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Hintergrund und Fragestellung

Die Behandlung der feuchten altersab-
hiangigen Makuladegeneration (AMD)
mit Ranibizumab (Lucentis®; Genentech,
San Francisco, USA) ist die bisher erfolg-
reichste Therapieform fiir diese Erkran-
kung [1, 2]. Das zugelassene Originalpra-
parat wird in einem Glasbehalter zusam-
men mit einer Spritze zur intravitrealen
Injektion und einer Filterkaniile vertrie-
ben. Die im Originalbehalter enthaltene
Volumenmenge betragt 0,23 ml. Bei kor-
rekter Handhabung betrégt das injizier-
te Injektionsvolumen 0,05 ml. Dies ent-
spricht 0,5 mg der Wirksubstanz Rani-
bizumab. Die restlichen 0,18 ml verblei-
ben teils als Riickstand im Originalbe-
hilter, teils im Filtersystem der Aufzieh-
kaniile und hauptsichlich als Totraum-
volumen in der Injektionskantile und der
Spritze [3].

Seit einigen Jahren einzelt eine zuneh-
mende Anzahl von Apotheken das Origi-
nalpréparat aus und vertreibt so genann-
te Fertigspritzen mit einem Injektionsvo-
lumen von 0,05 ml an die anwendenden
Augenirzte. Die genauen Herstellungs-
verfahren sind nicht bekannt. Die ,,Halt-
barkeit“ wird mit bis zu 14 Tagen nach
Auseinzelung angegeben.

Da bisher keine Daten iiber die Qua-
litat und Wirksamkeit des ausgeeinzelten
Wirkstoffs in den ,Fertigspritzen® und
nur spekulative Meinungen zur Gleich-
stellung des Produkts vorlagen, entschlos-
sen wir uns, dieser Frage vor einer An-
wendung an Patienten im Rahmen eines
»investigator initiated trial“ nachzugehen.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Auswir-
kungen von Zeit, Temperatur und Licht-
exposition auf originale Lucentis®-Proben
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in Kunststoffspritzen festzustellen. Mittels
unterschiedlicher biochemischer Verfah-
ren wurden der pH-Wert, die Proteinkon-
zentration und -aggregation bestimmt.
Weiterhin wurde mittels ELISA (,,enzy-
me-linked immunoassay“) die Bindungs-
affinitdt zu VEGF-165 tiberpriift und ein
direkter Vergleich zwischen Original und
handelsiiblichen Fertigspritzen durchge-
fithrt.

Material und Methoden
Ranibizumab

Untersucht wurden Original-Lucentis®-
Proben (n=113) und ausgeeinzelte Fer-
tigspritzen (n=24) von 2 unterschiedli-
chen Apotheken. Die Original-Lucen-
tis®-Proben wurden in unserem Kran-
kenhaus wie in der Praxis tiblich zuberei-
tet, d. h. die Ranibizumab-Losung wur-
de mit 5-pm-Filterkantilen (BD, Frank-
lin Lakes, New Jersey, USA) frisch aus
den Originalbehiltern auf die mitgelie-
ferten 1-ml-Kunstoffspritzen aufgezo-
gen. Nach der Injektion wird die Kanii-
le samt darin enthaltenem Totraumvo-
lumen entfernt und verworfen. Die Si-
likonspritze wird mit dem darin enthal-
tenen Totraumvolumen, dass zwischen
0,05 und 0,1 ml variiert, asserviert. Die in
der Spritze enthaltene Restlosung wurde
entweder direkt am gleichen Tag (Tag o)
oder verschlossen und nach unterschied-
lichen Aufbewahrungszeiten unter diffe-
rierenden Bedingungen (Raumtempe-
ratur vs. 4 °C; lichtgeschiitzt vs. lichtex-
poniert) untersucht. Um die Stabilitét bei
Raumtemperatur ohne Lichtexposition
zu analysieren, wurden die Kunststoff-
spritzen mit der Ranibizumab-Lésung

in Aluminiumfolie eingewickelt und in
einem Raum mit einer Temperatur von
21 bis24 °C aufbewahrt.

Die ausgeeinzelte Ranibizumab-L6-
sung in Fertigspritzen wurde von den
Apotheken in mit Kiihlelementen ausge-
kleideten Styroporkdsten versandt und
geliefert. Die Aufbewahrung der Fertig-
spritzen erfolgte sofort nach dem Emp-
fang in lichtundurchléssigen Behéltern
bei 4 °C. Die Innentemperatur des Kiihl-
schranks wurde 2-mal téglich erfasst.

Alle Ranibizumab-Proben (aus Origi-
nalspritzen und Fertigspritzen) wurden
mithilfe von Long Reach/MultiLowBin-
ding®-Pipettenspitzen (Carl Roth, Karls-
ruhe) direkt aus den Spritzen pipettiert.
Die Verdiinnung der Lucentis®-Proben er-
folgte in Protein LoBind Tubes® (Eppen-
dorf, Hamburg).

Messung des pH-Werts

Die bei 4 °C aufbewahrten Ranibizumab-
Proben wurden durch 30-miniitiges Ste-
henlassen auf Raumtemperatur erwéarmt.
Der pH-Wert der Proben wurde 2-mal
mit einem pH-Meter (WTW, Weilheim,
Deutschland) mittels einer 3-mm-Elek-
trode (Mettler-Toledo AG, Schwerzen-
bach, Schweiz) gemessen. Die pH-Elek-
trode wurde wochentlich kalibriert und
ihre Genauigkeit vor jeder Messung mit
einer Eichlosung (pH 7,0; WTW) iiber-
prift.

SDS-PAGE

Die eindimensionale Natriumdodecyl-
sulfat-Polyacrylamid-Gel-Elektrophore-
se (SDS-PAGE) ist ein tibliches Verfahren
zur Trennung von Proteinen. Sie erfolgt in
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Zusammenfassung

Ziel. Untersuchungen zur Auswirkung von
Zeit, Temperatur und Lichtexposition auf Ra-
nibizumab (Lucentis®, Genentech, San Fran-
cisco, USA) in Kunststoffspritzen.

Methode. Die Ranibizumab-L6sung wurde
aus den Originalbehaltern in Kunstoffspritzen
aufgezogen, verschlossen und nach unter-
schiedlichen Aufbewahrungszeiten unter
verschiedenen Temperatur- (4 °C vs. Raum-
temperatur) und Lichtbedingungen (lichtge-
schiitzt vs. lichtexponiert) untersucht. Analy-
siert wurden pH-Wert sowie Proteinkonzent-
ration und -stabilitat. Die Bindungsaffinitat zu
VEGF-165 wurde mittels ELISA (,enzyme-lin-
ked immunosorbent assay”) liberpriift. Wei-
terhin wurden frisch entnommene Original-
proben mit der Wirkstofflosung aus handels-
ublichen Fertigspritzen, die bis zu 14 Tage
aufbewahrt wurden, verglichen.

Ergebnisse. Der pH-Wert blieb unter den
beschriebenen Bedingungen stabil. Die Pro-
teinbanden in der SDS-PAGE-Gel-Elektropho-
rese und die Messung der Proteinkonzentra-
tion wiesen eine zeitbedingte leichte Abnah-
me auf. Raumtemperatur und Lichtexposi-
tion hatten keinen zusétzlichen Einfluss. Die

Bindungsaffinitat von Ranibizumab in Kunst-
stoffspritzen nahm innerhalb eines Tages sig-
nifikant ab und wies auch in den Folgetagen
eine progrediente und signifikante (p<0,05)
Abnahme auf. Der gleiche Effekt konnte in
handelsiiblichen Fertigspritzen festgestellt
werden. Dieser Prozess verstarkte sich, wenn
die Spritzen nicht sachgerecht aufbewahrt
und Licht und Raumtemperatur ausgesetzt
wurden.

Schlussfolgerung. Die Entscheidung, das
Originalprodukt oder ausgeeinzeltes Rani-
bizumab zu verwenden, wurde bisher von
unterschiedlichen sozio6kdnomischen und
rechtlichen Aspekten beeinflusst. Ein neu-
er, nicht zu vernachlassigender Aspekt ist der
Einfluss der Aufbewahrung der Wirkstoffl6-
sung in Kunstoffspritzen auf die Qualitdt und
biologische Wirksamkeit des Antikorperfrag-
ments.

Schliisselworter

Ranibizumab - Aufbewahrungszeit -
Temperatur - Lichtexposition - Biologische
Wirksamkeit

Qualitative differences between ranibizumab from

original and ready to use syringes

Abstract

Objective. The aim of this study was to de-
termine the influence of time, temperature
and light exposure on ranibizumab (Genen-
tech, San Francisco, USA) in plastic syringes.
Methods. Samples of ranibizumab were
drawn from the original vials into plastic tu-
berculin syringes, capped and analyzed after
different storage intervals under varying tem-
perature conditions (4 °C and room tempera-
ture) and light exposure (protected and room
light). The samples were tested for the pH val-
ue, protein stability and concentration as well
as for the binding affinity to VEGF-165 in an
ELISA (enzyme linked immunoassay). Addi-
tionally, original freshly drawn samples were
compared to commercially available ready

to use ranibizumab syringes analyzed up to
14 days after sampling.

Results. Samples stored under the described
conditions retained a stable pH. Both SDS-
PAGE analysis as well as protein concentra-
tion measurements shows slightly decreasing
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values over time that were not additionally
influenced by light exposure or room temper-
ature. The binding affinity to VEGF-165, how-
ever, was significantly decreased (p<0.05)
over time starting from the first day after
sampling. A similar effect could be observed
in commercially available ready to use syring-
es. Exposure to light and room temperature
led to additional decreases in the binding af-
finity to VEGF-165.

Conclusion. Until now different socioeco-
nomic and legal aspects have influenced the
choice whether to use original vials or pre-
sampled ranibizumab. A new aspect is the ef-
fect of storage in plastic syringes on the qual-
ity and biological efficacy of the antibody
fragment.

Keywords
Ranibizumab - Storage period - Temperature
Light exposure - Biological effectiveness

erster Linie auf der Grundlage des Mole-
kulargewichts. Die Bindung von SDS an
das Protein fiihrt zu einer negativen Ge-
samtladung, die Lange des SDS-Prote-
in-Komplexes wiederum ist proportio-
nal zum Molekulargewicht des Proteins.
Die Bindung an SDS fiihrt jedoch auch zu
einer teilweisen oder vollstindigen Dena-
turierung des Proteins.

Die SDS-PAGE wurde in der Elekt-
rophoresezelle Mini-PROTEAN® Tetra
Cell (Bio-Rad, Miinchen) durchgefiihrt.
Nach Herstellung der s5- bis 12%igen Ge-
le wurden diese zum Polymerisieren zwi-
schen vertikalen parallelen Glasplatten,
die durch 0,75 mm dicke Abstandhalter
getrennt waren, stehengelassen.

Die Original-Lucentis”-Proben wur-
den mit demselben Volumen (2x La-
emmli-Probenpuffer, mit oder ohne Re-
duktionsmittel p-Mercaptoethanol) auf
ein Gesamtvolumen von 10 pl gebracht
und gemischt. Die Proben wurden 5 min
lang auf einen Heizblock mit einer Tem-
peratur von 95 bis 99 °C gelegt, kurz zent-
rifugiert und dann zu 2,5 pl/Well Gesamt-
volumen in die Wells tiberfiihrt. Die Stan-
dardproteine (Bio-Rad) wurden als Mar-
ker fiir das Molekulargewicht in getrennte
Wells eingebracht. Die Gele wurden 60 bis
8o min lang einer konstanten Spannung
von 120 V ausgesetzt.

Nichtdenaturierende
und nichtreduzierende
Gel-Elektrophorese

Eine Elektrophorese unter nichtdenatu-
rierenden Bedingungen ermdéglicht die
Trennung von Proteinen in ihrer nati-
ven Konformation. Da die Wanderungs-
geschwindigkeit eines Proteins jedoch so-
wohl durch dessen Molekulargewicht als
auch durch dessen Gesamtladung beein-
flusst wird, lasst sich die Grofie des Pro-
teins mithilfe dieser Methode nicht ab-
schitzen. Eine nichtdenaturierende Gel-
Elektrophorese wurde nach dem SDS-PA-
GE-Verfahren durchgefiihrt. Den Losun-
gen war jedoch weder SDS noch f-Merca-
ptoethanol zugesetzt. Die Gele wurden
mit 2 pl der Proben (vermischt mit 2 pl
2x nichtdenaturierendem Auftragspuf-
fer) ohne Erwarmen beladen und 2,5 h
lang 120 V ausgesetzt.



Farbung der Gele mit
Coomassie® Brilliant Blue

Die Gele, die zur Optimierung der Elek-
trophoresebedingungen verwendet wur-
den, wurden mit Coomassie® Brilliant
Blue gefirbt. Hierfiir wurden die Gele in
einer 0,25%igen (Gewicht/Volumen) L6-
sung aus Coomassie® Brilliant Blue R-250
in 50 Vol.-% Methanol/10 Vol.-% Essig-
sdure 20 bis 30 min lang inkubiert. Daran
schloss sich ein Entfirben in einer Losung
aus 25 Vol.-% Methanol/7,5 Vol.-% Essig-
sdure tiber mehrere Stunden an, bis sich
die Bander scharf vor einem klaren Hin-
tergrund abzeichneten. Die Gele wur-
den dann in einer Aufbewahrungslosung
aus 20 Vol.-% Ethanol/10 Vol.-% Glycerol
mindestens 30 min lang dquilibriert und
zwischen Cellophanfolien in einem Gel-
trocknungsrahmen (Carl Roth) getrock-
net. Inkubiert wurde immer unter langsa-
mer Rotation.

Silberfarbung der Gele

Die Silberfirbung ist ein hochempfindli-
ches Verfahren, mitdembereits 0,1 ng/mm?
Protein in Polyacrylamidgelen nachge-
wiesen werden kann. Aus diesem Grund
wurde diese Methode zur Identifizierung
moglicher Abbauprodukte in den Ranibi-
zumab-Proben bevorzugt. Die Fiarbung
erfolgte mit dem Silver Stain Kit (Bio-
Rad) entsprechend den Anweisungen des
Herstellers. Nach der Gel-Elektrophorese
fixierte man die Gele erst 30 min lang mit
40 Vol.-% Methanol/10 Vol.-% Essigsau-
re, und dann wurde 5 min lang mit dem
Oxidationsmittel (das Kaliumdichromat
und Salpetersiure enthielt) inkubiert. An-
schlieflend wurden die Gele 15 min lang
griindlich mit groflen Volumen 3-fach
destillierten Wassers (Aqua tridest) ge-
waschen, wobei das Wasser in den ers-
ten 5 min mindestens 6-mal wechselte.
Daran schloss sich ein 20-miniitiges In-

Hier steht eine Anzeige.

@ Springer

kubieren in dem Silbernitratreagens und
ein schnelles (fir hochstens 30 s) Spiilen
mit Aqua tridest an. Dann wurde der Ent-
wickler (mit Natriumcarbonat und Para-
formaldehyd) zugegeben und nach Auf-
treten eines braunen oder rauchférmigen
Niederschlags (normalerweise innerhalb
der ersten 30 s) durch frische Losung er-
setzt. Die Gele verblieben bis zum Errei-
chen der gewiinschten Intensitit im Ent-
wickler, wobei die Fliissigkeit falls erfor-
derlich alle 5 min gewechselt wurde. Die
Farbentwicklung wurde durch 15-minii-
tige Inkubation der Gele in 5 Vol.-% Es-
sigsdure beendet, wobei diese Fliissigkeit
2- bis 3-mal gewechselt wurde. Die Gele
wurden in einer Aufbewahrungslésung
aus 20 Vol.-% Ethanol/10 Vol.-% Glycerol
mindestens 30 min lang dquilibriert und
zwischen Cellophanfolien in einem Gel-
trocknungsrahmen (Carl Roth) getrock-
net. Inkubiert wurde immer unter langsa-
mer Rotation.
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pH

Abb. 1 <« Ergebnisse
der pH-Wert-Mes-
sungen von Original-
Lucentis®-Proben
(n=18)amTag 1 und
am Tag 21 nach Aufzie-
hen in Kunststoffsprit-
zen, die lichtgeschiitzt
bei 4 °C oder bei
Raumtemperatur (RT)

Tag

21

! sowie unter Lichtexpo-
sition aufbewahrt wur-
den. Die Daten stellen

W 4oc [ RT, lichtgeschiitzt

] RT, lichtexponiert

die Mittelwerte mit
Standardabweichung

Ermittlung der Proteinkonzentra-
tionen mithilfe des Bradford-Assays

Der Bradford-Assay ermdglicht den Nach-
weis von Proteinkonzentrationen, indem er
die Bindung von Coomassie” Brilliant Blue
quantifiziert. Durch Verdiinnen einer 2 mg/
ml BSA-Stamml6sung mit Aqua tridest
auf ein Gesamtvolumen von 8oo pl wur-
den doppelte Aliquote des BSA-Standard-
proteins (1-25 pg/ml) hergestellt. Die Ver-
diinnung der Ranibizumab-Proben erfolg-
te analog im Verhéltnis 1:400 und 1:800, ein
weiteres 800-pl-Aliquot Aqua tridest dien-
te als Vergleichsprobe. Nach Zugabe von
200 pl einer 5x Coomassie®-Brilliant-Blue-
Losung (Bio-Rad) in jedes Réhrchen wur-
den die Proben durch Vortexen griindlich
gemischt und bei Raumtemperatur 5 min
stehengelassen. Die Extinktion bei 595 nm
wurde mit Mikrokiivetten aus Kunststoff
mit einer Weglidnge von 1 cm (BrandTech
Scientific, Essex, Connecticut, USA) in
einem UV-Spektrophotometer (Pharma-
cia Biotech, Cambridge, Grof3britannien)
gemessen. Durch Auftragen der Konzen-
tration jedes BSA-Standardproteins gegen
die durchschnittlichen Extinktionswerte
wurde eine Eichkurve ermittelt. Die Prote-
inkonzentrationen der Ranibizumab-Pro-
ben wurden anhand dieser Kurve bestimmt
und unter Beriicksichtigung des Verdiin-
nungsfaktors korrigiert.
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fiir jede Gruppe dar

Bestimmung der Protein-
konzentration durch Messen
der Extinktion bei 280 nm

Proteine in Losung absorbieren UV-Licht
mit Absorptionsmaxima von 280 und
200 nm. Aus diesem Grund wurde auch
die Extinktion der im Verhiltnis 1:100 mit
Aqua tridest verdiinnten Aliquote in UV-
durchlissigen Kiivetten aus Kunststoff
(Sarstedt, Nimbrecht) mit einem UV-
Spektrophotometer (Pharmacia Biotech,
GE Healthcare, Freiburg) bei 280 nm ge-
messen. Zur Ermittlung einer Eichkur-
ve wurde die Extinktion einer Verdiin-
nungsreihe mit frisch gefilterter Ranibi-
zumab-Losung gemessen und die Prote-
inkonzentrationen der Proben dann an-
hand der Eichkurve bestimmt.

Bestimmung der Proteinkon-
zentration mittels BCA-Assay

Mit der Bicinchoninsdure-Methode
(BCA-Assay) lasst sich die Proteinkon-
zentration anhand der Reduktion von
Cu*? auf Cu** durch Proteine abschétzen.
Die Bestimmung der Proteinkonzentra-
tion erfolgte mithilfe des Micro BCA™
Protein Assay Kit (Pierce, Rockford, Illi-
nois, USA) entsprechend den Anweisun-
gen des Herstellers. Hiermit lassen sich
Proteinkonzentrationen in einem linea-

ren Arbeitsbereich von 2 bis 40 pg/ml
quantifizieren. Hierfiir wurden jeweils
25 pl der BSA-Standardproteine im Be-
reich von 25 bis 2000 pg/ml, Vergleichs-
proben und Lucentis®-Proben (in dop-
pelter Ausfithrung), die im Verhiltnis
1:25 mit Aqua tridest verdiinnt wurden,
in die Wells einer 96-Well-Mikrotiter-
platte iiberfithrt. Das Arbeitsreagens mit
BCA, Kupfer(IT)sulfat-Pentahydrat, Na-
triumcarbonat, Natriumhydrogencarbo-
nat, Natriumtartrat und Natriumhydro-
xid wurde nach Anweisung hergestellt
und zu 200 pl in jedes Well gegeben. Die
Platte wurde 30 s lang griindlich geschiit-
telt und 30 min lang bei 37 °C inkubiert.
Nach 15-miniitigem Abkiihlen der Platte
auf Raumtemperatur wurde die Extink-
tion bei 545 nm mithilfe eines Mikroplat-
ten-Readers (FLUOstar Optima, BMG
Labtech, Offenburg) ausgelesen. Mithilfe
der Extinktionswerte der BSA-Standard-
proteine wurde eine Eichkurve ermittelt
und zur Bestimmung der Konzentration
in den Ranibizumab-Proben verwendet.

Bestimmung der Bindungsaffinitat
zu VEGF mittels ELISA

Die Bestimmung der Affinitdt der unter-
schiedlichen Ranibizumab-Proben zu
VEGF wurde mit einem ELISA-Verfah-
ren mit VEGF165 als Capture-Protein
durchgefiihrt. Es wurden 2 unterschiedli-
che (niedrige und hohe VEGF-Beschich-
tung) Testreihen zur linearen Affinitétsbe-
stimmung optimiert. In beiden Testreihen
wurde rekombinantes humanes VEGF165
(R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt)
in phosphatgepufferter Kochsalzlgsung
(PBS) mit 0,1% bovinem Serumalbumin
(BSA) verdiinnt. In der niedrigdosier-
ten Testreihe wurden schwarze 96-Well-
Polystyrolplatten mit durchsichtigem Bo-
den (Corning Incorporated, Corning, New
York, USA) mit VEGF in Konzentrationen
von 2,5 bis 1 ng/Well in 3-facher Ausfiih-
rung beschichtet (2 h unter langsamer Ro-
tation bei Raumtemperatur). Eine Gruppe
von Wells, die nur mit 0,1% BSA-PBS in-
kubiert wurden, diente als Vergleich. Nach
3-maligem kurzem Waschen mit PBS
wurden die restlichen Proteinbindungs-
stellen in den Wells durch Inkubation mit
3% BSA-PBS (200 pl/Well) {iber Nacht bei
4 °Cblockiert. Die Wells wurden 2-mal mit
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Abb. 2 A Gel-Elektrophorese und Silberfarbung der Gele zur Darstellung

des Ranibizumab-Proteins. Die Aufbewahrung der Wirkstofflosung in Kunst-
stoffspritzen (iber einen langeren Zeitraum bei Raumtemperatur (RT) oder
lichtexponiert zeigt keine Zunahme von Degradationsprodukten auf. Es tritt
jedoch eine leichte Abschwéchung der Bande auf. Einzelne Proben weisen
eine zusatzliche Bande auf, die von den Lagerungsbedingungen unabhan-
gig zu sein scheint. Die Proben im dritten Gel wurden lichtgeschiitzt bei 4 °C

aufbewahrt

PBS gewaschen und anschlieflend mit 50 pl
Lucentis® (im Verhiltnis 1:500) mit Blo-
ckierpuffer verdiinnt und in 3-facher Aus-
fihrung 2 h lang inkubiert. Im Anschluss
daran erfolgten 3 Waschvorgénge mit PBS
und die Inkubation mit 100 pl HRPO-kon-
jugiertem anti-humanem F(ab),-Ziegen-
antikorper (Dianova, Hamburg; mit Blo-
ckierpuffer auf 160 ng/ml verdiinnt) tiber
2 h bei Raumtemperatur.

In der zweiten Testreihe wurde rekom-
binantes humanes VEGF-165 in PBS mit
0,1% BSA auf eine Endkonzentration von
125 ng/ml gelost. Die 96-Well-Polystyrol-
platten wurden mit 100 pl der VEGF-L6-
sung (was eine Endkonzentration von
12,5 ng VEGF/Well ergab) beschichtet (1 h
bei Raumtemperatur unter langsamer Ro-
tation). Eine Gruppe von Wells, die nur
mit 0,1% BSA-PBS inkubiert wurden,
diente als Vergleichsprobe. Nach 4-mali-
gem kurzen Waschen (ca. 1 min/Wiasche)
mit PBS wurden die restlichen Proteinbin-

Abb. 3 A Gel-Elektrophorese und Silberférbung der Gele zur Darstellung
des Ranibizumab-Proteins und seiner Fragmente unter nicht denaturie-
renden Bedingungen (a) sowie nach denaturierender und nichtreduzie-
render Einwirkung (b). Die Aufbewahrung der Wirkstofflésung in Kunststoff-
spritzen Uber einen langeren Zeitraum bei Raumtemperatur (RT) oder licht-
exponiert zeigt keine Zunahme von Degradationsprodukten auf. Einzelne

Proben weisen eine zusétzliche Bande (Pfeil) auf, die von den Lagerungsbe-
dingungen unabhéngig zu sein scheint

dungsstellen in den Wells durch 1-stiindige
Inkubation mit 3% BSA-PBS (200 pl/Well)
bei Raumtemperatur blockiert. Die Rani-
bizumab-Proben (angenommene Konzen-
tration ca. 10 mg/ml) wurden im Verhalt-
nis 1:80.000 mit Blockierpuffer verdiinnt
(1:500 Verdiinnung, gefolgt von 1:160-Ver-
diinnung), sodass die Endkonzentrati-
on 125 ng/ml betrug. Nach dem Blockie-
ren wurden die Wells 4-mal mit PBS ge-
waschen und mit 100 pl der Ranibizumab-
Losungen (12,5 ng Lucentis®/Well) 1 h lang
bei Raumtemperatur und anschliefSend
iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Im An-
schluss daran erfolgten 4 Waschvorgin-
ge mit PBS und die Inkubation mit 100 pl
HRPO-konjugiertem anti-humanem
F(ab’),-Ziegenantikorper (Dianova, Ham-
burg; mit Blockierpuffer auf 8o ng/ml ver-
diinnt) tiber 1,5 h bei Raumtemperatur.

In beiden Testreihen wurde als zusatz-
liche Negativkontrolle eine Gruppe von
Wells, die mit VEGF beschichtet waren

(ohne Ranibizumab, aber mit den sekun-
déren Antikorpern) inkubiert. Die Wells
wurden anschliefSend griindlich mit PBS
gewaschen und mit dem Tetramethylben-
zidin-Substrat (100 pl/Well, GE Healthcare,
Buckinghamshire, Grofibritannien) 15 min
lang in Dunkelheit inkubiert. Die Farbre-
aktion wurde durch Zugabe desselben Vo-
lumens 2,5 N Schwefelséure abgebrochen.
Die Extinktion bei 450 nm wurde mithilfe
eines kolorimetrisch-fluorimetrischen Mi-
kroplatten-Readers (Fluostar, BMG Lab-
tech) ausgelesen. Die mittleren Extink-
tionswerte der Negativkontrollen wurden
von den Extinktionswerten der Proben
abgezogen. Alle Verfahren erfolgten unter
Verwendung von abgestuften Pipettenspit-
zen mit geringer Proteinbindung.

Statistische Analyse

Die Daten wurden mittels eines 2-seitigen
Student-t-Tests unter der Annahme einer
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Protein Konzentration

Abb. 4 <« Gel-Elektro-
phorese und Silberfar-
bung der Gele zur Dar-
stellung des Ranibizu-
mab-Proteins (a) so-
wie Proteinkonzentra-
tion der Wirkstofflo-
sung vor (F-) und nach
Filtrierung (F+, b). Die
Filtrierung der Wirk-
stofflosung fiihrt zu ei-

ner Abschwéchung der
Proteinbanden. Der
Pfeil deutet auf ein zu-
satzliches Fragment

R2=0,9124

Proteinkonzentration
(mg/ml)

21 28 35 42 56

Abb. 5 A Proteinkonzentration in Ranibizumab-Proben, die in Kunststoffspritzen lichtgeschiitzt bei
4 °C aufbewahrt wurden. Die mittels BCA-Methode gemessene Proteinkonzentration weist einen kon-
tinuierlichen und signifikanten Abfall iiber die ersten 7 Tage auf (Darstellung der Mittelwerte mit Stan-

dardabweichung)

einheitlichen Variation unter den Proben
analysiert; p-Werte von weniger als 0,05
galten als signifikant. Die Daten sind, so-
fern nicht anders angegeben, als Durch-
schnittswerte (+SEM, Standardfehler des
Mittelwerts) angegeben.

Ergebnisse
Stabiler pH-Wert

Der pH-Wert einer Losung ist von hoher
biologischer Bedeutung, da Anderungen
in der Ladung die Proteinstruktur ver-
andern und somit die Funktion beein-
trachtigen konnen. Die Messung des pH-
Werts zeigte keinen Unterschied zwi-
schen den Wirkstofflsungen, die frisch
in Kunststoffspritzen aufgezogenen wa-
ren und denjenigen, die bis zu 21 Tage
lichtgeschiitzt bei 4 °C in Kunststoffsprit-
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zen lagerten. Der pH-Wert blieb auch bei
Raumtemperatur und Lichtexposition un-
beeinflusst (8 Abb. 1).

Integritat von Ranibizumab

Um die Integritat von frisch gefiltertem
Ranibizumab beurteilen zu konnen, er-
folgte zunachst die Gel-Elektrophorese
unter nichtdenaturierenden Bedingun-
gen. Die Silberfirbung der Gele deckt
eine prominente Proteinbande auf, die
nur 5 bis 8 mm in das Gel eingedrun-
gen ist. Dies ist auf die schwache nega-
tive Ladung von Ranibizumab im Elek-
trophoresepuffer zuriickzufiihren. Die
geringe Motilitit konnte aber zusétzlich
durch die 3-D-Struktur des Proteins be-
dingt sein. Eine Aufbewahrung der Ra-
nibizumab-Loésung in Kunststoffspritzen
bei Raumtemperatur oder bei Lichtex-

position hatte keinen signifikanten Ein-
fluss auf die detektierte Bande. Die Ban-
de war jedoch leicht reduziert, wenn die
Spritzen entweder iiber 14 Tage bei 4 °C
oder iiber 7 Tage bei Raumtemperatur
und lichtexponiert gelagert wurden. In
23 von 113 untersuchten Proben wurde
eine zusitzliche Bande entdeckt, die ein
Degradationsprodukt oder eine Verun-
reinigung der Wirkstofflosung darstellen
konnte (8 Abb. 2).

Um das Wirkstoffprotein und mog-
liche Veranderungen genauer zu unter-
suchen, erfolgte die Gel-Elektrophore-
se auch unter denaturierenden Bedin-
gungen. Dadurch liegt die Bande, die
dem Wirkstoff Ranibizumab entsprechen
diirfte, bei etwa 43 kDa. Unter zusitzlicher
Reduktion und Spaltung der Disulfidbin-
dung zwischen den 2 Molekiilketten ver-
lagert sich die Bande erwartungsgemaf3
auf 23 kDa (B8 Abb. 3). Die denaturier-
ten Ranibizumab-Proben wiesen mehrere
kleinmolekulare Fragmente auf. Die Aus-
pragung der Banden war jedoch geringfii-
gig. Die Aufbewahrung der Ranibizumab-
Proben bei 4 °C oder bei Raumtempera-
tur tiber 2 Wochen fiihrte zu keinen signi-
fikanten Verdnderungen der Hauptbande
oder der detektierten Fragmente.

Um den Ursprung der zusétzlichen
Banden zu kldren, wurde nach einem
moglichen Zusammenhang mit der Fil-
tration der Losung geschaut. Es konnte
gezeigt werden, dass das Filtern mittels
der mitgelieferten Filterkaniile eine Re-
duktion der zusitzlichen Banden und der
Gesamtproteinkonzentration hervorruft
(83 Abb. 4).

Proteinkonzentration

Zur Ermittlung der Proteinkonzentration
wurden 3 Methoden verwandt. Die Mes-
sungen erfolgten nach unterschiedlichen
Aufbewahrungszeiten der Wirkstoffls-
sung in Kunststoffspritzen und unter dif-
ferenten Bedingungen. Mit den 2 weni-
ger sensitiven Methoden (Bestimmung
mithilfe des Bradford-Assays bzw. durch
Messen der Extinktion) konnte iiber einen
langeren Zeitraum keine bzw. keine sig-
nifikante Anderung der Proteinkonzen-
tration festgestellt werden. Die Messung
mit der BCA-Methode hingegen wies auf
eine stetige und signifikante Abnahme
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Abb. 6 A Proteinkonzentration in Original-Lucentis®-Proben, die in Kunst-
stoffspritzen lichtgeschiitzt bei 4 °C oder bei Raumtemperatur mit/ohne zu-
satzliche Lichtexposition aufbewahrt wurden. Die mittels BCA-Methode ge-
messene Proteinkonzentration weist keinen signifikanten Unterschied zwi-
schen den unterschiedlichen Aufbewahrungsbedingungen auf (Darstellung
der Mittelwerte mit Standardabweichung)
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Abb. 8 A Bindungsaffinitat von Ranibizumab aus Original-Lucentis®-Proben
3 Tage nach Aufziehen in Kunststoffspritzen und lichtgeschiitzter Aufbe-
wahrung bei 4 °C und bei Raumtemperatur sowie unter Lichtexposition. Die
Platten wurden mit 2,5 ng VEGF165 beschichtet. Die Messungen erfolgten
in Triplets fiir jede Probe. Die Daten stellen die Mittelwerte mit Standardab-
weichung fiir jede Gruppe dar (*p<0,05; **p<0,001)

Abb. 9 > Ergebnisse zur Bindungsaffinitét von Ranibizumab aus Fertigsprit-
zen von 2 unterschiedlichen Apotheken an den Tagen 1, 3 und 7 (a) bzw. an
denTagen 3, 5 und 7 (b) nach Auseinzelung. Die Fertigspritzen wurden licht-
geschiitzt bei 4 °C aufbewahrt. Es besteht ein signifikanter Abfall der
Bindungsaffinitat gegendiber frisch gefiltertem und in Kunststoffspritzen auf-
gezogenem Original. Messungen erfolgten in Triplets fiir jede Probe. Die
Daten stellen die Mittelwerte mit Standardabweichung fiir jede Gruppe dar
(*p<0,05; **p<0,0001)
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Abb. 7 A Ergebnisse zur Bindungsaffinitat von Original-Lucentis®-Proben
(n=36) an den Tagen 0, 1 und 7 nach Aufziehen in Kunststoffspritzen. Die
Kunststoffspritzen wurden lichtgeschiitzt bei 4 °C aufbewahrt. Die Ergeb-
nisse sind konsistent fiir die unterschiedlich beschichteten (1,0-2,5 ng) Plat-
ten. Die Messungen erfolgten in Triplets fiir jede Probe. Die Daten stellen
die Mittelwerte mit Standardabweichung fiir jede Gruppe dar (*p<0,05;
**0<0,001)
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Affinitat von Lucentis®

der Proteinkonzentration von 11,49 +0,71
am Tag o (n=40 Proben) auf 11,05 +0,51
am Tag 1 (n=27 Proben, p<o,01), auf 10,37
+0,7 am Tag 4 (n=31 Proben, p<0.00001)
sowie auf 10,52 +0,91 am Tag 7 (n=42 Pro-
ben, p<o.oo01) hin. Nach 21 Tagen be-

trug die Proteinkonzentration nur 83 bis
79% der urspriinglichen frisch gefilterten
Wirkstofflosung (p<o,00001; 8 Abb. 5).
Die Aufbewahrung unter Raumtempera-
tur oder Lichtexposition hatte keine signi-
fikante Abweichung zur Folge (B Abb. 6).

Die biologische und somit auch die klini-
sche Wirksamkeit von Ranibizumab hén-
gen von der Bindung an VEGF ab. Nur
wenn diese Bindung vollzogen ist, wird
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VEGF dem biologischen Kreislauf entzo-
gen. Es kann seine Funktion als wesentli-
cher Faktor fiir die Angiogenese und Ge-
faflpermeabilitit nicht mehr ausiiben.

Diese Bindungsfihigkeit von Ra-
nibizumab an VEGF wurde durch das
ELISA-Verfahren getestet. Aufgrund der
hohen Relevanz dieser Ergebnisse wur-
den unterschiedliche Setups (niedrige
und hohe Plattenbeschichtung) verwen-
det, um eine hochstmogliche Zuverléssig-
keit zu erreichen. Beide Setups zeigten na-
hezu identische Ergebnisse.

Die systematische Untersuchung von
Originalproben, die in Kunststoffspritzen
aufgezogen wurden, ergab schon nach
einem Tag (Tag 1; lichtgeschiitzte Auf-
bewahrung bei 4 °C) eine signifikante
(p<0,05) Minderung der Bindungskapa-
zitdt von 16 bis 26% gegeniiber den frisch
zubereiteten Originalproben (Tag o). Die
Bindungsaffinitdt nahm in den Folgeta-
gen weiter signifikant ab (p<o,05) und
betrug nach 7 Tagen nur noch 60 bis 75%
(B Abb.7).

Vergleicht man die Bindungsaffini-
tat nach 3 Tagen unter verschiedenen Be-
dingungen, ergibt sich eine weitere signi-
fikante (p<0,05) Abnahme der Bindungs-
affinitdt um knapp 25%, wenn die Proben
lichtexponiert bei Raumtemperatur auf-
bewahrt werden (8 Abb. 8).

In einer zweiten Versuchsreihe erfolgte
ein direkter Vergleich zwischen den Ori-
ginal-Lucentis®-Proben, die frisch gefiltert
und in der mitgelieferten Kunststoffsprit-
ze aufgezogen wurden (Tag o), und den
handelsiiblichen Fertigspritzen mit ausge-
einzelter Wirkstofflosung (n=24). Es wur-
de akkurat darauf geachtet, dass die gelie-
ferten Fertigspritzen unter optimalen Be-
dingungen (lichtgeschiitzt bei 4 °C) auf-
bewahrt wurden. Die Ranibizumab-Lo-
sung war, so die Aussagen der zubereiten-
den Apotheken, am Tag zuvor ausgeein-
zelt worden. Die erste Untersuchung der
Fertigspritzen erfolgte am Tag der Liefe-
rung, d. h. die Aufbewahrungszeit betrug
1 Tag (Tag 1). Die Analyse der Fertigsprit-
zen von Apotheke 1 ergab eine signifikan-
te Minderung der Bindungsaffinitdt um
9% (p<o,01) am Tag 1, um 15% (p<0,001)
am Tag 3 und um 22% (p<0,000003) am
Tag 7. Bei den Proben der Apotheke 2 trat
eine signifikante Minderung der Bin-
dungsaffinitdt um 14% (p<o,02) am Tag 3,
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um 36% (p<o,001) am Tag 5 und um 41%
(p<o,001) am Tag 7 auf (@ Abb.9).

Diskussion

Die intravitreale Injektion von Ranibizu-
mab gilt als die bisher erfolgreichste The-
rapie bei Patienten mit feuchter AMD [1,
2]. Angesichts der aktuellen Finanzlage im
deutschen Gesundheitssystem und hoher
Therapiekosten sucht man jedoch nach
Moglichkeiten, um die Kosten zu senken.
So einzelt seit einigen Jahren eine zuneh-
mende Anzahl von Apotheken das Origi-
nalpréparat Lucentis® aus und vertreibt so
genannte Fertigspritzen mit einem Injek-
tionsvolumen von 0,05 ml. Somit kénnen
aus einer Originalpackung Lucentis® meh-
rere Patienten behandelt werden.

Der Anwender steht nun vor der Ent-
scheidung, seinen Patienten das Original-
praparat oder die Fertigspritzen mit ausge-
einzelter Wirkstofflosung anzubieten. Die
Wahl wird von diversen Faktoren beein-
flusst, die abhdngig vom Anwender unter-
schiedlich gewertet werden mégen. Zu
den Entscheidungsfaktoren, die im Fol-
genden kurz beschrieben werden, zéhlen:
== Zulassungsstatus,
== Haftung,
== Kosten,
== Umleitung der Patientenstrome,
== Infektionsrisiko
== Produktqualitit.

Lucentis® ist in seiner Originalverpackung
zur Behandlung der feuchten AMD zuge-
lassen. Dies trifft aber nicht fiir die Fer-
tigspritzen zu. Unterschiedliche Interpre-
tationen stufen den Gebrauch von ausge-
einzelten Fertigspritzen als ,,off-label use®
bzw. als zulassungsiiberschreitende An-
wendung ein. Laut Fachinformation ist
das Original zur einmaligen Anwendung
vorgesehen; der moglicherweise verblei-
bende Rest ist zu verwerfen. Damit ver-
schiebt sich die Produkthaftung vom ur-
spriinglichen Hersteller des Original-Lu-
centis® zu derjenigen Institution oder
Person, die das Originalprodukt ausein-
zelt. Die Folge ist, dass der auseinzelnde
Arzt oder die Institution fiir sémtliche zi-
vilrechtliche Folgen allein haftet. Diesem
Aspekt steht die Tatsache gegentiber, dass
durch die Auseinzelung die Medikamen-
tenkosten pro Anwendung deutlich redu-

ziert werden. Dies kommt den Kostentra-
gern und letztendlich dem Gesundheits-
system zugute. Um das Einsparpotenzial
optimal auszuschépfen, ermoglichen ver-
traglich festgelegte Anreize fiir den An-
wender sowie ein vereinfachter Thera-
piezugang des Patienten eine Umleitung
der Patientenstrome zur kostengiinstige-
ren Alternative.

Allerdings ist zu bedenken, dass das
durch die Auseinzelung notwendige Poo-
ling [3] als ein zusatzlicher Schritt auf dem
Weg vom Originalbehalter zur letztend-
lich am Patienten angewendeten Spritze
hinzugefiigt wird. Theoretisch entsteht
hierdurch ein zusitzliches Kontamina-
tionsrisiko. Es ist aber davon auszugehen,
dass die Auseinzelung in professionell ein-
gerichteten Strukturen unter Beachtung
der notwendigen Kautelen erfolgt. Eine
Zunahme von iatrogenen Infektionen ist
deshalb weder verzeichnet noch wahr-
scheinlich. In den von uns untersuchten
Fertigspritzen konnte eine mikrobiologi-
sche Kontamination ausgeschlossen wer-
den (Ergebnisse nicht dargestellt).

Sieht man somit von den zulassungs-
und haftungsrechtlichen Nachteilen und
dem erhohten Kontaminationsrisiko ab,
stellt sich die Frage, ob die kostengiins-
tigere Alternative dem Originalpriparat
qualitativ ebenbiirtig ist. Bisher wurden
keine Vergleichsstudien beziiglich der kli-
nischen Wirksamkeit durchgefiihrt, und
es ist nicht zu erwarten, dass entsprechen-
de Studien mit einer ausreichenden Evi-
denzstirke begonnen werden. Eine Aus-
sage Uber die klinische Wirksamkeit eines
Wirkstoffs aus Fertigspritzen gegeniiber
dem Originalpréparat wire deshalb rein
spekulativer Natur. Ziel unserer Arbeit
war es deshalb, die Qualitiat anhand re-
levanter biochemischer Parameter zu be-
urteilen.

Die pH-Wert-Analyse ergab keine
Verschiebung durch eine Lagerung der
Wirkstofflosung in Kunststoffspritzen
iiber einen langeren Zeitraum. Auch die
Lichtexposition und die Aufbewahrung
bei Raumtemperatur hatten keinen Ein-
fluss auf den pH-Wert. Die Analyse des
Proteins mittels SDS-PAGE-Gel-Elek-
trophorese zeigte eine leichte, mit die-
ser Methode jedoch nicht als signifikant
einzustufende Abschwichung der Prote-
inbande, die das Wirkstoffmolekiil dar-



stellt. Auch bei dieser Untersuchung fie-
len keine Verdnderungen auf, die durch
Exposition der Proben an Raumtempera-
tur oder Licht hatten verursacht werden
konnen. Allerdings traten Fragmente
auf, die man eventuell als Degradations-
produkte einstufen kann und die durch
das geforderte Filtern der Wirkstoftl5-
sung reduziert werden konnten. Im Ein-
klang hierzu zeigte die Analyse der Pro-
teinkonzentration eine Reduktion durch
den Gebrauch des vom Hersteller mit-
gelieferten und empfohlenen Filters.
Durch die sensitiveren Nachweismetho-
den (UV-Spektrophotometrie und BCA)
bestatigte sich der in der SDS-PAGE ent-
standene Verdacht auf eine Abnahme des
Proteins iiber die Aufbewahrungszeit in
Kunststoffspritzen. Ein stetiger und sig-
nifikanter Abfall der Proteinkonzentra-
tion korrelierte mit der Aufbewahrungs-
zeit in den Kunststoffspritzen. Eine Er-
klarung hierfiir konnte die Absorption
des Wirkstoffproteins an den Spritzen-
winden sein. Lichtexposition und Raum-

temperatur hatten keinen weiteren nega-
tiven Einfluss.

Die fiir die biologische Wirksamkeit
aussagekraftigste Untersuchung war die
Uberpriifung der Bindungsaffinitit des
Wirkstoffs. Die systematische Untersu-
chung von Original-Lucentis®-Proben,
die unter kontrollierten Bedingungen in
Kunststoffspritzen aufgezogen und auf-
bewahrt wurden, zeigt signifikante, biolo-
gisch relevante Verdnderungen. Die Bin-
dungsaffinitit von Ranibizumab nimmt
schon wihrend eines Tages signifikant
ab und weist auch an den Folgetagen eine
progrediente und signifikante Abnahme
der Wirksambkeit auf. Dieser Prozess ver-
starkt sich, wenn die Spritzen nicht sach-
gerecht aufbewahrt und Licht und Raum-
temperatur ausgesetzt werden.

Die Abnahme der Wirksambkeit kor-
relierte mit der Bindungsaffinitit, die in
kommerziell erhiltlichen Fertigspritzen
mit ausgeeinzelter Ranibizumab-Lésung
untersucht wurde. Der frithestmogliche
Zeitpunkt, die Fertigspritzen zu erhal-

Hier steht eine Anzeige.

@ Springer

ten und zu untersuchen, war 1 Tag nach
erfolgter Auseinzelung. Es wurde darauf
geachtet, dass die Fertigspritzen im Dun-
keln bei 4 °C aufbewahrt wurden. Unter
diesen optimalen Bedingungen zeigte die
Untersuchung der Proben aus Apotheke 1
eine signifikante Abnahme der Bindungs-
affinitit um 9% nach 1 Tag und eine wei-
tere signifikante Reduktion nach 3 (-15%)
und 7 Tagen (-22%; p<o,001). Die Aus-
wertung der Proben von Apotheke 2 er-
gab sogar eine signifikante Abnahme um
36% nach 5 Tagen und um 42% nach 7 Ta-
gen (p<0,0001).

Die Abnahme der Bindungsaffinitit
und somit die Reduktion der biologischen
Wirksamkeit von Ranibizumab aufgrund
der Aufbewahrung in Kunststoffspritzen
konnte durch eine Absorption des Wirk-
stoffmolekiils an den Kunststoffwidnden
der Spritzen bedingt sein. Eine aktuelle
und dhnlich gestaltete Untersuchung aus
den USA zu ausgeeinzeltem Bevacizumab
ermittelte einen dhnlichen Wirksambkeits-
verlust, macht aber auch eine mogliche



Fachnachrichten

Proteinaggregation verantwortlich [4].
Zwei weitere Arbeiten zeigen einen Wir-
kungsverlust durch das Einfrieren der Be-
vacizumab-Wirkstofflosung [5, 6], wohin-
gegen eine dritte Studie keinen Wirkungs-
verlust fand, wenn Bevacizumab tiefge-
froren bis zu 6 Monate lang in Kunststoff-
spritzen autbewahrt wurde [7].
Zusammenfassend ldsst sich feststel-
len, dass eine Aufbewahrung von Ranibi-
zumab in Kunststoffspritzen zu einer sig-
nifikanten und progredienten Wirkungs-
abnahme von Ranibizumab schon ab dem
ersten Tag fiihrt. Dies gilt auch fiir kom-
merziell erhéltliche Fertigspritzen. Auch
wenn fiir ausgeeinzeltes Ranibizumab
eine klinische Wirksamkeit anzunehmen
ist, so ist aufgrund der vorliegenden Er-
gebnisse zu erwarten, dass diese gegen-
tiber dem frisch aufgezogenen und unmit-
telbar injizierten Lucentis® geringer aus-
fallen kann. Die beiden Phase-III-Studien
MARINA und ANCHOR zeigen, dass die
geringere Dosierung (0,3 mg) gegeniiber
der spiter zugelassenen Dosis (0,5 mg) in
der Jahreskontrolle ein schlechteres Er-
gebnis erzielte [1, 2]. Ohne Zweifel birgt
eine falsche Anwendung mit Verlust oder
Nichteinbringen des vorgeschriebenen
Volumens [8] einen weiteren Effektver-
lust. Umso wichtiger ist es, dass der tat-
sichlich in den Glaskérperraum gelang-
te und dort verbliebene Wirkstoff seine
volle Wirksamkeit besitzt und nicht lage-
rungsbedingt ein zusatzlicher Verlust der
Wirksamkeit und somit des zu erwarten-
den klinischen Effekts vorliegt. Der Ein-
satz von Fertigspritzen ldsst demnach mit
zunehmender Aufbewahrungszeit nach
Auseinzelung ein schlechteres Ergebnis
fir jeden einzelnen Patienten erwarten.
Um der Pflicht nach einer ordnungs-
gemaflen Patientenaufklarung gerecht zu
werden, muss der behandelnde Augenarzt
vor der Applikation einer durch Auseinze-
lung hergestellten Ranibizumab-Fertigs-
pritze auf folgende Aspekte eingehen:
== geringere Wirksambkeit,
== Zulassungsiiberschreitung,
== potenziell erhohtes Infektionsrisiko,
== verdnderte Haftungssituation im Ver-
gleich zum Originalpraparat.
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Jahrestagung Humangenetik
der GfH, OGH und SGMG
Regensburg, 16.-18.03.2011

Vom 16.-18.03.2011 findet in Regensburg die
22. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft
fiir Humangenetik statt, gemeinsam mit der
Osterreichischen Gesellschaft fiir Humange-
netik und der Schweizerischen Gesellschaft
fiir Medizinische Genetik.

Themen:

- Human Evolution

- New Frontiers in Clinical Genetics

- Genome Structure and Long-range Gene
Regulation

- Understanding Complex Diseases

- Small RNA-World (microRNAs)

- Retinal Degeneration: a Paradigm for Gene-
tic Disease and Treatment

Alle aktuellen Informationen zum wissen-
schaftlichen Programm, Keynote Lecture,
Educational Sessions, Qualitatssicherungs-
Workshops, Sitzungsterminen und Rahmen-
programm erhalten Sie tiber die Internetseite

www.gfhev.de

Bitte melden Sie sich direkt tiber die Webpa-
ge zur Tagung an und nutzen Sie die giinsti-
gen Friihbuchertarife.

Quelle:
Deutsche Gesellschaft fiir Humangenetik e.v.,
www.gfhev.de



