280 nm (VWR/Hitachi 5430 chromaster;
Hitachi, Maidenhead, UK).

De deeltjestellingen zijn uitgevoerd door het LNA vol-
gens de light obscuration particle count test (PSS Accusizer 780;
Particle Solutions, Burgh-Haamstede) en vonden plaats op
t=0,4,7, 14 en 37 dagen in Zeringe en BD spuiten [14].

Resultaten

De resultaten van de kwalificatie van de Zeringe zijn
weergegeven in tabel 1. Op 0 en 37 dagen was er geen
verschil in helderheid en kleur tussen de inhoud van de
spuitjes en de referentieoplossing. De pH en het gewicht
bleven over de gemeten periode stabiel en voldeden aan de
criteria. Het aantal gevonden deeltjes en de hoeveelheid
silicium bleven onder de gestelde criteria. Bij de leacha-
bles-bepaling werden twee pieken gevonden die ook werden
aangetroffen in de referentieoplossing. Het piekoppervlak
nam niet toe gedurende 37 dagen.

De closure integrity tests lieten geen lekkage zien op dag
9 en geen microbiologische groei gedurende 37 dagen.

Op dag 37 werd echter in één spuit wel lekkage gevonden
tijdens de dye immersion test. Vervolgens is een bubble test
uitgevoerd op dag 37, waarbij tijdens het creéren van een
vaculim in het vat kleine luchtbelletjes rond de dop ont-
stonden. De robuustheidstests voldeden op dag 37 niet aan
de gestelde criteria.

De resultaten van het houdbaarheidsonderzoek van
bevacizumab zijn weergegeven in tabel 2. Gedurende 37
dagen bleef het gehalte bevacizumab constant en op peil.
Het aantal deeltjes bleef in beide geteste spuiten onder de
gestelde norm voor parenteralia volgens de Europese Farma-
copee (maximaal 6000 deeltjes van > 10 um en maximaal
600 deeltjes van > 25 pm per verpakking) [14], maar in de
Zeringe nam het aantal deeltjes in de tijd meer toe dan in de
BD Luer-Lok.

Stabiliteit van bevacizumab in Zeringe 0,3 mL en BD Luer-Lok 1 mL spuiten

7 14 21 28 37
102,8% 102,0% 103,5% 101,6% 99,2%
242 437 - - 485

5 2 - - 4

252 116 - - 121

3 2 - - 1

Beschouwing

De kwalificatie van Zeringe voldeed op alle punten
behalve de dye immersion test, waarbij 1 van de 40 geteste
spuiten lekte. Uiterlijk, pH, gewicht, deeltjes, siliconenolie,
leachables en steriliteit voldeden aan alle criteria volgens
GMP-Z Addendum Z3 Aseptische handelingen. De leacha-
bles test toont aan dat geen vorming en geen toename van
oplosbare onzuiverheden optreedt.

De dop van de Zeringe biedt het voordeel dat geen
lucht de spuit in wordt gedrukt bij het afsluiten, maar is
ook de oorzaak van de negatieve uitkomst van de closure
integrity test. Door de constructie van de dop blijkt vloeistof
naar binnen te kunnen lekken. De microbiologische kwali-
teit van het product bleef gehandhaafd. De closure integriry
test is gebaseerd op een robuustheidstest (stresstest) en een
microbiologische test, waarbij een spuit aan beide tests
zou moeten voldoen om als geschikt verpakkingsmateriaal
te worden gekwalificeerd. Het is echter de vraag of deze
stresstest representatief is voor de werkelijke omstandig-
heden. Afwijken van de richtlijnen uit de GMP-Z3 is
toegestaan mits dit gebaseerd is op een onderbouwde en
gefundeerde risico-inventarisatie [10, 15]. Als alternatieve
test voor het bepalen van de afsluiting van de spuit is de
bubble test uitgevoerd. Hierbij ontstonden luchtbellen bij de
dop onder invloed van onderdruk. Op basis hiervan kan de
afsluiting van de dop niet worden gegarandeerd. Theore-
tisch is microbiologische besmetting van de inhoud van de
spuit mogelijk; wij zien dit niet in de resultaten.

In ons onderzoek voldeden alle testoplossingen aan de
eisen die de Europese Farmacopee stelt aan de hoeveelheid
deeltjes in parenteralia (tabel 2), maar niet aan de stren-
gere USP-norm voor oogheelkundige oplossingen [16]. Er
bestaat (nog) geen aparte norm voor intravitreale injecties.
Het LNA houdt vooralsnog de eis voor parenteralia aan
(£ 100 mL) en in het Martini Ziekenhuis hanteren wij ook
deze eis: maximaal 6000 deeltjes > 10 pm en maximaal
600 deeltjes > 25 pm per verpakking [14]. De strenge eis
van maximaal 50 deeltjes > 10 pm en maximaal 5 deeltjes
> 25 um per mL als veldnorm volgens de USP is volgens de
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commissie GMP-Z van de Nederlandse Vereniging van Zie-
kenhuisapothekers (NVZA) vaak al niet haalbaar voor oog-
heelkundige oplossingen. De USP-norm is niet duidelijk
onderbouwd met literatuur en deze lijkt niet rechtstreeks
gebaseerd op het afwenden van enig aanwijsbaar klinisch
risico bij het toedienen van oogheelkundige preparaten.
Een onderscheid tussen intravitreale toepassingen enerzijds
en uitwendige toepassingen van oogpreparaten anderzijds
wordt zinvol geacht [17]. Een recente studie van Pereboom
e.a. [18] naar de houdbaarheid van bevacizumab hanteerde
echter de eis volgens de USP-norm. In dit artikel wordt ge-
concludeerd dat de houdbaarheid van op voorraad bereid
bevacizumab in tuberculinespuiten slechts drie dagen is,
vanwege toename in subvisible particles. De resultaten van
Pereboom e.a., uitgevoerd in tuberculinespuiten, voldeden
wel aan de eis van de Europese Farmacopee. De houdbaar-
heid van drie dagen die hier werd geconcludeerd is dan ook
discutabel.

De klinische gevolgen van (de hoeveelheid) deeltjes
in oplossingen voor intravitreale injectie zijn vooralsnog
onduidelijk [16]. Mogelijk worden kleine deeltjes afgevoerd
uit het oog, zeker bij de aandoeningen waarvoor bevacizu-
mab wordt toegediend, omdat hier sprake is van een ver-
hoogde permeabiliteit van de vaten in het oog. Daarnaast
lijken endotheelcellen een rol te spelen bij afbraak van
monoklonale antilichamen [19, 20].

Voor het relatief grote aantal deeltjes in de Zeringe op
dag 0 bestaat geen duidelijke verklaring. Deeltjes kunnen
afkomstig zijn van de spuit, de dop, de siliconenolie of
kunnen het resultaat zijn van eiwitaggregatie [21]. Een
onderdeel van de kwalificatie was het meten van de hoe-
veelheid silicium na 37 dagen. De Zeringe bevatte minder
dan 10 pg/L silicium, ver beneden de toegestane grens van
500 pg/L. De hoeveelheid silicium is in 2014 ook gemeten
voor de BD Luer-Lok 1 mL spuiten en was na 37 dagen
154 pg/L (ongepubliceerde waarnemingen). Liu e.a. [22]
beschreven siliconenolie als een mogelijke oorzaak van de
vorming van eiwitaggregaten, hetgeen zou betekenen dat
de deeltjes die worden gemeten eiwitaggregaten kunnen
zijn. Gezien de zeer lage concentratie silicium in de Zeringe
lijkt de invloed van siliconenolie hier geen rol te spelen.

Grotere eiwitaggregaten zijn mogelijk immunogeen en
worden geclassificeerd als subvisible particles, kleiner dan
10 um. Deze eiwitdeeltjes vallen vanwege hun grootte
buiten de reikwijdte van de huidige kwaliteitseisen [23].
Subvisible deeltjes leveren mogelijk een bijdrage aan intra-
oculaire inflammatie na intravitreale injectie van bevaci-
zumab [21]. Studies concluderen dat SEC onvoldoende
sensitief zou zijn voor de detectie van reversibele eiwit-
aggregatie of van niet-eiwitdeeltjes, mede doordat de be-
trokken deeltjes te groot zijn (> ongeveer 0,1 um) [23, 24].
De gebruikte SEC-methode kan echter moleculen tot
700 kDa analyseren en di- en trimeren van bevacizumab
vallen binnen de exclusielimiet. De vorming van veel grote
aggregaten zou resulteren in een verlaging van het beva-
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cizumabgehalte omdat er een massabalans is tussen de
toegenomen hoeveelheid eiwit in aggregaten en het verlies
aan monomeer eiwit [23]. Gezien de geringe afname van
het bevacizumabgehalte (2,8%) en het niet afnemen van
de grootte van de aggregatenpiek tijdens bewaring, is de
vorming van grote hoeveelheden eiwitaggregaat niet aan-
nemelijk.

De Zeringe lijkt volgens ons op dit moment nog niet ge-
schikt als verpakkingsmateriaal voor aseptische bereidingen
op voorraad, hetgeen vooral gebaseerd is op het niet kunnen
voldoen aan de eis van de dye tmmersion test. Het valt echter
te betwisten of de spuit kan worden gekwalificeerd uitslui-
tend op basis van het microbiologische onderzoek, omdat
door het ontwerp van de dop de closure integrity tests volgens
de GMP-Z3 niet uitvoerbaar zijn. Ter verbetering is een blis-
ter nodig, die de plunjer fixeert tijdens transport waardoor
geen verlies van het geneesmiddel via de opening in de dop
optreedt. Een andere mogelijkheid kan zijn om een geheel
afgesloten dop te gebruiken, die echter leidt tot extra lucht
in de spuit na afsluiting. Met een dergelijke aanpassing zou
de Zeringe wel geschikt kunnen zijn als verpakkingsmateriaal
voor voorraadhandelingen (na kwalificatie). Het huidige ont-
werp is zeer geschikt voor individuele aseptische handelingen
van intravitreale injecties omdat het tot minder verlies leidt
en omdat het te injecteren volume beter afleesbaar is dan in
conventionele 1 mL spuiten.

De aangetoonde langdurige chemische stabiliteit van
bevacizumab van ten minste 37 dagen komt overeen met
resultaten die in andere studies werden gevonden [25-27].

Tegenover individuele aseptische handelingen heeft een
voorraadproductie voordelen ten aanzien van de optima-
lisatie van de werklast en monitoring en borging van de
kwaliteit van het eindproduct. Daarnaast levert het bij
aseptische voorraadbereidingen een aanzienlijke kostenbe-
sparing op.

Conclusie

Geconcludeerd wordt dat de Zeringe geschikt is voor
individuele aseptische handelingen aan intravitreale in-
jecties. De Zeringe is in het huidige ontwerp niet geschikt
als verpakkingsmateriaal voor aseptische bereidingen op
voorraad, door het ontwerp van de dop. Omgepakt bevaci-
zumab heeft een chemische houdbaarheid van minimaal
37 dagen bij bewaring tussen 2 en 8°C in zowel een Zeringe
als een BD Luer-Lok 1 mL spuit, op basis van subvisible
particles en houdbaarheidsonderzoek. H
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