
マコファルマ社回答  

平成20年4月8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後  

追加質問事項2（各社共通）  

1．EU主要国等、各社の不活化技術を導入しているそれぞれの国における供給の実態。   

輸血用血液製剤の全供給数（不活化技術を適用している製剤と適用していない製剤   

の合計）、そのうち不活化技術を適用している製剤の割合は何％か。また、供給はど   

のように行われているか（供給先、医師の希望により供給できるのか等）。  

血焚製剤不  マコファルマ製品に  マコファルマ製品  不活化処理され  

国  た血祭製剤（％）   活化の義務  より処理された血渠  により処理された   化  製剤（本）  血％   

数   祭製剤（）   

アルゼンチ  
×   2，000  

ン  

ベルギー   ○   70，000   100   100   

ブラジル   ×   2，000  

フランス   
○（将来的   150，000（2008年   60（2008年予  100（2008年予  
に）   予測）   加）   測）   

ギリシャ   ×   8，000   5  

イダノア   ×   34，000   5   25   

マレーシア   ×   300  

ロシア   ×   17，000   

シンガポー  
×   1，000  

ル  

スペイン   ×   105，000   44   69   

イギリス   ×   9，000   2   2   

ベルギー及びフランスにおいては国立輸血サービス（NationaITransfusion Service）が  

血祭のみの不活化製剤を提供している（ベルギーでは2004年から、フランスでは2009  
年までの移行が予定されている）。その他の全ての国においては、医師並びに病院が使  
用する血祭製剤（不活化製剤及び検疫製剤）を自由に選択することが可能である。しかし  
ながら欧州においては、血渠製剤並びに血小板製剤の不活化傾向が顕著である。  

2．各社の不活化技術を適用する前の製剤に白血球除去を行った場合と、不活化技術を   

適用した製剤に白血球除去を行わなかった場合を比較して、GVHD等の副作用の推  
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移はどのようになっているか。  

旦査  

欧州全ての国において赤血球製剤並びに血小板製剤の白血球除去は、長年に亘り義務  

化されている。白血球除去の導入後、輸血由来による熟発例数は著しく減少した（M．M．  

MuelleretaI．，“Clinicalimpactof［eucocytedepletion－Whatistheevidence？”参照）。  

GVHDの予防に関して、輸血製剤は依然としてガンマ線照射されている。しかしながらマ  

コファルマ社製THERAFLEXUVCを含む血小板製剤不活化技術は、ガンマ線照射の代  
替になり得ると期待されている。  

3．EU主要国における不活化技術導入後不要になった技術（白除、NAT等）  

国室  

不活化技術が採用されたいくつかの国においては、検疫保管期間が省略された。その結  

果、より良好な流通、保管スペースの節約及び迅速な血渠製剤供給につながった。メチレ  

ンブルー処理の導入に伴い白血球除去並びに既存の検査を省略した国は無い。一方で  

メチレンブルー処理の導入により新たな検査の追加及び既存の検査感度を向上させる措  

置（シングルNAT等）は行われていない。   

血渠製剤：  

欧州において、キットに採用されている0．65日mのフィルターは血渠製剤用白血球除去フ  

ィルターより効率が良いため、THERAFLEXMB－Plasma処理は血渠製剤の白血球除去  
の代替となる。   

血小板製剤：  

THERAFLEXUVC－Platelet処理により、将来的にガンマ線照射並びに細菌スクリーニン  

グ検査の省略が期待される。現在の段階では、ウイルスNAT検査の省略は推奨しない。  

4．EU主要国における不活化技術を適用している製剤の市販後調査の実態（調査数）  

旦圭  

市販後調査は、欧州各国に導入されているヘモビジランス及び輸血サービス機関（B100d  

Transfusion Services）により実施されており、イギリス並びにフランスが多くの経験を有  

している。全ての欧州諸国がメチレンブルー処理された血渠製剤を含む全ての血液製剤  

に対するヘモビジランスプログラムを実施している。更に、既報の通り追跡評価の実施（フ  

ランスにおけるメチレンブルー処理血祭製剤の四相臨床治験、等）あるいはPolitis等によ  

る臨床使用経験（VoxSanguinis，［2007］；Volume92，［・SSue4，Pages：319－326）が発表  
されている。  
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（参考）マコファルマ社回答（英語）   

Robert－Bosch－St（aBell  

D－63225Langen  
Bestellannahme lnfusion 
簡Iefo［：＋49・（O16103－9008－88  

聴Iefax：十49－（0）6103－9008－20  

Ze冊ale鴨川allung  

簡Iefo［：＋49一仰6103－9DO8－0  

職ef継：十49・（016103－9008－90  

WVVW．maCOPharma．de  

M8¢OPharm‖nto川a伽nalGrローH・Fobモrt・BDSClトSlru馳1トD・632ご5Lal搾n  

Mr．TakahiroGOTOU  
C／oBIood＆BJoodProd’uctsDivisjorl  

Pharmaceutical＆・Fo6dSafetyBureat）（PFS）  

MinistryofHealth，LabourandWerfare（MHLW）   

1－2－2，Kasum［gaSeki，Chiyoda－ku   

Tokyo．JAPAN．100－8916  
ヽ  

ourReference：Dr・W，JA＝   Date＝Apri130th，2008  YourRe俺帽nCe：  YourMessageof：  

CommitteequestionsfronApri124thI2008  

DearSirs，  

］danswentothequestions椅isedbyyouonYtheTheranexMBPtasma  

1．Actua暮conditionsofbl00dDrOduct＄SuE）E）lvineachcountry．wheretheirTaCt；vatior！  
hasb¢enimpIom¢nbd  
ノ（鞠∂品印坤肋e肋血血ero他山p胤山cb叩ル血〝－bふ融血仰0′血動的〃   
p佗CeS5ed∂〃d〝0〃一p代氾郎£edbbodpm山cね血％．Aた拍，d由c血e，Wわe肋er8〟吉叩p侮d   
わbodpm血cねm〃Sfわep伯¢eぷedm∂n由わγOr描erわ旬侶わ由no拍0叩胎〃e∂〃CJlOふe   

OJl可．  

A〃Sl〝だ尺：  

SuppIvofpathoqenreducedbIoodproduct＄bvcountries：  
Lnour［e海rof31．3．2008toyou，WeindicatedinTabJel）the）istofcountries，Wherethe  

TheranexMBPbsmahasbeenregisteredandusedinc）inicaJroutine．Bek）WyOuWilIfind  
atabJeofthecountrieswiththeac如afquan仙esofpLasmastreatedin2007andthe  
PerCentageOfthetota‖herapeuticaFpはsmaun鹿treatedbyTheranexand／orbyother  
methods．  

Ge虻伯肘臼hr（≧r：  

PeI打Kremm㌣S  

β州勾er伽tO汀即由CnHRB3362（）  

し臣下け伸」貰11qlい94瑚  

D8U加he8ankAG  

臥ヱ50578純・KTd7別口78（方．  
8巨C：【忙UTDEFF5t15  

r臼∧N：！’礁465ロ57∝）180781777試）0  

Ur（慧Un己r【由軋  

軋Z！誰0800山・灯0．92∈．∝〕0ロロ  

RIC．i〕RFSn巨FF  

BAN：n臼■1ゴj‘lどミm【〕恥t）3ン6（‡〔Ⅸ）∩   



Country   lnactivation   Quantityof   ％of   ％ofinactivated  
ねrpla＄ma   Pla＄maStreated  Theraf】exto   Pla＄matO  
mandatory   WithThoraflox   therapeutical  therapeuticaJ  

WIB plasma PIasma   Pla＄ma   
Argentina   Nd‾ 加00  

Be廟um   Yes   70000   100   100   
BraziI   No   2000  
France   Yes（infuture）  150000（in2008）  60（in2008）   100（in2008）   
Greece   No   8000   5  

】taly   No   34000   5   25   

Malaysta   No   300  
Rus＄ia   No   17000   
Singapore  No   1000  

Spain   No   105000   44   69   
UK   No   9000   2   2   

lnBelg］UmandFrancetheNationalTransfusionServicesofferon［ypathogenre－  
ducedplasmaproducts（inBelgiumsince2004，inFranceconversionisplanned  

by2009）．  

lnallothercountriesthephysiciansandhospitaIsaresti］lfreetousetheirplasma  
（Pathogentreatedorquarantineplasma）bythemse［ves．However，thetrendin  

EuropegoesclearlytopathogenreducedpIasmaproductsandpathogenreduced  
Prateletproducts．  

2．Leukocvtereduction：  

・‘meよ怜ndo′占わodf帽nSねざわ〃佗由fedぶfdee飴cfoccu〃℃〃Ce帽ね，S〟CJJ∂SGVHD，血統   

血∂C机唱紋）〃pmCeざSedⅣ肋鹿uたOqyぬ伯〔山C〟0na〃dw肋ouf鹿血OCyぬ帽dlJe血〃．  

A〃∫仰ご   

PJeasenote，thatIeucodepIetionofa［lredceJ［sandprateIetsismandatory［n   

EuropeforaI）countriessincemanyyears．   

Thenumberoffebri［etransfusionreactionshasdecreasedsincesignificantlyafter  
IntroductionofuniversaIreucodepretion（Seef．ex．M．M．MueIFereta／．，  

“ClinicalimpactofIeucocytedep［etion－Whatistheevidence？”；Seienceseries   

（2008），註85－90）．   

ToavoidGvHD，bloodproductsar6sti”gamma－irradiated．However，itisexpected．   
thatp［ateletpathogenreductiontechnorogleS，incJudin9theTHERAFLEXUVC－treat－   

mentbyMacoPharma，WiJIsubstitutegamma－irradiationofplateletconcentrates・  

乱 丁e＄t：   

777eeXjstk7gteSfsand匂rpIT）CeSSeS，SuChas／eukocytemt（dionandMTwhjchcanbe   

Om肋d∂伽r血∂C〟帽f由〃／J叩Jem即ね〟0几  

A〟Sl〝E尺ご  
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lnthed汗brentcountne＄Wheretheprocessisimplementedthequarantinestorageis   
Omitted．This］ead＄tObe，tterLogisbs．reducedstoragespace，andimmediateprovision   

Of仙eplasma．   

N融herleukocyte相打ationnorpnyatthetimeofimplementationoftheMBprocedure   
usedtestfori而ctionnarkerswasstoppedinanycountry．Neve止heLess，the  
impfementationofnewtestsortestsw仙enhancedsens托iv旺y，］ikesingteNATwasalso   

notdonea債erintroductk）nOftheMBprocedure．  

召／打巳正打1  

lnEuropetheTHERAFLEXMBrPlasmaProceduresubst軋沌es（eucodepIetionof  
、p［a＄ma，SincethemembraneO．65リmf批erismoree什icientthanaTpJasmaLeucode－   

Pk州0∩用ter．  

Platel¢tS：   

Weexpect，thattheTHERAFLEXUVC－Plate［etProcedurewi＝substituteinthefuture   

bothgamma－irradiationaswe暮Iasbacterialscreentng．   

Wedonotrecornmendanysubst仙tionofviraLNAT－Testingforthemoment   

4．Postmarke髄nqsun伯it暮ance：  

（坤旭C吋肋eacfu∂Jcon（刑わ〃Of的e棚S血C山dわ9ぬfaJnum上〉erん1e∂CわCO〃∩瑚：  

A〃S腫尺ご  

PostmarketsurveiILanceisdonebyBIoodTransfusionServicesandbyHemovigil白nce  
PrOCeduresinsta脂dinaIIEuropeanCountrねswithmostexperience．avaiIabIeinthe  

U．KandinF「ance．  

A‖EuropeancountrieshaveongolngHemovigilanceprogrammesforallcomponents，   

．whichindudesMB－treatedp］asma，  

Add汀ional，Wehavefollow－uPStudies（1ikePhaserVClinicalStudyonMB－Plasma  

】nFrance）orPubIicationsonc［inicaJuseofPoJibetaL【VoxSanguinis，（2007）；  

Vo［ume92，1ssue4．Pages：319－326］，aSalreadymentionedinour）astle壮ertoyou  

dated31．3．08－underpoint4．b）．  

WedohopetohaveansweredcIear～toalIyourquestiDnSaHsingonAp用24th，2008．  
1f somethingisstiHunclear，P厄asedonothesitatetoapproachus．   

Sincerelyyours，  

rmalntemationalGmbH  

魅J●。S嘉  
－ScientificDirecto卜  一PrqjectManagerPathogenlna  

－Mr．GusRibeiro，GeneralManager，MacoPharmaAsian／Pac汗icRegion；  

－Mr．HirotakaNagase，AMCOInc．，Tokyo／Japan；  

－Mr．Ken之OWatanabe，AMCOInc．，TokyoIJapan  
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BCTJapan株式会社回答  

4月8日運営委員会・安全技術調査会合同委員会後  

追加質問事項2（各社共通）  

1．EU主要国等、各社の不着化技術を導入しているそれぞれの国における供給の実態。  

輸血用血液製剤の全供給数（不着化技術を適用している製剤と適用していない製剤の  

合計）、そのうち不清化技術を適用している製剤の割合は何％か。また、供給はどのよう  

に行われているか（供給先、医師の希望により供給できるのか等）。  

さまざまな病原体不活化技術Pathogen Reduction Technologies（PRT）が開発されてお  

り、ヨーロッパでは現時点で通常使用されたり、さまざまな評価段階であったりしています。  

－3種類の血祭処理のできるPRT処理方法が現在市場で販売されています。  

SolventDetergent処理（1990年代初期からいろいろな国で既に使用中）  

Methylene Blue（2001年以降市場に出て、フランス、スペイン、イタリア、英国で通常使  

用）  

Intercept Blood System（2006年以降CEマーク取得：通常使用についてはは未確認）  

MilasoIPRTSystemは、2008年に血焚処理でCEマークを取得予定です。  

一2種類の血小板処理のできるPRT法が現在販売されています。  

Intercept Blood System（2002年のCEマーク取得以降、主にフランス、スペイン、ベルギ  
ー、ノルウェーとスウェーデンの血液センターで限定的に使用中）  

MirasoIPRTSystem（2007年後半にCEマーク取得済み。現在アイルランド、スペイン、イ  

ダノアと中東諸国のいくつかの血液センタTで通常使用に向けた評価試験を実施中）  

全体として、ヨーロッパでは輸血に使用されるすべての血小板製剤の5％にPRT処理が  

施されており、これらの製剤へのPRTの使用は明らかに増加傾向があると我々は考えま  

す。とりわけ血小板製剤について高い関心および使用を予定している国々には、フランス、  

ベルギー、アイルランド、スペイン及び中東諸国があります。  

PRT処理済みの製剤の供給および配送に関しては、PRT処理方法の違いにより物流方  

法も異なります。MirasoIPRTでの血小板と血焚の処理は短時間（処理時間は15分以  

内）で、しかも簡単に処理ができることから、血液センターの通常の血液成分製剤の製造  
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／へ  

エ程の一部として組み込むことができます。血小板の出荷直前でもPRT処理が可能で  

あり、血液センターはPRT処理済みの製剤を医療機関からの需要に合わせて供給する  

ことが可能になります。  

病原体不活化技術（PRT）の幅広い利益を考えますと、すべての患者様はPRT処理済み  

の血液製剤から利益を享受するものと考えます。したがって、最終的にはすべての血液  

製剤が不活化処理されることでしょう。しかし、専門家の先生方によれば、各病院には患  

者様のためにPRT処理された製剤を求める緊急度、もしくは求める能力に違いがある場  

合があるようです。そのため各血液センターは、当面各病院のニーズに合わせて血小板  

の在庫の一定の部分にのみPRT処理を行う必要があるでしょう。  

2．各社の不活化技術を適用する前の製剤に白血球除去を行った場合と、不活化技術を  

適用した製剤に白血球除去を行わなかった場合を比較して、GVHD等の制作用の推移  

はどのようになっているか。   

私達の知る限りでは、輸血後GVHD予防に関連して白血球除去対非白血球除去製剤の  

不活化技術の有効性について、直接比較したヒューマンデータはありません。Mirasolで  

不活化処理したヒトの白血球（単核球）を、遺伝的に処理した免疫不全マウス（輸血後  

GVHDのモデルとして）に注入した動物実験の結果は、白血球除去が施されていない血  

液製剤に適用された場合、輸血後GVHDの予防においてMirasol不活化処理が有効であ  

ることを間接的に示しています。  

さらに、PRTの功績に関する最近の出版物の中で、Dr．H．Alter（米由国立衛生研究  

所）は、PRTを実施する場合、白血球除去を行わないという選択はコスト削減の戦略の一  

つとなり得る、と示唆しています。白血球除去が施されていない製剤に適用されるMi「asol  

不活化技術のさらなる確立に向けて、様々な研究が現在計画されています。  

既に白血球除去が施された製剤にPRT病原体不活化技術が適用される場合の輸血後  

GVHDの予防という観点では、実際の臨床経験は既にInterceptの研究で示されており、  

Mir声SOIPRTにおいても同様に入手可能となりつつあります。MIRACLE（MirasoI臨床評  

価）、これはランダム比較臨床試験ですが、その一環で、Mirasol処理された製剤の大多  

数（160／1684）は輸血前にガンマ線照射は施されておらず、輸血後GVHDの危険性があると  

見なされた患者グループでは、リファレンスの輸血製剤（Mirasol処理されていない製剤）  

の大多数（122／166）にガンマ線照射が施されています。どちらの患者グループからも輸血  

後GVHDは報告されておりません。M［RACLEトライアルの最終結果は、今年の後半に提示  

される予定です。  
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3．EU主要国における不活化技術導入後不要になった技術（白除、NAT等）  

この20年間もしくはそれ以上の年月の間に、血液安全性を主導する技術は数多く導入さ  

れてきました。その技術とは、ガンマ線照射、白血球除去、新しいマーカーに対する血清  

学検査、現存のマーカーに対する改良された血清学検査、NAT、バクテリア・スクリーニ  

ングです。一度検査が導入されると、通常はその検査を撤廃することはできません。一つ  

の例外はP24抗原分析の撤廃で、HIV検査用のNAT導入に伴いFDAにより許可され  

ました。これは、大規模な多施設臨床試験での入念な分析により達成されました。  

この20年余りの間に導入されたこれら技術の多く、あるいは幾つかの技術は、長い年月  

をかければ、PRTにより置き換えることは可能と考えられます。血液の安全性および安  

定供給に関するアドバイザリーコミッティー（米国 保健社会福祉省）は、ガンマ線照射と  

バクテリア検査はその候補になり得ることを示唆しています。さらに、過去10年以上の間  

に、NAT検査のプールサイズは著しく減少し、10以下となりました。全ての血液製剤にお  

いてPRTが一般的に導入されると、各国政府はコスト削減に関連しで、NAT検査のプー  

ルサイズを以前のような大きさに戻すことを考慮し始めるかもしれません。   

技術の撤廃や修正を行っていくにあたり、市販後調査や臨床試験の実施は必要となりま  

しょう。  

4．EU主要国における不清化技術を適用している製剤の市販後憫査の実態（調査数）  

NavigantBiotechno［ogiesLLC社とGambroBCT社は、MirasoIPRT処理を行った製品の  

輸血の安全性を継続的にモニターするという市販後調査の実施を約束しています（CEマ  

ークの承認の一部として）。2007年11月にヨーロッパ、中東各国とアフリカでMirasoI  

PRTSystemが公式に導入されて以降、各施設でMirasoIPRT処理を行った100以上の  
血小板製剤の輸血に関しての安全性データが収集されており、今後もこの活動は継続さ  

れます。さらに、輸血業務におけるMiraso［PRT処理製剤の臨床使用に関する重要なデ  

ータを記録することを目的に、電子データ収集システムが開発されました。最後になりまし  

たが、我々はMirasolの不活化処理に関心の深い国々の政府機関と協力し、各国の必  

要に応じた適切な安全性のモニタリングが確実に実施されるよう作業をすすめとおります。  
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（参考）BCTJapan株式会社回答（英語）、参考資料（文献2報）  

AdditionalquestionsaftertheJointSessionofApri［8  

（SamequeStionstoeachcompanies）  

1・UpdatethecurrentusestatusofeachmajorEUnations 
technologyisknowntobeavaiJabIe：TotaJquantityofb100dproductsfortransfusion   

（ratioofthetotalnumberofPRT－PathogenReductionProducts－SuPPliedvs．non   

PRT）・HowPRTproductsaresuppliedanddistributed？（i．e．cantheysupp［yPRT   

basedonthedemandsfromphysiciansorendusers？）  

VariousPathogenReductionTechno］ogies（PRT）havebeendevelopedandarein  
VariousstagesofevaIuationand／OrrOutineuseinEurope．  
－ThreePRTmethodsarecurrent］ymarketedfortreatmentofp暮asma：SoIvent  
Detergent（inuseinvariouscountriessinceeaHy1990，sl），MethyleneBLue  

（marketedsince2001androutinelyusedinFrance，Spain，［ta吋，UK），andthe  
］nterceptB100dSystem（CEmarkedsince2006；StatuSOfroutineuseunknown）．The  
Miraso［PRTSystemisexpectedtoreceiveCEmarkfortreatmentofplasmain  
2008．  

－TwoPRTmethodsarebeingmarketedfortreatmentofplateIetconcentrates：the  
lnterceptBloodSystem（CEMarkedsince2002andinroutineuseinalimited  
numberofb100dcentersprimari］yjnFrance，Spain，BeIgium，Norway，andSweden），  

andtheMirasoLPRTSystem（CEMarkedsinceIate2007andcurrentlyunder  
evaIuationforrputineimplementationinsevera［bloodcentersinIreland，Spain，ltaly，  

andtheMiddle巨ast）．   

0vera”，Webelievethatapproximately5％ofa”plateIetproductstransfusedin  

EuropearePRT－treated，WithacleartrendtowardsanincreaslnguSeOfPRTfor  
theseproducts．Countrieswithahighinterestinand／OrCOmmitmenttoPRTfor  
Plate［etsinc（udeFrance，Be［gium，Jreland，Spain，andvariouscountriesinthe  
Middle－East．   

1ntermsofsupplyanddistributionofPRT－treatedproducts，thelogisticsvarybyPRT  

method・BecausetheMirasoIPRTprocedureforplatdetsandplasmaisquick（＜15  
min・tOtalprocessingtime）andeasytoperform，thetreatmentmaybeconductedas  
PartOftheroutinecomponentmanufacturingprocessinthebloodcehter，Ormaybe  
PerformedimmediateIypr10rtOissueofplateletsandsoalIowabloodcenterto  
SuPPJyPRT－treatedcomponentsondemand．GiventhebroadbenefitsofPRT，a”  
PatientgroupswouIdbenefitfromreceivlngPRT－treatedcomponents，therefore，  
ultimateIyuniversalconversiontoPRTislikeIy．However，eXPertOPinionsuggests  

thatdifferenthospitalsmayhaveadifferentsenseofurgencyand／orabilityto  
requestPRTtreatedproductsfortheirpatients，henceb100dcentersmayinitiallybe  
requiredtoperformPRTonaportionoftheirplateletinventorytomeetvarious  

1pe”eberetar．，BestPradjceandResearchC＝nicaIHaematology（EIsevier），VoI19：205－242，2006  
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hospitals’specificneeds．  

2・［sthereanydi抒erenceinthefrequencyoftheoccurrenceofthetransfusionrelated   

Side effects such as GVHD by the use of the pathogen reduced product   

manufacturing methods whenleukocyte reduced products and non Feukocyte   

reducedproductsarecompared．   

Toourknowledge，nOhumandataareavailableprovidingadirectcomparisonofthe   
effectivenessofPRTtreatmentofIeukoreducedvs・nOn－1eukoreducedcomponents   
inpreventingtransfusion－aSSOCiated（TA－）GVHD．Resultsfromananimalmode［in   

Whichhumanwhitebloodce”s（monoワuClearcells）treatedwiththeMiraso＝⊃RT   

Systemwereinjectedintogeneticallylmmune－deficientmice（asamodelfor   

TA－GVHD），indirectlysupportthee抒ectivenessoftheMirasotPRTsystemin   

PreVentingGVHDwhenappliedtonon－1eukoreducedb100dcomponents2．   

Addjtionally，inarecentpublication30nthemeritsofPRT，Dr．H．AJter（National   
lnstituteofHealth，US）indicatedthatdiscontinuationofIeukoreductionwasoneof   

SeVera［potentia［cost－SaVIngStrategLeSWhenimplementingPRT．Variousstudiesare   

PlannedtofurtherestablishtheMiraso［systemperformancewhenappliedto   
non－leukoreducedcomponents．   

lntermsofpreventionofTA－GVHDwhenappIyingPRTtoaIready［eukoreduced   
COmPOnentS，aCtualclinicalexperiencehasbeenpresentedfortheJnterceptsystem，   
andisnowbecomlngaVai］ablefortheMirasoIPRTsystemaswe”．Aspartofthe   

MIRACLE（MirasoICfinica］Evaluation）thal．arandomizedcontroIJedclinicaltrial，the   

m？jority（160／1684）ofMirasoI－treatedproductswerenotgamma－irradiatedphorto   
transfusion，Whereasthemajorityofreference（untreated）products（122／166）were   
treatedwithgamma－irradiation，COnnrmingthatthepatientgroupstudiedwas   

COnSideredatriskforTA－GVHD・TherewerenoreportsofTA－GVHDineitherpatient   
group・CompleteresuItsfromtheMIRACLEtrialwi］lbepresentedlaterthisyear．   

3・lsthereanytechno［ogybecomesobsoleteafterintroductionofPathogenReduction  

Technology？  

ThereareanumberofbloodsafetyinitiativesthathavebeenintroducedovertheIast  
200rmOreyearS：Gammairradiation，leukocytereduction，SerOlogytestingfornew  

markers，enhancedserologytestingforexistingmarkers，NATtesting，Bacterial  
testing・Typically，OnCeateStisintroducedithasnotbeena”owedbyregulatorsto  

beremoved；OneeXCePtionisthedroppIngOfP24antigenassaythatwasa1lowedby  

theFDAupontheintroductionofNATtestingforHIV．Thiswasachievedthrough  
CarefulanalysJSOfarargemuIti－CenterClinicaltria［．  

Fast，etaI．，Tbns如sion2006；46：1553－1560，  

AIter，7Tans如sionMedicineRevIeWS，Vo［22（2）：97－102（relevantstatementonbottomofpagelOO）  

DatasubmittedtoNotifiedBody（KEMA）．BasedonthisdatatheMirasorSystemwasgrantedCEMarkfor  

applicationtoplateIetsonOctober5，2007．  
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Potentia”ymanyorsomeofthesetechno［ogleSintroducedoverthe［ast20years  
COuIdovertimebereplacedbyPRT．TheindicationsoftheAdvisoryCommitteeon  
BIoodSafetyandAvailability（DepanmentofHealthandHumanServices，US）5  
SuggeStedthatGammairradiationandBacterialtestingwerelike［ycandidates．  
Additionally，OVertherastlOyearsthepooIsizeforNATtestinghasdecreased  
SignificantLydownto＜10．WiththegeneralintroductionofPRTfora”components，  
COunthesmayconsiderareturntolargerpooIsizesforNATtestingwiththe  
associatedreductionincosts．   

Foranyofthetechno10gleStObedroppedortheirusetobemodifieditisIike［ythat  
PostMarketsurveillanceandclinica］trialswi”needtobeconducted．  

4．Theinvestigation status on the post market approvalstatus on the Pathogen  

Reduced B100d ProductsinthemaJOrEU nations．Realityofthe postmarketapproval  

investigation（numberofinvestigatedQaSeS）．  

NavigantBiotechnologies，LLCandGambroBCT［nc．haveacommitment（aspartof  
theCEMarkcertification）toconductPost－MarketSurveillancestudiestocontinueto  
monitorthesafetyofMirasol－treatedproductstransfusedonaroutinebasis．Since  
theMirasoIPRTsystemwasofFicia］］ylaunchedinEurope，theMiddleEastand  
AfricainNovember2007，Safetydatahavebeenco［［ectedonoverlOOroutine  
transfusionsofMirasol－treatedplateLetproductsatmultiplesites，andthisactivity  

COntinues．Additionally，anelectronicdatacapturesystemhasbeendeve［opedto  
a1．owtransfusionservicestorecordimportantdataregardingthec［inicaluseof  
Mirasoトtreatedproducts．Fina”y，WeWilJbeworkingwiththeauthoritiesofcountries  
interestedinadoptingtheMirasoIprocesstoensureadequatesafetymonitoringisin  
Placeaccordingto10Calcountryneeds．  

UpdatedresponsetoQuestion（4）frominitialQ＆Adocument：  

（4）Reactionofthemedicalagentwithothermedicalagentanditsissues．  

Therehavebeennoconclusivereportsfromin－Vivostudiesondruginteractionsthat  
WOuldraiseanyconcernsrelatedtotheuseofMirasol．Theinformationinitialty  
PrOVidedtoMHLWregardingapossib［einteractionofRiboflavinwithTetracyclineand  
Trimethopnm－SulfamethoxazoIewasbased9nlyonareviewoftheliteratureinwhich  
Prlmarily［n－VitrostudiessuggestedsomepotentialeffectwithRiboflavinsoIutions・  
Adetailedreportonthismatter，SPeCifictotheMirasoJapplication，isbeingprepared  
byindependenttoxicologyexpertsandwitlbemadeavailabIeuponrequest・  

5 
Thirty－thirdmeetingoftheACSBAmeeting，Washington，DC，January9－10・  
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馴＝川Ⅷ‖川川ⅧⅣ嘔射‖  

MirasoIPRTtreatmentofdonorwhitebloodcellsprevents  

thedevelopmentofxenogeneicgraft－VerSuS－hostdiseasein  
Rag2－I－YC－／－doubleknockout、mice  

血柁乃β・励邸G〃わerrβ比qo乃e，Ge〃eCb戚α化粧ル乃Zわfエf，α乃d月dγmOrldGoodrわわ  

hepresenceofwhitebloodcells（WBCs）intrans－  

fusedbloodproductsisasignificantcontributor  
totheimmunologlC COnSequenCeSOftransfu，  
Sion・12Theimmune responses resulting from  T  

BACKGROUND：MirasoIPRT（NavigantBiotechnoI－  

Ogies）treatmentutiIizesexposuretoLightinthepresence  
OfribofIavintointroduceirreparable［esionstonucleic  
acidstherebyinhibitingpathogenandWBCrep［lCation．  

TheabilityofMirasoIPRT－treatedmononuclearce”s  

（MNCs）togeneratexenogeneicgraft－VerSuS－hostdis－  

ease（GVHD）responseswasused10mOde［transfusion－  

associatedGVHD（171GVHD）．  

STUDYDESIGNAND METHODS：Pairsofhuman  

MNCsfromfivedifferentindividualdonorsthathadorhad  

notreceived MirasoIPRTtreatmentandcontained  

30×106cD3＋Ce（Iswereinjectedintraperitonea”yinto  

SubIetha”yirradiated（350cGy）Rag2J下；＋double－  

knockoutmice・Reciplentmicewereweighedand  

ObservedreguLarlyandeuthanizedwhentheyexhibited  
SymPtOmSOfGVHDoratterminationoftheexperiment．  
Reciplentlymphoidcompartmentswerecollectedand  
Phenotypedforthepresenceofhumanlymphoidce”s．  

Thepresenceofhumancytokinesand／orimmuno－  

globuIinsintherecIPlentPlasmawasalsousedtodetect  
thepresenceofhumance”s．  

RESULTS：Tbeh／eOf14miceinjectedwithuntreated  

CellsdevetopedxenogeneicGVHD，WhereasOof14mice  
lnJeCtedwithMirasoIPRT－treatedcellsdeveIoped  
XenOgeneicGVHD，End－StageXenOgeneicGVHDinthe  

recIPIentSOfuntreatedce”swascharacterizedbythe  

PreSenCeOfsplenichumancytolyticCD4＋andCD8十  

Ce”s，Withhighlevelsofinte汗eron－†，interleukin－10，and  

XenOreaCtiveantibodiesintheplasma．  
CONCLUS［ON：MirasoIPRTtreatmento＝hedonor  
MNCsabolishedxenogeneicGVHDresponses，indicating  
thattheuseofMirasoJPRTtreatmentofb100dproducts  
Shouldpreventthedeve10PmentOf171GVHD．  

transfusionincludedonorantireclplentreSPOnSeSSuCh  
as transfusion－aSSOCiated gra氏－VerSuS－host disease  

（TAGVHD），graft－VerSuS－tumOr reSpOnSeS，and produc－  
tionofcytokines・Recipientantidonorresponsescanbe  
inducedbydirectpresentationofantigenbydonorWBCs  
OrindirectlyaRerprocesslngOfthedonorcellsbyreclpl－  
ent antlgen－preSentlng Cells・3These responsesinclude  

eliminationofdonorce11s，prOductionofalloantibodies，  
and theinduction ofimmunoregulatoryimmune  
responsesthatresultinincreasedinfbction，increasedrisk  

Oftumorrelapse，andincreasedsurvivaloftransplanted  
OrganS・Because TAGVHDisalmostalways fhtal，the  

emphasishasbeenplacedinthedevelopmentofproto－  
COIsthatpreventlAGVHD．TheseverityofTAGVHDhas  

madeitimpossibletodesignclinicaltrialstotesttheabil－  

1tyOfdifferentprotocoIs toinhibitthedevelopmentof  
mGVHD．Asaresult，mOdelsofhumaninvivoimmune  

responsesarebeingdevelopedtotesttheeffectivenessof  

VariousprotocoIsinpreventingTAGVHD．  

ABBRE：V［JmONS：PBST＝Phosphate－bu鮎redsalinecontalnlng  

O・5percentTbeen20；TAGVHD＝tranSfusion－aSSOCiatedgraf（－  

versus－hostdisease．  

FromtheDepartmentofMedicine，RhodeIslandHospital／Brown  

UniversitY，Providence，lhodeIsland；theDepartmentof  

RadiationOncology，RhodeIslandHospital，Providence，Rhode  

Island；andNavigantBiotechnologleS，1．akewood，Colorado．  

AddTt＄STtPrintrequesEsto：I，OrenD．Fast，Divisionof  

Hematology／Oncology，RhodeIslandHospital，593EddyStreet，  

Providence，RIO2903；e－mail：Loren＿Fast＠brown．edu．  

ThisworkwassupportedbyagrantfromNavigant  

BiotechnologleStOLDE  
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FÅSTETAL   

aration as described．11controIcells received no treat－  

ment．Thetreatedanduntreatedcellswerethenwashed  

threetimeswithphosphate－bu鮎red saline（PBS）con－  
taining O．1percent fbtalcalfserum（FCS）and resus－  
pendedinRPMI1640containinglOpercentFCS．Thece11  

populations were sent via overnight courier to Rhode 
Is）andHospital．Uponreceipt，thecellpopulationswere  
assessedfornumberandviabilitywithtrypanbluestain－  
ing（al1ce11swereviable）．Thecellswerealsostainedwith  
apanelofandbodiesto CD45，CD3，CD14，CD19，and  
CD56（BD Biosciences，SanJose，CA）as previously  
describedllto characterizethe distributionofWBCsubT  

populationspresentineachofthetreatedanduntreated  
donorpopulations．   
InadditiQn，theabilityOfthedonorcellstoprolifbrate  
inresponsetomitomycinC－treatedallogeneicperipheral  
blood mononuclear Ce11s（PBMNCs）as previously  
described12 0r tO mitomycinC－treated xenogeneic  
C57BL／6spleencellswastestedintriplicate．Thexenoge－  
neicMu：wassetupbymlXlnglOOllLofdonorMNCsat  
4×106MNCspermLwithlOOpLofmitomycinC－treated  

C57BL／6spleen cells at4×106cellsper mLin Mu二  

medium・13Thece11swereculturedfor5days，andthenthe  
Cellswerepulsedwith1pCiof［3H】thymidinefor4hours  
beforeharveStingthewe山stomeasureincorporationof  
the【3H】thymidineasameasureofprolifbration．  

Althoughanumberofinvitroassayshavebeendevel－  
Oped to measure thefunctionality ofhumanWBCs，it  
WOuldbeusefulto develop amodelthatmoreclosely  
mimicstheinvivoresponsesresultinginTAGVHD．Recent  
StudieshaveutilizedthexenogeneicGVHDresponsesof  
humancellswheninjectedintoimmunodeficientmurine  
recipientsasamodelofTAGVHD・4，5Ⅰnltialstudiesfound  
thathumanWBCsipjectedintoSCIDmicelackingbothT  
andBlymphocyteswererejectedbythemurineNKceus  
andmacrophagessdllpresentintheseSCIDmiceespe－  
Cial1yfo11owlnglntraVenOuSln）eCtionofthehumanmono－  
nuclearce11s（MNCs）．6．9DepletiopofmurineNKcellsor  
macrophagesfromtheSCIDmicebeforeinjectionofthe  
humancellsresultedin主mprovedengraftmentofintra－  
peritoneallyinjectedcdls．Ifas11瓜cientnumberofce11s  
Wereinjected，thehumanlymphocyteswereabletooveT－  
come the recipient mediated rejection and attack the 
recipientresultinglnXenOgeneicGVHD・5Recentstudies  
haveshownthattheuseofRag2‾／‾Ⅴ＋doubleTknockout  
micethatlackB，TandNKcellsasreclplentSaCCelerated  
thexenogeneicGVHDresponseasaresultofincreased  
humanTしcellengraftment．4  

Severaldi飴rentapproachesarebeingdevelopedfor  
inactivationofpathogensthatcouldbepresentinblood  
PrOducts．MirasoIPRTtechnology（NavigantBiotechnolo－  
gies，hkewood，CO）accomplishespathogeninactivation  
byintroducinglrreparablenucleicacidlesionsbyexpo－  
suretolightinthepresenceofriboflavin．10Aminitialstudy  
fbund thatriboflavin pluslight exposurefunc也onally  
ina6tivatedWBCswhentheWBCsweretestedwithapanel  
ofinvitro assays．】lTheabihtytogeneratexenogeneic  
GVHDresponseswasutilizedtotestthefunctionalability  
OfMirasoIPRT－treatedWBCsinvivoandasasurrogate  
indicatorfortheefficacyofthis treatmentonTAGVHD  

prevention. Pairs of Mirasol PRT-treated or control 
untreatedWBCswereipjectedintosublethal1yirradiated  
Rag2．／「町トdouble－knockoutmice，andthedevelopment  
OfxenogeneicGVHDwasmonitoredbyregularobserva－  
tionofthemiceandfurtherimmunologlCanalysiswas  
COnductedwhenthemiceexhibitedsymptomsofGVHD  
Orattheterminationoftheexperiment．  

Mi¢e  

Six－tOeight－Week－01dRag2‾′‾7t：－トdouble－knockoutmice  

were obtained fromThcomic（GermantOⅥm，NY）．These  

micewerehousedinthespecialsuiteforimmunodefi－  
CientmiceintheCentralResearchFacilityatfu10deIsland  
Hospital．C57BL／6JmicewereobtainedffomtheJackson  

hboratory（BarHafbor；ME）．  

Analysi＄OtGVHDresponse  
Thereclplentmicereceived350cGygammairradiation  
the night beforetheip3ection ofcells．Each recIPlent  
mousewasipiectedintraperitoneallywithatreatedor  
untreatedce11populationcontaining30×106cD3＋Cells  

from asingle donor（threemice pergroup）・Recipient  

micewereweighedtwiceperweekandobservedregularly・  
OnereclplentmOuSeintheuntreatedgroupdevelopedan  
innerearproblemandwaseuthanizedbecauseitwas  
unable to getits head offthe bedding．One recipient  
mouseinthetreatedgroupdiedunexpectedlywithout  
anysymptomsofGVHDasevidencebyweightlossor  
Splenomegalywhenautopsied・Therewas no evidence  
SuggeStingthedeathwasrelatedtoinjectionoftreated  
Cells．Recipientmicethatdemonstratedadrarnaticweight  
loss（usually＞20％）andexhibitedlethargyhunchedpos－  
ture，andruffledfurwereeuthanized．Bloodwascollected  
bycardiacpuncturewithaheparinizedsyringe・Theblood   

MATERIALSAND METHODS   

PreparatjonandcharacterizationofhumanWBCs  

VVBCswereobtainedfromtheleukoreducdonchamberof  

anautomatedbloodcoIJectionmachine（Trima，Gambro  

BClこLakewood，CO）afterstandardapheresiscollectionof  

platelets（PIJs）fromfivedifftrentvolunteerdonors．The  

CellswereseparatedintotheMNCfractionwithFicoll－  
Hypaque（Pharmacia，Piscataway，NJ）discontinuous  

CentrifugationandthenplacedequallyintotwoPu’bags  

COntairungautOlogousplasma．Thetestcellsreceivedthe  
MirasoIPRTtreatmentinlOto15minutesa氏ercellprep－  

1554 TRANSFUS10N Vblume46，September2006  
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MIRASOLTREATMENTPREVENTSXENOGENE［CGVHD  

WaSCentrifuged，thehematocrit（Hct）levelwasrecorded，  
andtheplasmacollectedandstoredat－200C．Thebuffy－  
COatCellswerecollected，andtheremainingRBCswere  

lysedwidlRBClysissolution（Gentra，Minneapolis，MN）．  
Inaddition，Spleencellswereobtainedbydissociatingthe  
SpleeninPBSafterweighingthespleen，marrOWCellswere  
ObtainedbyflushingmarrowfromthefemurswithPBS  
COntalnlnglpercentBSA，andcellswereobtainedfrom  

intestinal1ymphoidtlSSuebydissociationinPBS．Theliver  
MNCpopulationwasobtainedfromthedissociatedliver  
Ce11sbycentrifugingthecellsoveraFico11－Hypaquedis－  
COntinuousgradientandcollectlngtheMNCsattheinter－  
faceandwashingthemtwicewithPBS．Al1micethatdid  

notexhibitGVHDsyrnptOmSWereeuthanizedbyDay63  
andasimilaranalysIStOdlatdescribedabovewascon－  

ductedonthesereclplentmice．   

fiedIgGandIgM（Calbiochem，LaJolla，m）．SeriaJtwofo1d  

dnutionsofthestandardswerepreparedinPBSTstar（ing  
at500ngpermLandendingwith4ngpermLThestan－  

dardsorplasmad山utedl＝40rl‥8wereaddedtodesig－  

natedweus（100巨L）andincubatedatroomtemperature  

for2hours．Aftertheplatewaswashedthreetimeswith  
PBSTllOOpLofhorseradishperoxidase－gOatanti－human  

IgG orIgM（Biosource）dilutedl：16000in PBST were  

added．Theplateswereincubated for2hours atroom  
temperature・A丘erwashing3×inPBST；100pLoflx2，2’T  

azinobis一（3－ethylbenzothiazolinesulfonate（Zymed，San  

Francisco，CA）d凱1tedinO．1molperLcitratebuffercon－  

tainingO・3percenthydrogenperoxidewas addedtoall  

Wells・Theplateswerereadat405nmonaenzyme－1inked  

immunosorbent assay（ELISA）plate reader after a20－  

minuteincubationatroomtemperature．ThelevelsofIgG  
andIgMintheplasmasamplesweredeterminedbycom－  
ParisontodleValuesobtainedforthestandardcurveSfor  
IgGandIgM．  

RESULJS   

The paired MirasolPRTLtreated and controluntreated  
donorMNCswerestainedwithtrypanblueuponreceipt  
tomeasureviability．Allcellpreparationswerefoundtobe  
100percentviable．The cells were then stainedwith a  
panelofantibodiestodefinethedistributionofdiffbrent  
Subpopulationsin these donor WBC populations．  
Althoughthere was variationinthe donor cel）subset  
distributionfrom donorto donor，nO differencesinthe  

number of CD3十Cells were observed when untreated  

（62・9±8，3％）were compared to treated groups  

（64．3±10．6％）．ThedonorMNCswerealso characterized  

bytestingtheirabilitytoproliferateinresponsetoalloge－  
neicandxenogeneicmurinestimulatorcells．Theresults  
（Fig，1）showthatcontroldonorcellsthathadnotreceived  

MirasoIPRTtreatmentwereabletoproliferateinresponse  
tobothauogeneic andxenogeneicstimulatorcellsand  
these proliferative responses as well as nonstimulated 
responses were completely abrogated by Mirasol PRT 
treatment．  

Recipient Rag2－／－7C＋ double－knockout mice that  

hadreceivedsublethalirradiation（350cGy）theevening  

beforewereln］eCtedintraperitonea11ywithatreatedor  
untreateddonorcellpopulationsfromindividualdonors  
（n＝5）thatcontained30×106cD3＋Cells．Recipientmice  

Wereeuthanizedwhentheydemonstratedsymptomsof  
XenOgeneicGVHDsuchasmorethan20percentweight  
loss（Fig．2），hunchedposture，andruff1edfur orwhen  

the experimentwas terminated．Assessmentofclinical  
parametersin reclplentmiceincluding spleen weight，  
Hct，andthepresenceofhumanCD45＋Cellsinvarious  

lymphoidcompartmentsindicated血at120f14reclplent  
miceln］eCtedwithuntreatedcellsdisplayedsymptomsof  
xenogeneic GVHD and 12 of 13 expressed varying degrees 
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AnalysISOfhumance”chimerism  

Cellsfromthevarioustissueswereinitiallystainedwith  
PECy50rPEanti－humanCD450risotypecontroIs（BD  

Biosciences）andthenanalyzedimmediatelyfbrthepres－  

enceofhumanCD45＋Cellsonaflowcytometer（FACScan，  

BD Biosciences）・IfthenumberofCD45＋Cellspresent  

Wereequaltoorlessthanthenumberofpositivecells  
intheisotypecontrol，theresultwasrecordedasO．0．If  

human CD45＋Cells were detected and sufficient cells  

WerepreSentin a cellpopulation，a SeCOnd battery of  
StalnlngWaSdoneirLWhichtheexpressionofWBCsub－  
population markersincluding CD3，CD4，CD8，CD14，  

CD19，and CD56（BD Biosciences）was measured．The  

populationscontainingTcellswerealsostainedforthe  
presenceonCDlO7aonthecellsurface，anindicatorthat  

the cells were experienced cytolytic cells because this  
markeris expressed on the cellsurface after granule  
exocytosis・）4・15  

Mea＄urementOfcytokines  

Thelevelofcytokinesintheplasmasamplesweremea－  
suredwiththe CBAhumanTHl／TH2kitIand the CBA  

humaninnammation kit according to manufacturer’s  

instruCtions（BDBiosciences）．  

Mea＄urementOfimmunog暮obu）inIeve］s  

Ninety－Sixwellflatpbottommicrotestplates（BDhbware，  
Frariklin hkes，NJ）were coatedwith goat anti－human  
IgG－IgM－IgA－1ight chains（Biosource，Camarillo，CA）at  

5pgpermLinO・1molperLbicarbonatebuffer，pH9．6．  
Theplateswereincubatedfor4hoursatroomtempera－  
tureandthenstoredat40Cuntilusedintheassay．Onthe  
dayofassay，theplatewaswashedthreetimeswithDul－  

beccob PBS containlng O．5percent Tween20（PBST）．  
HumanIgGandIgMstandardswerepreparedfrompuri－  
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Fig．1．proli随一at加erespons田OIMlra殻01PmJu℃atedand  

uIltreateddonorcellstoaIlogeneicorxenogeneic＄timulator  

Cells．Five血馳托mtp血柁dsetぶOiMNCs山athadnさtdvdMlra－  

SOltJ．eatment（BandD）ornotreatment（AandC）asresponders  

We柁imcubatedwldlmitomyt血C一江eateda山ogeneicPBMNCs  

（AamdB，□）orxemogenelcC57BL／6spleencell＄（C糾1dD，ロ）or  

medJumalone（lL）br5day＄，8nd（）Hlthym）dInelncorporadon  

Wa占mea飢1柁domDay5．   

Ofhumancellchimerism（1払blel）．Inadditiontoexhibit－  

inghumancellchimerism，therecIPlentSlnJeCtedwith  
untreated donor cellsalso exhibitedincreased spleen  
Weight（SplenomegaJy）and significantly decreased Hct  

Ievels（’hblel）．   

Inthece11popuIationsfromthereclplentmicethat  
COntained sufncient numbers ofhuman CD45＋CellstO  

analyze，Samplesofcellswerestainedwithapanelofanti－  

bodies to definethe distribution of various VVBC sub－  

popuJationsinthelymphoidcompartments．Theresults  
（Thble2）demonstratedthathumanTce11swerethecells  
thatwereprlmarilypresentinthespleen，blood，andmaト  

rowBce11swereprlmarilyfoundintheliverandintestinal  
1ymphoid tissue．With the exception ofone reclplent  
mouseinwhichCD56＋CeuSWereObserved，nOreCOnSti－  

tutionwithCD14＋Cells（macrophages）orCD56＋Cells（NK  

Cells）wasobservedinanylymphoidcompartment，4The  

cellswerealsostainedwithantibodies toCD4andCD8  

andtheratioofthepercentageofTce11sthatwereCD4＋  
tothepercentageofTcellsthatwereCD8＋Tcellswas  
determined・The CD4：CD8ratiosin the reclplentS Of  

untreated cells from the different donors varied ffom  

O・38±0・08tol．82±0．8inadonor－dependentfashion．  

AcuteGVHDandespeCial1yTAGVHDarecharacter－  
ized by cytolytic responses．Tb determine whetherthe  
humanTcellsfoundinthesemiceexhibitedpropertiesof  
CytOlyticcells，theTIcellsubsetsfromasubsetofrecipi－  

entsweredual－Stainedwithanti－CDlO7a，amarkerofcel）s  
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Day  
Flg・2・Theweightofrecipientmiceipjectedwithuntreatedor  

Mirasoトけeatddomorcdls．Theweights短）ol柁Clpientmice（3  

mlceper騨Oup）叫廊tedonDayOwl山Mlrasol－けeatedトー）  

andunけeated（t）cdls打omeacho【瓜vedonors（paれeIsl－5）．  

that have previously mediated exocytosis of cytotoxic 
granules・】4・15 This stalrung prOCedure identihed  
41．1±16．7perCent Of human CD4＋ Cells（n＝8）and  

45．5±20．2percentofhumanCD8＋Cells（n＝8）asexpress一  
ingCDlO7a．ThiswouldsuggestthatbothCD4＋andCD8＋   
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MIRASOLTREATMENTPREVENTSXENOGENEICGVHD  

necrosisfactoトα（TNF－d，IL－8．andIし  

12p70；andnoIL－20rIL－4（Fig．3）．  

The measurement of human  

immunoglobulinlevelsinthe plasma  
WaS athird approach to measurethe  
PreSenCeOfhumanlymphoidcellchi－  
merism．AnELISAtomeasurethelevels  

OfhumanIgGandIgMintheplasmaof  
therecIPlentfoundthathumaniTnmu－  
noglobulinsWereOnlydetectedinthe  
plasma of reclplentSln］eCted with  
untreated cells CThble3）．Tbtestforthe  

specificities exhibited by the human 
imrnunOglobulin，C57BL／6spleencells  

WereStainedwithal：10dilutionofthe  

reclplentS’plasma fo1lowed by fluo－  

resceinisothiocyanate－1abeled anti－  

humanlgM orIgG．Flow cytometric  
analysisofWBCs，RBCs，and PIJswas  

conducted by gating on the different 
Sized populations．The results ofthis  
experiment（Thble3）indicated that  

therewerehigh1evelsofIgMantibodies  
andlowerlevelsofTgGantibodiesbind－  
1ngtOmurineRBCsandPI二Bwithvery  

lowlevelsofantibodiesbindingtoWBC．  

DISCUSS10N   

MirasoIPRTis a noveltechnology for  
Pathogen reduction that has been  
ShowntoeffectivelypreservePLrviabil－  
ityinaPIJrecoveryandsurvivalclinical  
trial．18Thevalidationclinicaltrialforits  
efficacyandsafetyinthrombocytopenic  
patients has】uSt beeninitiatedin  

Europe．DuringMirasoIPRTtreatment，  

TABLEl．Characterizationofimmunerespon＄e＄andrecon＄titLJtionin  
miceinjectedwithuntreatedorMiras01PRT－treatedMNCs  

Parameter  Untreateddonorcells ITeateddonorce‖s  

NumberofmicewithGVHDsymptoms  
Day euthanized 
Numberofmicewith humancelLs  
Spleenweight（gram）  
Hct（％）  

PercentageofCD45＋CeF［sin   

Spleen   
Blood   
Marrow  
lntestinal lymphoid tissue 
しiver   

12／14★  

51．8±8．2days   

12／13‡  

0．27±0．27  

27．9±16．9  

26．8±19．8  

4．6±4．7  

4．9±5．6  

58．4±28．4  

20．3±20．7  

0／14－  

Notapp】icable†  

0／14   

0．07±0．07   

53．9±2．9  

0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
（
U
 
O
 
 

★ Onemousewas10S＝rmlatOta10f15recIPlentmk：eforunreratedreasonsasdetailed   
underMaterials and Methods．  

†Noneoftherecipientmk：einthisgroupexhibitedGVHDsymptomssomicewere   

euthanjzedattheα1doftheexperiment．  
‡OnemousethatexhibitedGVHDsymptomsdiedbeforeana（ysiscouldbeconducted．  

TÅBLE2．ThehurnanIymphocytesubpopuIation＄PreSentinrecipient  
lymphoはcompartment＄  
TotaInumberofhumanCD3＋／CD19＋Ce11s（×1ぴ）★  

Donor Mouse Spleen  B（00d  Marrow  Liver IntestinaI   
0．a／0．0  5．4／0．0   

0．0／0．0  0．0／0．0  

0．01／0．06   0．03／0．4  

0．04／0．1  0．1／0、2   

0．2／0．6  0．7／0．7  

0．06／0．07    0．1／0．2  

0．04／0．06    0．1／0．1  

0．02／0．1  0．0Ⅳ0．1   

0．1／0．02    0．2／0．1   

0．2／0．01  0．2／0．01   

0．5ノ0．5  0．9／0．09   

0．2／0．05   1．8／1．0  

0．α0．0  0．4／0．0  

3．2／8．8    0．0／0．0  

0．0／0．0    0．0／0．0  

1．5／6．1   0．7／0．2  

0．2／1．1   0．1／0．5  

0．3／1．2    0．7／5．3  

0．2／2．1   0．0／0．0  

0．5ノ2．7   0．04伯．4  

0．1／0．5    0．0／0．0  

2．0／6．6    0．4／0．01  

0．0／0．0    0．3／0．01  

5．5／5．3    0．5／0．6  

0．0／0．0    0．1／1．0  

0．4／1．1   0．0／0．0  

4  65．0／0．0  

5  0．0／0．0  

6  0．4／0．2  

10  2．8／0．02  

12  1．5／0．4  

16  0．08／0．4  

17  0．09／0．4  

18  0．04／0．01  

22  1．3／0．4  

23  4．2／0．3  

28  5．7／0．7  

29  3．5／0．2  

30  4．3／0．09  

Eachnurnberistheprductofthece‖recoverylnm洲onsforeachlymphoid  
COmPartmentandthepercentageofhumanCD3＋OrCD19十detectedbyf10WCytOmetric  
anaIys［Sineachpopulaticn．  

blood products such as PIJconcen－  

tratesareexposedtolightinthepresenceofriboflavin  
resultinglninactivationofawiderangeofpathogens・19－23  
Because this processintroducesirreparablelesions on  
nucleicacids，20thetreatmentwasalsoexpectedtoaLfect  
thefunctionofWBCs．Inapreviousstudy，itwasshown  
thatMirasoIPRTtreatmentofWBCspreventeddleirability  
tobeactivated，tOprOliferateinresponsetovariousstim－  

uli，andtoinduceproliferationofnormalPBMNCs・】lThe  
conclusion ofthese studies was that MirasoIPRT treat－  

mentcausedacompletefunctionalinactivationofWBCs・  
Severalstudieshadpreviouslyshownthatinhibitionofin  
vitroproliferativeresponsqscorrelatedwithaninabilityto  
generateGVHD・13・24TbconfirmtheinactivationofWBCby  
MirasoIPRTtreatmentobservedwithinvitroassaysalso  
preventedinvivoGVHDresponses，theabilityofMirasoI  
PRT－treatedcellstoinducexenogeneicGVHDresponses  
Whenln）eCtedintoRag2／7Cトdouble－knockoutrecipient  
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Cellshavemediatedcytolyticactivityviagranuleexocyto－  
Sis．CD4＋CD25＋have been recently shoⅥt tO COntain  

granzymesandmediatecytolyticactivityagainstautolo－  
gouscells・16・17stainingofalimited numberofsamples  

withanti－CD25foundthatlessthan5percentoftheCD4＋  

Ce11sexpressedCD25，SuggeStingthatthehumanCD4十  

Ce11spresentinthespleenwerenotTregl山atorycells．  

Measurement ofthelevels ofhuman cytokinesin  
theplasm’aofthereclplentmicewasused as another  

approachtoassessthepossibilitythathumancellswere  
presentbutnotlocatedinthelymphoidcompartments・  

Theplasmasamplesfromreclplentmicethathadbeen  
ln］eCtedwithMirasoIPRTJtreated cells did not contain  
any、humancytokines．Incontrast，the p）asma samples  

Ofmiceln］eCtedwithuntreateddonorceus（n三13）con－  

tainedveryhighlevelsofinterferon－γ（IFN－1）；high1evels  

Ofinterlet止in（IL）－10；lowlevels ofIL5，IL－1P．tumor  
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