
平成20年度 薬事・食品衛生審議会  

血液事業部会運営委員会・安全技術調査会合同委員会  

議事概要（前半の部）  

日時：平成20年4月8日（火）13：00～16：45  

場所：九段会館「鳳風の間」  

出席者：   

（運営委員会）高松委員長、大平、岡田、高橋、花井、山口（照）各委員   

（安全技術調査会）吉澤委員長、今井、内山、杉浦、高本、新津、半田、水落、山  

口（－）、脇田各委員（欠席：菊池委員）   

（事務局）黒川大臣官房審議官、新村血液対策課長、埴村血液対策企画官、秋野  

補佐 他   

（採血事業者）日本赤十字社血液事業本部 田所経営会議委員、日野副本部長  

議 題：1．不活化技術導入に関するヒアリング（公開）  

信州大学医学部附属病院先端細胞治療センター  

副センター長 下平 滋隆氏  

2．不活化技術を有する事業者からのヒアリング（非公開）  

（1）マコファルマ社及び株式会社アムコ  

（2）BCTJapan株式会社（lRガンブロ株式会社）  

（3）シーラス社及びバイオワン株式会社  

3．その他  

（審議概要）  

議題1につし！三  

信州大学医学部附属病院先端細胞治療センター副センター長 下平 滋隆氏   

から、不活化技術導入に関して説明後、委員から以下のような意見や質問が出さ   

れた。  

○ 輸血が導入された時点から、輸血による感染症への対策は長年の課題であっ  

たが、現状ではリスクはゼロとまではいかないまでも、安全性は非常に向上してい  

る。  

○ 不活化技術導入の目的として、既知の病原体のリスク低減化、未知の病原体  

に対する備え、検査等のコストの削減という3点に整理できるかとの質問に対し、下  

平氏より、前述の2つについてはメリットと思うが、コストについては最初からの目的  

ではなく。、結果として得られるメリットである。また、使用期限の延長や血渡の有効   



利用という点もメリットとして挙げられると思うとの回答があった。  

○ 不活化技術は、効果がある病原体と効果が不十分な病原体があるので、すべ  

ての検査を代替できるものではなく、一つの方策として考えるべき。  

○ 輸血に伴う感染症には歴史があるが、種々の検査法によって安全性が確立さ  

れてきた中、なぜ突然の不活化技術の提示なのかとの質問に対して、下平氏より、  

99．99％まで安全性は確立されたものだと思うが、世界的な動向を踏まえ、より安＼  

全性の高い技術が確立されていれば、それを導入してリスクを限りなくゼロに近づ  

けるよう日本でも検討すべき時期ではないかと考え提言した、との回答があった。  

○ 提案の順番としては、不活化技術の検討よりも先に、ヘモビジランスの強化、輸  

血の安全基準の国民への周知が先にあるべきではないか。また、不活化技術はメ  

リットに加えて、ある程度限界があるということも示すべきではないか。  

○ 素晴らしい提言だが、外国に追従する必要はなく、我が国としてのパラダイムシ  

フトを考えるべきである。不活化技術を承認することと導入することは区別して検討  

すべき。  

○ 不活化技術を導入することによって、新たな副作用が出るのではないか。また、  

凝固因子活性の低下によって、一人当たりの必要量が増えざるを得ないのではな  

いか。  

○ 不活化技術等、現状の体制に更なる安全対策を導入しても、未知の病原体に  

対して、必ずしも効果があるとは限らないというのがFDAの考え方だと聞いたがど  

うか、との質問に対し、下平氏より、デング熱や鳥インフル工ンザ等の新興・再興感  

染症に対しては導入するメリットはあると思う、との回答があった。  

○ 新しい血液の安全性についての提言と理解したが、不活化が導入されることだ  

けで、社会が先行してしまうのではないか、という危慎が感じられる。日本では全体  

をカバーできるヘモビジランスを更に確立すべきだと思う。日本とヨーロッパの安全  

性について、溝が狭まったところで不活化技術導入を議論するのが望ましいのでは  

ないか。  

○ 中国等で導入が検討されている背景には、日本と異なる地域的な問題もあると  

思うが、日本で不活化技術導入を急がなければいけない根拠は何か、との質問に  

対して、下平氏より、感染症の状況は国によって違うが、日本では社会的な背景と  

して川∨が増加していること、鳥インフルエンザウイルスなどのウイルスがブレイク   



したときの対策の一つとして検討する必要があること、との回答があった。  

○ 日本人は因果関係が明らかなものに対してはゼロリスクを求める傾向がある  

が、不活化によってどこまでリスクが下げられるのか、との質問に対して、下平氏よ  

り、献血ドナーを対象とした場合、HBV、HCV、HIV、細菌感染も含めて、確立した  

技術であれば、限りなくゼロに近い水準に近づけられると思う、との回答があった。  

○ フランスのように、日本でもヘモビジランスが更に確立される必要があるが、そ  

れと不活化技術の導入は別の話である。輸血の歴史は感染症の歴史と密接に関  

連しており、新しい病原体が出てくるたびにそれに対応する検査が導入されてき  

た。なお、不活化が導入されるためには、2つの条件があると思う。1つは核酸を有  

している全ての病原体に対して効果があること、もう1つは全ての血液製剤に対し  

て適用できる技術であること、である。  

○ なぜ今不活化導入が必要と考えるのか、との質問に対し、下平氏より、新しい  

技術を導入して日本が世界で一番安全な血液製剤を供給できることを目指してい  

ただきたい、との回答があった。  

○ 献血者におけるHIV陽性者の増加率は社会的に増加しているHIV感染者の増  

加率よりも低い。社会的なHIV感染者の増加率よりも輸血による感染のリスクは低   

いと考えられる。  

○ 日本において、献血におけるHIV感染はHIV陽性者が特定の目的で献血に訪  

れるところに問題がある。蔓延している外国と違って感染数は多くはなく、感染早細  

での献血は極めて稀と考えられる。  

○ 新興感染症についてはウイルス量が少ないという保証はなく、不活化技術にも  

限界があるとのことなので、矛盾点なく説明されたい、との意見に対し、下平氏よ  

り、新興感染症のブレイクと血液供給は次元の違う提示だったので、1つの参考と  

していただきたい、との回答があった。  

○ 不活化技術は全ての製剤に適用するのか、それともユーザーが選択できるよう  

に従来の製剤も残すのか、との質問に対し、下平氏より、諸外国のように、段階を  

踏んで必要に応じて需給調整していくことになるであろうとの回答があった。  

○ 不活化技術導入は、新興感染症が起こったときに対処できる体制を構築すると  

いう提案なのか、全面導入を求めているのかが不明瞭ではないか。   



○ 欧米といっても、亜熱帯地域を領土として有している国がその地域での導入を  

検討しているものなので、一つの国としてまとめて説明すると誤解が生じるのでは  

ないか。  

○ ヘモビジランスは重要であり、輸血後を観察して副反応が起こったときに具体的  

にエビデンスに基づいて対処することが重要だが、エビデンスのない状態で不安を  

あおるのは避けた方がよいと思う。  

○不活化技術を導入することで現状の検査の何を廃止できるのか、との質問に対  

し、下平氏より、GVHDのための放射線照射や白血球除去フィルターは不要になる  

であろうと考えられるが、検査の廃止については別の検討で安全の基準を示す必  

要があるとの回答があった。  

O GVHD予防のための血液照射が不要になるといっても、40年近く種々の検討  

を行った末、血液照射でGVHDが予防できることが分かってきたものである。原理  

的に可能であっても、照射の廃止はエビデンスを確認しながら慎重に行わないとい  

けない。白血球除去についても同様である。また、危倶されるデメリットに対して説  

明が少ないので追加で説明されたい、との意見に対し、下平氏より、ここでは総論  

的な部分を示したが、提示できない詳細な内容は査察・視察等で入手していただき  

たい、また欧州のデータで非溶血性の副作用が低減化されているという記述もあっ  

た、との回答があった。  

○ 安全性の高い技術の導入に反対意見はないと思うが、不活化による新たな副  

作用の発生という懸念が払拭されない限り、導入に対しては慎重にならざるを得な  

い。EUでは16か国が導入しているといっても、不活化が導入された製剤の供給量  

は1か国当たり平均1万製剤にも満たなく、各国ともに慎重に使用しているのだろう  

と思う、との意見に対し、下平氏より、やはり化合物と光線照射を組み合わせた技  

術なので、毒性試験の専門家による評価や臨床試験での安全性の評価は今後の  

課題だと思う、との回答があった。  

○ 輸血の安全性と輸血製剤の安全性は必ずしも同じではない。輸血には感染症  

以外のリスクもあり、それらを監視するシステムは重要である。  

以上  

ー ‾▼   



平成20年2月27日開催血液事業部会運営委員会・  
安全技術調査会 合同委員会配布資料  

輸血用血液製剤の更なる安全性向上に向けて  

1．輸血後肝炎発症率の推移  

2．輸血用血液製剤の安全対策  

献血血液の流れ  安全対策  対象病原体等  

本人確認、問診・検診‥・・＝＝・ ウエストナイル熟、SARS等  献血受付  

徹底した皮膚消毒…・＝＝…・ 皮膚常在菌  

初流血除去  

病原体の抗原・抗体検査・”・‥・ HBV、HCV、HtV、HTLVl、梅毒、  

ヒトハ0ルポウイルスB19  

核酸増幅検査（NAT）＝・＝……・ HBV、HCV、HIV  

肝機能検査  ＝……＝‥ HEV、HAV等の肝炎  

必要に応じた検査 ＝…・＝・＝・ サイトメガロウイルス   

保存前白血球除去 ＝…■＝・＝ エルシニア菌等の細菌  

サイトメガロウイルス（CMV）  

新鮮凍結血渠の貯留保管・・・・・献血後に発症した病原体  

副作用・感染症情報の収集  

遡及調査   



3．安全対策の変遷（平成11年10月以降）  

受付・問診   検 査  製 剤  その他  

海外渡航歴等による   

献血制限   
スクリーニングNAT   その他   保存前白血球除去   初流血除去   遡及調査   貯留保管＊   

HBV、HCV、HIVのNAT  

‘00  （500検体プール）  AJT検査の実施  
年  （1999年～）  

以  NATの精度向上  

（50検体）  

（2000年～）  

‘03－   帰国後3週間  遡及調査  

‘04－   帰国後4週間   
NATの精度向上  

（20検体）  
成分献血由来血小板  

‘05～   英国滞在歴者  北海道でのHEV－NAT  
新鮮凍結血渠の  

貯留保管   

‘06－   プラセンタ注射剤投与者  
成分献血由来  成分献血由来  

新鮮凍結血焚  血小栃  

‘07－  
全血献血由来の  全血献血由来の  

輸血用血液製剤  輸血用血液製剤  

‘08～  
CLE仏法の感染症検  

次世代NATへの移行  
査への順次移行  

成分献血由来  

新鮮凍結血祭  

対象とする病原体等  

新興・再興感染症の病原体  
HBV、HCV、HIV、  エルシニア菌等の細  

（ウエストナイル熟、SARS等）   
HTL≠1、梅毒スピロヘー  菌、CMV等  

皮膚常在菌   
HBV、HCV、   

異常プリオン   

HBV、HCV、HIV  
タ、ヒトハ○ルホ●ウイルスB19、  免疫学的副作用  HIV   等   

その他肝炎ウイルス     （主に発熱性副作用）  

＊貯留保管二有効期間が採血後1年間の新鮮凍結血渠を対象とし、180日間保管した後に医療機関に供給することにより、期間中に得られる遡及調査等の感染症情報lこ   
基づく感染リスクの高い血液製剤を除外する安全対策をいう。   



4．日本と諸外国の安全対策と輸血後感染の残存リスク  

1）肝炎ウイルス等  

運営主体   
NβJ実施項目  

HBV   HCV   卜‖∨  Ⅵ／NV  B19   
プール数   残存リスク   確認症例  

HBV7．69：1，000，000  
2000～2006年の7年間  

日本赤十字社   ○   ○   ○  20  HCVO．09：1，000，000  
HBV70（10．00／1年間）  

H】VO．09：1，000，000  
HCV2（0．29／1年間）  

州Vl（0．14／1年間）   

HBV4．88：1，000，000※3  
HCVO．56：1，000，000※4  2005年  

アメリカ赤十字  ○   ○   ○  16  
HlVO．43：1，000，000※4  

HCV 2 

WNV2．86：1，000，000※10  
HlVl   

HBV2．20二1，000，000※5  2006年  

英国血液サービス  ○   ○り   ○  96  HCVO．05：1，000，000※5  ウイルス感染  

HlVO．22：1，000，000×5  確認例なし   
HBVl．00：1，000，000※6  

ドイツ赤十字   ○   ○   ○  ○   96  HCVO．05二1，000，000※6  
2002～2003年  

HlVO．05：1，000，000※6  
HBV7   

HBVl．00：1，000，000※7  2004年  

○★2  
フランス血液機構   （海外県）   ○   ○  8／24  HCVO．17：1，000，000※7  HBV 1 

HlVO．26：1，000，000※7  
HCV 1 
CMVl   

u  

HBV：B型肝炎ウイルス、HCV：C型肝炎ウイルス、HIV：ヒト免疫不全ウイルス、WNV：ウエストナイル熱ウイルス、B19：ヒトハOルホやウイルスB19  

日赤データは遡及調査及び感染症報告（2000．2～2003．1の約4年間）から50プールNATスクリーニング陰性で個別NAT陽性の推計値から算出した。   



2）細菌等  

細菌培養  

運営主体  （血小板製剤の  残存リスク   確認症例   

有効期間（日数））  

症例が僅かであるため、リスクの推定は困難  

RBC7年間の供給本数約2，356万本  
（2000～2006年の7年間）  

日本赤十字社■8   
（3）  PLT7年間の供給本数約492万本  

細菌感染5（内死亡例2）：0．71／年  
マラリア1（1994年）、バベシア1（1999年）   

○   米国＊10 RBC細菌感染1：40，000～1：5，000．000   （2005年 アメリカ赤十字）  

アメリカ赤十字＊9  （5）   PLT敗血症l：59，000（singledonor）  細菌感染 8（内 死亡例 2）、バベシア 2   

マラリア1：1，000，000～5，000，000  

英国血液サービス…   
○   欧州（英国、フランス等であるが詳細不明）＊10   （2006年）  

（5／7）  PLT敗血症1：11，000（プール）  細菌感染 2   

ドイツ赤十字＊t2   
（2002～2003年）  

（5）  参考）   細菌感染27   

フランス血液機構呵3   
マラリア11件／10年  （2004年）  

（5）  細菌感染10   

血小板期限については、採血日をday＝0として表記した。  RBC赤血球製剤、PLT血小板製剤   

．Iゝ  

血小板は20～240cで振とうしながら貯蔵するため、細菌が増殖しやすく、有効期間の短いほど、細菌感染事故の危険性は低くなるい  

5．スクリーニング検査を実施していない病原体   

1）肝炎ウイルス  

HAV、HEV（ただし、北海道地域限定で調査中）  

2）その他ウイルス  

些y（都道府県単位規模でのNATスクリーニングを準備中）  

SAR写、デング熱ウイルス、麻しんウイルス、  

3）細菌   

皮膚常在菌（初流血除去で感染リスク低減）  

エルシニア菌（保存前白  血球除去で感染リスク低減）等の細菌  

4）その他病原体等  

プリオン、マラリア、バベシア、  トリパノソーマ（シヤーガス病）  

鳥インフル工ンザ等  リーシュマニア   

注）下線の病原体は不活化効果がある程度、期待できると思われるもの   
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日本赤十字社血液事業本部  

1．感染性因子の不活化技術評価   
輸血用血液製剤の不活化技術について  

化学物質を用いた感染性因子（ウイルス・細菌一原虫等）の不活化技術とは、化学物質に1定波長の光を照射する時に発生す  

る活性酸素による感染性因子の核酸の破壊、または感染性因子の核酸に化学物質が直接結合することにより、感染性因子の複製  

を阻害し、死滅させる技術をいう。薬剤を用いずに遠紫外線（UVC）照射のみで病原体を不活化する技術が開発されつつある。   
感染性因子不活化技術のうち、一部の諸外国で製造承認されているのは3種類（メテレンブルー、アモトサレン（S－59）、リボ  

フラビン）であり、それぞれの特性により、血柴又は血小板製剤の不活化が可能である。赤血球製剤に対する不活化技術は開発  
途上にあり、臨床に応用できるものはない。しかし、どの技術もーつの方法であらゆる感染性因子を不活化できるものではない。  

1）不活化技術の概要  

不活化技術   基本仕様   血菜製剤   血小板製剤   赤血球製剤   

メチレンブルー  作用機序   核酸破壊  

照射光の波長   可視光  

不活化が有効とされる病原体   エンヘ’ロープウイルス、一部原虫等  

開発メーカー   マコファルマ社（仏）  

容量規格（mL）   200～315   

リボフラビン   作用機序   核酸破壊  

照射光の波長   近紫外線  

不活化が有効とされる病原体   工ンヘ●ロープウイルス、一部細菌、原虫等  

開発メーカー   ナゲィがント社（米）  

容量規格（mL）   170～360   170～360（10単位以上）   

アモトサレン   作用機序   核酸との結合  

照射光の波長   近紫外線  

不活化が有効とされる病原体   工ンヘサロープウイルス、一部細菌、原虫等  

開発メーカー   シーラス社（米）  

容量規格（mL）   400～650   255～325（15～20単位以上）   

イナクチン  

S303等   
開発状況  前臨床開発段階  

の  



日本赤十字社血液事業本部   

2）その他の血小板製剤の不活化技術   

ドイツで開発中のUVC照射のみによる不活化技術について情報収集中であり、CE－Mark取得後に日本赤十字社による評価予定   
同法により1分間のUVC照射で広範囲の病原体を不活化できると公表されている。   

3）感染性因子不活化効果  

開発メーカー及び日本赤十字社による評価（別添1）   

4）凝固因子活性及び血小板等に及ぼす影響  

開発メーカー及び日本赤十字社による評価（別添2）   

5）感染性因子が不活化された製剤の安全性 （別添3）  

開発メーカーからの情報   

6）諸外国における不活化技術の導入状況   （別添4）  
、」   



日本赤十字社血液事業本部   

7）血祭製剤への不活化技術導入時における実作業について  

【現行】  血液センター  医療機関  

供
給
q
 
 

【導入時】  血液センター   医療機関  

0⊃  

【導入時の製造体制】年間新鮮凍結血菜製造量20万L（95万本）、1本の容量210mL、一日あたりの製造本数約4，000本   

製造規模   処理能力：8本／時間／台   

9台  
500本／日の血液センター  

超薗駒野．・7鯛   

18台  

1，000本／日の血液センター  

超箇鏡野．・7席ノ野  

β～飢晩節以内  

慧＝〇牒  



日本赤十字社血液事業本部   

2．不活化技術導入に際しての論点の整理   

（1）不活化効果  

（2）製剤への影響  

（3）製剤の安全性  

（4）実作業への影響  

（5）全国一律導入と段階的導入   



1．感染性因子不活化効果  

1）論文報告（各開発メーカー資料）による評価の概要   

メテレンブルー   リボフラビン   アモトサレン  

血柴   血小板   血小板   

HIV   ＞5．5   ＞4．4   ＞6．0  

HBV   ＞4．9  ＞5．5  
ウ  
イ  ＞6．2（BVDV）  ＞4．5  
ル  
ス  ＞4．0  

WNV   ＞6．5   ＞5．1  

SARS  

HAV   0．0  

£印／抽〝m肋  ＞4．1   ＞6．6  

細  ＞3．5   ＞6．5  

菌  ＞4．9  

re〃ね／℃CO伽∂  ＞5．9   

r月牙伽  ＞6．8  

原  〉5．0   ＞5．2  

虫  ＞7．0  

rc化成  ＞5．3   

－：データなし  

10  
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1．凝固因子活性及び血小板等に及ぼす影響  

1）凝固因子活性  

凝固因子活性の低下率 20％以下（青色）  

30％以下（黄色）  

40％以下（桃色）  

① メテレンブルー  

A（n＝10）   B（n＝10）   C（n＝10）   D（n＝10）  

正常血策  
MB処理血渠  

パラメーター  凝固因子  MB  
未処理  －300c  －300c  

活性参考値  処理血祭  
6ケ月保存   6ケ月保存   

Fibrinogen（g／L）   2－4   3．03   2．36   2．04   2．94   

FactorV（％）   70－120   105．7   96．4   83．2   89．5   

FvWAg（％）   60－150   143．6   122．2   128．0   130．3   

activity（％）   60－150   143．6   138．6   84．0   87．4   

FactorⅦ【（％）   60－150   114．0   86．1   76．1   101．1   

FactorⅨ（％）   60－150   99．2   85．7   86．0   98．6   

FactorXI（％）   60－140   85．5   65．7   64．4   86．7   

ProteinC（％）   70－140   120．7   112．6   103．0   108．4   

ProteinS（％）   70－140   83．8   81．4   71．2   81．6   

ATⅢ（％）   80－120   105．8   93．9   101．9   104．4   

C3a（mg／L）   100－400   124．2   124．0   143．1   146．8   

C5a（〟g／L）   0．9－15．4   7．5   10．9   23．9   15．1   

マコファルマ社資料による  

11   



②リボフラビン  

正常血祭凝固   コントロール   コントロール   リホ●フラビン処理   リホ●フラビン処理  

パラメーター  因子活性   新鮮血祭   新鮮凍結血策   新鮮凍結血祭   新鮮凍結血祭  

参考値   平均（Min．－Max．）   平均（Min．一Max．）   平均（Min．－Max．）   平均（Min．－Max．）   

Fibrinogen  229（162－276）  
145－385   304（217－349）  315（213－401）  

（mg／dL）  （76％）   （75％）   

Fibrinogen  315（266－374）  
145－385   364（302－426）  362（298－432）  

（mg／dL）  （8澗）   （87％）   

F II 0．78（0．．姉  
0．65－1．54  0．93（0．78－1．00）  0．99（0．81－1．17）   

（Ⅰ．∪ノmL）  （8   （80％）   

FV  0．79（0．65－0．94）  
0．54－1．45  1．06（0．97－1．24）  1．14（0．96－1．38）  

（Ⅰ．∪ノmL）  （74％）   （74％）   

F VII 0．91（0．62十1側）－  
0．62－1．65  1．00（0．70－1．19）  1．05（0．72－1．32）  

（Ⅰ．∪ノmL）  （91％）   （隠 

F VIII 0．65（0．32－1．15）  
0．45－1．68  1．01（0．58－1．69）  0．94（0．54－1．70）  

（Ⅰ．∪ノmL）  （64％）   （64％）   

F IX 0．73（0．51－0．89）  
0．45－1．48  0．94（0．69－1．12）  0．91（0．63－1．16）  

（Ⅰ．∪ノmL）  （78％）   勧め 

FX  0，7机0．  
0．68－1．48  0，97（0．78－1．20）  1．03（0．79－1．20）   

（I．∪ノmL）  （8 （78％）   

F VlII 0．65（0．32－1．15）  
0．45－1．68  1．02（0．58－1．69）  0．94（0．54－1．70）  

（Ⅰ．∪ノmL）  （64％）   （64％）   

ガンブロ社資料による  

12  
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③アモトサレン（商品名：インターセプト）  

正常血策   アモトサレン未処  アモトサレン処理  アモトサレン処理  

パラメータ  凝固因子  理血渠   血渠   前後の活性比較   

活性参考値  

PT（n＝14）   11．卜13．5秒   11．2±0．3秒   11．6±0．3秒   1．0±0．1秒   

APTT（n＝14）   23．0－35．0秒   26．8±1．4秒   29．1±1．7秒   4．3±1．8秒   

Fibrinogen  167－379mg／dL  290±40mg／dL  209±36mg／dL   72±5％   

（n＝91）  

FⅡ（n＝59）   71－127∪／dL   96±111∪／dL   85±11IU／dL   88±4％   

FV（n＝91）   77－153∪／dL   130±23ル／dL   119±19ル／dL   92±7％   

FⅦ（n＝91）   58－166∪／dL   123±32IU／dL   95±20IU／dL   78±6％   

FⅧ（n＝91）   67－235∪／dL   157±35IU／dL   115±281∪／dL   73±7％   

FⅨ（n＝91）   63－143∪／dL   108±21IU／dL   88±16IU／dL   82±4％   

FX（n＝59）   66－134∪／dL   100±13IU／dL   86±11IU／dL   86±3％   

FXI（n＝91）   62－142∪／dL   130：±221∪／dL   87：±181∪／dL   86：±5％   

FXⅢ（n＝26）  110±11IU／dL   102±101∪／dL   93±3％   

vwF（n＝12）  114±44IU／dL   111±41IU／dL   97±8％   

Y．Singh，etal；Transfusion46；1168：2006  

13   



2．血小板機能に対する影響  

1）リボフラビン  

コントロール  
パラメーター   

リボフラビン処理  
単位  

血小板（N＝20）  血小板（N＝30）   

pH（220c）   NA   7．48：± 0．06   7．13 ± 0．13   

乳酸発生率   
mmol／1012ce‖s／hr   0．032 ± 0．006   0．056 ± 0．012   

グルコース消費率   mmol／1012ce”s／hr   0．019 ± 0．004   0．033 ± 0．007   

PO2   mmHg   54 ±15   38 ± 2   

PCO2   mmHg   26 ± 3   28 ± 2   

P－セレクチン   ％   17．9 ± 7．0   41．7 ±15．1   

スワーリング  3 ± 0   2．9 ± 0．6   

％HSR   ％   72．3 ±10．9   72．3 ± 8．3   

Morphologyscore  254 ± 20   270 ± 27   

血小板濃度   103／いl   1662：±107   1395 ±106   

総血小板数   ×10‖   4．5 ± 0．2   3．9 ± 0．3   

ガンブロ社資料による  

2）アモトサレン  ＊：被検試料と対照との有意差p≦0．05Studentpairedt－teSt（桃色）  

保存5日目  

（平均±標準偏差）  
パラメーター  

コントロール対照群   アモトサレン処理群  

（N ＝ 6）   （N ＝ 6）   

pH（37℃）   6．94±0．12＊   6．80±0．07   

乳酸（mM）   10．5±2．1   11．3±1．7   

グルコース（mM）   3．6±1．7   2．5±0．8   

pO2（mmHg）   40．9±11．2＊   69．9±22．5   

PCO2（mmHg）   29．9±2．9＊   24．2±3．3   

P－セレクチン（発現率％）   31．0±4．9＊   51．7：±7．0   

％HSR   58．5：±5．6   58．8±10．1   

形状変化の程度（ESC ％）   14．6±3．8＊   9．7：±2．4   

ATP（nmol／108血小板）   5．2±1．1＊   4．6：±0．8   

LDH放出（融解率％）   3．0±0．6＊   7．0±2．1   

Morphologyscore（0－400）   299±14＊   286 f 1 7 

HCO3‾（mM）   6．3±1．0＊   3．7±0．6   

総血小板数（×10‖／単位）   4．1±0．5＊   3．7±0．5   

シーラス社申請資料による  

被検血小板：アフェレーシス採血・16時間CAD処理済  

14  
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安全性試験（前臨床試験）の結果  

技  

メテレンブルーり   リボフラビンl）   
ヽ  

アモトサレンり2）  

陰性   陰性   陰性  

陰性   陰性   陰性  

陰性   陰性   陰性  

陰性   陰性   陰性  

陰性   陰性   陰性  

験  陰性   
陰性3）－   陰性   

ty 
＿4）   

陰性   陰性   

不活化  

試験項目  

急性毒性  

慢性毒性  

遺伝毒性  

細胞毒性  

生殖毒性  

発がん性試  

Neoantigenicit 

1）メーカー承認申請資料による  

2）ToxicityProfile Riboflavin＆itsderivatives（2nd．ed）B［BRA1990  

3）LilyLinetal，Transfusion45；1610：2005  

4）現時点でneoantigenicityに関する情報はない。  

15   



別添4  

諸外国における感染性因子不活化技術（S／D処理、メチレンブルー・リボフラビン・アモトサレン）の製造承認及び導入の状況   

血渠の不活化については、欧州においてメテレンブルーを中心として、導入が進んでいる国もあるが、全ての血祭製剤に不活化を実施しているのは、ごく一部の国である。また、これら  
の国においては、有償採血であることや、輸血用血祭製剤の使用量が我が国と比較して、1／3～2／3と少ないなど、実施しやすい状況がある。  
一方、血小板の不活化については、感染症が蔓延している地域における導入や国によっては一部試行的に導入しているところもあるが、様々な技術が開発されているところであり、一  
つの技術を全国的に導入すると決定している国は今のところないと聞いている。  
また、多くの感染症が蔓延している国においては、NATなど高額な検査を実施できない場合もあり、広範な病原体に対して有効な不活化技術のみ導入しようとする場合もある。  

製造承認の有無   導入状況   備  考   

様々な血液銀行による有償採血であるので、採血量の増加にも対応が  
可能。血渠に対する不活化技術の導入の動向はない。  

米国   不活化技術に対する承認はない   導入を検討中  新興・輸入感染症と血小枝製剤に多発する細菌感染の対策として、血  
小板の不活化の導入を検討中。不活化血小板の承認申請審査中。  
千人当たりの血渠使用量は日本の三分の二程度。   

血渠に対しては、60％がプールした後にS／D処理、40％が  

メチレンブルーによる血渠の不活化  
メテレンブルーにより不活化処理をされている。   

フランス血液機構は、献血により採血している。  
フランス  

血小板に対する不活化については、インド洋、カリブ諸  
熱帯地域の海外県における感染症発生のリスクがあり、その影響で本  

アモトサレンによる血小楯の不活化          島、南米の三つの海外県や本国の5センターでアモトサ レンやリボフラビンによる処理を導入している 
。  

ドイツ赤十字が輸血の8割を実施。  
血渠に対しては、今年1月からメテレンブルーによる不   血小板の不活化として、ドイツ赤十字はアモトサレンの使用はしておら  

メテレンブルーによる血渠の不活化         活化製剤を順次導入する方針。  
ドイツ  

ず、薬剤を用いない不活化技術（UVC）を開発中。アモトサレンを評価す  

血小板の不活化については、未導入。     アモトサレンによる血小板の不活化  
る計画もある。  
ドイツの血渠は、有償採血のため、採血量の増加にも対応が可能。  
千人当たりの血祭使用量は日本とほぼ同じ。   

英国の国営血液サービスは、米国で有償で採血された血渠を輸入して  
血費については、小児を対象に、メチレンブルーによる  

イギリス   メテレンブルーによる血渠の不活化  
不活化製剤を供給。  

感染症のリスクを考慮して、1996年以降に誕生した子供の輸血に使用  

血小板に対する導入は行っていない。   
する際には、メチレンブルーによる不活化を実施している。  
千人当たりの血渠使用量は日本の二分の一程度。   

ベルギー   
アモトサレン及びリボフラビンによる血小板の評価試験中  

メテレンブルーによる血祭の不活化  2004年メチレンブルーによる血渠の不活化を導入  
アモトサレン承認申請中  

■1  



製造承認の有無   導入状況   備  考   

ルクセンブルク  メテレンブルーによる血祭の不活化  メテレンブルーによる血渠の不活化を導入  

カナダ   不活化技術に対する承認はない   未導入   メテレンブルー不活化血祭の導入を検討中   

今年から、25％の血渠に対してSD処理をして供給   

スイス   不活化技術に対する承認はない  アモトサレンによる血小板不活化承認申請中   

血小板ついては未導入  

オランダ   不活化技術に対する承認はない   未導入  

ノルウェー   アモトサレンによる血小板の不活化  一部の血液センター・院内血液銀行でのみ導入  

スペイン   メテレンブルーによる血祭の不活化 アモトサレンによる血小板の不活化  一部の血液センターでのみ導入  

イタリア   
メチレンブルーによる血渠の不活化 モトレンに血の  一部の血液センターでのみ導入  
アサよる小板不活化  

ギリシア   メテレンブルーによる血渠の不活化  一部の血液センターでのみ導入  

ロシア   メテレンブルーによる血祭の不活化  一部の血液センターでのみ導入   モスクワ市内の血液センターで導入   

マレーシア  アモトサレンによる血小板の不活化  一部センターで小児対象に導入  

シンガポール   不活化技術に対する承認はない   未導入   
メチレンブルーによる血渠不活化承認申請中  

アモトサレン評価試験中   

韓国   不活化技術に対する承認はない   未導入  

＊EU各国では、リボフラビンによる血小板不活化は原則導入可能  以上、日本赤十字社・血液製剤調査機構が知り得た情報を基に作月  2008年1月現在  
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Con†ribu†ing†010YeC】rS Of s（〕fer Po†hogenlnoc†ivq†ed P厄SmO  

・・Rou†ine use worlwide：○Ve「∠ユ miHion MB Ptosmc］units†「OnSfused   

－Proven cEinicoleffic（コCV  

－1n－house processing  

－User friendIv†echn010gV  

New Deve10Pmen†s：  

MQCOtrOnic B2，neX†gener（〕†ion of細山mino†ion equipmen†  

一卜jewligh†s（〕urCe：LED  ・・Touchscreen oper（〕†両g sys†em  

（LighトEmけ†ing Diode）  －hl†egrcけed RF［D†echno暮Ogy  

・Op†imc‥wovetengh†（630nm）   ・－Fし川GMP－Procedu「e  

－Reducedi＝umino†ion†ime（15mn）・・CE Morked bv December2007  

Macotronic 82 M∂COt「0nicV4  
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MacoTronic B2  

Plasmai”uminationdevicefor   
theTHERAFLEX－MB PJasma   
Pathogenreductionprocess  

ecifications：  
Dimensions：  

Weight：  
Powersupp吋：  

Lightingsystem：   

Wavelength：  
Connectivity：  
Screen：  

Coo［ingsystem：   

● ODeratinclmOde：  
Deliveredenergy：  
Bag10adingmode：  
Capacitypercycle：  
Temperatureofuse：  

47x68x44cm（Widthxdepthxheight）．  

－35kg  
llO－240V，50－60Hz  

961ight－emittingdiodes（LED），4modulesof24LEDeach，2modulesperbag  
（double－Sideexposure）  

627＋／－10nm  

4USBports（rearpanel：3，frontpanel：1），1Ethernetport（networkconnection）  
5，5inchVGAco10urtOuChscreen  
Ventilationofi”uminationchamberbylaminarairf10W  

PresetasperTHERAFLEX－MBPlasmaprocedure  
ManuaIopenlngOfthedrawer  
2bagspercycle  
Air－COnditionedroom（20－220C）  

,eratin COntrOIs  
Lightsensors：  
Temperaturesensors   

Aねrms：  

4controIphoto－diodes（1perlightmodule）  

2pyrometersfordirectmeasurementoneachbagsurfaceandforambiant  
temperatureintheilluminationchamber  
Flashinglogoforoperatingstatus，SOundaIarmforerrors  

● Processcontrol＆traceabilitv：  
Barcodereading：  
Reportprinting：  
Cyclerecord：  
Backup：  
Networkconnection：  
lmpo「Vexpo「t：  

● Accessories：  

BaglDandbatch，PrOductcode，OPeratOr，POSt－labe”ingbarcodecontroI  

Cycleilluminationreportprovidingenergy，intensityandtemperaturerecords  
Upto8000illuminationsfilesstoredintheinternalmemory  
TransferofiIluminationfilesbyUSBkeyorMacoTrace（DataManager）  
TCP／lPprotocol，aSSlgnablelPadressthroughMacoTrace  
ConnectiontothelTManagementSystem（LIS）throughMacoTrace  

⇔
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USBbarcodeIaserreader，thermaltransferlabelprinter，rePOrtPrinter，  

MacoTracelicence，ethernetcable，RFIDmoduIe  

・Requlation‡S：  

CEMarking：  
ElectricaIsafety：  
Electromagneticcertification  

ConformitywithMDD93／42／EECexpectedforendQ12008  
ConformitywithEN61010－1expectedforendQ12008   

ConformitywithEN61326－1expectedforendQ12008  

Mc）COPhQrmQ  
F・59420MOUVAUX  



UGravemannl，M，Behague2，SLReichenberg3，HJMohrl，W・HIWalker3，T・Verpoort2，TH・Mue＝erl  

lBloodCenteroftheGermanRedCrossChaptersofNSTOB．［nstituteSpringe，Germany  
2MacoPharmaS・A・，Tc，UrCOlnglFrance 3MacoPharmalnternational，Langen，Germany  

Treatmentoffreshfrozen plasma（FFP）冊th MB（methyLene blue）andl■ghtlSa PrOCedure used  

for thelnaCtlVatjon of blood－borne vlruSeS for more than15years MB plasmaIS Currently  

PrOducedlnSeVeralEuropeancountIleSuSFngtheMacoPharmaTheraflexMBpIasmasystem  

Hlgh－1ntenSlty10ng－llVed Lrght－emlttlng d10des（LEDs）are nowavallable on the market 血1ICh  

mghtrepIacethesodlumVaPOし廿Iampscurrentlyused■nthe MacotronlCdevICe（MacoPharma）  

The purposeofthlSStudywastheflrSteValuat10nOfa nevJydeveloped LEDllIumlnatIOndevICe  

（PLCturel）wthrespecttovIruSlnaCtlVatlOnCaPaCltyandpFasmaquallty  

Treatmentwasdone■nthe TherafLex MBplasma bag systenl（MacoPharma）contaLnIngleucocyte－  

deplet10n fTIter PlasmafTex MB pLLl（85ト」g MB）lllumLnatIOn bag．MB deplet10n fllter Bluef［ex and  

Plasma storage bag ForInVeStLgatlng Plasma quallty3plasma pooIs were each prepared from3  

dlfferent sFngle donor unltS Plasma was dlVldedlntO threellLum［nat．On bags andl‖uminated on the  

LED devICe Samplesweretaken atdlfferenttlme POlntSOfI”umInat10n andfactor V‖and flbrlnOgen  

p；（C［auss）weredetermned  

ForlnVeStlgatlng VlruSInaCtlVat10n CaPaClty PseudorableS VlruS（PRV）was splkedIntO FFP（n＝4）  

resuFtIng■n a t■terOfapproxlmateIylO6t■SSue Culturelnfect．ousdoses′ml（TCID5口／ml）The v．raltlter  

WaSdetermned fromsamplestakenafter51015and20minutesoflllumlnat10n Onthe LEDdevICe  

FnfectIVity was determJned by endpolnttltrat10n uSlng a Vero ceIICPE（CytOPathlC effect）assayln a  

PreFlmInaryrunthecurrentlyusedMacotronlCWaSCOmParedwIththenevJlydevelopedLEDdevICe  

VirusinactIVat10n WaSInVeStlgated usFng the PRV an enve10Ped double－Stranded DNA v［ruS．WhlCh FS uSed as modelvLrUS for  

HBV MB／lighttreatmentuslngthe LED－basedl11umInat■OndevLCe reSultedIn anlnaCtFVat10nOf＞4FogstepsofPRVafterlO－15  

mlnOf州umlnat10n（dlagraml）ThedevICelSatleastaseffectFVeaStheMacotronlCdev■CerOutIneEyusedatpresent  

Tablel：Inactivation klnetICSOfPRV（n＝4）  

山河   0  5  10   15   20   

（n℃Qn・①）  6．16・0．23   4．64・0．68  ≦2．41・1．65  ≦1．75・0．38  ≦1．5410．00   

d：Or  1．52   ≧3．ア5 ≧4．41  ≧ 4．62   

叫ingtilT℃【m  

l喝DTCIDsD／l河  

lq訃O r∝lldionf  

PlasmaquaIitywasonlyslightlyaffectedbyillumlnatlOn FactorV川wasdecreasedby17％andflbrlnOgen（Clauss）by14％durIng  

anl‖umination of20min（Dlagram2）Results are atleast comparable to or mIght even be better than those for the MacotronlC  

devICe  
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．LED devICe  

＋Ma：OtrOmC  

0  5    10   15    20  

‖luminationtime【min】  

00：00  07：12  14：24  21：36  

川uminationtimモ【min】  

28：48  

Anew，COmPaCti”lLJminationdevicebasedonlong・livedLEDswasdeveloped ThepreLiminarydatasuggestthatthisLED  

deviceis comparable to the Macotronic device with respect to virusinactivation capacity and preservation of plasma  

quality．11luminationtimemightevenbeshortenedbyusing81ishighintensityllluminationdeviceL   



hreeyears’haemovlgilanceofmethyleneblue－treatedfreshfrozenpIasma  
noincreaseintransfusion reactionincidence  

DeneysV．1】2，LambermontM．2，LatinneD．1，GuerrieriC．1，BaeleP．1  
1TranfusionCommittee，CliniquesUniversitairesSaintLuc，1200B「usse［s，BELGfUM  
2serviceFrancophoneduSang，BelgianRedCross，BELGIUM  

Back8rOund  
Due to stringent donor selection′  
labo「ato「y testing and pathogen  
inactjvation procedures′fresh frozen  
Plasma（FFP）offers a high deg「ee of  
ViraIsafety．In BeIgFum′ On［y non  
remunerated  vo［unteers  are  

recruited as plasma，PlateIets and  
b100d donors．Pathogeninactivation  
is a proactive strategy designed to  
inactivate a pathogen before it  
enters the blood supply．MethyIene  
blue－Photoinactivation was choosen  
by the BelgIan Red Cross two years  
ago （Theraflex MB plasma －  
MacoPha「ma）  

Methods  
Untilmid2004，Only soIvent－detergent FFP（SD－FFP）was usedin our teaching hospital．BM－FFP began  
to be transfused to our patients thereafter．Since nearIylO years′ a‖ tT∂nSfusK）nS Oflabile b100d  
PrOducts are checkedfortheappearance ornotofan adverse event．  
In this study，theincidence and the seriousness of adverse event after BM－FFP transfusion were  
COmPared with those observed with SD－FFP．  

SD－FFP   BM－FFP   

Period   2003－ 2004   mid 2004－2005   

NumberofFFPunits  
transfused   

5101   5660   

Numberofadverse  6（∂）   
8（b）   

reactionsafterFFPTFO  

Incldence of reaction 0．12％   0．14％   

ミ Resu托S  
．1（a）：benign a［［ergicreaction（n＝4）  

mode「ate allergicreaction（n＝1）  
NHFR（∩＝1）  ’ 

l■！  1（b）＝benigna［［ergicrFaCtion（n＝5）  

・J  mOde「ate a［lerglCreaCtion（n＝3）  
NoTRALIepisode（any previous  
PregnanCy／transfusion＝COntra－  
indi⊂ation forplasma donation）  

Discussionandconclusion  
Nosignificantincreas？inadverseeventinciden⊂eWaSObservedafterBM－FFPtransfusion（Odds  
ratiol・2）andthese「■OuSneSSOftheseeYentSWaSCOmPa「ab［e・Thec＝nicaleff庖CyOfbothFFP  
WaS Similar：both procedures havellmited effects on coagulation factors（espe⊂ia＝y on  
fibrinogenandfactorVIIIforMB，OnPrOteinSandaIpha2－antip［asn「inforSD）・  

Fina［［y，Plasma pooling may have the undesirable effect ofin⊂reaSlng the risk of transmitting  
Virusesthatareeitherresistanttothe processorhaveescapedthevirucida［process．  
The haHmarkofMBte⊂hnotogyisthatital10WStheviralinactivationofsingledonorunitsofFFP，  
Offe「ing reassurancethatnoin⊂reaSedinfectiousrisksareadded dueto pooling．  
Thisa⊂ruCialpointin te「mofpubIi⊂healthsafety．   



8血血咄帽■仙01M01di切付姐A乱打A軸仙雌Of  

l‘c－Md血鱒仇亡丑Iue  

－－－‾二 
こ こ・－・三  

二 
（BIueflex）＿ More than4ml”ion units of plasma vvere transfused vvIthout any   
UnuSualadverseeventreFX）rted 

AlmOfthisstudywastoprovethetoxicolog．caIsafetyofMB，ltSPhotoproducts  
azureA，BandC，andthatofMB－trea！edpJasma 
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M▲ld    甘tt血山胡 Mhl七■1仙 Ttm▲1一別■  

p．0．  p．血．   l」Y．  l．▼．  

Fg3Me訂J∝0欄町dr叫水餅αd桓訓嘲a陶血na血24hlVl－≠g蘭d20r■唱M的b均W吋1t■nr癒S  

封hl．v．1  封   ▲8  
ln九は10n  ¶－亡■吐血血g什I  

丁ユ   タ占   

叫MlrEh■hrToddけ什on血血Sh鵬▼址b  
Md叫印モーl■tl■dMd叩頭t恥亡丁血dpl叫皿1  

Rg2R伽Yd－●C一七血■■d叫OnO醜け帆¶e r∝0岬yl帽Se血ndin和昭」伊卸町「a他職帥1gαal   
admれ如憺Jl中DJ訂d24hl．≠叶≠JSにれ虞ado論抽d孤n唱M馴咽叫W吋1t・Unne．触．叩TIS．画i．汀Ⅶ8W慮餅   
andh山刀∩紬㈱那画．¶or血ch☆yl脚叫「加lnOlg訂Sal心血鮪Oir血庖b「  

1．PharmacoklnetLCS OfljC－lat＊led MB a代er24hlnfusion we†℃deteTminedin T，m，，  
T12〔landT12r3rt nd［Cated 

－blPhastcellm［nationofMBwithan［nltialha困Ifeof3mlnandalon9erterm軒1alha削げe  
Of12．6h（male）and16．O h（femaJe）   

－1essthanl％radioactivltylnPlasmaandexamlnedorgans   

－ExcretionofradioacttvitywasalmostcompIeteafter96h   

－nOaCCUmulat■OnOrStOrageOfMB  

2．Thenoobservedeffectlevel（NOEリforthefetaJorganism was4mgand6mg／kg  
b．w．／dayInratSandrabbH：S 

3．ClastogeniceffectsofMBandAzureBwerefoundlnVitro 

4，NogenotoxICeffectson bone marro叫Peripheralb毒00d ce［lsand hepa‡ocytesa吾er  
appl■Cationof20mg／kgb．w．MBandAzureB 

5．No sLgnS Of両tolerance or sensitizatlOn afterinfus10n OflLJM orlO LJM MB  
Jight－t「eatedplasmabeforerernova10fMEiandphotoproductswereDbserved 
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Fl瓢re†Gkblst甜USO†「劇即MBF髄一丁lau9算  

8■k■■ビ 11td■  TI一叫 叫1仙t  
叫  

Adsorption，drstrrbutionandexcre巾0nOf14C－ねbeiedMBfollowing24hinfusIOn  
Wereinvestlgated at a doseleve10f20mg／kg body welght（b・W・）in rats 
ObservationtlmeWaS96hours 

StudiesonteratogeniceHectsweredonebyintravenousbolusmJeCt‘onofMBinto  
ratsandBeagLedogs・MBwasadmnistereddallytothedamsat4，12，36mgJkg  
b．w．（rat）and2，6，18mg／kgb・W・（rabbil） 

lnatolerancetest5mI／kgb．w．ofauto10gOUSLlght－treatedplasma（lorlO LIMMB）  
wasadm［nisteredto5maleBeaglespergroupbyintravenousadm価strat．on・A代er  
21d3dogs／gro＝PWeretreatedagainandsac輔Ced24hlater・Hematology，C［inL  
caIbiochemistry，andelectrocard■OgramWereeXam．ned・Acompletehistopatholo－  
gywasdone 

MBandAzureNB／Cweretestedn：bacterial（eVerSemutationtest（Amestestい∩  
vItrOmammaLianceElgenemutationtest，lnVltrOmammaLianchromosomeaberra 
tiontestwlthhumanlymphocytes，inv■VOmicronucleustestwithratbonemarrow  
andperipheralbloodce＝s（20mg／kgb．w・．24hlnfusion），lnVivounscheduledDNA  
Synthesistestinrats（20mg／kgb・W・．bohJSrnfus．on） 

□cllnlc■」∪80 □Nod「ltれ〝t叫d鵬■旭iylI鵬dV亡d  

F匂4叫m咽相加ね血tykm■－ⅥVO威しd由w鮒坤eリリe Cよ：J虚0柑訂eba望d卯憬○憮hddNO巳＿md消刑d  
d鴨dl臥や（d伊tm劇嘲1q¶旧＝12w桝ksto∝瑚訂da「耶ー血dn⊂d叩乳陀dO・1帽卜個人g【氾dyv吋l；6un呵  
MBpl狙’11句 ∩く）tO叫m（d，仇血e仇esal叫m訂伊nSa帽由鎗d加憬㊤hぴ1gt（b常t細  

Thresholdsfornoor10Wt（〕Xic町OPe止IeSWhich occurTedafteradminIStratlOn OfMBln  

PreClinlCdstudleSVarleddeperdingontheamountofMBapplicab［einthespecifictest  
SyStem．T卜℃yare＞160to200，（：伽foLdhlgherthantheestimatedcinicalex匹）SUreOfMB  
aた訂lnfusionof6unitsMB－1ightt佗at∝咽asma 

1  W，anlSOneta2003甘ansfus0∩431322－1329  

2  Pohe（eta）20041TansfusMedHernother31（SUPP 3）1r8EIPS3（】5   



Backg和und＝Duringthelast15yearsthemethodusingmethyleneblue（MB）toinactivatevirusesinplasmaTaSCOnStantIyiTPrOVed・lnvented  
bytheBIoodCenteroftheGemanRedCross，ChaptersofNSTOB，lnst仙teSpringe，theinitialprocedu「elnCluded：FreezIngandthawingto  
releaseintracellularvirLtSeSfromleucocytes・add汁bnofaproportionalamountofaMBstmlSOIutjontoafinalconcentrationoflHM・andsub－  
SequentOne－Sidei”umlnationforonehourwithfluorescenttuヒ治S．  
Ajm：TheaimwastoimprovetheorlglnaJmethodtofaciIitatetheimplementationintheb100dbank．  

WNV   F18Vi   5，78●‘  

8VDV   Flavi   5，小l“  

HogdlOIera   F18Vi   5，92▲■  

PRV   Herpes   5，48“  

Herpe＄S血plex   Herpes   5，50t■  

80Vinehorpeき   Herpos   8，11‥  

Som仙iForest   Toga   丁，00●■  

S亭ndbis   Tog8   g，73’  

ln仙enza   0州10myXO   5，1■  

H8V（Duckml】do  l）  Hepad＝   ＞6J  

VesicularSton18t  托is  Rhさbdo   4，8！l●■  

Ca‖ci   lCalici 3，9●■  

SV4（I  P8POVa  4■   P81V0819  P8Ⅳ○  5■   ーMohroI■】lmm…Obgic■‖nY＝鴨川On■1i，5，2叶I12）；？3・85   ‘け山●dby▲Ⅶly●llロlo■¶●dillnilt鵬T●戒GmbH   ‘l●d●dbyPro†．Chrl鵬bnTREPOlt叫IMSヒR■Unitコアl，Ly【川，一円叩○   ▲tほt●dundorprodl｛tbneon朗bM   ■・ l■ ■こ ■    11こ  一  

P［asmaquality  

＄dotym■rgimねrtoxici吋什○汀l血vル○さtudi08  
W附IM88ndHB・打○■tOdp】a8mさ  

ql■■1－■1量111■■■ ヽ■■■Ⅳi■瑚 ヽ■■【■t  
；i㌫ん  

■d■blll一口鵬甘b〝叫■■鵬■b叫…  

S叫m且勺in8brto山城y佃jn血凱lくゎ8W帥叫如bll●C■b血沈椚＝川  
b8細dmth●th帽血l由一にだLlⅦOb8●Ⅳ8d鵬dlか■¢－■ob釘）飢dLO巳▲bw●■  
d）80～8d■l●q血1（鵬帥m■lh■nOgb帥¶1叫【2w●■btoカdM如d■nOMⅦl  
elhk最lo耳氾乱一r●d Ol掴M抄k；lbody w叫かt（＝8∪相丘d MB pl且訓l叫  
トbto山叫OCOU■▼由．tho帽b巾仇●■d■yl†喩喝In51帽ba■■don廿■hl匝血g81翁t由   

Pohl■l■d200ヰ¶椚†u8MdHm汁h甘81（乱p再ユ）1－84，PS3（B  

F・瓢■e5叫m叩n†Jt呵dMdhリ㈹RL檜  F匂し搾8Gd劇dd岨D川蘭鵬×MむR85∩Ⅶl▲弘  F¢′e7M叫Ⅲ8Lめ「∝11dmbyE〉lLdb▲穐「血m  

ResurEs：W仙thecurrentTheraflexMB－Plasmaprocedureprt）Vk］edbyMacoPhamatheprocedureismarkedUimproved．Theeliminationof  
k！uCOCyteSisrealたed bymemtxanefilVation，MBisaddedasanintegrateddrypi”，andresidualMBandphotoprt）ductsareremovedbya  
SPeCialBluefk）XfiFterlThespecia”ydes短nedilluminationdeviceNaco廿onic）ensurestreatmentunderGMPcondrtions．111uminationdoseand  
jntensityareconstan町monkoredandtemFX）ratureiscontro”ed．Theuseofsodium10WPreSSurelampsasim叩）Vedlightsourcesa”owedthe  
reductionofthei‖uminationtimetoabout20min．  

Thecharact訂istk：featuresofthesystem訂e：  
1・Virusinac仙atk）nOfenve10F治dvirusesshowsareductionrateofatIeast510glOsteps．『igure4）  
2．PIasmaquality：OnlyfibrinogenandfactorV”larereducedbyabout20－25％．（Figure3）  
3・CIinjcaluse：Morethan4mi”ionMB－廿eatedplagTlaSWeretranSfusedwithexcellenttoleranceande惰cacyln   
SeVeralcountriesa”overtheTOrFd・『igure6）  
4・MBandphotoproductsareeIIminatedbymorethan90％usingtheBlueflex何ter：（Figure7）  
5・lbxico10gy：lnvestbationontoxicologyofMBandphotoFXOductsshowedahighsafetymarginfortheconcen廿ationused．（F由ure5）  

ConcIusions：The MacoPharmaTheraflex MB－Plasma represents an efficient，Safe，and easy to use system which  
generatesvirus－Safeplasmaofhighquality．   



Thevirucidalproper（iesofme［hyIenebIuehavebeendocumentedsince1930・In1991，（heSpringelns［i［utedeve／opedaphoto叫′namicme［hodto  
inac（iva（epathogens，Particular少Vjruses′k7humanplasmauslngmetrty／eneblueincombination with visible／匂hE・MacoPham7a hasjmprovedthis  
me（hod and deve10Ped d7e THERAFLEX MBrP／asma ystem consjstIng Of the Maco打Onici／lumination machine′（09eEher wi（h an appropria［e  
d／5pO5∂b厄5er／0り）∂抽09en′e山c〟0∩∂ndremov∂／orre5旭u∂／me〟叫ene仙efo∂／e帽ノ／e5Sr厄∩4柑／unれ  

This me〟10dis known（O be effective on viruses as wellas o（her documented pathogens，aI（hough reducing slゆhtty the ac［ivi少Of c10［（lng  

由cro作5UCわ∂5ねcrorし〝Jり丘川／d∂ndFf仙m9e几月cco佃／∩9bβe／9伯∩／e≦7由／∂f／on′pJ∂5m∂5仇）∪／dbe什ozen〝肋／∩了βわour5∂触rb／00dco／／ec〟0几  

Inthecaseofpa［hogenreducedplasma，aleve／ofat／eastO・51U／mIforFcVlllcshou／dbea（tainedI  
The aim of this s［uqy Wa5tOinvestlgate（he effec（On Fc Vll／c recovery of various time delay5，beEween dona（ion and the photoqynamic  
打e∂ImenrofpJ∂5m∂derJVed什0／¶〟わ0／eb／00d■  

仙e仁M∂CO打0∩／c仙m／∩∂ぬn m∂C仙e 
lncenq．el，143unitsofwhoIebIoodwereseIected  

from volunteermaleA＋donors，These units were  

dル／ded／ローo39√OUP5．P／∂5m∂打om9rOUpノ1〝∂5  

5甲∂伯red∂r4わouJ5∂nd打e∂red∂r5・5わou巧′  

9mUPβp／∂5m∂∂r4∂nd76・5hour5．∂nd9rO叫）C  

P／∂Sm∂ ∂r 了5 ∂nd 76■5／10Ur5′「e5PeC血eレ・  

lncenEre2，120unitsofwholeb100dwereseJec（ed  

fromvolunEeermaleorfema／edonoI50far7ybIood  
9rO叫）■me5eU血5〝ere∂／sodルノded／nfo39旧UP5・  

PJ∂Sm∂什0〝I9rOUJ）D〟∂55eJ）∂「∂red∂r3・5血uJち  

∂nd打e∂red∂Jβわ0∪／ち′9rO岬FpJ∂Sm∂∂r3■5∂nd  

了了 わour5．∂nd 9rOUP F ′〕／∂Sm∂ ∂一 丁2・5  

∂nd了6．5′re5JフeC血eレ，  

P∂析09en「educrわ∩ 〟∂5 Performed u5Jn9 析e  

rH仁朋托FズMβ－P／∂5m∂サS把m（d′甲05∂b／e〝肋   

ノ．由mJフ／e5≡ ＿． 
forFc VIl／cacEIVItyaSSayWereEakenimmediateレ  

∂触r sep∂伯f／0∩ ∂nd ∂斤e√打e∂rme址 Fc レ川c  

measultmenE wa5done us／ng a One－Stage aPTT  
C／0打′′唱∂S5∂γ加納Fc∽J／cd所C励1り）J∂5m∂．斤e5血5  

0げc抑／creco把サ∂re eスp佗55edノn pe†℃eロー∂9e  

Or∂C血吋■  

Pr／0「rOSeJ）∂伯〃0∩∂ndp／10rOr佗∂抑e川′納e〝わ0／e  

b／00d∂ndp／∂5m∂〝e佗5rOredoneurec〃cp／∂把5rO  

keep the products at a temperature of20 OC，  
Results were anaLysed us／ngI？Peated mea5UreS  
Anov∂わr9ene†召／co「叩∂√ね0∩′5山de川㌧‖esrわ√  

9「0岬COmP∂r／50∩∂ndp∂／佗d5山de川fイesr〝わen  

∂PPrOJ）rJ∂胎・  

FcVll／cpI℃－andpost，PhototreatmentmeanIt？SUltsarepresentedintablel  

乃mebe／0re  乃mebe／0√e  Pre打e∂ImenIT  Pos一打e∂抑eロー～  

5eP∂r∂ぬ∩桝  一昭∂抑e川伸  Fc∽／／c（％ノ   托∽／／c「％ノ   

G「oup月   J   5．5   β5   67   

Gro岬β   4   了6．5   92   56   

GroupC   75   76．5   77   56   

G√OUP亡）   ユ5   β   β3   73   

Gro岬亡   ユ5   β7   66   

G「oupF   了2．5   了6．5   75   6∠ブ   

TabJe仁，S8mpJeね〟ena触′さOpararion ’SampJefa〟eJ】a触′打eaImOハr  

・ThedifferencebetweentheEwogr？uPSWaSStatisticaItysignincantk）＜0・001）・  
一月5ノ9∩／鮎∂ローdec／メロeJnFcl〟JJc∂C仙′少〝∂5me∂5Ured／〃∂／／9√0岬5わ／／0〝Jn9帥ep†10rO  

treauTlentPrOCe55k）＜0．001）  

－No5ゆ∩血∂川d沼brenceber〝een9rOUPβ∂nd≦7rロリP5C∂ndF∂触rpわOrO打e∂fmen＝〝∂5  

0bservedk）＝0・87．p＝0・1Q）；thjssuggestsnosignificantdi侮renceinthe10SSOfFcVlllc  
activIty between the time oF separation of whole bIoodin（O Plasma and photo  
打e∂Jmen一丁6．5h  

－NosignificantdiffeTenCebeLweenFcVIllcactiviy／OSSingroupAandCk）＝0・66）andin  

groupDandFk＞＝0．53）suggesEingthatthetimeintervalbetweenbIoodco／／ectionand  
SeParat（OndoesnotinfluencetheIossofFcVI／lcactivi少POStPhotoqt？atment・  
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RegardjngtheFcVIIIcactiviけOfplasma，MerrvlenebluepaEhogenlt，ductionhastobecompIetedwithinaIimiredtimeintewalafterwho／eb／00d  
donaEion・Thepr∝eSSJng／separatjon ofwhole bloodcan beperformeda（any（ime be（Ween donation andfhephoto L7？atmentOfpIasma  
Fo／／owJng（heattainmentofEheseresu／t5′me〟サIenebluepathogenreductionofplasmahasbeenimp／emenEedinbothcenEres・  
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TroqIodPlく】Smq．  

LLc］rreC］，ACerver6＾，MCQlqbuig．ABIonquer，PSoIves，VMirclbe†．RJRoig・   
Cen†roDeTrQnSfusionDeL（】ComunidodVQFencionc），Vdlencjq′Sp（】in：  

2日GenerqLUniversitcIrio，ヽblenciq．Spc）in．  

州TRODU¢TlON   

MethyterM＞bIueIigh†frec］†8dp10S「nqh〔】SbeenusedinSpqinfrom1998・Sjncethensligh†vc］ricl¶onsoF†he†echnique  
hQVebeenlmplem8n†edsuchcISPIosrTY］leukoreducfionins十ecldoffreezlngC］ndthQWing・  
StudiesonpIcISrTqquq‖Tyhc）Vebeenpublishedc］nCllysingi醐qrme十hods・Wehove十es†eds飢′erOIpbsmouni†s十o  
evdし旧†ep［c）SmqquC）I町Win什IeCurTent†echnoIogy．  

M胤T【Rl▲L▲NDM【丁目ODS   

BriefレSPeqking．450±50mLwho暮eb100dun汁SWereCO他C†edinc）u†omcl†icsc（コIes  
USir唱†op＆boHomb10dbogs  
A什er coIIec†ing．un什＄WereCOOled w汀hl・4－bu†onodioIpIcl†esqnd［c）†ersfored  
C］f22土2？C．Then，Who蔓ebbodwoscen†rlfugedcJhlghspe8d†00b十Qinoconcen†rcIIさ  
Ofredbloodく：◎11scIndpIc（Sm（コ．Whllernく】in†c）Jnlng†hebuffycoo＝n什悼initiolbIood  
bog・ForpIQSmOin（コC†ivq†lon†heSprirgemodifi∝】meThodwQSUSed（Therclflex－MB－  
Pt⊂BrTqSyStern：Mく】COPhclrm旧㊥）．P［c］SmC］WC］＄joined†0什伯MBsYS†8mbYm◎く】nSOf  
＄†e川edockingclnd．simu他noous［y．grcIVitYfi［fered・lnbc汗Cheso＝ourp10SmCIWCI  
L”uminc］†edfor20m［n．Unitsfors†or〔】geWerefTOZenC）fterirlQC†ivdtingbefore24hour  
FX）S†doncltion．For The s†udY Weinoc†ivclfed30pIQSm〔コunits（10A，100．58ond  
5AB）．W◎tOOksevDT（】lsc）mPteSこbeforetnQCthlC）†bn（SQmPlel）′jしBtC嗣eTinc）Cth／C）†ion  
（SClmPle2）．cItferlmon†hofs†or（】g8Clト3ぴ～C（SClmPle3）．clfter3monfhsofs†orc］ge  
C）ト30PC（SOmPle4）qndc）fTe＞r6mon什1SOFs†orc）geqト30OC（SC）mPle5）▲Afte＞reCICh  
mom◎∩†sompl朗Wt）怜S†0博doト809C†…me†鶴bwer⑳Per†0「m◎d・  
lneverysclmPlewe performed†hefo‖owlng†es†s＝PT，APTT，FV．FVl［lclndfibrinogen・  

ThoplO¢08さOI仙05plq＄mq書dmPlo§  

ll〃い＋‖リ∧トい＝J  

R【SUu■＄   

Aspubtbhedbetoremos†clffec†◎dpqr（コrnO†ersby什1eincICfivc）nOnP（OCedureweref］brhogenondFV”1（18clnd  
16％r9年鳩C†ivefYdecr00S⇔fromsclmPEel†02），FVwcISSCOrCeIY（】陶c†ed（C）3％decr⇔0治fromsclmPIel†02）・PT  
C）nAPTTwerepTOlongedonlyin2・74ond5．26％respec仙elyfromsqmpk）1†02・R◎SuItsmqYb8SeenWjfhmo（edo†clil  
in什給⊂州厄ch◎d†qbl㊤．  

Ro＄u悔oI仙○†○油（PT，▲町Fib，FVqndFV‖＝○‖≠05plq8m（】＄qmPlo  
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Fl：P10†hromblnrcl†⇔  

FV：Foc†orV   

l恥：Fibrinog8n  A門：Ac†i＞C］IedPor†blThrombopIos抽1Time†es†  
FV川：Fqc†orV川   

¢ON¢LU＄lON＄  

Th。M。fhY．。n。bl。。i。。C－iv。tJ。。m。th。d。l。gY．SV。，Y。8sY†。。S。。。d†h。Pl。Sm。f。C一。，S。什。，i。。C†iv。一i。n。，。  
PTeSeNed・However，durings†orclge什帽reis⊂】Cer†c］ink）SSOfc∝】guIc，†k）nfoc†ors・汗†hereosonfor†hisisre．c）†ed†o  
m虐h8q†mくm†or†h05†orogecondけionsremqi鴨†0ヒ冶eVロIL旧†∝】・  

「   



Background：Arthoughinthelastdecadesthankstotheimplementationofseveralmeth∝】slikedonorse】ection andtesting procedurestheriskofvirus  
transmissionfromplasmahasdecreased，infectionofpatientsstillexists・AdditionaIIynewviruseslikeWestNileVrusenterthetransfusionchain・Therefore，the  
treatmentoftherapeuticplasmawith methyLeneblue（MB）isatechniqueusedinseverarEuropeancounthesforvirusiりaC廿vation・MacoPharmahas  
deve10Pedtheproprietaryphot（dynamicTheraflexMB－PlasmabagsystemincIudingaMBp州，aniLruminationsystem（Ma∝OtrOnlC）withvisibleLight，andafinaI  
MBflltrationstepwiththeBlueflexf11ter（WiIIiamsonetal・lTansfusion2003；43：1322－1329）・   

Aims＝Aimof廿1isstudywastoshowthereduct10nOfMBandphotoproductsdueto廿1eBlueflexfilterandtoprovethereproducibiIityofthefiItrationefficiency・  
Add汁ionallythequalityoftheplasmaafter15monthstoragewaschecked・  

18plasmaswe佗tr飽tedatth憺ed伽tdays，Atd桁erEntStq〕SOftheTheranexMB－Plasmapr∝eduretheMBand画Ot叩一血uctcontentwasm飽SuredbyHPLC，W付ch  
wasdescバヒ拾dpr即icus～ObT）（氾rtetaJ．2CO3；lSBTIstanbuIP246）・Me誠ureme＝tWaSdoneafterdissdutionofheMBpIEF，aftgiIIuminalon，andafter冊rat［On（Rg・2）・  

AteachdayplasmawaspodedanddividedjntosevgaJstoragebags（StCragetemPgahre＜－300C）・Atd他「即＝mepcmtsapaJetteofplasmafactorswasmeasur∝】・  
1．g10baJtestsPuick，lNR・aPl「thrombintime）  
2．coagulatlOnfactcrs阿bhnogen，F”，FVFV”，FV”l：C，F［X，FX，FXl，FX”，FX”l，VWFRistocednCo－Factor）  
3．1nhibrtcrs笹1‾llL，ProtejnC，ProtelnS）  
4．Rb血0レSis『Iasmininhibito仁alpha－1T舟1trtryPSln，Plasmin呼∩）  
5．Ccmplement（CH50，C3a）  
6．ActNation叩町FXlb，D－Dimer）  

Test   しm什s     Un一： 0monIh  6month  9monlh   15month  匝  
1．Gob81t¢或S  

伽ICk  80－130  十十  98  土  2  105  ェ  3  94  ±  2  93  土   3   
lNR  1，0  土  0．0 1．D l O1   11  ±  0．1  1．1 土  01   

aPTT  30－60  SeC  34  上  1 135  士 1   34  ⊥  1  35  土  1   
mromb汀Itime  14－21  SeC  22．7  土  07  23  上 1，0  23  土 1．0  22  上 1．0   

2，C（〉agul虞bl血d耶   

FトbrトnoQen  1．8－35  q／L  2．4  ⊥  0，1  23  上 0．2  2．4  上  02  2．4  上  0．1   
Fll  70－130  朝一  99  土   4  104  上  4  1D6  土  7  105 上 12   
FV  65－150  ％   101 土   3  99  上  6  103  士  9  101 上 10   
FVll  70－130  ％  103  上   8  119  上  9  108  上  3  102  ⊥  4   
FVlll：C  050－2．00  ．∪．ノ／ml  0．81 土  015  0．83  ⊥ 0．12  0，92  士 0．16  0．87 土 0，11   
FIX  0．70－1．30  l．∪．ノ／ml  1，00 土 005  弓D．92 ⊥ 0．04  0，98  土 0．D4  0．94 土  0，04   
FX  70－130  ％  106 上  6  108  ⊥  5  111  土  7  98  土  3   
FXl  汽∩＿11∩  勤，  只P  ＋  ク  qク   十   3  只3   十  1  只3  十   4   
FXll  7∩－11∩  ト＋  q7  十  1∩  1nl  十 11  qq  † 1∩  q只  十  11   
F＼＝  70・130  りう  L 81  土  11   77  土  7  75  土  4  85  土  9   

3．1nhib汁ors  

AT‖  0．80－1．30  l∪，／ml  112 上 0．08  ；1．02  土 00自  1．06  ⊥ 0．07  099 土 8．06   
ProteinC  70・150  ％  110  土  7  109  土  6  116  土  6  110 土  3   
Prot由nS  70－140  ％  75  ェ  7  70  土  2  76  上  2    81 上  2   

4．Fl加noIys18  

PIasnlIninhibnor  80－120  ％  103  ⊥   4  101 上  3  103  土  6  105 土 10   
alpha－1－Antirvpsin  L O．70－1．50  l∪／m  1．14  土  003  1．12  土 007  1．24  上 0，09  120 上 0．08   
PlasnllnOqen  75－140  ％  102 上  7 105 1 8   12⊥  上 11  104 土 10   

5．Compl8m8nt  

CH50  70・100  ％  116  土  14  110  上 11  108  工  5  114 土  8   

VWF伸docC（．F  50－140  十＼  85  土  8  81  土 1g  94  ⊥ 13  95  ±  7  

「  

C3a  123・2228  nq／mr  1029 土 323  1106 上 596  898  土 332  921 土 217   

6．Ad付alim  

W  1－4．1  リ（l／l  2．1  上  0．2  24  土 0．5  2．0  上  00  22  上  0，7   
FX”a  ＜30  nq／m  1．0  上  0．2  D9  土 01  1．3  上  06  10  ⊥  0．0   

D－Dlmer  糾▲246  い〔／1  241上1201239 土131   199  上  97 225 ± 122   L  

FglStoragestab冊yofTheraflexMBLPlasma  

”luminationofMB－COntainingplasmawrthvisiblelightusingtheMacotronjc  
i”uminationdeviceresurtedjnthegeneratbnofphotoproductsasdescribed  
PreViously．Meanreductionofthetotal帥enothiazinecontentwas94・5％・  

Everysinglefirtrationyieldedinafi［trationefficiencyofminimum91％・The  

meanreductioncapacityforMBwasabove99．9％．  

Therewasnoslgnificantchangeintheplasmafactorcontentaftertreatment  
duringthewhoLe15monthstorageperiod．Slightvariationsarewithinthe  
errorofmeasur餅†1ent．TheonLyd折erencebetweentheplasnlaParameterS  
resし州edfromthetreatmentrtself．Here，anincreaseinthelNRandaPIT  
（14．3％；18．2％），decreaseoffibrinogen（－19・3％），f紅tOrV（－25・3％），  

factorV‖（T21．8％），factorlX（－25．6％），factorX（一23・4％），andfactorXl  

（r16．8％）wasobserved．Despitethisvariationsthevalueswerewithinthe  
rangesfoundinnon－treatedplasma・  Fg 2 MethyleneblueandphotoprockJCtreduct10ndueto〔引ufexfthratIOn  

ThefiltrationofplasmawiththeBluef［exfi什erisareliablemethodtoreducetheamountofMBandphotoproductssubstantially・  
・▲▲・＿ ＿  ▲＿▲ ＿ ▲ ▲ ＿⊥＿ ▲l l一 一 一   



Background：AL仇oughin廿1elastdecadesthankstotheimplementationofseveralmethodslikedonorsdect10nandtestingprocedurestheriskofvirus  
transmissionf「OmPlasmahasdecr飽Sed，infectionofpatientsstlllexIStS・AdditionalレnewvirusesIikeW？StNileV仙senter廿1etranSfusionchain［1】・  
Therefore，加ephot（カynamictreatmentoftherapeuticpIasmawThmethylenebIue（MB）isatechniqueusedinseverdEu「opeancountriesforpathogen  
inactivation［2】．MacoPharmahasdevelopedtheproprietaryTheraflexODMB－PIasmabagsystemincludingaMBpi”andafinaFMB刷trationstep．  

Ajm：AmoftheshJdyistoshowthequaI吋Of81eMBplasrnadunngthepreparabcnprccedureanddu血gstoageushg廿1eTherdeがsystem桓翌Figurel）・  

恥p訂abon和りCeSS  
Fcrtheprepau’at10nPrCKm餅erySJnglestq〕WaSeNaJuatedusing18singIe  
donorpIasmaun汁s．For廿1eeValuatlOnOftheplasmafactors5mlweredrawn  
atd冊㈹「tStageS恒eeFigure2）．1lleS訂TIPl馬WerePWledafterdravvingamd  
me9Suredfor廿1eq3eClfledfactors．9xsampIesofeachstagewerep（追Iedat  
threedays．Avd10IepanelofpIasmafactorswasmeasuredfq′there9」Itlng  
threepooIs（SeeFigure3）．  

Sb囲i吋  
Stabilitydataweregenerated uslngthreeplasmapooIs・Sjx plasmaswere  
POOledandafterwardsdividedintosixaJiquots．Eachwas廿飽tedasslngIeunrt  
andthen飽Chwasdh／idedintosixsto′ageSamPles・llleSamePlasmafactors  
asforthemanufacturlngPrOCeSSWereeValuated・  
MBandphotoprductcontentwasbdcwthedet∝七onlimitasprevioudy  
descrlbed［3］．  

F勺∪怜1◆¶℃旧【eでMEトRぉ∩ⅦねヨSyStem  

句Ulモ21bm印喝Sd耶  

ln－Pl℃CeSSCOntr0l   Storagestability  

・－  

伽。。ul鵬m州仙洞  

．  ・㌧．L．L．∴  ・＿ ．＿ 

RgけモまR訂Om坤0†廟鵬on什om廿℃∽Ur∝d衿Illabr（一伽1t山a闘†血dl¶咽Stαa鮮血廿如t A納陀幅hw両氏af一計M＿AS4恥aton；α細kMB酬鷹印加門口H州胞ill血∩薗on，E8t餅肌Idex仙a七m   

AllinvestigatedplasmafactorsremainedstabIeduringtheinvestigatedstoragetime．Amoderatereductjonforsomecoagulationfactors  
duringthepreparationwasfoundintheiIJuminationstepbutnotintheotherpreparationstages．Thiswasmainlyfibrinogen（17，5％），  
factorV”l（22，2％），andfactorX（13，4％）．Despitethisreductionthevalueswerewrthintherangesfoundinnon－treatedplasma．  

Plasma廿eatedwiththeTheraf［exprocedureshowedslightreductionduringtreatmentandno reductionduringstorage．Allplasma  

factorsremainedw旧1inthethresholdvalues．The廿eatmentoftherapeuticplasmawithMBisavalidtechniqueofpathogeninactivation・  

10  
【1】WestNileviru＄inpIasmaishighbs即SitivetomethyIqleblLJe－1ightt憫tmentMohretaI，Tねnsfusion2004；44：886r890  
【2］MethyIeneblue・treatedfre＄h⊥lrDZenPlasma：Whatisねcontributiontobl00dsafety？UvIWiIFiamsonetal，Transfu＄ion2003；43：1322－1329  

【3］FirL帽tionofMethyloneEheandPhotoprDductsafterPhotodynamjc¶でatrner†tOfPLasmausingbLUEFLEXTth，rF：〉00rtetal，2003VIIIEuroFeanISBTCongressP245   



PRl三PARATIONOFMETHYLENEBLUE－TREATED   
PLASMAUNDERWORST－CASECONDITIONS   

一INFLUENCEONQUALITYANDSTABILITY－  
GravemannUl′PohlerPl，Rei亡henbergS2，BuddeU3，WalkerW2，MohrHl′MiulerTHl  

lBIoodCenteroftheGermanRedCross／ChaptersofNSTOB′lnstituteSpringeJGermany2Ma（OPharmalntematlOnal′LangenJGermany  
3coagulatlOnLaboratory′LaboratoryProfAmdt＆Partners′Hamburg′Germany  

DGTI Congress, Erfurt, 2005 

INTRODUCTION   

Treatmentwithmethyleneblue（MB）andlightisawell－knownprocedurefortheinactivationofblood－bomev止usesinFreshFrozen  

Plasma（FFP）・ThepurposeofthisstudywastoassessthequalityandstabilityofMB／1ight－treatedplasma（MBplasma）processedby  
theMacoPharmaTheraflexMB－Plasmaせsystem・Preparationwasdoneunderworstcaseconditionsforroutineproeessngtoevaluate  
theworstplasmaqualitytobeexpectedduringproduction・  

Mt：THODS   

12singledonorunitsofMB／1ighttreatedplasmawerepreparedusingtheMacoPharmaTheraflexMB－Plasma㊥system．preparation  
includedleukocytedepletion（Plasmanex－filter）′additionofmethyleneblue（MB－Pill）priortoilluminat10nanddepletionofMBand  

Photoproducts（Bluenex－filter）aftertreatment・Samplesweretakenbeforetreatmentandfromthefinalproduct．Fortheassessmentof  
Stability′Plasmafrom fourdifferentplasmapooIswasphotodynami〔allytreated andstoredforupto9months・Treatmentwasdone  
underworst－CaSeCOnditionsforthepreservationofproductquality：maXimumMBconcentrationduringillumination（1・15叩一01／1），  

maximum＄tOragetimeofwholebloodbeforeseparation（40C′17h）′maXimumstoragetimeofMBplasmabeforefreezing（1h）・  

Rt：SULTS   

Thrombintime，fibrinogen（Clauss）′faetorsV，Vlll′XIandproteinC weresignificantlyalteredbyMB／1ighttreatment，Whileanti－  

thrombinllI（ATllI）′VWF：RCo′VWFcleavingprotease（vWFCP）′Plasmininhibitorand（11－antitrypsinremainedtnchanged（Fig・1）・  

Therewasnoactivationofthecoagulationmarkers（Fl＋2，D－dimers）attributedtothevirusinactivationpro（edureincludingthe  

filtrationstepsEorleukocytedepletionandMBaLndphotoproductdepletion・TheinnuenceoEeachmaLnufa〔turlngStePOntheactivityof  

COagulation factors wasinvestigated using three plasma pooIsIMost of the aetivity waslost duringillumination（Fig・2）・ALter  

i11uminationMBanditsphotoproducts（azureA，aZureB，aZureC）weredepletedbyBlueflexfiltration（Fig3）toafinal〔OnCentrationoE  

＜0・1llmOl／1（MB＋SumOfphotoproduets）・StabilityofMB－Plasmawastestedduringstorageat－30OCforupto9months（Fig4）・Stability  

testingwi11becontinuedforatotalof27months・  

Fig・1hfluen〔eOftheMB／1ighttreatm即tOnPlasmaquality  
（datafrom12singledonorしmtS′treatmentunderworst－⊂aSe  
（On山hons）  

Fig・2hfluenceofthehdlvidualrnanufa⊂turngStePSOnPlasmaquality  
（datafromthreepooIs）  

Fig3DepletionefficacyoftheBlueflexfuter  
（datafrom12shgledonort血ts）  

Fig・4StabilityofMB／ugl1t－treatedplasma   
（datafrom4pooIs，′tTeatmentunderworsトease〔Ondltions）  

CONCLUSIONS   

Evenunderworst－CaSeCOnditions′PhotodymamictreatmentofTTFPusingtheTheraflexMB－Plasma㊥systernonlymoderatelyaffeets  

theactivitiesofcoagulationfactors・rmeBlueflex－filterdepletesMBanditsphotoproductsbyover90％afterphotodynamictreatment・  
StorageofMBplasmaforupto9monthshadnoeffe（tOnCOagulationfactors・   



THERAFLEX－MB PLASMA  

Coagulationfactorsandactivationparameters  

Activated partial 

thromboplastintimetest  l．12   1．26   1．05   1．18   1．1  3  1．22   1．27   
（ratio）  

Fibrinogen   2－4   3．11   2．29   2，94   2．04   3．0  3  2．28   2．36   

FactorII（％）   70－120  102   98   98   95，1   95．  1  86．7   92．3   

FactorV（％）   70－120  102．2   94．1   89．5   83．2   105  ．7  98．1   96．4   

FactorVII（％）   70－130  113．1   101．9   106．1   92．1   107  ．6  100．6   104．2   

FactorVIII（％）   60－150  100．6   73，5   101，1   76．1   4  89．5   86．1   

FactorIX（％）   60－150  9（；，5   78．8   98．6   86   99．  2  78．9   85．7   

FactorX（％）   70－120  105．9   95．3   106．9   92．6   97．  3  91．7   92．3   

FactorXI（％）   60－140  90．9   75．3   86．7   64．4   85．  5  70．8   65．7   

FactorXII（％）   60－140  103．7   92．6   110．5   99．9   98．  4  96   93．9   

AntithrombinIII（％）   80－120  104．8   89．9   104．4   101．9   105  ．8  103．7   93．9   

ProteinC（％）   70－140  110．9   105．3   108．4   103   120  ．7  112，9   112．6   

ProteinS（％）   70－140  82，6   78．6   81．6   71．2   83．  8  77．6   81．4   

VWillebrandFactorCoF  
ristocetin（％）   60－150  97．6   92．9   87．4   84   143  ．6  137．4   138．6   

VonWillebrandFactorAg  

（％）   
60－150  134，6   118．2   130．3   128   143  ．6  121．8   122．2   

Plasminogen（％）   80－120  102．7   100．9   100．8   96．9   103  ．6  101．6   101．6   

α2－antiplasmin（％）   80－120  111．9   107．7   106．2   104．2   112  ．5  10（i．5   107．7   

C3a（mg／1）   100＿400  134．8   134．1   146．8   143．1   124  ．2  125．5   124．0   

C5a（いg／1）   0．9－15．4  10．9   14．1   15．1   23．9   7．5   8．3   10．9   

FactorXIIa（ng／ml）   く3．0   2．39   2．22   2．87   2．63   2．5  7  1，79   2．49   

Fl＋2prothrombin  

（nmol／1）   
0．4－1，1  0．99   1．20   0．88   0．87   0．7  9  0．72   0．78   

Plateletfactor4（UI／ml）  56－805  317．2   301．1   413．9   375．4   186  ．9  197．2   208   

A：Plasmabeforecontactwlthmethyleneblue  

AbニPlasmaaftervisiblelight（Plasmas31to40）  

B MBTremOVedPlasmabefbrefreezlng  

C：MBPlasmaafter6monthsat－30C）C  

D：MB－remOVedPlasmaafter6monthsat－300C  

∴   12  

ⅩⅠ2IAO3E  26／09／2005  



THERAFLEX－MB Plasma  

ProcesslngPrLnCIPle  

Methy［eneBlue   

molecule  

MacoPharmaMethyleneBIuePill   

（85L］g／unitofplasma）  

川uminationofplasma＋MethyleneBlue  
（590nm，180」／cm2）  

－lntercaIation ofMBinto nucleicacids  

－ExcitationofMBbyvisibIelight  

－Oxidation ofGuanosine  

－DegradationofnluCleicacids  

The combined action of Methylene BIue andl  

Photodynamic process which b10Cks transcrlP  

replicationofviralRNAandDNA．  
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PJ10fo－f〃aCffvaffo〃l〝℃Cedureofm亡尺AFLEY」〃βPLAS〟A   

200－315m10f   

Plasma  
（Aphaeresisor  
l〟holeB100d）  

FiItration of  
plasma and 
dissolutionof   
the MB Pill  

lllumination of 
Plasma＋MBwith  
the Macotronic  
V4  

MBremovalby  
fiItrationwith  
Blueflex  

Plasma  
freezlng  

．′   
MqcoPhormo  xI2IAO4G  1311／09／2007  



THERAFLEX－MB PJasma  
Examplesofsystemsandtreatments  

VVhole BloodPlasmawith MBtreatment  

BSVsystem：PlasmafiltrationwithPlasma打ex  
＞MBPi”dissolution＞illumination  

！・…－ ’コ・  
VVhole Blood Plasmawith MBtreatmentand MB removal  

■  ●   

ll  
SDVsystem二PlasmafiltrationwithPlasmafJex  
＞MB Pj”dissolution＞ilrumination＞ MB removaI  

With Blueflex  

haeresis Plasma二distributionin2units  

■－－・t‥  

・・・・・・・・・一－－－－→  

l 

・ミ・：・ 

㌻   

くニー 
． ．  

i紬さ  
SPVsystem：finrationoftheaphaeresisunn  
W旺h Plasmaflex MB PiHdissolution anddistribution  
in2un旺S＞i”umination＞MB removaIw旺h BIuefJex  

■  ● ■  ●  

＋； 

：iiii  
SDVsystem：PlasmafiltrationwithPlasma¶ex＞  
MB Pi”dissolution＞illumination＞ MBremova［with  
B山eflex  

ADhaeresis Plasma 二distributionin3units  

unitwithPlasmaflexanddistributionin3unitswiththe  
BSVsystem．ConnectionofeachunittoaZDV  
SyStem：MBPiIIdissolution＞i”umination＞MB  

removalwith Blueflex   

＊－1，′〟仙り・り〃甘、／り′・／血・、仙ハ′り′v〃・l・l〟l・t′…′＝り′′・ソ川イ・′・・、・－川け′心〃＝・′仙・t′州Jり廿・・・ヾ川・tJ…ハ仙血、  

M（】COPh（】rm（】  xI2IAO4G  1411／09／2007   



RI川川W  

Methyleneblue－treatedfresh－frozenplasma：   

Whatisitscontributiontobloodsafety写  

J＝・J＝．1J．1川J／…J…川．J仙‘…J（．ン…J／g…＝…（ノー・－JけJ∫l：J恒〃川●  

Hospitalinthe1950s・二iwhenactivatedbyvisiblelight・MB  
generatesreactiveoxygenspecies，mainlysingletoxygen，  
tJlrOughalヤPellphotodynamicreaction，anditisthese  

thatareresponsibleforitspathogeninactivatingproper，  
ties∴i5TheorlglnalsystemdevelopedinSpringe・Germany・  

used aninitialfreeze－thawstep todisruptintactWBCs，  

then added an amount of MB solution calibrated to the 

Weightoftheplasmapack，tOaChievepreciselythesame  
MB concentrationin every pack．Later systems（Baxter  

andMacopharma）developedforsmau－SCaleuseinblood  
centers involve sterile connection of the plasma pack 
（beforeorafterfreezing）toapackwithaWBC－reduction  
filterupstreamofaliquidpouchoradrype11etcontaining  
85to95LlgOfMB（Fig・2）・ToachievethedesiredfinalMB  
concentrationoflLIM，theinputplasmavolumehastobe  
withina200－tO－300－mLrange，SO600－mLapheresisunits  
requiresplitting・lnboththeSpringeandcommerciaJsys－  
tems，theMBFFPpacksarethenexposedtovisiblewave－  
1engths oflight to activate the MB・Becauseitis not  
possibletousetheequivaIentofradiation－SenSitivelabels  
toconfirmillumination，thelight－eXPOSureSyStemmuSt  

be designed to ensure good manufacturing practice  
（GMP）－COmpliantcontrolofbothlightintensltyanddura，  
tion・Radio－frequencychipsforthispurposeareindevel－  
opment・Duringillumination・MBis converted toits  
bleachedleuko－formandtodemethylatedcomponents  
（azure＾，B，andC．andthionine；Fig．1）．Arecentfeature  
hasbeenthedevelopmentofcommercialfi1tersforpost－  
treatment MB removal，Which reduce the residualMB  
concentrationtoO．1toO．3いM．Theplasmaisthenready  
f（）rfreezingorrefreezing・  

One oftJle attraCtions ofthetechniqueis thatitis  
appliedtosingleunitsofFFfミWitl－Out山eneedforpool－  
ing・Commercialsystemsareavailablethatcanbesetup  
in standard blood center GMP conditions，Without the  
needtoinstauspecializedplant，anditisthismodelthat  
isinoperationintheUK・Plasmaisfrozenlocal1y・SenttO  
oneofthreecentralMB－treatmentpOints，山enreturned  
fordistributiontohospitals・  

PATHOGEN－REDUCT10NSPECTRUM  

TheabilityofMBtoinactivateviruSeSisdependentonits  
bindingtonucleicacid，beinggreaterfordoublestranded   

idlCurrent donor・－Selection criteria and  

virusgenometesting，freshLfrozenplasma  
（FFP）inthedevelopedworldisprobably  

safer thanit ever has been．ln the UK，  W  
whereFFPisnotmanufacturedfromfirst－timeorlapsed  
donors，ithasbeenestimatedthattheresidualviruSrisks  
fromasingleunitofFFParelinlOmi11ionforHTVlin  
50millionforHCVandlinl．2millionforHBV（EglinR，  
written communicatiorL，January2003）．Against these  
levelsofrisk，ithasbee・nqueStionedwhetherpathogen  
reductionofFFPisanecessarystrategyand／orthebest  
useofhealthcareresources．．However，theappearanceof  
WestNilevirusinblood componentsinthe USin2002，  
withfataltransmissionsinimmunocompromisedrecIPl－  
ents．2remindsusthatsometimesviruSeSmOVeal1ead of  

ourabilitytotestforthem・AIso・backgroundviralinci－  
denceinapopulationcanchange′aSiscurrentlyobserved  
inScotland，WithHTVlevelsshowinganincreasetothree  
permillion population（Soldan K，Written communica－  
tion，February2003）・1tisnowoverlOyearssinceapho－  
todynamicsystemuslngmethyleneblue（MB）andvisible  
lightwas developedin Springe，Germany・forvirucidal  
treatment ofFFP The method has been used at various  

timessincetheninGermany．Denmark，Portugal，Spain，  
andtheUK．soitistime】Lytoreviewitspotentialcontribu－  
tiontooverauFFPsafety．  
MBisaphenothiazinecompound（Fig・1），Whichwas  
firstusedclinicallybyPaulEhrlichinthe1890sandhas  
been used to killviruses since work at theWalter Reed  

ABBREVIAT10NS：APTT＝aCtivatedpartialthromboplastintime；  

FFP＝rreSh－frozenplasma；MB＝methyleneblue；MBFFP＝  

methyleneblue，treatedfresh－frozenplasma；PT＝PrOthrombin  

time；TTP＝thromboticthrombocytopenicpurpura・  

FromtheUniversityofCambridgeandNationalBloodService，  
Cambridge；theNationalBloodService，Brentwood；andthe  

ScottishNationalBloodService．Edinburgh，UnitedKingdom・  

Addressreprinlrequeststo：LornaM・Williamson，University  

ofCambridgeandNationalBloodService，LongRoad，Cambridge  

CB22PT，UnitedKingdom；e－mail：lorna・Wiuiamson＠nbs・nhs・uk・  

ReceivedforpublicationFebruary27，2003；aCCePledMarch  

11，2003．  
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METHYLENE BLUE・TREÅTED FRESH・FROZEN PLASMA  

thanslngle stranded，al山oughviruses  

COntaininggenomesofeithertypemay  
be efficientlyinactivated（See below）．  

Activationresultsinamixtureofstrand  

CrOSS－1inking，guanOSineoxidation，and  

depurination・MB may also modify  

proteins andlipids，the relative rates  
dependingontheMBandlocaloxygen  
concentrations．Forvirus一infectedceus，  

thismaybeinfluencedbythereducing  
and detoxifying mechanisms present  
inside the ce11．MBis not considered  

usefulforinactivation ofintracellular  

viruses orto attain bacterialorproto－  
ZOaJreduction，althoughit does enter  
Ce11s．5．7Tts onlyapplicationintransfu－  

sionhasbeentoachievevirusinactiva－  

tionofplasma，Withpriorce11removal  
byfiltrationorfreeze－thawlysis8tO（Fla－  

mentJ，MohrH，andWalkerW，Written  

COmmunication，2000）．  

PhotodynamictreatmentwithMB  
resultsinefncientvirusinactivationfor  

a111ipid－enVelopedvirusestestedtodate，  

includingallthoseforwhichtheUKand  
US currently routinely screen blood  
donations，aSWellasWestNilevirus．3j110  

Theextentofremovalforsuchvirusesis  

usuallyatleast5logs，thisbeingtrueねr  

bothdouble－andsingle－StrandedRNA  

and DNA viruses（Thblel）．Nonlipid－  

envelopedvirusesshowamorediverse  
SpeCtrumOfsusceptibuity，SOmebeing  
total1yunaffected（EMC，POlio，fiAVpor－  

Cineparv0virus），Whereasothers（SV40，  

HEV models，human parvOVirus B19）  

Showreductionfactorsof4logsormore  
（1払blel）．More recently，teSting uslng  

PCRmethodshasshowndirectremoval  

叫血〃gふJ〟g  
如肋血即憎  

コ  ＝＝＝  

劇中  
ぐ1  

皿：ユニ  叫CIlユ）ユ ヨ  ∩ち「）ユN  

Fig．1．MJlanditsphotodegradationproducts．  

TABLEl．Viru＄reduction  

Lipid enveloped Non－1ipidenve10Ped  

log reduction log reduction 
Virus  factor  Virus  factor  

HAV  
Encepha10myOCarditis  
Porcine parvovirus 
Polio  
SV40  
Adenovirus  
HumanparvovirusB19  
CaIicivirus（HEV）   

0．0   

0．0   

0．0   

0．0  

4．3   

4．0  

≧4．0  

＞3．9  

HlV  ＞5．5  

Bovine viraIdiarrhea  ＞6．2  

Duck HBV  

ln“uenza  

Pseudorabies  

Herpes simplex 

VeSiculal stomatitis 

West Ni厄virus   

3．9  

5．1   

5．4  

＞6．5  

＞4．9  

＞6．5  

OfHIV HBV HCV and parvOVirus B19  
reactivityfrominfected donations，1114thelast ofthese  
demonstratlng4－logreductionbyanewlydevelopedB19  
bioassayontheKU812EP6ceuline（Flamenり，MohrH，  
andWalkerW，Writtencommunication．2000）．  

Are such reductionfactors sufficientto assurethat a  

Singleplasmadonation，takenduringthepeakofviremia，  
is rendered noninfectious？The answer wuldepend on  
WhetherthedonationisalsosubjectedtoNATorserologlC  
testlngandonthelevelofviremia．Formostviruses，We  
knowthattheanswerisalmostcertainlyyes，butinafew  
CaSeSSuChasparv0virusB19，inwhichthepeakofviremia  
isaroundlO7genomeequivalentspermL，thisconclusion  
ismoredubious．However，forvirusesofma】OrCOnCern，  
peakviremialevelsareeitherwithintheclearancerange  
Ofthesystem，OrSCreenlngwithassaysofhighsensitivlty  

Willhaveensuredthatonlydonationswithlowerlevelsof  
Viremiaentertheprocessinglaboratory（handlingerrors  
excepted）．Inthepregenometestlngera，therewasapos－  
SibleHCVexposurefromaunitofMBFFPtakenfroma  
donorin the seroTnegative window period（FlarnentJ，  
Writtencommunication，MarCh1998）．Thepatientsero－  
COnVertedforHCVbutremainedgenomenegative・The  
preciseeventsremainunproven．butitispossiblethatthe  
patient generated an antibody response agalnStinacti－  
vatedvirus．   

Although MB and other phenothiazine dyes have  
beensuggestedashavinginhibitoryactionagalnSttranS－  
missible spongiform encephalopathies，】5thereis no  
evidenceofinvitroinactivationofinfectivltyatthecon－  
Centrationsusedinthetransfusionsettlng・  

VoIume43，September2003 TRANSFUS10N1323   
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WILuAMSON ET AL．  

TheMACOPHARMAPLasmaMembranefiItration  

Fig・2・SchematicrepresentationoftheclosedbagsystemforMBtreatmentoffresh－frozenplasma・  

andaggregation・Theinl1ibitoryeffectsareamelioratedby  
thepresenceofascorbate22butdonotappeartoresultin  
theformationofanyneoantlgenSL6≠】f）orpositivltylnteStS  
fc．rtheformationofIgEantibodies（Flamenり，MohrH，  
andWaLkerW，perSOnalcommunication，2000）・  

UnsurprlSlngly，thechangesincoagulationproteins  
observedinMB－treatedplasmaareassociatedwi血apro－  
1c．ngationoftheprothrombintime（PT）andactivatedpar－  
tialthromboplastintime（APTT）・1GI2二う   

OriglnalstudiesonMBinactivationwerereportedon  
plasmafreeze－thawedbeforetreatment・butlaterworkon  
theBaxterPathinactandMacoPharmaTheraflexsystems  
WaS Performed on fresh plasma（Table2）・However，We  
haverecentlyshown山atthema】OrCauSeOfcoagulation  
factorlossisthe MBtreatmentitselfand notthe freeze－  

thawlng・柏I24FortunatelyIChangesincoagulationproteins  
inducedbyWBC－reductionandMB－remOValAltersappear  
tobenegligiblecomparedtotheeffectoftheMBprocess  
itself．Filtration of plasma uslng afilter（Hemasure）   

EFFECTOF MB TREATMENTON  
COAGULAT10N PROTEINS   

ltiswellestablishedthatMBtreatmentofplasmaaffects  
thefunctionalactlVltyOfvariouscoagulationproteinsand  
inhibitors（Table2）．Theproteinsmostseverelyaffectedby  
MBtreatmentofplasmaareFVlllandfibrinogen・Where  
actlVltylSreduced by20to35percent・Thedecreasein  

fibrinogenisseenwhenassayedbythemethodofClaussr  
butnotinantlgenicassays，川suggestl－1gthatMBtreat－  
menteffectsthebiologlCaCtivitybutnotconcentrationof  
百brinogen・lthasbeensuggestedthatthisisduetothe  
photo－OXidatjonof百brinogeninhibitingpolymerization  
offibrinmonomers．17Theeffectson負brinogenareprob－  
ablyduetoaninteractionofMBwidlhistidineresidues  
andmayresultinamodihedinvivoclearance・…20How－  
ever，fibrinogenisolatedfromMB－treatedplasmaretains  

normalabilitytobindtoglycoproteinlIb／IIIareceptorson  
Platelets，21animportantmechanisminplateletactivation  

1324 TRANSFUS10N Volume43，September2003  
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METHYLENE BLUE・TREATED FRESH・FROZEN PLASMA  

17LBLE2．ChangesincoagulationfactorproteinsandinhibitorsinMBFFP  

Parameter＊  PercentchangeduetoMBtreatmentTI＄  MeanresidualleveIs捕  

1．65，101．80，162．01，231．97，282．0529  
2．7416  
1．15，101．05，161・0023  

0．84，100．73，160．79，230．7628  
1．10，100，90，160．9023  
0．78，100．58，160．58，230．8328  
1．00，100．72，230．8828  
1．05，100．9023  
1．00，100．73，230．8428  
1．2010  
1．02，231．1229  
0．94，230．83，291．0028  
0．92，230．7929  
0．88，101．0316  
0．78，100．95，161．00，230．9628  
1．03，160．8928  
1．1116  
155mg／dL  
O．90，100．9816  
0．9616  

24，1024，233929  Fibrinogen（Clauss）g／L  
Fibrinogen（antigen）g／L  
Prothrombin（FIl）（U／mL）  

FV（∪／mL）  

FVll（∪／mL）  

FV川（∪／mL）  

FIX（∪／mL）  

FX（∪／mL）  

FXl（∪／mL）  

FXll（∪／mL）  

FX川（∪／mL）  

VWFantigen（U／mL）  
VWF：ristocetincofactor（U／mL）  
Cl－inhibitor（U／mL）  

Antithrombin（U／mL）  
ProteinC（U／mL）  
ProteinS（U／mL）  
CKl－antitrypsin（U／mL）  

Plasminogen（U／mL）  
α2・antiplasmin（U／mL）   

18，108，1618，23  
J4．5，1021，1632，2310，28  
J8，109，167，23  
J13，1033，1628，2326，282929  
J17，1023，231128  
J13，10723  
117，1027，231328  
11710  
J7，231629  
J7，23529→28  
J8，231829  
J23，10→16  
J8，10323→－6】23  

→16】28  

一う16  

→16  

→10▼16  

→16  

★ ResultsglVenaSU／mLbecausenotaIIstudieswerecalibratedaga－nStinternationalstandards・Assaysarefunctionalunlessotherwisestated・  
†Arrowsindicatedirectionofchange，Withhorizontalarrowindicatingnochange・  
‡10116123studiesusedfrozen－thawedplasma．  
§2812gstudiesusedfreshplasma（＜8hrfromcollection）．  

by collagen orADIミSuggeSting no ma］Orinfluence on  

COagulationorfibrinolyticsystems・31  

There have been relatively fbw studies examinlng  
CryOpreClpltateandcryosupernatantproducedfromMB  
Plasma．LevelsofFⅥIIandfibrinogenactlVltylnCryOpre－  
clpltateare20to40percentlowerthanuntreatedunits23132  
but remainwithin Councu of Europe Guidelines．The  
effectonlevelsofvWFantigenandactivityseemmOre  
Variable‥One Study reports no slgnificant difftrence，23  

Whereasinatwo－CenterStudy，OneCenteralsoreportedno  
Change，Whiletheothersaw15to20percentlowervalues  
inMBunits．32Thesedifferencesmightbe explainedby  
Variationinthemethodologyusedtopreparethecryopre－  
Clpltate．However，bothstudiesshowthatthemultimeric  
distribution of vWFis unaltered．Cryopreclpltate PrO－  
ducedfromMBFFPhas notyetbeenintroducedinany  
COuntry山atprovidesMBFFfミbutworkisongolnginthe  

UKtoopt］mizefibrinogenconcentration・33  
Cryosupernatant produced from standard or MB－  
treatedplasmalacksthelargestmolecularweightformsof  
VWE23Themainclinicalindicationforcryosupernatantis  
forthetreatmentofthromboticthrombocytopenicpur－  
pura（TTP）．PatientswithTTPtendtohaveunusuallylarge  
molecularweightvWFmultimers，34whichareknownto  
promoteplateletaggregation，andsomebelievethattreat－  
mentwithaplasmacomponentthatlacksthehighmolec－  
ularweightformsofvWFmaybebeneficial・However，nO  
Clinicaldataareavailabletoanswerthisquestion．Levels  
OfvWFcleavlngprOteaSehavenotbeenmeasuredincryo－  
SupernatantPrOducedfromMB－treatedplasma，butglVen  
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designedtoremovebothWBCsandMBsimultaneously  
resultsinaprolongationoftheAPTTbuthasnoeffbcton  
the PT orfibrinogen when measured bymanualtech－  
nlqueS．25FilterstoremoveresidualMBinplasmadevel－  
OpedmorerecentlybyPallandMacoPharmaarereported  
toresultinasmallincreaseintheAPTTbutminimalloss  

Ofcoagulationfactoractivity・26，27Ithasbeensuggestedthat  
theincreaseintheAPTTinthelatterstudies maybe a  
resultofsomeactivationofthecontactsystemofcoagu－  
lationaftercontactofplasmawiththeartificialsurfaceof  
thefi1ter．26  

Levelsofthrombin－antithrombincomplexesarenot  
elevatedin MB－treated plasma，．6indicatlng that MB  
treatmentis also not associated with excessivethrombin  

generation．Functionalmeasurements ofthe natura11y  
OCCumnganticoa訃11antsproteinC＆Sandantithrombin  
also appear to be relatively unalteredin MB－treated  
plasma．1鋸6123，28 MB treatmentis reported to havelittle  
effectonlevelsofplasminogen．alpha－2－antlPlasmin（the  
maininhibitor of plasmin），fibrin monomer，and D－  

dimers，16suggestingthattheuseofMBFFPisunlikelyto  
resultinenhanced負brinolysIS．VWFactivltylnplasma，aS  
measuredbyristocetin－inducedagglutinationofplatelets，  
isreducedbylOto20percent，23，29butvWFmultimeric  
distributjonandcleavlngprOteaSeaCtivityarereportedto  
beunaffected．23I2日3O  

After transfusion ofMB－treated plasma to healthy  
adults，therewasnoslgnificantdifferencefrombaseline  
ValuesinAPTT．PT；TT；FⅥⅠⅠ，FXI，Clauss百brinogen，負brin  

degradationcomponents，OrPlateletaggregationinduced  
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forinductionofbirthdefectsatdosesupto5mgperkg  
PerdayhasalsoglVennegativeresults，3，5althoughrecently  
higherdoseshavebeenreportedasinducingfetalgrowth  
retardation．3～iIncontrasttothis，invitrotests．suchasthe  
＾mestestformutageniceffectinselectedbacteria，have  
yieldedsomemutagenicandgenotoxicdata．particularly  
inthepresenceofalivermicrosomal（S9）fraction．Testlng  
OnhumanlymphocytesandthemammalianV79cellline  
has been reported by some to show no mutageI－iclty，  

althoughinthepresenceofthemicrosomalS9fraction，  
SOmeChromosomalaberrationswereseeninlymphocytes  
atlto2トIgperml．（FlamentJ，MohrH，andWalkerW  

written communication，2000）・Wagner et al・39 has  
reported genotoxjc effectsin mouselymphomacells at  
30LLgpermLofMB，WhichwasenhancedbyS9addition・  
butfailedtodetectanyactlVltylnVivoinamousemicro－  
nucleusassay．  

Between1992and1998，mOrethanamillionunitsof  

MBFFPwereusedinGermany，Switzerland，Austria，and  
Denmark．Use has continuedin the UK，Portugal，and  
SpainusingtheGrifoIs，Baxter，andMacopharmaversions  
Ofthetechnology・ThelattertwosystemshaveaEuropean  
MedicalDeviceslicence（CE mark），granting ofwhich  
includesatoxicologlCaSSeSSment．Bothpassiveandactive  
SurVeillance40haveyieldedadverseeventratesthatdonot  
differfromthoseforstandardFFPlnneonates，Wherethe  
COnCernisgreaterduetotheimmaturedetoxificationsys－  
tem，tllerearefewreportsonsurveillance・butdatafrom  
both Germany and Spain indicate no acute adverse 
events，eVenWhenMBFFPisusedforexchangetrans山一  
sion（Castri1loA．PohlU，Writtencommunication，1999）．  

Concernoverthepotentialinvitromutageniceffectsof  
MBanditsderivatives，particularlyinthepresenceofthe  
S9fraction，WaSthereasonforthefauuretore－1icensethe  

PrOduct（WithoutMB removal）inGermanyin1998・An  
oplnion has not been reached on whether the system  
includingtheMB－remOValstepwillbegrantedaGerman  
license・However，alargeamountofclinicalusageandin  
Vivotoxjcologytestingsuggestthatdespitetheeffectsseen  
invitro，in vivo side effects are minimal，PreSumably  
mainlyduetothedilutiononinfusionandtherapidclear－  
anceofthecompound・Onetoxicologyexpertinthefield  
hassuggestedtheriskisonaparwithsmokingapackof  
clgaretteSOVeralifetime（FlamentJ・MohrH・andWalker  
W，Writtencommunication，2000）．  

CLlNlCAL STUDlES 

Moststudiesinpatientshavebeensmauand／orhaveused  
laboratoryrather山anclinicalendpoints・DesplteuSageOf  
morethanlmillionunitsinEurope，therehavebeenno  
fuu reportsoflarge，randomizedtrialsofMBFFPusing  
relevantendpointssuchasbloodlossorexposuretoother  
bloodcomponents・Earlystudiesdescribedsuccessfu1use  
ofMBFFPineitherslngleorsmaugroupsofpatientswith  

thatlevelsappeartoberelativelyunalteredinthesource  
plasma，300ne WOuld not expect them to differ slgninL  
cantly．1twouldthusappeardlatMB－treatedcryosuperna－  

tantwouldbesuitableforthetreatmentofTTPbutithas  
yetnotbeenmanufacturedforclinicaluse・  

TfMBplasmaisusedtosuspendsingle－donorplate－  
1ets，thereis no significant effect on platelet numbers．  
morphologyscores，OSmOticrecovery・Orlevels ofLDH・  
CD62Pexpression，lacate，pH，andglucosecomparedto  
Standard plasma・35similarly・if MB－treated plasmais  
addedtoRBCs，thereappearstobenoappreciableeffect  
onleakageofpotassium・hemolysIS・OrOSmOticfraguity  

during28daysofstorage・35Thisisincontrasttodirect  
treatment ofRBCs with MB andlight，Which resultsin  
membrane leakage antl enhanced surface binding of 
lgG・57  

PHARMACOLOGY AND TOXlCOLOGV 

Thema）OrClinicalapplicationofMBinthepasthasbeen  
asaredoxreagentinthereversalofmethemoglobinemia  
and cyanidepoisoningusinglntraVenOuS doses oflto  
5mgperkg．IthasalsobeenusedathigheroraIdosesfor  
thetreatmentofmanicdepression（300mg／day）andrenal  
calculusdisease（195mg／day）・tntraVenOuSdosesof2to  
5mgperkghave alsobeen used forheparinneutrali－  
zationandforperlOperativestainingofthe parathyroid  
gland・二H▼9JO12（l For comparison・the plasma pathogen－  

reductionsystemsdescribedhereresultinaMBconcen－  
trationoflトIMin山e rrFRequivalenttoanintravenous  

dose per250mL FFPしLnit ofO・0012mg per kg・TfMB－  
removalfi1tersareusedduringprocessing■25136thislevelis  
reducedapproximatelyxlOJtOafinalconcentrationofO・1  
too・3いM・Fora70－kgadultreceivingtherecommended  
15mLperkgofFFRthisequatestoatotalMBdoseof  
approximately33トLg′Orlessthanluglna2－kgpremature  
infant．1nfusedMBisrapidlyclearedfromthecirculation  
andmarrow（half－1ivesinrats are7and18min，reSpeC－  

tively）toanextentthatitspresenceinblood（half－1ifein  
manapprox・60min）isdifficulttodetectafterinfusionof  
MBFFPThereissometissueuptake，butthema）OrltyOf  
MBisexcretedviathegastrointestinaltractandinurine  
within20r3days3（Flamentl，MohrH，andWalkerW，  
Writtencommunication，2000）．  

AUStox．icologlCrePOrtSummarizesitsusetoassess  
membrane rupture during amniocentesis，nOtingmild  
andtransientsideeffectsatmost．二171nmammals，thehalf  

lethaldoseforMBisoftheorderoflOOmgperkg，Witll  
Photo－illuminationproductshavingsimilarIOrlesser・tOX－  
icltyprO別estotheparentcompound・315chronicdosingof  

animalswidlMBatdosesuptoO．2gperkgdayfor13  
weeksarenontoxic．Chronicexposureofratstoadietcon－  

tainlng4percent MB had no carcinogenic orcirrhotic  
effects，While testingln both rodents and Drosophila  
revealednogenotoxjce恥ctsatnearlethaldoses・rIt，Sting  
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Clearly，1argerstudiesarerequiredtoestablishtheroleof  
MBFFPinTTII  

FFPSAFETY：WHEREAREWE GOJNG？   
Fiveyears ago，an editorialinthisjournalaccompanied  
theavailabilityintheUSAofpooledS／DFFf！1Despitethe  
impact ofthe previous HIVand HCVtransmissions on  
transfusionservicesinmanycountries，S／DFFPdidnot  
Subsequently become a standard of carein the USA，  
althoughithasbecomesoinNorway．BelgiumandPortu－  
gal．OtherEuropeancountrieshavechosenquarantinlng  
OfFFPwithdonorre－teStaStheirmethodofminimizing  

VirusriskfromFFPThisavoidspotentialtoxjcltyOrlossof  
activity，but provides no protection agalnSt neW agentS  
suchasWestNilevirus．lnvirusreductionterms，theMB  

SyStemaPPearStOhaveacceptableefficacy，andhasthe  
advantageofbeingaslngleunitsystem，SOthatpotentially  
increasedrisksfromnewagentsunaffectedbythesystem，  
SuChasprlOnS，areminimized．Themajordisadvantageis  
lossofcoagulationfactors，SuChasfibrinogen・Theasyet  
unlicencedsingleunitpsoralenS59pathogenreduction  
SyStemforFFPappearStOreSultinmuchbetterpreserva－  
tion offibrinogen，With only3－13percent reduction・49  
However，tOXjcitywi11be a concern for any pathogen  
reductionsystemwhichinteractswithnucleicacids，eSpe－  
Cial1yifadministeredtoveryyoungreclplentS．   
1ntheUK，prOVisionofMBFFPislinkedtothemost  
recent Department ofHealthprecautionarydecisionto  
minimizetheunknownriskofvariantCJDfromUKblood  

COmpOnentS・In August2002，UK Tfansfusion Services  
Wereinstructed to seeksupplies ofUS plasma forFFP  
productionforchildrenbornafterJanuaryl，1996，adate  
fromwhichtheUKfoodsupplyhasbeenconsideredsafe  
frombovinespongiformencephalopathy．Thisimported  
FFPw山besubjectedtoMBtreatment，and，inprepara－  
tion，UK Transfusion Services have alreadyintroduced  
MBFFPforthisagegroup・Noimmediateproblemswith  
Side effects orloss of efficacy have been reported，  
althoughthe number of children treatedis stiu small．  
HospitalsalsohaveaccesstoS／DFFPfromcommercial  
SOurCeS．  

ButtotakeanoverviewofFFPsafety．5years’hemo－  
Vigi］ancedataintheUKrevealthatvirustransmissionisa  
muchsmallerriskthanthatofTRALl．From1996to2001，  

therewere15TRALIcasesinwhichFFPwasclearlyimpli－  
Cated′and another4where FFPwas amongarangeof  
COmPOnentStranSfused・Inthesametime period，there  
WaS nOt a Slngle provenviruS tranSmissionfrom FFP45  
Single－unit pathogen－reduction systems by themselves  
COntribute nothingtoTRALIprevention，Whichmaybe  
helped by selection of male donors for FFP50and／or  
SCreenlngOfparousfemalesforWBCantibodies・lnterest－  

1ngly，thepoolingofseveralhundreddonationsrequired  
intheS／DFFPprocessmayprovidebenefitagalnStTRALI  

VoIume43，September2003 TRANSFUS10N1327   

deficienciesofFVorFXI，TT11andexchangetransfusion  
in neonates・41I420ne study of71patients compared  
MBFFP withS／D－treated FFPincardiac surgery and  
Showed better replacement of protein S and alpha2－  
antlplasmin withMBFFP but no differencein blood  
loss・20However，OnehospitalinSpainhasreportedthat  
afteratotalswitchtoMBFFfミFFPdemandroseby56per－  

cent，With a two－tOthree－foldincreasein demand for  

cryopreclpltate，WhichwasnotMBtreated・43Theauthors  
SuggeStthattheincreaseindemand，Particularlyforcryo－  

preclpltate，mayhavebeenrequiredtooffsetthereduced  
fibrinogenlevelinthecomponent．Indeed，afterorthope－  
dic surgery，tranSfusion ofMBFFP has been associated  
WithincreasedreptilaseclottlngtlmeSandratioofimmu－  
nologlCtOfunctionalmeasuredfibrinogen，44suggesting  
thatMBmayinterferewithfibrinpolymerizationinvivo．  
However，thedatafromtheSpanishstudyneedtobeinter－  
Pretedwith care・Intheperiodstudied，Which spanned  

introductionofMBFFfミ2967patients received nofewer  

than27，434unitsofplasma，butonly24，607unitsofRBCs，  
With26percentofadmissionsreceivingFFPonly．Thevery  
highFFPto RBC ratio（1．11）contrasts sharplywiththe  
recentcorrespondingfigureforthe UKTransfusionSer－  
Vices（0・14）・45Thissuggestsverydifferentprescribingprac－  

ticesforFFPbetweenSpainandtheUK，includingroutine  
useofFFPinal1cardiacsurgeryproceduresinSpain．43  
Never山eless，theirstudyemphasizestheimportanceof  
monitorlngClinicaldemandaf［eranychangetoMBFFPto  
SeeWhethertheinvitroefft！CtStrulyresultinarequire－  
mentforlargerdoses．  
No specificdata are available from studiesinneo－  
nates，butnospecificproblemshavebeenfound．Theonly  
reportofMB toxICltylnaneOnateWaSaCaSeOfsevere  
bullus formation and desquamation was reported in a 
babywhoreceivedphototherapyforhyperbilirubinemia  
after administration oflOmL oflpercent MB to the  
mothertoinvestlgatePOSSibleruptureofamnloticmem－  
branes．46AlthoughneonatalbloodlevelsofMBwerenot  
reported，theskinofthebabywasvisiblystainedblue，  
SuggeStingbloodandtissuelevelsmanytlmeShigherthan  
WOuldbeachievedafterinfusionofMBFFPNoproblems  
WithMBFFP－treatedinfhntsrequlrlngPhototherapyhave  
beenreportedinEurope，andglucose6phosphatedehy－  
drogenasedeficiencylSnOtaCOntra－indicationtoitsuse  

（WalkerWwrittencommunication，2002）・Similarly，digi－  
talcapi11arymeasurementofoxygensaturationbycolori－  
metricmeansisnotaffectedbyinfusionofMBFF  
Limited data are available on the use ofMBFFP hr  

plasma－eXChangeproceduresforTTP47Although1evelsof  
VWFcleavlngenZymeinMBFFParenormal，300neStudy  
Oftwosmal1cohortsofpatients（13treatedwithFFPand  
7withMBFFP）reported anincreaseinthe number of  
plasma－eXChangeproceduresanddaysinhospitalindle  
MBFFPgroup．48Thisis ofconcern，althoughthe small  
Patient numbers makeit di疏cult to draw conclusions；  
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byduutingoutthosewithhigh－titerWBCantibodies・The  
NationalBlood Servicein England has begun a brmaI  
OptlOn appraisalofTRALI－preVention strategleS・begin，  
nlngWithplasma－richcomponents・Therelativecosteffec－  
tivenessandlong－termrOleofpathogenreductionofFFP  
in an overall blood safety strategy remain to be elucid ated. 
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TheefFbctofmethylenebluephotoinactivationandmethylene  

blueremovalonthequalityof打esh－ffozenplasma  

几血J騨陀rGαrl川Od，月eわeccαA・G川和野間0軌′eかr王JmmO〃d，俺Jerわ5・肋r〃∫町，CrⅥなP蝕r′1en  

り川イ′Jい＝〃ぷ．Jり川（一．1J．11川／…′…肌‘仙／りけhl二J仙川■  

Stringent donor selection and testlng  
BACKGROUND：Theeffectsofuslngfreshorfrozen－  

thawedplasma，WBCreductionofp［asmabefore  

freezing，andtheuseoftwodifferentmethyleneb山e（MB）  

remova＝iltersonthequalityofMB－treatedplasmawere  

COmPared．  
STUDYDESIGNANDMETHODS：lnapairedstudy（n＝  

11／arm）plasmawasfrozenwithin8hoursofcollection，  

thawed，MBphotoinactivated，andthenfilteredusingone  

OftwoMBremovalfiIters．Freshplasma（n＝16）and  

PLasmaWBCreducedbeforefreezing（n＝19）wereMB  

inactivated．  

RESULTS：Freeze－thawlngreSUltedin10SSOfactivityof  

FXllandVWFofO．06andO．04unitspermL，reSPeCtively，  

butnoslgnificant10SSOfactivityoffactorsllthroughX10r  
fibrinogen．FurtherlossofactivityoccurredafterMB  
treatment：Fll（0．071U／mL），FV（0・11U／mL），FVll  

（0．081U／mL），FV川（0．281U／mL），FIX（0・121U／mL），FX  

（0．161U／mL），FXl（0．28U／mL），FXLl（0・15U／mL），VWF  

antigen（0，051U／mL），VWFactivity（0・06U／mL），and  

fibrinogen（0．79g／L）・Lossesduetothisstepwere  

Significantly（5－10％）lowerinfreshpIasmacomparedto  

frozen－thawedplasma・NeitherMBremova＝iIterresulted  

ins■gnificant10SSOfactivityofanyfactorstudied・  

CONCLUS10N：MBremovaI，byeitheroftheavailabJe  

filters，haslittleimpactonthecoagulationfactorcontent  
Ofplasma，butfreez■ngOfplasmabeforeMBtreatment  

resultsin a smalladditionalLoss，  

FFPdonatlOnenterlngthebloodsupplyinEnglandisestl－  
matedtobelinlOmiuionforHTVlin50millionforHCV  

andlinl．2millionforHBV（EglinR，Writtencommunica－  

tion，2002）．Neverdleless，Viraltransmission fromblood  
componentscontinuestooccur′With16casesreportedin  
theUKinthelast6years・1Thereis，therefore，COnSiderable  
research actlVltylnpathogeninactivationofsingle－unit  
COmPOnentSbecausemedlOdssuitableforsinglecompo－  
nentsofferreassurancethatnoincreasedinfectiousrisks  

are added due to pooling．For FFP only，Onelicensed  
Single－unitsystemiscurrentlyavailable（methyleneblue  
Photoinactivation）・1tis desirablethatthereis asmuch  
flexibuity as possiblein the handling conditions for  
pLasmabeforeinactivation・tOenableproductionofFFP  
fromcollectioncentersdistantfromtheprocesslngSite・  
ThisisparticularlyrelevantbecausetheUKDepartments  
of Heal山 have recently recommended that FFPis  
importedfromNorth凡mericaforneonatesandchi］dren  
born after1995（aRer theintroduction ofrelevant food  
banstolimitBSEtransmission）asaprecautionarymeaT  
sure agalnSt VCJD transmission・Previous studies have  

ABBREVIAT】ONS：APC＝allophycocyanin－COnJugated；＾PTT＝  

activatedparliaIthromboplastintime；FFP＝fresh－rrOZenPlasma；  

MB＝methyleneblue；PMN，＝neutrOphil；PRP＝plateleトrich  

pLasma；PT＝PrOthrombintime；VWF：CB＝VWFcouagen－binding  
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demonstrated vCJDinfectivltyin plasma of rodents  
infectedwith prlOn diseases，2・3 and a recent report  

describesinterimresultsfromastudythatdemonstrate  
transmissions of bovine spongiform encephalopathy  
（BSE）andscrapiebetweensheepbywhole－bloodtransfuT  

Sion・4Becausebackgroundlevelsofvirusmarkerpositivlty  

intheNorthAmericanpopulationareslgnificantlyhigher  
thanintheUK，ithasbeendeemedsensibletosubject  
importedplasmatoapathogen－inactivationstep・  

Themethyleneblue（MB）photoinactivationprocess  

for viralinactivation ofhuman plasma has been weu  
described5ashasitseffbctonthelossofcoagulationfactor  
activltyOfplasma・5J9TheorlglnalSpringeMBprocess，also  

usedbyGrifoIsinSpain，describedbyLambrecht，5used  

freeze－thawlng Of plasma bebre MBinactivation to  
exposeintraceuularviruSeStOtheactionofMB．However，  

recentJy・bloodcollectionpacksthatintegrateWBCreduc－  

tion and MB addition before inactivation of plasma 
（BaxterPathinact，BaxterHealthcare，ComptonNewbury，  

Berkshire，UK，and Maco PharmaTheraflex，Middlesex，  

UK）removetheneedtofreeze－thawplasma．．O12Thereare  

alsodifferencesbetweenthesystemsinhowMBisadded  
toplasma・Withtwoofthesystems（SpringeandBaxter），  
avariabledoseofMBsolutionisaddedtoachieveastan＿  

dardfinalconcentrationoflLIMMB・Theothersystem  
（MacoPharmaTheraflex）incorporatesan85－LLgPelletof  

MBhydrochlorideperplasmaunit，thereforetheconcen－  

trationcanvaryslightly（0・84－1・13トM）dependingupon  

theplasmavolume（recommendedrange，235－315mL）．  

ForMBphotoinactivationofplasmatobecentralized，  
butplasmafromremotesitesusedasastartmaterial，itis  
essentialtobeabletofreezeandthawplasmabeforetreat－  
ment・Althoughwehavepreviouslyevaluatedtheuseof  

thetwosystems（BaxterandMacoPharma）uslngfresh  
Plasma・10．］2we have not evaluatedfreeze－thawing of  
plasmabeforeMBtreatmentuslngSuChsystems．Although  
itisknownthatfreeze－thawingltSelfhasminimaleffecton  
the coagulationfactoractivltyOfplasma，7there areno  
COmParativedataavailableonwhetherthelossofcoagu－  
lationfactoractivltyduetotheMBinactivationsteplS  
affectedbyprlOrfreeze－thawing・Furthermore，intheUK，  

therewasconcernthatfreeze－thawingnon－WBC－reduced  

plasmacouldpotentiallyincreaseexposuretovCJDdueto  
fragmentationofplateletsandWBCs，Whichareknownto  
COntainnormalcellularprlOnprOtein（PrpC）13andmight  

thereforehosttheinfectiveabnormalprlOnPrOteinPrpSC・  
Wethereforeassessedtheeffectofremovingtheseceusby  
anadditionalWBCreductionstepbeforefreezingonthe  
qualityofMBplasma．  
Following concerns over possible side effects of 
residualMBinplasma，afurtherrecentdevelopmentis  
theabilitytoremoveMBbyfi1trationbeforefinalcom－  
ponent storage．Evaluations oftwo removalfilters（Pau  

MBl，PallBiomedical，Portsmouth，UK，andHemaSure  

LeukoVir，Marlborough，MA）MBhavebeenpreviously  

reported，】4・】5buttherearenodataavailableontheuseof  
anewMBremovalfi1ter（MacoPharmaBlueflex）．Theaim  

Ofthis study wastherefore to evaluate the combined  
effectofWBCreductionbeforefreezlng，freeze－thawing，  
MBphotoinactivation，andMBremovalusingtwodiffer－  
entfilters，OnCOagulationfactoractivityand activation  
markersin FFR We also examinedthe effect offreeze－  

thawlngandsubsequentfiltrationofnon－WBC－reduced  
plasmaonitscellularconstituents，tOprOVideassurance  
thattheprocessisnotlikelytoincreasetheriskofvCJD  
transmissionaftertransfusiontopatients．  

MATERIALS AND METHODS  

B100dc011ectionandprocesslng  

TheexperimentaldesignisshowninFig・1・「rWenty－four  
unitsofwholeblood（groupA，n＝12；grOupO，n＝12）were  
COllectedinto“Top and Bottom”configuration blood  
packs（Pal1Medsep789－94U，PauBiomedical）．Bloodwas  
thencentrifuged（HeraeusCryofuge6000，Kleinostheim，  
Germany）at3300rpm for12 minutes at 220C and  
processed to RBCs andplasma（CompomatG4system，  
Fresenius－HemocareNPBI，Abingdon，UK）．InExperiment  
A，Plasmaswerepooledingroupsoftwounitsofidentical  
ABOgroupinto600－mLtransferpacks（BaxterFGR2089，  

Baxter Healthcare）・The pooIs were mixed thoroughly  
anddividedequa11ybetweentwo300－mLtransfbrpacks  
（Fresenius Hemocare P4164，Fresenius Hemocare）．A11  

unitsofplasmawerefrozenwithin8hoursofcollectionin  
afreezer（ThermogenesisMPllOl，Cheshire，UK）to－45OC  
Within45minutesandstoredfrozenatL400Cfor4daysto  
4weeks．Theunitswerethenthawedat37OCandimmedi－  

atelyWBCreduced（PIJAS4，MacoPharma，Middlesex，UK）  
andMBphotoinactivated（MacoPharmaMaco－Tronicsys－  
tem）aspreviouslydescribed・11ForeachpalrOfplasmas，  
MBwasremoved（eitherPauMBlorMacoPharmaBlue－  
flex）accordingtothemanufacturers’instructions．Plasmas  
Wererefrozeninafreezer（ThermogenesisMPllOl）and  
StOredat－400C・Inaddition，19unitsofplasmawereWBC  
reducedbeforefreezingusingoneoftwo丘Iters（RZ2000，  
BaxterHealthcare，OrLPSl，Pal1Biomedical），MBinacti－  

Vated，andthenMBremoved（MBlfilter，ExperimentB）．  
Thesefilterswereselectedbecausetheyareknowntohave  
minimaleffect on coagulation factorsin plasma・1G A  
further16unitsofplasma（groupO，n＝8；grOupA，n＝  
8）wereMBinactivatedwithoutthefreeze－thawstepand  

MBremoved（Blueflexfilter，ExperimentC）．   
Wetook15－mLsamples bysterile connection ofa  
SamplepouchatfourtimepolntS：1）beforefreezlng，2）  
aRerthawingandbeわreWBCreductionandMBaddition，  
3）afterMBtreatmentbeforeMBremoval，and4）afterMB  

removal・Sampleswerefrozenat－800Cforcoagulation  
assays，andtwoaliquotswerefrozeninEDTAforC3ades  
argaSSayS・  
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ExpenmentA  ExperimentB  ExperimentC   

2plasmaunits  
POOledandsplit  

ハ  
Frozen＜8hraftercoMection  

Storedat－100c  

▼ ▼   

Thawedat370candWBC．reduced  
usingPLAS4fi］ter  

▼ ▼   

MBaddedandphotoinactivated  

▼  

MB removal 

▼   

MBremoval  
MB1 filter BlueflexfiIter   
n＝12  n＝12   

Fig．l．Studydesign．   

PlasmaWBC・reducedusingeither  
BaxterRZ2000filter  
OrPa”LPSlfilter   

J  

Frozen＜8hraftercollection  

Storedat」100c   

J  

Thawedat370candWBC＿reduced  
usingPLAS4fi］ter   

J  

MBaddedandphotoinactivated   

l  

MBremoval  

MBl用ter  

n＝19  

PLasma（＜8hrafterco”ection）  
WBC－reducedusingPLAS4filter  

l  

MBaddedandphotoinactivated  

．  

n＝16  

Plasma factors 

Allcoagulation assays were performed using commer－  
Cially available analyzers（Sysmex CA1500 analyzer，  
Sysmex，Milton Keynes，UK；Coagamate X2 analyzer，  
Organon／rbknika，Cambridge，UK；OrAmelung KC4A  

microanalyzer，SigmaDiagnostics，Poole，Dorset．UK）．FTI，  
FVFVIl，andFXwereassayedbyone－StagePrOthrombin  

time（PT）－based assaysand FIXand FXIlusingaone－  
StageaCtivatedpartialtllLrOmboplastintime（APTT）一based  
assay′uSingde再cient plasma（Dade Behring，Marburg，  

Germany）・ThePTand＾PTTwereexpressedasaratioto  
thegeometricmeanresILlltof20normalcitratedplasmas．  
Thesetypesofsampleswerechosenas“normal”plasma  

to provide a standard reference poinf between studjes．  
VWF antlgenWaS meaSured bylatex agglutination（Srln  
LiatestKit，DiagnosticaStago，Asnieres，France）．FVIIland  
FXIwereassayedusingone－StageClottingassayswithdefi－  
Cientplasma（Diagno5ticsScotland，Edinburgh，Scotland；  

andSigma－AldrichCompany，Poole，Dorset，UK，reSpeC－  
tively）・Fibrinogen was measured using a Clauss assay  
WithFibriquickreagents（Organon／It！Chnika，Cambridge，  
UK）・FⅥrf assays were standardized uslng tlle British  

1240 TRANSFUS10N Volume43，September2003  

Plasma standard（NIBSC，South Mimms，UK）．Allother  

assays were standardized using Coagulation Reference  
plasmalOOpercent（rrt，Chnoclone，Dorking，UK）・Acontrol  
plasmaofknownpotencywasassayedoneachoccasion  
for all coagulation assays. 
CommerciallyavailableEuSAkitswereusedtodeter－  
minelevels of prothrombin fragmentl＋2（Dade－  
Behring），FXlla（Axis－Shield，Dundee，Scotland），andVWF  

COllagen－binding activity（VWF：CB，Immuno，Vienna，  
Austria）・C3adesargwasassayedbyradioimmunoassay  

（Amersham Pharmacia Biotech，Buckshire．UK）．VWF  

Cleavlng PrOteaSe aCtivlty WaS meaSured as previously  
describedL7and resultsexpressedasaratiotothatofa  
poolednormalcitratedplasma．  

Effectoffreeze－thawingplasmaandfiltrationsteps  
OnCe］lularcontentofpLasma  

DoubleWBC，reducedplasma（t．PSlⅢter，Pal1Biomedi－  
Cal）wasspikedwithWBCs（＜1－200×106／L）withorwithout  

Platelets（＜ト100×10’’／L），both ofwhichwereprepared  

fromfreshwholebloodbydensitygradientcentrjfugation，   
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torepresentlevelsofce11ularcontaminationthatmaybe  
expectedto occurinnon－WBC－reducedplasma．Plasma  

WaS山en blast－frozen，thawed，WBC－reduced by sterile  

COnneCtion with the（PIJAS4）filter，MB added，and MB  

removedusingafi1ter（thePa11MBlfilter）．Sampleswere  

takenatfourstages：beforefreezlng，afterthawing，after  

PLAS4LDfilter，andafterMBremoval．Sampleswereana－  

1yzedforplateletcountbyahematologyanalyzer（Sysmex  
SE9000，Sysmex）and WBC count byflow cytometry  

（FACSCalibur・Becton Dickinson，Oxford，UK）uslng  
LeucoCountreagents（BectonDickinson）．Releaseofthe  

neutrophilprimarygranulemarkerelastasewasmeasured  
by EuSA ofα1－prOteinaseinl1ibitor：neutrOPhiI（PMN）  

elastasecomplexes（PathwayDiagnostics，UK）andrelease  
OfLDHbyenyzymaticassaylnSupernatantplasma（Vitros  
DT60ⅠⅠ，Axis－Shield，Dundee，Scotland）．RBCmicroparti－  

Clesweremeasuredbyflowcytometry（FACSCalibur）as  
previouslydescribedusingantibodiestoglycophorinA．1B  
AnalysISOfplateletmicroparticles（PMP）wasdeter－  

mined as fo1lows：Plasma（5トIL）wasincubated for20  

minutesatroomtemperaturewith5いLauophycocyanin－  
COnjugated ami－CD61（APC－CD6l，Caltag－Medsystems，  

rIbwcester，UK），5トIL rhodophycoerythrin－COnjugated  

anti－CD42b（Caltag－Medsystems），10llLFITCannexinV  

（FITCTAV Caltag－Medsystems），5LILlOxHBSS（Sigma．  
Poole，UK）and made up to50uLwith HEPES－Calcium  

buffer（2・8mMCaC12，20mMHEPES）．Sampleswereresus－  

pendedinO．45mLoflxHBSSandtransferredtoatube  
COntainlngaknownamountofbeads（Trucount，Becton  

Dickinson），and analyzed using a flow cytometer  
（FacsCalibur，Becton－Dickinson）．Plateletmicroparticles  
Weredefinedusingforwardscatteraseventsfallinglna  
reglOn・Whichincludeslessthan2percentofplateletsin  
plasma（PRP）from20normaldonors，and oflessthan  

lLlmaSdeterminedbyAPCfluorescentbeads（Spherotec，  

Libertyvi11e，IL）・PlateletTderivedeventsweredefinedby  
fluorescenceduetoAPC－CD61bindingabovethatofan  
isotype－matChedcontrol・Annexin－VLpOSitiveeventswere  

definedaseventsbindingFITC－AVaboveacontroIcon－  

taining5mMNa3EDTA・Innormalsubjects（n＝20），1ess  

thanlpercentofunstimulatedplateletsbindFITC－AVTb  
COntrOlassayvariability，anegativecontrolofunstimu－  

1ated PRP and a positive control（PRPincubated with  
10uMA23187［Calibochem－Novabiochem，SanDiego，CA］  
for15min）wereincludedforplateletmicroparticleassays・  

exceptionthatal1coagulationassayswereperformedus－  
ingaparticularanalyzer（SysmexCA1500analyzer）and  
C3adesarglevelswereperformedbyELISA（Quidel，San  
Diego，CA）・  

Statistical analysis 

Since the distribution ofsome data were non－Gaussian  

withpositiveskew，nOnparametrictestswereapplied・The  
Wilcoxonranksumtestwasusedforpaireddataandthe  
Mann－WhitneyU－teStforunpaired data・Apvalueless  
thanO・05wasconsideredsignificant・AllresultsareglVen  
asmedianwithrange．  

RESULTS  

Plasma processing 

Fromthe24paired units（Experiment A），One unit of  
plasmafracturedonthawing，thereforedataonllpaired  
unitsofplasmaarepresented，allofwhichwerewithinthe  
required volume range before MBinactivation．Dueto  
Sampling，20utOf16freshplasmaunits（ExperimentC）  
WereSlightlybelowthelowerrangelimit（233and234mL）．  
FiltrationtimeforoneWBC－reductionfilter（PLAS4）was  
8to15minutes，Withalossof20mLofplasma．Filtration  

timesfortwo other removalfi1ters（Pal1MBland Maco  

Blueflex）were2to5minutesand5tollminutes，reSpeC－  
tively，withalossoflOmLofplasmaforeach．  

Effectoffreeze．thawingandMBon10SSOf  
coagulation factors 

Thechangeincoagulationactjvityduetofreeze－thawing  
andtheMBprocessisshoⅥ一inTablel・Therewasaslg－  
nificantlossofFXII（2％）andVWF：CB（9％），andasmall  

increaseinlevelsofFVII（l％）andFXI（4％）duetofreeze－  

thawing．ThiswasassociatedwithanincreaseinbothPT  
ratio（1・06【0・97－1・12］vs・1・05【0．95－1．11］，P＜0．0001）and  

APTTratio（1・04【0・91－l・20］vs．l．02［0．89－1．18］，P＜0．0001）．  

ThedegreeoflossofcoagulationactivltyduetotheMB  
PrOCeSSVariedbetweenfactors，thehighestlossesoccur－  

ringwithFⅥlI（29％），負brinogen（28％），and FXI（25％），  

therefore the evaluation of plasma treated fresh was 
mainlyrestrictedtothesefactors．ForFVFVIII，FXI，and  

fibrinogen，thelossofactivityduetotheMBprocesswas  
approximately8－perCent higherin the frozen－thawed  

plasmaunits comparedwithfreshplasma（Thblel）．In  
addition，theincreaseduetothis stepinbothPTratio  
（0・09【0・04－0・16］freshvs・0・14【0．08－0．281frozen－thawed，p  

＜0．0001）andAPTT ratio（0．11［0．05，0．15】fresh vs．0．16  

【0・1l－0・26］frozen－thawed，p＜0・0001）was alsohigher．  

However，therewasnosignificantdifkrenceinchangesin  
levels of FVII，FXIIa，and C3a due to MB treatment  

between units which were treated fresh or after freeze－  
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EttectofMBonassays  

ToassesstheeffectofthepresenceofMBitselfoncoagu－  
lationfactorassays，aMBpellet（fromtheMacoPharma  

PaCk）wasdissolvedineachofsixunitsofplasma・Samples  

WereCOllectedbeforeandafteradditionofMB，andonce  
MBhadbeenadded，theplasmawasnotphotoillumi－  

natedandwasprotectedfromlightatal1times．A山pa－  

rameterswereperformedasforthemainstudywiththe  
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lnBLEl・Percentagechangeincoagulationfactoractivityduetofreeze－thawingandMBtreatmentofpla＄ma  
Due to MBtreatment＋  Due to MB treatment  

Duetofreeze－thawlng  WBCreduction’（freeze－thawedplasma）  ＋WBCreduction（freshplasma）   

median（range）  median（range）  median（range）  

Number  

Fibrinogen（g／L）  

Fl＝lU／mL）  

FV（∪／mL）  

FVl川∪／mL）  

FVlll（ル／mL）  

FlX（ル／mL）  

FX（lU／mL）  

FXl（∪／mL）  

FXll（∪／mL）  

VWF：Ag（lU／mL）  
VWF：CB（∪／mL）  

FXlla（ng／mL）  

Prothrombin Fl＋2（n叫  
C3adesarg（ng／mL）   

22  

、10卜27to14）   
0ト4to4）   

0ト5to4）  
1（－1to4）ll  

－3（－20to9）  

1（－3to4）§   

0ト2to3）   

4ト19toll）ll  
－2（一6tol）ll§  

－1（－4to3）§  

－9（－17to5）順   
0卜25to43）  
－19ト55to32）［   

0（一41to65）   

22  

－28（－51to－20）  

－8（－11to－2）  

－13（－20to4）  

－7（－10to－1）  

－29（－42to－9）  

－13（－20to－11）  

－15ト22to－10）  
－25（－35to－7）  

－18（－31to－14）  

－6（－11to－3）  

－8（一16to3）  

－20（－43to33）  

91（36to160）  
†10（－45to155）  

16  
▼21卜38to－7）†  

NA  
－5（－11to4）†  

－4（－9to－1）  

－24（－37to－11）†  

NA  
NA  

－15（一23to－6）†  
NA  
NA  
NA  

－14（一43toO）  

27（一12to180）‡  

16ト27to295）  

★ WBCreductionwaspe【二ormedwithanintegralPLAS4WBC－reductionfilterintheMacoPharmaMBpackconfiguration 
†p＜0・01referstosignificancefromtheMann－WhitneyU－teStbetweenfreshandfrozenplasma■  
‡pく0．05．  
§∩＝11．  

［p＜0・01referstosignificancefromtheWilcoxonranksumtestbetweenplasmabeforefreezingandafterthawing．  
11p＜0．05，  

thaw．TheincreaseinprothrombinFl＋21evelsduetoMB  

treatmentwashigherinh●OZen－thawedunitscomparedto  

fresh．  

WhentheinfluenceofMBontheassayswasstudied  
（intheabsenceofphotoinactivation），therewasnoslgnif－  

icantdifferencebetweerLbeforeoraftertheadditionofMB  

foranyparameters，apartfromFXlla．whichwassignifi－  

Cantlylower after MB addition（1．59［0・76－2．13】ng／mL  

before，0．72LO．56－1．05jng／mL after，p＜0．05before vs，  

after）．  

afterfiltrationwithbothremovalfi1ters′Whichwasprob－  
ablydue to theinfluence ofMB on the assayand was  
COmparablebetweenfilters．Therewasanextremelysma11  
VariationinthePTandAPTTratioswitJlbothfilters（Table  

2）．  

Wecomparedthefinallevelsofcoagulationactivltyln  
frozen－thawed MB－treated plasma to a reference range  
basedon66samplesofWBC－reducedplasmathathadnot  
beenMBtreated・BecausetherewasnolossofactivltyWith  
eitherMB removalRlter，both sets ofdatawere pooled．  
Thereferencedatawasnotcollectedaspartofdlisstudy  
but from previous studies carried out by the National  
BloodServiceoverthepast4years・Themethodologyused  
iTlthesestudiesl‘’foreitherplasmaprocessingorassaydid  
notdiffersignificantlyfromthecurrentstudy．Over90per－  
CentOfMBunitswerewithinourreferencerangeforau  
COagulationfactors，apartfromprothrombinn＋2andPT  
ratio，the MB－treated plasma having23percent and50  
PerCentOfvaluesabovetherange，reSPeCtively（rlbble3）．  
The range ofPT ratios observedin reference and MB－  
treatedplasmaisshowninFig・2・  
WedidnotevaluateMBremovalbythe百Itersusedin  
thisstudy，butpreviousstudieshaveshownthattheMBl  
Ⅲterremoves81to95percentofMB14andtheBlueflex  
filterremovesmorethan95percentMB．1t）  

EffectofMBremovalfiltersoncoagulationactivity  

Toassessthedi什erence betweenthe two MB removalfiト  

ters，PalrSOfunitswerepooledandhalfofeachpooIMB－  
treatedandprocessedthrougheachoftheremovalfilters  
inpara11el．DuetologlSl：icalproblems．itwasnotpossible  
to process and assay these two sets simultaneously・＾  
Smaudifferencewasapparentinlevelsofsomecoa訃Ila－  
tionfactorsbetweenthetwoarmsofthestudy，PrObably  
duetosmal1differencesinprocessingandstorage．How－  
ever，tJle perCentage Changein activitydue to freeze－  
thawingandMBtreatmentwasthesameforeacharmof  
thestudy（datanotshown），andthereforethesedatawere  
COmbined．Tbevaluatetheeffect ofMB removalfi1ters，a  

COmparisonofpre－andpostcoagulationactivitybreach  
armofthestudywasexamined（Table2）．Therewasno  
apparentdecreaseinanyparameterstudiedwitheither  
removalfi］ter，aPartfrornareductioninlevelsofC3ausing  
OneOfthehlters（PauMBl）・Therewasaslightincreasein  
levelsof頁brinogen，F‖，FV FⅥⅠ，andFX，uSlngthePau  
filter．Therewasanapparentincreaseinlevels ofFXlIa  
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EffectofWBCreductionbeforefreezlng  

WBC reduction of plasma before freezing appeared to 
havelittleinfluenceonfinallevelsofFⅥ1I（0．67【0．44－1．231  

WBC reduced vs．0．62［0．48－0．86IU／ml，］non－WBC  

reduced）orfibrinogen（1．88［1．45－3．24】WBCreducedvs・   
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TABLE2．EffectofMB－remOValfiltersonpJa＄maCOaguJatjonactivityusJngfrozen－thawedMBphotoinactivatedplasma  

MBlfiltermedian（range）  BIueflexfiltermedian（range）  

Before MB removal  After MB removal Before MB removal  After MB removal 

Number  

PT（ratio）  

APTT（ratio）  

Fibrinogen（g／L）  

Fll（lU／mL）  

FV（∪／mし）  

FVll（lU／mL）  
FVlll（ル／mL）  

FIX（ル／mL）  
FX（lU／mL）  

FXl（∪／mL）  

FXll（∪／mL）  

VWF：Ag（lU／mL）  

VWF：CB（U／mL）  
FXlla（ng／mL）  

ProthrombinFl＋2（nM）  
C3adesarg（ng／mL）  

11  11  

1．17（1．11・1・34）  

1．11（1．05－1・28）  

1．88（1．30－2・13）  

0．96（0．77－1．04）  

0．78（0．55－0．86）  

0．99（0．79－1．43）  

0．63（0．47－0・89）  

0．96（0．78－1．06）  

0．95（0．70－1・12）  

0．77（0．57－0．99）  

0．88（0．41－1．07）  

0．99（0．74－1．19）  

0．60（0．47－0．68）  

1．50（0．40－2．50）  

0．96（0．61－1．75）  

438（207－1928）   

1．07（1．03－1．24）★  

1・13（1．06・1．30）†  

1．93（1．28－2．27）★  

1．00（0．78－1．04）†  

0．80（0．56－0．91）★  

1．02（0．83－1．55）★  
0．62（0．48－0．86）  

0．96（0．83－1．11）  
1．02（0．75－1．15）★  

0．77（0．59－0．99）  

0．88（0．40・1．09）  

0．98（0．75－1．18）  

0．73（0．42－0．85）  

1．80（0．70－2．90）t  

O．88（0．76－1．83）  

304（107－431）★  

1．23（1．13・1．33）  

1・25（1・17－1．39）  

2．04（1．37－2．13）  

0．95（0．77－1．04）  

0．76（0．58－0．97）  

1・01（0．77－1．40）  

0．61（0．48－0．79）   

0．95（0．72－1．09）  

0・75（0．55－0．99）   

0．92（0．70－1．09）  

0．70（0．59－0．87）  

1．25（0．75－2．00）  

0．74（0．58－1．19）  
337（225－1909）   

1．22（1・13－1．32）★  

1．27（1．19－1．43）★  

1．96（1．28－2．32）  

0．97（0・77－1．04）  

0．76（0．58－0．88）  

1．00（0．78－1．45）  

0．61（0．46－0．76）   

0．96（0．73－1．07）  

0．71（0・58－0．78）   

0．93（0．70－1．09）  

0．74（0．56－0．82）  
1．50（1・00－2．25）★  

0．75（0・52－1．25）  

302（226－1713）  

★ p＜0．01referstostatisticalslgnificancefromtheWilcoxon ranksumtestbetweenplasmabeforeandaf（erMB removaI．  
†p＜0．05．  

units（n＝225），WBC－reduced before  

freezlng，MB－treated，andMB－remOVed  

usingthe MBlfilters，Showed a mean  
VOlume of242mL（SD＝19）and FVIII  

COntentOfO．79IUperml．（SD＝0．25）．  

TheseresultscomplywithUKspecifica－  
tionsforMB－treatedFFtミ20  

lnBLE3．Finallevel＄Ofcoagulationfactorsandactivationmarkersin  
freeze－thawedMB－PhotoinactivatedplasmaafterMBremoval  

Factor  FinaIIeverinplasma★ Referencerange†Unitsinrange（％）  

Number  

PT（ratio）  

APIT（ratio）  

Fibrinogen（g／L）  

Fll（ル／mL）  

FV（U／mL）  

FVll（lU／mし）  

FVlll（lU／mL）  

FIX（lU／mL）  

FX（lU／mL）  

FXl（∪／mL）  

FXll（∪／mL）  

VWF：Ag（JU／mL）  

VWF：CB（∪／mL）  

FXlla（ng／mL）  
ProthrombinFl＋2（nM）  
C3adesarg（ng／mL）  

22  

1．16（1．03・1．32）  

1．24（1．06－1．43）  

1．95（1．28－2．32）  

0．98（0．77－1．04）  

0．79（0．56－0．91）  
1．01（0・78－1．55）  

0．62（0．46－0．86）  

0．96（0．83・1．11）§  

1．01（0．73tl．15）  

0．75（0．58－0．99）  
0．88（0．40－1．09）§  

0．96（0．70－1．18）  

0．74（0．42－0．85）  

1．50（0・40－2．90）  

0．85（0．52－1．83）  

303（107・1713）  

66  

1．05（0．95－1・16）‡  

1．09（0．86－1・36）‡   

1．10－4．30  

0．70・1．20  

0．50・1．40  

0．60－1．40  

0．40－1．60  

0．60－1．40  

0．70－1．30  

0．60－1．30  
0．40・1．50  

0．60－1．65  

0．50－1．50  

0．50－5．00  
0．20－1．10  

1117（0－12，330）  

0
 
5
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
1
 
0
 
0
 
1
 
0
 
7
 
0
 
 

5
 
9
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
9
 
0
 
0
 
9
 
0
 
7
 
0
 
 

1
 
1
 
1
 
1
 
1
 
1
 
1
 
 
 
 
 
1
 
1
 
 
 
 
 
1
 
 
 
 
 
1
 
 

Effectonce”u［arcontentofplasma  

Whenplateletswerespikedintoplasma，  
there was no consistent difference  

between levels measured before and 

afterfreeze一山awlngWhenmeasuredby  

hematology analyzer，butlevels were  
COnSistentlyloweraf【erthawlngWhen  

measuredbyflowcytometry（rIbble4）．  

WhenWBCswere spikedintoplasma，  
thereappearedtobeatrendforlower  
WBC counts and higher levels of a,- 
proteinaseinhibitor：PMN elastase  
complexes in plasma after freezing 
（Table4）．However，inthe absence of  

platelets，1evelsofLDHdidnotincrease  

★ Data（n＝22）arerepresentedbythemedian（range）fromplasmaMB・remOVedbyMBl   
filter（n＝11）andBlueflexfilter（n＝11）．  
†ReferencerangeofnormalpIasmasisdefinedasthemean±2SDfornorma”y   
distributeddataandthegeometricmeanwith95－PerCentClforskeweddatabasedon   
WBC－reducedFFPPercentageofunitsinrangeisdefinedasabovethe10Werlimitfor   
COagulationfactorsandbe10WtheupperljmitforPllAPTTandactivationmarkers．  
‡n＝100．  

§n＝11，uSingMBlfilteronly・  

Substantia11yFreeze，thawingofplasma  
resultedinanincreaseinlevelsofplateletmicroparticles  
aswellasmicroparticlescharacterizedbydlebindingof  
PurifiedannexinV（Thble4）．Plateletmicroparticleswere  
reducedtolevelsobservedinfreshWBC－reducedplasma  
OrbelowaRerWBCreductionoffrozenplasmawiththe  
PLAS4filter．However，aSignificantproportion（～30％）of  
microparticlescharacterizedbyannexinVbindingwere  
notremovedbytheWBC－reductionortheMBlremoval  
Step．Thesealsoappearedtobederivedsolelyfromplate－  

Volume43，September2003 TRANSFUS10N1243   

1．70［l．24－2．31g／Lj non－WBCreduced）inplasmasubse－  
quentlyMB treated and removed usingthe MBlfilter・  
VWFcleavlngPrOteaSe（VWF：CP）activltyWaSmeaSuredin  

fourMB－inactivatedplasmas，WhichwereWBCreduced  
beforefreezlngandMB－remOVedusingtheMBlremoval  
filter・VWF：CP results ranged fromO．81tol．00（normal  
range，0・80－1．20incitratedplasma）．Wehavenotassessed  
VWF：CPactivitylnPlasmaMB－depletedusingtheBlueflex  
Ⅲter・Quality－mOnitoringdatafromroutinelyprocessed  
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1etsbecauselevelsafterWBCreductioninsamplesspiked  
WithWBCsintheabsenceofplateletswerenotdifferent  
fromWBC－reduced plasmaalone．However，eVen at an  

addedplateletcountof30×109pert．（SampleD，thecur－  

rentUKspeCi6cation），thenumberofannexinV－pOSitive  
microparticlesin frozen一山awed plasma subsequently  
RltereduslngthePl．AS4fi1ter（43×100／L）is similarto  

tllat Seenin ourcurrent routineWBC－reduced non－MB－  
treatedplasmaproduct（meanresidualplateletcountof3  
×10～リL）．  

Beforefreezing，1evelsofRBCmicroparticleswere8  
（5－12×10～’／L），increasing by33percent after freeze－  

thawiI瑠．ThiswasnotrelatedtoplateletorWBCcontent，  
andlevels afterW召Creductionwerebelowthe detection  
Oftheassaysystemused（datanotshown）．  

DISCUSS10N   

MBtreatmentofplasmahasbeenshovmtoinactivate4to  
6logsoftransfusion－tranSmittedviruses，includingHIV  
HBV parvovirus B19，andWest Nilevirus．5I2．・220riginal  
studies on MB inactivation were reported on plasma 
freeze－thawed before treatment．5〉7Later，WOrk on other  

SyStemS（Baxter Pathinact aIld Maco PharmaTheraflex  
SyStemS）was performed on fresh plasma・川J12However，  
there are no data available on the difference between 

usingfreshorfreeze－thawedplasmaasastartingcompo－  
nent forMBtreatment．1n ourstudy，freeze－thawingof  
plasmaresultedinasmalllossofFXIlandVWF‥CBactivlty  

Reference  MB－treated  

Plasma  plasma   

Fig．2．PTratioinMB－treated（n＝22）orreferenceplasma（n＝  

100）．ForMB－treatedplasma，MBwasremovedbyMBl別ter  

（n＝11）andBlueflexGlter（n＝ll）．Referenceplasmaishistor・  

icaldatafromWBC－reducedFFRHorizontalbarrepresentsthe  
medianvalue．ThePTisexpressedasaratiotothegeometric  
meaJlreSultof20normalcitratedplasmas．  

TABLE4．Theeffectoffreeze－thawing，WBCreduction，andMBremova］once‖ularcomponentsofplasma  

A  B  C  D  E  F  G  H  I  J  

PlateIets岬HA†（109／L）   

Before freeze   
After thaw 
Platelets－FC‡（109／L）   

Beto「e†「eeze   

After thaw 
WBCs（106／L）   

Before†reeze   
After thaw 
PMNelastase（Pg／L）   

Before freeze 
Afterthaw   
AfterWBC reduction   
AfterMBlfilter  
Plateletmicroparticles（105）／L）   

Beforefreeze   
Afterthaw   
AfterWBC reduction   
AfterMBlfilter  
AnnexinV＋Vemicroparticles（109／L）   

Before freeze   
Afterthaw   
AfterWBC reduction   
AfterMBlfilter  
LDH（∪／mL）   

Before freeze   
After thaw 

＜3  ＜3  10  

＜3  6  10  

＜0．5   5．9  10．8  

＜0．5    4．8  9．0  

＜1  8．9  29．6  

く1  9．1  28．1  

46．4   39．7   37．5  

37．5    35，8   42、2  

34．5   35．3   40、8  

35．1   37．0   45、1  

0，2  0．2  0．4  

0．1  0．5  0＿7  

0．0  0  0  

0．1  0．0  0．1  

6  7  8  

12  31  54   

3  10  20   

3  8  15  

31  108  く3  く3  く3  ＜3  ＜3  

32  97  ＜3  く3  ＜3  ＜3  く3  

32．0   125．1  

24．6  92．2  

90＿7   233．8  

94．0    210．9  

46．3   57．0  

53．5    79．8  

57．4    77．4  

58．2   71．9  

0．5  1．0  

2．6  10．1  

0．1  0．2  

0．1  0．2  

10  13  

138    574   

46   198   

43  196  

＜0．5   ＜0，5  

＜0，5    く0．5  

く1  1＿8  

く1  1．6  

20．6   23．7  

22＿8   23．1  

21＿1   20，5  

18．1   21．3  

0．3  0．5  

0．1  0．1  

0  0  

0．1  0．0  

く0．5   ＜0．5   ＜0．5  

＜0＿5    ＜0．5    ＜0．5  

14．1   50．6   92．9  

13．2    43＿4   89．5  

24．0   25．3   25．7  

30．4    43．2    58．8  

27．0   41．2   53．5  

24．8   37．9   57．9  

0．4  0．3  0．9  

0．0  0．3  0．0  

0  0．1  0  

0．1  0．0  0．3  

4  4  5  4  

9  9  13  13  

2  3  5  5  

4  4  4  8  

393   400   423   476   732  390   381  388   376   382  

384   4鋸   434   523   796  388   386   385   393   395  

★ WBC－reducedplasmaunitswerespikedwithWBCsa10ne（SampIesGJ）orWBCsandplatelets（SamplesB－E）totheconcentrationsshown  
inthebeforefreezerows．SamplesAandFwerenotspiked．Plasmawasfrozen－thawed，WBCreducedusingthePLAS4filer；MBadded   
andMBremovedusingtheMBlfilter．Resultsarefromaslngleexperiment・PlateletsandWBCsvverenotdetectablefo”owingWBCreduction・  
†FC－fIowcytometry．  

‡HA・haemato10gyanalyserL  
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こ1SWeLlasa一一Iino一・PrOloI－gatioI－OfP’rand＾PTT・Jl－Lerest－  

ingly・thcre wasan appareI－ti－1CreaSei－1こICtivltyOfFVIJ  

a＝d FXlonfreeze－thav、′ing・PI・eSunlably．・enectings一一一au  

Cha11geSintheactivatio玉IStatuSOfthesefactors．However．  
Other fac10rS Studied remai－1ed uncha＝ged・llhis agrees  

withtheworkcIrZeilel・etal．，7wllOSh（）VVedthatthelossof－  

COagtllatio一一aCtivltyin M【i－treated plasma w…lS mail－1y  

attributab］etotheMBphotoinactivationstepl・atherthaIl  
freezeLthawingofplasnla・rrhelossofactivltyOhservediI－  
frozen－thawed unitsduetoMBphotoinactivatiol－i一一OuI・  

Sludy was siTrLilarto that previo11SlyI・ePOrted・【一I「orthe  

Variableswe studjed－With the excer）t10n Oft：VII，1oss of  

COaguIationfactoractivitydue10theMB－i一一こICtivatioI－StCP  

（incIudingtheW上ミCreductio－1fner）was8－PerCenthlgher  

WheIlfrozen－tllaWedpl；lSmaunitswereusedratherthan  
rresh・Ⅰ一一addition，theiIICreaSeinprotl－rOmbinF：1＋21ev－  

elsafterMBinactivこ1ti（”一andWB（二reductioTIWaShlgher  

inし＝一itsfrozen－thawedcomparcdwithrreshplasma．iIldi－  

Catingallighel’degreeoflh．－Ombinge一一eration・rrhiswas  

notassociatedwith aIlincreasein FXILa．BecaLISeOul・MB  

l一一．OCeSSi一一CludesanintegralWE3（二Treductionstep，WeCallr  

notdeterminewheLherthedifrereIICeSSeeIlbetweenfresh  

and frozeI一－thawed plasma areattributabtetotheWFi（ニー  

reductionorMEiprocess．TheWB（二AreductionHlterused  

intheMBpackshaspreviouslybeenshowntohavemill－  
imaleffbct on coagulation activlty（unpublished data）  
usingrreshpIELSma，butthiscouldbedifferelltforfro7：enL  
tllaWedplas－¶a・  

WealsosoughttocIDmParetheeffectoftwodifferent  

typeSOfMBremovalfilters（MacoPharmaBlueflexorPaLI  
MBIFilter）onplasmafactoractivlty．Neithel・Rlterresu］ted  

i一一loss ofanyvariableStudied・Both MB removalfiltel・S  

resultediI－aSmal1increaseinthe＾PTTratio，VVhichmlght  
be attributable to contact activation ofplasmawilhlhe  
filteI－・lllisisd澗culttoassessbecauseaMIOughbothfiLL  
tersincreased t］Xlla aI－tlgen，thisassaylSinfluenced by  
MB・However，levels of FXtla antlgenin the fina）MB－  
removed component were not hlgher than untreated  
Plasma units．Thefiltratio11times for one Rlter（Maco  

I）harma Blueflex）werelongerco一一一Pared with the other  

（1）aLIMBl）（5－11vs・2－5min，reSPeCtively），t）uttheLossof  

PlasmawaseqLlivalentforbothfilters，However，theredid  
notappeartobeanydifferencebetweelltlletWOfiltersin  

termsof－activationofthecont’ICtSyStemOrthrombinge一ト  
el・atio一一aS eVideI－Ced bythe ge一一eration of「XJIaoT・PrOト  

thrombinJl＋2・（）urresultsusingtheMBIHltercompare  
Wellwith that previousLy published－11showingminil一一al  

loss of cIottlng factor activlty，‖owever，there wasこ1n  
とIPPare一一tiI－CreaSeit－1evelsoffibI・inogenand Pllderived  

（、oagulation factors a圧eI・HltI・ation witllthe MBIRlter，  

whichwasass（）CiatedwithasmalldecreaseiIlthePTratio．  

Wecannotexp）aintheseresuJtsbecausetheseassaysdo  
notappeartobeinfluence（lbythepreseI－CeOfMB，but  
theycould possibll′be a resuIt ofsmal＝11CreaSeSinthe  
activation state ofcoagulation factoI・S，l「he changesi一一  

COagulation factors observed after filtratioIl血th eithel・  

MB－remOValRlte．・aPpear tC．be cliTlicallyl一一SlgnificaI－t・  

Neitl－erMB－remOValRlter resultedin generatioT－OrC3a  

desarg・amarkerofcomplemel－1activation・I10WeVer，1evL  
elsafterfiltratio一一Werereducedusingtl－e【）aLIMfilRlter・  

WhetheI－tl－is hこIS any Clinicalbellefiti11termS O†、acute  

reactionsis uncLcar．   

＾swellasexamiI－iIlgthelossofcoagu］ationfactors  
duri一一gMBphotoinactivatio－l・WeCO－TIP；lredresiduallevA  

e】sinthefhlalcomponentwithreferencerangesbasedon  
PI－eVious studies ofl10Iltreated［：［：Pin oLlrlaboratories．  

L）espltetheobservedlossesofcoagulationfactorsdueto  
Mfうtreatment・finallevels ofallcoagulatio－1factorsiIl  
frozenLthawed，MB－Lreated，andI・emOVedFFPwereabove  

thelowerIimitorthereferenccrangeinover9Opercentof  
units・HoweveI－，OVer5O perce11t Ofunits were above the  

upperl・eferencel・ange for PT ratio・This presumably  
reflects theloss offibrinogen a11d川，FVトVtl．aIld「X  
becausetheE）TisdependeI－tuPC．ntl－eSeraCtOl・S・HoweveI・，  

theI）Tl－atioofaLLuIlitswaslessthanl．35．I11addition，23  

PerCeI－t（）runitshadlcvelsofprothrombinn＋2higher  
lhaI－Lheupperlimitoftherefere一一Cerange，reflectingthe  
increaseinprothrombinIl十2see一一duetotheMBpro－  
CeSS・lllleCli一一icalslgnificanceofiI－CreaSedn十21evelsis  

uncLear，hut va）し1eS higher than those observediIIOur  
StudyareseeninS／【）－treatedp］asma．｝＄wedidnotassess  

theeffectofMBtreatme一一tOrremOValonplasmairlhibi－  
tors ofcoagtJlatioI一・However・MB treatmentisl・ePOrted  

to havel11inimalerfect oIIJevels of antithrombin，（X，－  

antlPlaslllinandprotein（二＆S／171E’AfterMBremoval（Pall  

Mt31日ller），1evelsora11tithroInbinandproteinC＆Sare  
Wjthinthenor一丁＝一1range・11  

We also evaluated the add両on of a WB（ニーredL］CtioII  

StePbeforefreezingplasma－Whichdidnotappeartoaし1㌢  
一一Ie一一t theloss oFfibrinoge＝a一一d FVII［activlty・VWI；＝CP  

activltylnPlasmathatwasWB（二reduced，MBinactivated，  
and removed usingtheMBlfnerwas alsowithin refer－  

encerangesestablishedbyottleI－1aboratories，SuggeStiIlg  
thattheseprocessingstepsdonothaveamaJOreffectoII  

VWF‥（二Pusingthetechniquesemployed・ll－eSereSu）tsaI－e  

COnSistentwithourpreviousfindingsonMB－treatedfresh  

Plasma）land others resultson frozen－thawed plasma・］1  

However，WeCannOtCXCludesmal）lossesofactivltyglVen  

therelativelvsmaLlnumberorsamplesusedinthisstudy・   
Jn tl－e UK，乙1Llblood compo11entS areWBC－reduced  

befol・e StOrage・Howcvcr，forloglSticalreasons we also  
Wantedtheflexibi1itytofreeze一一Ol一－WBCrreducedplasma  

intended foJ－ MB treatIlle11t，aS a Subsequent WB（二L  

reductjonstepISintegraltotheMacoPharmaMBpI・OCeSS・  
We were co一一Ce＝一ed that freeze－thawing may resultiIl  

l．educedcelLremovalbytheWBC－reductionRlterorcause  

fragmentationofceL］swiththepotentialforincreasingthe  
riskoftransmissionofvCJt）．Mostce11ularpr10nPrOteiIlin  
l）1ood，uSedhereasasurrogatemarkerforthepotentiaLIy  
infcctive ab一一OrmalprlOTIPrOtein，is associated with  

Volume43，September2003 TRANSFUS10N1245   
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Plasma（65％）．with26・5pel－Cent，l・8percent．andO・8per－  

CentaSSOCiatc（lwjthplaてelets．RB（二s，andpolymorphonuト  
clear ce11s，reSpeCtively．1iour resultsiIldicate that the  

I†1ajorityofWB（二scanbedetectedafterthalⅥng，andthese  
are rcIllOVed to undetectablelevels after the WEうC→  

reduction stepofthe MBprocess・However，themethod  
VVe enlPloyed to detect WBCs predolninantlv measures  

WBC nuclej（unpublished dこ1ta），and tllerefore provides  

littleinformation on ceLlularintegrlty・The ma】O川y of  

WBCs hlfree7e－thawed plasma are detectal）1e with P［  
WithoutprlOrPermeabilkzation；’（，’                」suggestingthatrreeze－  

thawingaltersWBCmembraneintegrlty・rl．heh－CreaSei一一  
1evelsof（1．－PrC■teinaseinhibitor：PMNelastasecomplexes  

after thawing ofplasnⅢSPiked with WE3（二s shows that  
PMNdegranulatioIlisoccurriIlg，buttheposttllaWlevels  
remain belowlOOpg perlJ・Whichis not suggestive of  
large－SCa】e PMN disin［egratioIl．Furthermore，i11the  
absenceofplate）ets，1evelsoft」I）Hdid noti－1CreaSeSUbL  

Stantiallyafterfreezing，SuggeStingthatWti（二sdonotdis－  
integrate．Wewereunab】etoassessWB（二fragmentsdし1etO  
theinsufficientsensitivltyOfavailablemethods・  
Whenplateletswerespikedintoplasma，therewasan  

increasein platelet－derived microparticles atter freeze－  

thawing ofp］asma・Which probably explai一一S the smau  
decreasein pLatetet count detectedl－y flow cytometry  

becausetheseeventswouldllOtbeincludedintheplatelet  
COunt．rllhisfauwasnotdetectedbyhematologyanalyzer，  
r）OSSiblybecauseceufragmentscanbedetectedaspLate－  
1etsbyimpedaIICe－basedmethods・rllhesefragmentswere  
reduced to ol・below theleveliIIWBCTreduced fresh  
PlasmaaftertheWBCTreductionstepoftheMBprocess・  
However，We；llso aIlalyzed cellmicroparticles based oI－  

thebindingofpurifedannexinVwhichhasahighaffinity  
ror anionic phospholipids，Freeze－thawing resultedin  
anincreasein annexin－V－pOSitive microparticles．which  
appeartobenlahllyderivedfromplateletsandwereonly  
Partiauy removed by WBC reduction・「1「heincreased  
detectionofmicroparticlesbythismethodcomparedwith  
usingan antibody agalnSt the platelet receptorCD61is  
PrObablyattributabletothegreaternumberofmolecules  
PerPlatelet ofanionic phospholipid（1×10｛’）conlPared  

withCD61（4－8×1Ol）．蝕3～いLllePreSenCeOfRBCandWB  

microparticles（Which“riLlalsobindannexinV）mayalso  
he】p to explain this differenceIbut this seems unlikely  

because in the absence of platelets the differences 
betweenmethc．dswerelesspronounced・Thenumberof  

al川eXin－V－POSitive microparticles f（｝uIldin non－WBC－  

reduced plasmat上1athas t）een frozen－thawed and then  
Rlteredis110taPPreCiablyhigherthanwouldbefoundiII  
PIasmathatwecurrentlyprodLICe・  

Theeffectoflossofcoag111ationfactoractivityduet（）  
MBtreatmentontheinvivoefficacyofthecomponentis  
difficulttoasscssbecausetherearenopublishedraIldom－  
ized，COntrOlledclinicaltrialdatacomparingMBtoeither  

Standard FFP or S／D－treated ＝JIl［10WeVer，2．5 tllulion  

1246 TRANSFUS10N Volume43，September2003  

units of MB「「P have bee一一tranSfusedinternationally  

Withoutobviousclinica）seqLlelae：肌ilInSpa‖1，theswitch  

fI・Om Standard to MB－＝・eated FFP has been associated  

Witha一一increaseindemandforFFPandcryoprecIPltate：ミ1  

、VhichtheauthorsattributetolossofcoagulatioIlaCtivlty・  

HoweveI－theincreaseiI－uSe（56％）appearstobedispro－  

POl－tioIlaretOthedecreaseincoagulationfactors．suggest－  

ing that other factors，SuCh as perceptlOn Of a safer  
CO一一一POnent，1一一ayhave beel－influeIICingusage・1tis also  

reportedthattheuseofMBFトPisassociatedwithahigher  

number ofplasma excl－angeS COmPared with untreated  
t：FP forthe treatment ofthromhotic thrombocytopenic  
PUI・Pura．＝althoughwefound nodifferel－Ceinthelevels  

OfVWFcleavi－1gaCtivlty，thepresumedtherapeuticmoiL  

etylnPlasmatreatmeIltOfthromboticthrombocytopenic  
PurPura，inMBFFPコ11tiscr吊calthattransfusionservjces  

introducingpathogeninactivationofcomponentsmoIlir  
torongolngtrendsinusageaswellashavingasystemfor  
hazard reporting・Atthetimeofwriting，MB－treated and  

－remOVedFFPisroutiIlelyproducedi11E【lglandandWales  

fortransfusion to cllildren and neonates born after1995，  

WithsimilararrangementsinotherpartsoftheUK・How－  

ever，inthenearftlture，Plasmatobepathogeninactivated  

forthispatientgl－OuPthroughouttheUKwillbeimported  
rrom volunteer donor・Sin North＾merica．Processes cuI・－  

rentlyavailableforthepathogeninactivatioI－Ofplasmaall  
l－eSultinadecreaseincoagulationfactoractivlty，lmprove－  

mentsinthesafetyofbloodneedtobebalancedagalnSt  
SOmelikelyreductioI－inthecomponentpotency・Single－  

unit systems for pathogeninactjvation of plasma that  
havelesseffect（〕nCOagulationfactoractivltyareClearly  

desirable．  
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TheuseofapathogeninactivationtechnologylSanOPtiontoenhancethesafetyofplatelettransfusions．Cun・entPrDCeduresneedchemicals  
tobeaddedtotheplateFetconcentrates（PCs）・ThesecompoundsareofconcerniftheyremaininthefinalprDduct．Moreovertreatmentmay  
？auSedetehorationoftheplatdets・AnoveJprocedurehasbe即deve10PedusingonlyshorLwaveUVlight（UVC，254nm）thate斤ectiveIy  
■naCtivatespathogensinplぉma－reducedPCs・Theequ■PmentuSedconsistsofanirradiationdevicewithaspecificmechanismforagitation・  
ltscapacityisoneplateletunit（randomdonororapheresis）p訂treatmentCyCIe．n・飽tmentParameterS，e．g．UVCintensity，UVCdose，  
temperatureandagitation，aremicrop旧CeSSO「COntrOlled・PlateIetsareprT）CeSSedintheTHERAFLEXtwin－bagkit，Whichcompnsesahighly  
UV－tranSParentPOlyolefinacetatebag［1］forirradiationandapIateletstoragecoヮtdner（Fig・1，2）・ltwasinvestigatedtowhatextentplatelet  
integrityandstoragestabilityofthetreatedproductswe†℃influencedbythisnewlnaCtivationprocedure．  

Plasma－reduced PCs were treated with the THERAFLEX  
UV procedure（Fig．1）and stored untilday8after bJood  
donation（day6aftertreatment）．TheinvitroqualityofUVC  
treated PCswasevaluatedin comparisonto non－treated  
COntrOIplatelets．ControIPCs were stored for the same  
timeperiod・PCsinstoragemediumSSP＋（MacoPharma）  
WerePreParedfrom pooIsof5buffycoats・The average  
VOlume treated was350mL Plasma concentration was  
approx・30％・PCs were transferredintoirradiation bags  
（Fig・2）andtreatedwith UVClightatadoseofO．4J／cm2  
（apprvx・60sec）（Fig・3）・Theywerestronglyagitatedduring  
irradiation．  

lnvitrocharactensticswerehard～innuencedbytheTHERAFLEXtreabTlent・HSR帽aCtidtywasonIyslightlyreducedwh脈aSCOllageninduced  
aggregationwasmoderateJyincreased・Glu∞Se∞nSumPtionandlactatebmlationwyefoundtobemarginalレhigh訂inthetreatedPCs．1lluS，PH  
SlightlydrDPPedbutremain∝】above7・Ountilday8a凡打donation・lTleme訂1PlatdetlossduetoLJVCtreatmentwas4％仲b．1）．  

C01b9訝1－ind．  

D。y3  p町．ぴ′mu  HSR［％］ ，H  a．】 
（  

Cm廿d  lO．2±1．6  68±4  7．13±0．05  11±3  94±3  122±8  7．5±1．0  

¶℃ated  9．6±1．3  64±5  7．07±0．07  14±2  89±5  118±6  7．7±0．8  

Day 6 

Con廿d  9．9±1．0  66±2  7．24±0．13  12±2  74±9  86±10  10．8±1．0  

¶唱at∝l  

Day 8 

9．5±1．3  64±8  7．（冶±0．〔裕  14±3  81±9  68±10  12．8±1．5  

Con廿d  9．4±1．6  68±1  7．29±0．12  10±1  62±7  63±9  12．5±0．9  

¶℃at∝】  9．1±1．3  61±8  7．（刃±0．∝i  16±4   

Tat］el：Plateletpar訂netgSOfun什eatedan廿eatedPCsonday3，6ard8afteruooddonation（mean＋／－SD；n＝4）  

69±7  41±8  15．2±1．0  

Plasma－reducedPCswαeOnlyslighdy鵬ctedwhentreatedwiththeTHERAFLEXUVsystemforpathogeninactivation・lnvitrDParameterSand  
StOrageStabiIitywerewellp帽SαVeduntilday8aft訂bJooddonation．  

【1】Polyolefineacetate bags for pathogeninactivation and for storage of platelet concentrates，H Mohr TH M臼Iler Flb［ksdorf，  
WHWalkerVbxS訂1g2004；87（Supp［．3）：70  

FurdedbyForsdlungSg倒l鳩jnschaftderBIutspendedienstedesDeutschenRotenKreuzese．VandMacoPhrTTla．  



Path（相即一nactivationtechnolog．esareproact．vemeasurestoenhancethesafetyofp［atelettransfusions・Thejrusecanbeeffective  
alsoagamstemergingunknownpath（唱enS・Currentpr∝eduresneedchemicalsIjkephotosensitizers・Vtbdeve10Pedaprocedure，  
whichaIlowsanefficientreduct［OnOfpathcgens＠．g．bacter［aandv】ruSeS）・nPiasma－reducedplateletconcentrates（PCs）usingshort－  
waveJengthUV［ight（UVC）incombinationw仙strongag・tation，i・e・thereLSnOPhotoactivecompoundneeded叩」ERAFtlXUV  
P［ateletstechno10gy）．TheirTad■ationdevicedevelo匹disem什t，ngUVCrlghtatawavelengthof254nm・Moreoveramechanismfor  
orbぬ■agitationIS■nSta－Led・UVCirradiat’onismicroprocesso←COntrOlled・RetevanttreatmentparametersaremOn江oredthroughoutthe  
entrretreatmentthusa一一owlngafulryd∝umentedandreproducib■eprocess・PCsaretreated．natwin－bagk丘，Whichcompnsesofa  
h■g川y＝V一匹rmeab■e．rradiationbagandaconta■nerforextendedplateletstorage・Fnthepresentstudyweinvestigatedthe冊＝enCe  
oftheTHERAFLEXUVtreaImentonaCt．Vationparametersandonthestoragestabi＝†yofPCs 

UntiIday80fstorageln Vitrocharacterist■CSWereOnlymarglnallyinfluenced bytheTHERAFLEXprocess・P！ateLetqual叫WaS  
evaluatedby measuremento†thehypoton■CShockresponse（HSR）andtheexpress■OnOftheactivation maTkerC［謁2p・HSR  
reactiv汀yandCⅨ2plevelswereonIys‖gh町affededbytheTherafextr訟tment・AnnexmVbindingFK？entage，aSamarkerfor  
aFX，PtOS．S，remainedalmostunchanged・GLuco父COnSUmPt■Onandlactate†ormationwere†oundtotN，marg■nallyh．gherlnthetreated  
PCs．pHremainedabcve7．Ountilday8a恥rdonation仲b・1）・  

Glucoso  し拙  
Day6★  plbト1附mu CD俊【％】 血noxhV【％】 HSR【％】   帥  【吋dり   【mmo机」  

Con廿ロ1  9．2±1．1  21±6  5±1  71±5   7．29±0．α1  62±17  10，2±2．3  

甘oat∝】  8．5±0．9  32±5  9±4  68±4   7．22±0．05  52±21  10．8士1．6  

L●u¢○■●P仙  
榊／8山～劇d刷  
円鵬C醐○   7±1  72±3   7．32±0．（蔦  55±19  10．4±1．6  

10±3  68土3   722±0．（：B  42±20  11．8±1．7  

CoITbⅦI  8．9±0．8  24±6  

甘鵬d  8．4±0．9  42±13  

45±18  11．5±1．6  

31±17  13．1±1．7  

■afterb0Dddcnat」m  

Co11廿O1  9．4±1．6  30± 3  8±4  71±5   7．〇4±0．∝i  

甘劇  9．1±1．3  52±12  10±3  65±5   722±0．∝〉   

l恵b伯1lnv廿OPuarnet餅SOfuntreated31dtreat∝】PCsonday6．7ard8aflαb（Xddonaton（NJ＝6．meanj＝SD）  
Figurel：THERAFLEXUVpr∝edure   

Plasma－reducedPCsweretreatedwlththeTHERAFLEXUVprocedure（Fig．1）andstoredunt‖day8a代erb［00ddonat10n（day  
6aftertreatment）．Theinv■trOqua町OfUVCtreatedPCswasevaluatedincomparisontountreatedcontroIplatelets・ControI  
PCsvverestoredforthesametime 

． 

volumewas350mL（PlateLetconcentrationapprox・10q／mL）andthepIasmaconcentrationwasapprox・35％・PCsweretrans‾  
ferredintolrradiation bags（Fig．2）forUVCtreatmentatadoseofO・4J／cm2（approx・60sec）（Fig・3）・Theywerestrong［y  
ag■tatedduringirradiat■On・Re－evanttreatmentparameters7e・g・UVdose，UVintensity7temPeratureandlrradiationtime，Were  
mlCrOPrOCeSSOr－COntrO”ed 

THERAFLEXtreatmentw附10．4J／cm2UVClighthason［yaminor州uenceonmvttroparametersofPCsandthe汗StOrageStabi［町Until  
day8afterb10Cd止）nationwasmaJntained 

［1】P叫OLe月r％Cetatebags for patrY）galinadiva七on andforstorageof plateld：COrY：entrateS，H Moh仁TH M□lle仁Flblksdorf，  
WHWalkeいbxSang2004；87（Suppl・3）：70  

FurKledbyForschungsgel11eiruchaftd訂Blutspendedie旧tede＄DoutschenRぬnKreuzese・V：andMacoPharma・   
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Pathogenrnactivatbntechnok）giesareproactivemeasurestoenhancethesafetyofplatelettransfusions・TheirusecanbeeffectiveaIsoagainst  
emerg■ngunknownpathogens・CurT，entPrOCeduresneedchemicalslikephotosensitizers・Wedeve10Pedaprocedure，Whicha”owsanefficient  
reductionofpathogens（e・g・bacterやandviruses）inplasma－reducedplateletconcentrates（PCs）usingshorl－WaVelengthUVFight（UVC）in  
COmbinationwithstrongagitation， 

． 

OrbitalagitationisinstaIIed．UVCirradiationismicroprocessor－COntrOlled・Rek）Vantt「eatmentParaTleterSaremOnitoredthroughouttheentire  
treatmentthusa‖owingawe”documentedandrep「Oducibleprocess．PCsaretreatedinatwin－bagk旺，WhichcomprisesofahighレUV－  
Permeablein・adiationbagandacontainerforextendedplateletstorage．1nthepresentstudyweinvestigatedtheinfluenceoftheTHERAFLEX  
UVtreatmentoninvitroparametersofPCsandontheirstoragestabirity・  

PIasma－reduced PCs were t「eated w旺h the THERAFLEX UV  
PrOCedure（F垣，1）andstoreduntiLday8afterbtooddonation  
（day6aftertreatment）．TheinvitroqualityofUVCtreatedPCs  
WaS eValuatedin comparison to untreated controIplatelets．  
ControIPCs were stored forthe same time period．PCsin  
StOrage medium SSP＋（COntaining saline・Citrate，aCetate・  
Phosphate，magneSiumandpotasslum，identicaLtoFnS－LllM）  
We「eFXeParedfrom匹）OIsof5bu輝ycoats．TTleaVerageVOlume  
WaS350mLandtheplasmaconcentrationwasapprox．35％．  
PCsweretransferredintoirradiationbags（Fig．2）forUVCtreat－  
ment．Afterinsertionintothein，adiationdevice（Fig．3）PCswere  
treated with UVClight at a dose of O．4J／Cm2（approx．  
60sec）・Theyrerestr｛）nglyagitatedduringirradiation・lTle  
SyStem WaS mlCrOPrOCeSSOr－COntrOlled．1lle COntrOlunit en－  
abIesmonitoringandrecordingofrek！VanttreatmentParame－  
terslikeUVdose，UVintensitytemperatureandirradiationtime．  

Untilday8ofstorageinvitrocharacteristicswereonlymarglnallyinfluencedbytheTHERAFLEXprocess．Plateletactivationwasevaluatedby  
measurementofthehypotonjcshockresponse（HSR）andtheexpressbnoftheactivationmarkerCD62p．HSRwasonIyslightlyandCD62p  
IeveIsweremoderatelyafFectedbyTheraflextreatment．AnnexinVbindingpercentage，aSamarkerforapoptosis，remainedalmostunchan－  
ged．GlucoseconsumptionandlactateformationwerefoundtobemarginalレhigherinthetreatedPCs．pHremainedabove7・Ountilday8after  
donation匝b．1）．  

Glucose  bdate  

Day6＊  FqtsBlOBhTIL］  HSR［％］  pH  CD62［％］ 血nexinV［％）  ［mgklL．］  （mmoVu  

Col傭m1  9、2土1．1  71土5  7．29土0．04  21土6  5士1  62士17  10．2士2．3  

¶℃ated  8．5土0．9  68±4  7．22±0．05  32±5  9土4  52±21  10．8±1．6  

Day7★  

55土19  10．4士1．6  Co伽1  8．9士0．8  72土3  7．32士0．05  24±6  
42士20  11．8±1．7  旭ted  8．4土0．9  68±3  7．22±0．06  42±13  

Day8★  

10±3  

C融和1  9．4士1．6  71士5  7．34±0．06  30±3  8±4  45±18  11．5士1．6  

¶℃atd  9．1土1．3  65±5  7．22±0．09  52±12  10土3  31±17  13．1士1．7  

1bbJel・lnv肘OPararTleterSOfurdreatedandtr％tedPCsonday6，7and8anerbkN3ddo帽tlOnPJ＝6．meanj＝SD）  ’a恥rbJ（Xd⊂b「血kn  

THERAFLEXtreatmentw椚10．4JJtm2UVClighthasonlyaminorinfluenceoninv旺旧ParameterSOfPCsandontheirstoragestabil吋untiI  
day8afterb100ddonatbn．  

FundedbyForschungsgcmejnschaftderBlutspendedienstedesDeutschenRotenKreuz5eSe・VandMacoPhamla・  
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Theuseofapathogeninactivationtechno［ogyisanoptiontoenhancethesafetyofpIateIettransfusions・Currentproceduresneedchemicals  
tobeaddedtotheplateletconcentrates（PC司・Thesecompoundsareofconcern汗theyremaininthe柚alproduct・Moreoveりreatmentmay  
PauSedetehorationoftheplateIets・AnovelprocedurehasbeendeveLopedusingonlyshort－WaVeUV＝ght（UVC，254nm）thateffectiveIy  
lnaC†Evatespafhogensinp，asma－reducedPCs・Theequipmentusedconsistsofanirradiationdevicewithaspec肺＝meChanismforagitation・  
ltscapacityisoneplateletun＝randomdonororapheresis）pertreatmentcycle．¶eatmentparameters，e．g．UVCintensity，UVCdose，  
temperatureandagitation，arernicroprocessor－COntrOlled・Plateletsareproce防edintheTHERAFLEXtwin－bagkjt■WhichcompHsesahigh．y  
UV－tranSPaTentPOlyolefinacetatebag【1］forirTadiationandaplateLetstoragecpntainer（Fig・1，2）・VVbinvestigatedtowhatextentplateLet  
integrityandstoragestab‖ityofthetreatedprT）ductswereinftuencedbythisnewlnaCtivationprocedure．  

lplasma－reduced PCsweretreatedw帥theTHERAFLEXUV  
PrOCedure（Fig．1）andstored unti［day8a代erb100ddonation  
（day6ahertreatment）．TheinvrtroqualityofUVCtreatedPCs  
WaSeValuatedinconlParisontonon－treatedcontroIpIateIets．  
ControIPCswerestoredforthesametime period．PCsin  
StOrage medium SSP＋（MacoPharma）were prepared from  
POOIs of5bu什y coats．The average volume treated was  
350mL．P（asmaconcentrationwasapprox．30％．PCswere  
！ransferTedintoirTadiationbags（Fig・2）forUVCtreatment・After  
lnSertionintotheirradiatk）ndevice（Fig．3）PCsweretreatedwith  
UVClightatadoseofO．4J／cm2（approx．60sec）．1TleyWere  
StrOnglyagitatedatafrequencyofl・8Hzduringirradiation．The  
SyStem WaS microprocessor－COntrOlled．The controlunit  
enables monitoring and recording of relevant treatment 
PaYameterSlikedose，inter6ky，temPeTatureandirTadiationtime．  

しoucodopIot●d  
A小一8Si＄／Bu打y・1X伯td●rivod  
Pbt●ktC01℃Onぬto  

しF鴎㈹1¶1日棚W叩由㈹  

Untilday80fstαageinvht）Characterisbcswere他山レinnuercedbytheTHER妊LEXprccess．HSRreactiv吋WaSOnb′SIigh町reducedwhereas  
COllagenirdLKdaggr喝aぬ1VVaSm∝細tdyincreased・Glしに0馳COr6umPtionandlactatefbmdonw訝efoundtoヒ治rnarginalレhighginthetTea－  
tedPCs・TTluS．PHslightbd旧PPedbutrgnainedabove7・Ountilday8a他donation．TTlemeanPLate似b張duetoUVC廿視trTWtWaS4％．匝b．1）  

Cdtagen－i川1  

D。y3  恥脚′mり 憫囲  。H  。】1】 【  

Gαlbd  lO．2土1．6  68±4  7．13士0．05  11士3  94±3  122土8  7．5土1．0  

¶℃a鹿d  9．6士1．3  64±5  7．07士0．07  14±2  89±5  

Day6  

118士6  7．7士0．8  

Con廿d  9．9±1．0  66土2  7．24士0．13  12士2  74±9  86士10  10．8土1．0  

旭  

Day8  

9．5±1．3  ＆1士8  7．〔将士0．C6  14±3  81±9  闘士10  12．8±1．5  

C州  9．4士1．6  68±1  7．29±0．12  10士1  63±9  12．5±0．9  

¶亜  9，1士1．3  61土8  7．（滑士0．05  16士4  

Tぬbl：R如ねl卵′ヨ¶或甘SO†仰t鵬卯血陶dr℃s卯叫3．6訓d8a他bbddy血加（m8卸＋／－SD．∩＝4）  

41±8  15．2±1．0  

Plasma－reducedPCswereo叫SlightりaffectedwhentreatedwiththeTHEFWLEXUVsystemfcrpathogeninacthJabon．1nvhT）ParameterSand  
StOrageStabilityweTeWellprurveduntiIday8aterbl∝通donation．  

【1】Polyolefjneacetate bags for pathogeninactivation and for storage of platelet concentrates，H Mohr TH Mu11er Flblksdorf，  
WHWaIker，VbxSa咽2004；87（SuppI．3）：70  

FuncLedbyForschungsgminschaftderBlutspendedknstedesDeutschenRotenKreuzese．VandMacoPharma．  
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DEGRADATIONOFHUMANHEPATITISBVIRUSDNA  

IN PLATELETCONCENTRATES  

BYSHORTWAVEULTRAVIOLETLIGHT  

ASREVEALEDBY REAL－TIMEPCR  
J．Kntiver－Hopf，H．MohrandT．H．Mtiller  

Blo（）JCcnLer（汀IhLLGen11LLnR山Cn）、ゝChLLr）Lcr”r NSTOB  

lllヽtitしtlじSpri11gじ．Ge‖11肌〉  

h）rヽJI日日ど黒か111しjnトしhこI11dcIBlしIh  c11dt・dic11ヽ1cJcs Dcし1tSCllC‖Rし）1cllKl一いl′eヽビ．V．＆Mと1い）Pllこ1l▼nlaI11t  

ResultsandI）is（tuSSi（）n   

FrompreviouhnvestJgLltionsitisknown thatPCRinhibitioncannotbeshowll  
hy；1ShortィaIlge HBV rciII－time PCR r2］．Thisiゝr）rOb；Lbly due to the dor［  
genoIlle reglOllaTl乙11yseLl■Thi、fjnding．、inとIgree－11ent With previous PCR  
山udieト WitllHTV＋1乙Hld r）；ln′0＼′irtlヽ B】り．T11those studies we found とI  

COn℃1とItio－1betweentheLlnこIl、′Sed、irLl】geno7nereglOnLLndinhibition（）fPCRiII  

Vil－u、－i－1fteteJs乙l■l叩Ie、乙直er r）ho10dyn乙ullie treと1tment r3－5l．Tn the preMlt  

吊uLl〉′theefrectorUVCtre乙ItmentOn HBV－r）NAwil、eVaLuとItedbytheuscof  
LR－PCR・Anincl■eilSeJ乙＝叩）．coTlゝi／eOfll（）りりhこl、ePlllrSWこI、こl、ufricicnttLIl．get  

to d川10nnmte the erfect or UVC treLltnlent・心、eeni一一 f7gurel、the  
rLuoresccncc cun］eu）ftre乙Itedゝil一一IPle‥hiftet t（）WilrLIh highertlyCle rlul11ber  

VLIlueゝCOmPと11－edtountreLlted←LlnlPIc、・A‥howni一一nguI．e2．thePCR  
were］owcl・ed rroIrI］0りW toユリilrtCr treとItmentll′ithり．4J／clnコor uvc．i．e，  

fl－州1乙IPPrりX・川xE7／＝－1gcn川－1CC叩1Cヽt（－＝）xE5／Illt．   

Conぐ1usi（In   

′1’hl一作、即＝e、し111、し1ビ‖1川1、けこIlビ 川iVIlし1しIeiしこl＝し1  

しlビど1■とl（lこIti川1山、lビⅠ■し’Vて二lI－eこ曲1即し  

ThI、Ⅷgぎど、l、1l一山【川＼′’i11小皿宜t甘IICe‖ll■山Cヽl、  

＼ビ】1＼iti＼・elいし＼／「liヒllし  

Introd11Cti（〉n   

Tre乙It111entOfplこIteletconcentrこIteS（POusingdortwLLVe  
ultmvio］et］ight（UVC）hこL→been do、Vn tO etTectivcLy  
inこICtivLlte WVerこ11r）LlthogerlS‖ト7nこ1Ctivation（）f humこIn  

hel）乙Ititi、Bv．ru、（HBV）h（）WCVCrCOu）dnotbeprovenup  
tonow．hecこIun：tllerehnoinrecti＼1Ty乙lトSこ1yこ1Vitihble†’l）r  

HBVL ThetLlrget、tlJuCture、in t］VC tre乙Itrr［entOrViruSL・S  

i、it＝一uClei‥1Cid▲l－1こIClivこItil）nOfviru→C、therer（）reTl1．ght  

hcしlし、tenmiIICdb＼′PCR．  

Materialilnd～′leth（Ids   

PCin由一r乙Ige nleしIiur）1SSP＋（M乙lい一Ph；lnllこLl＿llngen．  

Ge‖11ilny）cりntとIi－－tnぎ 乙Il）Pr（伏 うり¶ plこl川1こl＼～・CrC  

PreP乙Iredrromr）川）L＝）f5butTyい一乙Itヽ．FroI11eiLChP（1  

1コOll11weret「iHl→†1err山t（）CtLIVIvinylこICetこLtehこIg＼r…‖1  

M乙IC（）Phこlr－－1Ll（Ⅰ一川ざC－1・Ge■・肌＝1y）・In tl－tゝ 吊uJ＼′・  

t■’Cat－－－川上両川UVCliビhtⅥ・こl＝1Cげ（）t‾†11Cし1≠7itllし1ifl■い→州t  

し1いSCゝ 川1LIBSt（ト11lしItllin乙Iti川1dい・iしじ（GR（）一三REl」．  

Ettlingen．Germilny），Routi11elv UVし1tre油11C‖t  
〔l（”eWithとIJow（）r（）．LH／L・nl二．ThcQ［ん川1PBl（）l）JMini  
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THERAFLEXUVPLATELETS：  

NOTHINGBUTUVCuGHTANDSTRONGAGITAT10N  

H．Mohrl，U．Gravemannl，F．Tolk＄dorf2，W．H．WaJker2，T．H．M〔‖erl  

PIJJp05e  

B100ddonations maynotonlybecontaminatedwithviruses．e．g．HBV，HCVor  

HIV．［naddition，theymayconta；nbacteria Thisis especiallycrucialforplatelet  
COnCentrateS（PCs），because they have to be stored at room temperature，at  

WhichbacteriacanmuItipFytohighIeveLs［1，2］  

ShorトWaVeultravioletlight（UVC．waveIength range■200－280nm）is germicidaI，  

but10WUV－PermeabiIityhampersitsuseforsterilizingPCs Asimplemethodwas  
developedwhichovercomesthisIimitation．  

〟如e血Jざ∂〃d〃e的○由  

Plasma－reducedPCsinstoragemediumSSP＋（VOlumeapprox．350mLplatelet  

COnCentrationapprox．109／mLplasmacontent30－35％）werepreparedfrompooIs  

O†5buffycoats【3］．PCvolumewasapprox，350mLThePCswerespikedwith  

approx▲102－106CFU／mLofdifferentbacterlaSPeCiesorupt0107TCID50／mLof  

lipid－enVe10Ped or nonenve10Pedviruses OtherPCs werespiked wlth5×106／mL  

Peripheralblood mononuclear ce‖s（PBMC）．The PCs were filledinto UVr  

transparentplasticbagsandirradiatedonadevice（Fig．1）．equippedwithmercury  

VaPOur tubes emitting monochromatic UVC－1ight（WaVelength：254 nm）The  

device was equipped wlth an orbitalagitator．lrradiation wasfrom both sides of  
the bags．UVC doses applied were up to O．6J／cm2（approx．90sec）．Duri咽  

treatmentthePCswerestrongIyagitated．Bacteriaorvirustiters，PBMCviability  

and pIateIet parameters were determined before and afterirrad．ation．Each  

experimentwasrepeated3－6times．Resultsaredepictedasmean±SD  

Fig．1：lrradiationdevICeforUVCtreatrnentofPCs  

Fig・2：lnactivationofSLepidermidisinPCaliquots（1100r280mL）byirradiation  
WithUVlight：fixedvs・l00Selyplacedirradiationbags（a）；dependenceofbacteria  
inactivationinl00Selyplacedirradiationbagsontheagitationspeed（b）．  
n＝3，m8an土SD  

8a亡tOria  ChさーさCt一州Stics  Grさm  Numborp†  l spiko  8acT／AloH  Romさrk  SPO¢ies   ＄tさin  ○叩OrlmOntS  （CFU／mL〉  rosult★   
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S．■UTOU唱  佃忙．8n80rOblc  PO＄  22   60・110  22＄tOnlo  

ぎ．0pJdorm〟ガ5  hc．an80rObic  PO＄  22   74・21（I  22st馴刷b   

劇rp′Og●n■才  I8C．an80rObic  PO＄  12   118・194  12storllo  

斤e5リノI5  

Pathogeninactivation was enormously enhanced when the PCs were100Sely  

Placed on aquar［z platelocated between the twoIayers of UVC tubes of the  
irradiationdeviceand，inaddition，StrOnglyagitatedduringirradiation（Fig．2）．  

UVC－1ight atO．3－0．4J／cm2（irradiation time：aPPrOX，1min）reducedthetiters o†  

allbacteria tested by approx・5－6LoglO StePSL PCs spiked with approx・100  

CFU／m10IbacteriavverereproducibIysterilized（Tab．1）．lnoneexperimentwithB，  

CereUSthe PC was sterile after3but unsteriIe after6days storage，This was  
PrObably due10SPOreS Of B．cereus that are more resistant to UVC than  
Vegetativebacteria．  
UVC sensitivity of the viruses tested was not so uniform（Tablel）：The smaFI  

SlngIestrandedRNAvirusesVSV，SindbisandWNVwerecompletelylnaCtivated  
at approx．0．3－0．4J／cm2．Remarkably HlV－1（alsoa sma”single－Slranded RNA  

Virus）wasonIymoderatelyinacIivatedatUVCdosesuptoO．6J／crn2．  

The sma”nonenvelopedl）NA viruses PPV and EMCV proved to be very  

SenSitive．CompleteinactjvatjonwasachievedatO，4－0．5J／Cm2．  

With the exception of HN－1．SHV－1was more resistant than the otherviruses  

tested．This confirmsthati「generallargedouble stranded DNAvirusesarenot  

assusceplibletoUVCassma”erslnglestrandedDNAorRNAvjruses．  

PBMCprovedtobeextremeIysensitivetoUVCirradiation CompIeteinactivation  
WaSfoundatlessthanO，1J／cm2（Fig．3）  

PCpropertiesremainedalmostunchangedatdosesuptoO．6J／cm2．Thestorage  

Stabilityofthetreated PCsforup to6days aftertreatment（8days alterblood  
donation）wasmaintained（Table2）  

t’S■叩l一事（2よ10mLo▲dり一打Odr■Wn8什訂3dM‖＝■一事椚22℃  

‥：甘粕山肌＝鵬t●r3d●Y＄嚢tOr叩O   

Tabl：Ster”izationofPCsspikedwithdifferentbacteriaspeciesbyirradiationwith  

UVC（0．4J／cm之）  

Viru5   G8nOmO  Lipid  Mod0lvirus  Log－。rOdリCtion    Env010Pe  †or  IさCtOr   
∨朗而ul轟rStOmatitis  X  

（VSV）   
∃≧6■41   

Silubi＄（Sindbis〉   SSRNA   X  5．55   

Wo§tN“○（WNV）   SSRN▲   X   HCV   5．24  

SSRトIA  X  1．36   
（HIV－1）   

SuidH01pOS（SHV－1）  d＄★★DNÅ   ×   HBV／CMV  3．57   

PorcinoPさrVO（PPV）  ＄SDNA  ParvoB19  ≧6．42   

Encophalomyoc▲†diti島  HAV   5，73   
（EMCV）   

Tab2：lnactiYationfactorsofvirusesbyirradjationwithUVC（0．4J／Cm2）  

CoJIC仙5f0115  

1rradiationwithUVCunderstrongagitatk）nmaybeusedtoster”izeplatelet  

COnCentrateS atallghtdosethatisnotharmMtotheproduct＄．TheUVC  

doserequlredl＄0．4J／Cm2．lrradiationtirneisnotmorethanapprox．1min．  
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Fig．3：InactiYatjonofT・lymphocytesinplateletconcentratesbyirradiatjonwith  
UVC・Viability wasassayedbymixedlymphocytecurLure・  
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lNACTIVAT10NOF＄糊ALLNON・ENVELOP6DVIRU＄ESIN PLA＄MA   
REDUCEDPLATELETCONCENTRATESBYIRRADIAT10NWITH  

SHORT・WAVEULTRAV10LETLIGHT  
H．Mohrl，U．Gravemannl，）．KniiverLHopfl，F．T01ksdorfZ，W．H．Walker2，T．H．Mi川erl  

Afm  

TojnvestigateifsmallnonenvelopedvirusesinplasmaredLJCedplatelet  

COnCentrateSareSenSitivetoirradiationwrEhUVClight．  

J〃什Od〃Cげ○〃  

Smallnonenvelopedv汀uses（e．g．parvovirus819andhepat州SAvirus）  

are more resistant thanlipid・enVeloped viruses to most pathogen  

reductionproceduresusedforplasmaorforcellularbl00dproducts（1・  

3）． We have deveIoped a procedure to decontamjnate platelet  

COnCentrateS（PCs）byirradiatjon with monochromatic short－WaVe  

ultravi0letlight（WaVelength：254nrn）．1tis essentialthatthe prodLJCtS  

are notfixed and atthesametjmestronglyagitated durjng treatment  

（Fig．1and2）．Wefound thatthe procedLJreinactivates bacteria and  

lipid enveloped viruses．As the present dataindicate，Small  

nonenv010POdvirusosaroalsoinadivated．  

Flg．1and2：lrradiationdeviceforUVCtreatmentofPCs  

何針2：hactlVationof vesi・  
Cularstomatitisvirusby  
irradiationwithUVC（n＝．3）．  
Comparisonoftwotreatrnent  
modes：  
Fjxedbags（Champedbotween  
2quartzplates）vs・unfixed  
ba！，S（l00SモIyputonaquar【z  
PIate），bothwithagitation（100  

rpm）  肋fer由Jsand〃e〟lOds  

The vir01oglCaJinvestigations were conducted at NewLab BioQuality，  

Cologne，Germany．They were carried out according to CPMP／BWP  

guidelines268／95（”NoteforguidanceonvjrtJSVaJidationstudies”）and  

269／95ぐ‘Noteforguidanceonplasmadreivedmedicinalproducts”）．The  

PCRinvestigationswereperformedintheownlaboratory．  

Plasma・redLJCed PCs（Plate［et concentration approx．109／mL，Plasma  

COntent：aPPrOX・30％）werepreparedfromp00lsof5bufFycoats．The  

StOrage medium used was SSP◆（MacoPharma）．PCs（VOlume approx．  

350mL）inUVtransparentp01yolefineacetatebags（dimensions：19x38  

Cm）were spiked with approx．107up t0101TCID5JmL of porcine  

ParVOVirus（PPV，Strain ATCC CRL・6489（NADL・2），a mOdelfor  

ParVOVirLJSB19）orencephalomyocarditisvirus（EMCV，StrainATCCVR  

129・B，aTT10delforhepatitisAvirus）．ThethicknessofthePC［ayerwas  

approx．4・S mm．1rradiationwith UVClightwasfrom bothsides ofthe  

bags．TheUVCdoseappliedwasupt00．6J／cm2（irradiationtimeperO．1  

J／Cm2was approx15secトThe PC・SamPl餌Werel00Selyplacd on a  

quartzplatelocatedinthemiddlebetweentw0layersofmercuryvapor  

tubes em削ing monochromaticUVClight（WaVelength：254nm）．During  

irradiation they wereintensively agitated using an orbitalagitator．  

Agitationspeedwasapprox．100rpm．Beforeandafterirradiationvirus  

titers（expressed asloglO Of tissue cultureinfectioLJS doses  
小Ogl。TCID50”weleddermined．  

TheinfluenceofUVContheDNAofparvovirusB19wasinvestjgatedby  

long・range RT・PCR，uSing a LightCycler from Roche，Mannheim，  

Germany・ThモPrimorpairusedspannedaregion011028bases（approx．  

0nefifthofthegenomeofthevirus）・lntheseexperimentsPCaliquots  

Of llO mL were treated；dirnensions of theirradiation bags were  
12．5x14．5cm．  

Ffg．3：InactivationkineticsofPPVandEMCVinplasma－reducedPCsirradiatedwith  
UVC．（n＝礼  

lradjJ‘ondo臥t【」ノ川一】   

円g．4ニDegradationoftheDNA  
Ofparvov汀usB19spikedinto  
Plasma－reducedPCsby  
irradiationwithUVC．【n＝3．  
mean土SD）．  

尺eき〟Jb  

PPVaswe”as EMCVin plasma・reduced PCswererapidIyinactivated  

byirradiationwith UVClight：nOinfectiveviruswasdetectableatdoses  

higherthanO．366J／cm2（Fig．3）．Thelogl。redtJCtionfactorsdetermined  

exceedd6・4and5・5，rOSPOdively．  

ThePCRinvestigationsrevealedthatthegenomeofparvovirLJSB19wa  

degraded byUVC treatment：atlightdoses between O．4and O．6J／Cm2  

thePCRsignalwas reduced byapprox．75％（Fig．4）．1t remainsto be  

establishedifthisisindicativeofconpleteinactivationofthatvirus．  

AtUVCdoses upt00．6JIcrn2plateletfunctionswereonlymode（ately  

influenced，andthestoragestabilityofthetreatedprodLJCtSforupt06  

days af（er treatment（B days after blood donation）was maintained  

（Tablelト  
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lrradiationwith UVClightunderstrong agitationisauniqLJePrOCedure  

toinactivatesma‖nonenveIopedvirusesi11PCs atconditjonsatwhich  

PlateletfunctionsandthestoragestabilityofthePCsarenotimpaired・  
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