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The invention relates to a process for inactivating viruses in blood and blood products in which phenothiazine dyes are
added to the solutions or suspensions, which are then irradiated with light. The use of a very small concentration of phenothia-
zine dyes prevents any adverse effects on the plasma proteins. Inactivation is effected by the immediate irradiation of the blood
sachet. After irradiation the dyes can be separated from the blood again by passing the blood over adsorbing agents.

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Inaktivierung von Viren in Blut und Blutprodukten, bei dem die zu behandelnden
Losungen bzw. Suspensionen mit Phenothiazinfarbstoffen versetzt und anschlieBend mit Licht bestrahlt werden. Durch die Ver-
wendung einer sehr geringen Konzentration an Phenothiazinfarbstoffen werden schidigende Einwirkungen auf die Plasmaprotei-
ne ausgeschlossen. Die Inaktivierung erfolgt durch unmittelbare Bestrahlung der Blutbeutel. Nach der Bestrahlung lassen sich
die Farbstoffe aus dem Blut wieder abtrennen. Hierzu wird das Blut iiber Adsorptionsmittel geleitet.
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VERFAHREN ZUR INAKTIVIERUNG VON VIREN IN BLUT UND BLUTPRO-
DUKTEN

Beschreibung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Inaktivierung von
Viren in Blut und Blutprodukten, bei dem die zu behandelnden
Losungen bzw. Suspensionen mit Phenothiazinfarbstoffen ver-

setzt und anschlieBfend mit Licht bestrahlt werden.

Es ist bekannt, da8 photodynamische Substanzen in Verbindung
mit sichtbarem Licht oder UV-Licht virusinaktivierend wirken
kénnen. Ursache hierfiir ist die Affinitat dieser Stoffe zu
AuBeren Virusstrukturen oder zur Nukleinsdure. Beides trifft
flir Phenothiazinfarbstoffe zu. Sie reagieren mit den Mem-
branstrukturen umhiillter Viren und schddigen diese unter
LichteinfluB irreversibel, wodurch das Virus seine Infektio—
sitdt verliert (vgl. Snipes, W. et al., 1979, Photochem. and
Photobiol. 29, 785-790). Ferner interagieren sie mit der
viralen RNA oder DNA, insbesondere mit den Guaninresten.
Nach Bildung eines Farbstoff-Nukleinsdure-Komplexes wird
dieser durch Lichtenergie angeregt, sodaB es zur Denaturie-
rung der Nukleinsdure und letztlich zu Strangbrichen kommt.
Weiterhin bewirken Phenothiazinfarbstoffe die Umwandlung von
molekularem Sauerstoff in Sauerstoffradikale, die hoch reak-
tiv sind und auf verschiedene Weise viruzid wirken konnen
(vgl. Hiatt, C.W., 1972, in: Concepts in Radiation Cell Bio-
logy, pp. 57-89, Academic Press, New York; Oh Uigin et al.,
1987, Nucl. Acid. Res. 15, 7411-7427).
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Im Gegensatz zu anderen photodynamischen Farbstoffen zur
Virusinaktivierung sind Phenothiazinfarbstoffe wie Methylen-
blau, Neutralrot und Toluidinblau deswegen von Bedeutung,
weil sie schon in Verbindung mit sichtbarem Licht eine Reihe
von Viren inaktivieren konnen, darunter auch solche, die
sich in humanem Plasma befinden und keine Lipidhiillen besit-

zen, wie z.B. das Poliovirus.

Hinzu kommt, da8 z.B. Methylenblau (MB) und Toluidinblau
(TB) selbst therapeutische Anwendung finden, u.a. als Anti-
dot bei Kohlenmonoxidvergiftungen und in der Langzeitthera-
pie psychotischer Erkrankungen. Hierbei kommen ohne bedeut-
same Nebenwirkungen Mengen von MB bzw. TB zur Anwendung (1

- 2 mg/kg Korpergewicht), die weit hdher sind als diejeni-
gen, die zur Virusinaktivierung notwendig sind. Die geringen
Toxizitdten von MB und TB werden auch durch tierexperimen-
telle Daten belegt.

Seit dem Jahre 1955 wird in der Fachwelt davon ausgegangen,
daB Farbstoffkonzentrationen, insbesondere bei Toluidinblau,
unterhalb von 2,5 uM nicht virusinaktivierend wirken. (vgl.
F. Heinmets et al., 1955, Joint Report with the Naval Medi-
cal Research Institute, Walter Reed Army Institute of Re-
search, USA)

Bei den herkommlichen Verfahren zur Virusinaktivierung mit
Phenothiazinfarbstoffen liegen die Farbstoffkonzentrationen
zwischen 10 pM und 100 uM. Bei diesen Konzentrationen be-
steht aber der Nachteil, daB es nicht nur zur Virusinakti-
vierung, sondern auch zur Inaktivierung von Plasmaproteinen
wie z.B. der Gerinnungsfaktoren kommt. Dies ist wohl der
Grund, weshalb Phenothiazinfarbstoffe bislang keine Rolle
bei der Virusinaktivierung in Blut und Blutprodukten erlangt

haben.
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Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht nun darin,
ein Verfahren zur Virusinaktivierung zu entwickeln, bei dem
Viren verschiedener Art ohne funktionelle Beeintrachtigungen
der Plasmaproteine abgetotet werden. Des weiteren besteht
die Aufgabe der Erfindung darin, das Verfahren so einfach zu
gestalten, daB8 Blut bzw. Blutprodukte unmittelbar in han-
delsublichen Blutbeuteln behandelt und gegebenenfalls die
zugesetzten Farbstoffe nach der Behandlung wieder entfernt

werden konnen.

ErfindungsgemdB wird die Aufgabe dadurch geldst, da8 die
Phenothiazinfarbstoffe in einer Konzentration von 0,1 bis zu
10 uM, vorzugsweise von 0,1 bis zu 2 pM, eingesetzt werden
und die Bestrahlung unmittelbar in transparenten Behdltnis-
sen wie Blutbeuteln erfolgt, die zur Blutentnahme und Aufbe-

wahrung dienen.

Die Bestrahlung erfolgt mit Tageslicht ausreichender Starke
oder mit monochromatischem Licht vorzugsweise einer Kalt-
lichtquelle, die eine Wellenldnge im Bereich des Absorp-
tionsmaximums des jeweiligen Farbstoffs besitzt. Ferner
sollten folgende Bedingungen bei der Virusinaktivierung im
Blutplasma bzw. in PlasmaproteinlOsungen eingehalten werden.
Die Arbeitstemperatur sollte im Bereich von 0 bis 37 °C,
moglichst aber im Bereich von 4 bis 20 °C liegen. Die Inak-
tivierungsdauer betradgt insbesondere 5 Minuten bis 5 Stun-
den, vorzugsweise 10 Minuten bis 3 Stunden, und der pH-Wert

soll zwischen pH 5 und pH 9 liegen, vorzugsweise zwischen pH

6 und pH 8.




10

15

20

25

30

35

WO 91/03933 PCT/DE90/00691

Der wesentliche Vorteil des Verfahrens liegt in seiner Ein-
fachheit. F. Heinmets et al. (wie vorn angegeben) beschrei-
ben eine hochaufwendige Apparatur, durch die z.B. Blutplasma
geleitet werden muB. Dabei treten Wartungs- und vor allem
auch Kapazitidtsprobleme auf. Uberraschenderweise wurde nun
festgestellt, daB man mit wesentlich geringeren Mengen Farb-
stoff auskommen kann und eine aufwendige technische Einrich-

tung zur Photoinaktivierung nicht notwendig ist.

Unerwartet war auch die Feststellung, da8 ein nicht umhiill-
tes Virus wie Adeno, das sich unter physiologischen Umstan-
den in Plasma nicht inaktivieren lieB, durch einen Frieren/
Tauen-Schritt photosensitiviert und somit inaktiviert werden
konnte. Dabei konnte eine Inaktivierung, unabhdngig von der
Reihenfolge der Arbeitsschritte Frieren/Tauen und Zugabe des
Farbstoffes, festgestellt werden. Unter Frieren wird ein
Tiefgefriervorgang mit verflussigten Gasen als Kialtemittel
bei Temperaturen von etwa - 20 °C bis etwa 80 K verstanden.
In der Regel wird bei - 30 °C tiefgefroren.

Man kann die Virusinaktivierung unmittelbar in Blut- bzw.
Plasmabeuteln durchfihren, obwohl diese nur begrenzt licht-
durchlassig sind. Es muB lediglich der Farbstoff zugefiigt
werden. Dann wird der Beutel samt Inhalt belichtet, und dar-

aufhin kann das jeweilige Produkt weiterprozessiert werden.

Das Verfahren ist also ohne groB8eren technischen Aufwand
durchzufiihren und an Blutbanken hervorragend in den Arbeits-
ablauf bei der Prozessierung von einzelnen Blutspenden inte-
grierbar. Die geringe Menge des eingesetzten Farbstoffs kann
in der behandelten Flissigkeit verbleiben oder wird durch

Adsorptionsmittel entfernt.
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Als Blut bzw. Blutprodukte kommen unter anderem in Frage:

- Vollblut

- Erythrozytenkonzentrate

- Thrombozytenkonzentrate

- Plasma

- Serum

- Kryopradzipitat

- Konzentrate von Gerinnungsfaktoren
- Inhibitoren

- Fibronectin

- Albumin.

zur Anwendung des erfindungsgemdfBen Verfahrens sind Pheno-

thiazine der folgenden Strukturformel geeignet.
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- Beispiel 1

Mit Methylenblau (MB) wird nachfolgend die Abhingigkeit der
Photoinaktivierung beim Vesikular-Stomatitis-vVirus (VSV) im
Humanplasma aufgezeigt.

ca. 5 x 107 Plaque Forming Units (PFU) pro ml VSV wurden in
Humanplasma suspendiert und mit verschiedenen Konzentratio-
nen an MB versetzt. Kontrollproben enthielten keinen Farb-
stoff. Das Probevolumen betrug 0,5 ml. Eine Kontrollprobe
und ein Teil der MB-haltigen Proben wurden fiir 4 h bei Raum-
temperatur mit sichtbarem Licht bestrahlt; die anderen
wurden genauso lange im Dunkeln gelagert. Als Lichtquelle
diente ein Diaprojektor, der mit einer 150 W Halogenbirne
(Osram Xenophot) ausgestattet war. Der Abstand zwischen dem
Objektiv des Diaprojektors, also der LichtauslaB6ffnung und
den Proben betrug bei diesen und allen weiteren Versuchen 30

cm. (Mit Ausnahme der Virusinaktivierung in Blutbeuteln).

Nach Ablauf der Bestrahlung wurde in allen Proben iber einen
Plaque-Assay der Virustiter bestimmt. Als Indikatorzellen
dienten BHK-Zellen. Die Versuchsergebnisse sind in der Ta-
belle 1 aufgelistet.
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7
Proben MB-Konzen- Licht Virusinaktivie-
tration rungsfaktor
(uM)
Kontr. 1 0 + 4,8
Kontr. 2 0 - 1
1 0,01 + 11,8
2 0,1 + 28,5
3 0,5 + > 100
4 1 + > 100
5 10 + > 100
6 50 + > 100
7 100 + > 106
8 1 - 1
9 10 - 5
10 50 - 11,8
11 100 - 95

Tab. 1: Inaktivierung von VSV in Humanplasma mit und ohne

Belichtung.
Belichtungsdauer: 4 h

Die Ergebnisse aus Tab. 1 zeigen, daB ab einer Konzentration
von MB um 0,5 pM der infektidse Titer von VSV um mehr als 6
Zehnerpotenzen vermindert wurde. Deutlich hohere Konzentra-
tionen des Farbstoffes, ab etwa 50 uM, filhrten bereits ohne

Belichtung zu einer signifikaten Verringerung des VSV-Ti-

ters.

Beispiel 2

Durch den folgenden Versuch wurde die Virusinaktivierung bei

niedrigen Farbstoffkonzentrationen bestatigt.
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VSV wurde in Gegenwart von Plasma und verschiedenen Mengen
Methylenblau in Aliquots von 500 pl Volumen iiber Nacht im
Kihlraum aus einem Abstand von 30 cm mit dem Diaprojektor

bestrahlt. Die Proben A - F wurden belichtet, Probe G blieb
unbelichtet.

Die Ergebnisse dieses Versuchs sind in Tab. 2 dargestellt.
Sie zeigen, daB8 unter den oben genannten Bedingungen das
eingesetzte VSV um mehr als 4 Zehnerpotenzen inaktiviert
wurde. Dazu waren 0,5 pM Methylenblau notwendig.

Wahrscheinlich hat allein durch die Inkubation iiber Nacht
bei 4 Grad Celsius der Titer des VSV um 1 - 2 Zehnerpotenzen
abgenommen, was den relativ niedrigen Ausgangstiter erkliren

wirde. Dies wurde hierbei allerdings nicht mitgetestet.

Der Vergleich von A (belichtet) und G (dunkel) zeigt, daB
Licht allein offenbar keinen groBen EinfluB8 auf die Infek-
tiositat des Virus ausiibt.

Probe MB-Endkonz. Titer/200 pl Inaktivierungs-
HM faktor

. 0 2 x 10° 2,2
B 0,01 2,4 x 10 1,8
c 0,05 2 x 10t 2,2
D 0,25 3 x 10° ' 147

; 0,5 < > 4.4 x 10*
F 1,0 < 1 > 4,4 x 10°
6 0 4,8 x 10° 1

Tab. 2: Virusinaktivierung bei niedrigen Farbstoffkonzentra-
tionen
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Beispiel 3‘

Die Photoinaktivierung bei Viren in Gegenwart von Phenothia-
zinfarbstoffen ist jedoch abhdngig von der Dauer der Belich-
tung. Um zu untersuchen, welche Belichtungszeiten zur Photo-
inaktivierung von VSV ausreichen, wurden 106 Plaque Forming
Units (PFU) pro ml in Plasma suspendiert und fiir verschiede-
ne Zeiten bei 22 °C wie beschrieben belichtet. Die erhalte-
nen Ergebnisse zeiét die Tabelle 3. Man erkennt, daB unter
den gegebenen Versuchsbedingungen eine Stunde Belichtungs-
zeit ausreichte, um den infektiosen VSV-Titer um mehr als 6

Zehnerpotenzen zu vermindern.

Probe . Belichtungszeit Inaktivierungs-
(min) faktor
Kontrolle 0 , 1
1 5 50
2 30 1600
3 60 5 109

Tab. 3: Kinetik der MB-vermittelten Photoinaktivierung von

VSV

Beispiel 4

Ein 5hnlichef Versuch wurde anstatt mit MB in Gegenwart von
1 uM eines anderen Phenothiazinfarbstoffes, TB, durchge-
fihrt. Die in der Tabelle 4 dargestellten Ergebnisse zeigen,
daB8 auch mit Hilfe von TB VSV wirkungsvoll inaktiviert

werden kann.
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Probe Belichtungszeit Inaktivierungs-
(min) faktor
Kontrolle 0 1
1 10 20
2
2 60 > 4 x 107

Tab. 4: Kinetik der TB-vermittelten Photoinaktivierung von
HSV

Die inaktivierende Wirkung der Phenothiazinfarbstoffe wurde
auch beim Herpex-Simplex-Virus (HSV) sowie beim Human Immu-
nodeficiency Virus Typ 1 (HIV-1) nachgewiesen.

Beispiel 5
In Gegenwart von Methylenblau (1 uM) wird auch HSV inakti-

viert. Tab. 5 zeigt die Kinetik der MB-vermittelten Photoin-
aktivierung von HSV.

Probe Belichtungszeit Inaktivierungs-
(min) faktor
Kontrolle ‘ 0 1
1 20 35
2 60 1500
3 180 > 3x 10°

Tab. 5: Kinetik der MB-vermittelten Photoinaktivierung von
HSV
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Beispiel 6

Ein dhnlicher Versuch wurde mit dem AIDS-Erreger HIV-1
durchgefiihrt. Der Virustiter betrug 6 x 102 PFU/ml. Als
Indikatorzellen dienten MT4-Zellen. Die Tabelle 6 zeigt, daB
HIV-1 besonders empfindlich gegeniiber der Photoinaktivierung
zZu sein scheiﬁt: bereits innerhalb von 10 min wurde der

Virustiter um mehr als das 600-fache reduziert.

Probe Belichtungszeit Inaktivierungs-
(min) faktor
Kentrolle 0 1
1 10 > 600
2 60 > 600
3 120 > 600

Tab. 6: Kinetik der MB-vermittelten Photoinaktivierung von.

HIV-1

Beispiel 7

Bei dem Versuch, nicht umhiillte Viren unter den uUblichen
physiologischen Bedingungen in Gegenwart von 80 % Plasma zu
inaktivieren, konnte kein Erfolg erzielt werden. Adenovirus

wurde, als Modell fiir ein nicht umhulltes Virus, langere
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Zeiten (4 °C, dunkel) in Gegenwart des Farbstoffes Methylen-
blau (MB), 1 uM, vorinkubiert. Danach erfolgte eine 30minii-
tige Bestrahlung mit Halogenstrahlern (150 000 Lux). Dabei

blieb die Infektiositdt des Adenovirus unverindert.

Probe Dauer der Vorinkubation Farbstoff Titer (log10)
Kontrolle 0 h - ’

1 0 h MB ,

2 1h MB .

3 4 h MB ,

4 24 h MB

Tab. 7: EinfluB8 der Vorinkubationsdauer auf die Photosensi-
tivierung von Adenovirus.

Der Titer wurde als TCiDSO (Berechnungsmethode "Tissue Cultu-
re Infectious Dosid nach Spearman und Kaerber) bestimmt. Das
Virus wurde auf FL-Zellen (definierte Zelllinie zur Virusti-

tration geeignet) titriert.

Bei der Verwendung von Toluidinblau unter Beibehaltung der
experimentellen Bedingungen konnte ebenfalls keine Reduktion
des Virustiters festgestellt werden.

Um eine Inaktivierung von Adenovirus zu erzielen, wurde ein
Frieren/Tauen-Schritt (F/T) unter Tiefgefrieren auf - 30 °C
in den Versuchsablauf eingefﬁgt. Dabei spielte die Reihen-
folge des F/T und die Zugabe des Farbstoffes (1 pM MB) nur
eine untergeordnete Rolle. Die Bestrahlung der Proben er-
folgte gleichfalls mit Hilfe der Halogenstrahler. Gemessen
wurden 120 000 Lux.
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Probe Probenvorbereitung Titer (logl0)
Kontrolle '

A F/T 7,0

B F/T + 60 min Bestrahlung (Bestr.) 7,5

c F/T + MB + 60 min Vorinkubat. + 60 min Bestr. 2,5

D MB + F/T 7,5

E MB + F/T + 10 min Bestr. 5,0

F MB + F/T + 30 min Bestr. 5,0

G MB + F/T + 60 min Bestr. 4,0

Tab. 8: Photosensitivierung von Adenovirus aufgrund eines
eingefligten F/T-Schrittes.
Die Durchfithrung der Virustitration erfolgte wie in Tab. 7

beschrieben.

Beispiel 8

Das besondere Problem bei der Anwendung hoher Farbstoffkon-
zentrationen liegt in der unmittelbaren Wirkung dieser

Stoffe auf Plasmaproteine. In einem weiteren Versuch wurden
daher unterschiedliche Farbstoffkonzentrationen im Hinblick

auf ihre Wirkung gegeniiber der Aktivitat von Gerinnungsfak-

toren untersucht.

'Humanes Plasma (2 ml Aliquots) wurde mit verschiedenen
Mengen von MB versetzt. Direkt danach wurden die Aktivitadten
der Gerinnungsfaktoren V, VIII und IX gemessen. Wie aus der

Tabelle 7 ersichtlich ist, werden sie in allen drei Fallen
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dosisabhangig inhibiert, die der Faktoren VIII und V ab etwa
10 pM und die des Faktors IX bereits ab 2,5 uM. Demnach
wirkt bei hoheren Konzentrationen MB direkt auf die Protei-
ne, ohne daB Licht einwirken muB.

Methylenblau , 3

(um/1) Faktor V Faktor VIII Faktor IX
E/ml E/ml E/ml

0 0,80 0,38 2,0

1 0,76 0,41 1,9

2,5 0,78 0,41 1,6

5 0,74 0,38 1,45

10 0,54 0,35 1,20

20 0,44 0,28 1,10

Tab. 9: EinfluB von MB auf die Aktivitdt von Gerinnungsfak-

toren

Beispiel 9

Nun hat aber nicht nur die eingesetzte Farbstoffkonzentra-
tion, sondern auch die Belichtungszeit einen EinfluB auf die
Aktivitdt von Gerinnungsfaktoren. Diese Zeitabhidngigkeit
wurde bei verschiedenen Methylenblaukonzentrationen ermit-
telt.

Humanes Plasma (2 ml-Aliquots) wurden mit verschiedenen
Mengen an MB versetzt und fir 1 bis 4 h belichtet (wie im
Beispiel 1 beschrieben). Kontrollproben wurden nicht photo-
behandelt. Wie die Tabelle 8 zeigt, werden die Aktivit3ten

der

-5

er
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drei Gerinnungsfaktoren V, VIII und IX zeit- und dosisabhan-
gig inhibiert. Besonders bei den Faktoren VIII und IX zeigt

sich, daB hdhere MB-Konzentrationen und Licht-Expositions-
zeiten ab 2 h eine anscheinende Erhohung der thrombolyti-

schen Aktivitaten bewirken.

Belichtungs-  Konzentration

zeit Methylenblau Faktor V  Faktor VIII  Faktor IX

uM/1 E/ml E/ml E/ml

0 0,86 0,33 1,20

1 0,86 0,45 1,20

0h 2,5 0,82 0,33 0,46

10 0,72 0,30 0,44

0 0,84 0,40 0,76

1 0,72 0,24 0,92

1h 2,5 0,68 0,24 0,82

10 0,47 0,16 0,68

0 0,82 0,44 0,10

1 0,64 0,23 0,90

2 h 2,5 0,68 0,22 0,72

10 0,60 0,15 0,74

0 0,76 0,38 0,°8

1 0,56 0,16 0,94

4 h 2,5 0,49 0,29 0,82

10 0,42 0,27 0,64

Tab. 10: EinfluB von Licht und MB auf die Aktivitat von

Gerinnungsfaktoren: Zeit- und Dosisabhidngigkeit
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Beispiel 10

GemaB einer bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden
Erfindung kann die Photoinaktivierung von Viren unmittelbar
im Plasmabeutel vorgenommen werden. Dem Blut oder den Blut-
produkten wird lediglich der Farbstoff in erforderlicher
Menge zugesetzt und der Beutel dann mit Licht bestrahlt. Auf
diese einfache Weise lassen sich Blutprodukte von einzelnen

Spendern jederzeit behandeln.

In einem Versuch wurden drei Proben eines humanen Frisch-
plasmas aufgetaut und in den Plasmabeuteln mit jeweils 1,5
x 108 PFU VSV versetzt. Zu zwei Proben wurde MB in Konzen-
trationen von 1 bzw. 10 uM zugefiigt. Aus dem MB-freien
Plasma wurde eine Probe entnommen und als Positiv-Kontrolle
im Dunkeln bei 4 °C aufbewahrt. Dann wurden die drei Beutel
zwischen zwei Plexiglasplatten eingespannt, um eine még-
lichst gleichmdB8ige Schichtdicke von ca. 2,5 cm zu gewdhr-
leisten. Sie wurden daraufhin aus einer Entfernung von ca.
90 cm mit Hilfe eines Diaprojektors bestrahlt. Nach 4 h
wurden zur Bestimmung des Virustiters Proben entnommen und
dieser mittels Plaque-Assay auf FL-Zellen gemessen. Die
Ergebnisse in Tab. 9 zeigen, daB bereits 1 uM MB ausreicht,
um im Plasmabeutel durch vierstiindige Belichtung den infek-
tiosen Titer wvon VSV um mehr als drei Zehnerpotenzen zu
reduzieren. Auch bei Abwesenheit des Farbstoffes filihrte die
Belichtung zu einer Reduktion des Virustiters, allerdings

nur um etwa 50 %.

L]
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Probe Bestrahlungs- MB-Konzen- Beutel - VSV-Titer
dauer (h) tration (uM) Gewicht (q) (PFU/ml)
Kontrolle 0 0 323 5 x 103
1 4 0 323 2,5 x 10°
2 4 1 289 0
3 4 10 257 0

Tab. 11: Photoinaktivierung von VSV im Plasmabeutel

Die zur Virusinaktivierung eingesetzten Phenothiazinfarb-
stoffe konnen insbesondere bei den hier angewendeten Konzen-
trationen von bis zu 1 uM im Blut oder den Blutprodukten
verbleiben, ohne daB8 es zu Nebenwirkungen kommt. Sie lassen
sich aber auch nachtridglich uber Dialyse, Gelfiltration oder

Adsorption wieder entfernen.

Von den genannten Methoden sind vor allem die adsorptiven
von Interesse, weil sie den geringsten zeitlichen und tech-
nischen Aufwand machen und die betreffenden Plasmaproteinlo-

sungen nicht verdinnt werden.

Einige Adsorbentien sind jedoch offensichtlich ungeeignet,
wie z.B. die von Hiatt (Concepts in Radiation Cell Biology,
pp. 57 - 89, Academic Press, New York, 1972) genannten Io-
nenaustauscher, weil sie neben dem Farbstoff auch sehr stark

Plasmaproteine binden, u.a. Gerinnungsfaktoren.
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Uberraschenderweise konnte jetzt feétgestellt werden, daB MB
und andere Phenothiazinfarbstoffe sehr stark an verschiede-
ne, kommerziell erhdltliche Trenngele binden, darunter auch
an solche, die keinerlei oder nur geringe Proteinbindung
besitzen. Derartige Adsorbentien sind also fiir die nachtrag-
liche Entfernung des Photooxidans besonders geeignet. Von
den gepriiften Adsorptionsmitteln kommen folgende zur Abtren-
nung von MB und anderen Phenothiazinfarbstoffen in Frage.

Adsorbens - _Hersteller bzw. Lieferant
Daltosil 75 Serva, Heidelberg
Si 100-Polyol RP 18 Serva, Heidelberg
Kieselgel 40 Merck, Darmstadt
Nucleost] 50 A Machery & Nagel, Diren
Nucleosil 100 A Machery & Nagel, Diren
Vydac SC-201 RP Machery & Nagel, Diren

CPG 40 Pierce Europe
" (Gebr. Faust GmbH), 5000 K&ln

Bio Beads Bio Rad. Minchen
Amberiite
Adsorpernarze Rohm & Haas. Frankfurt

In den meisten Fidllen reichten bei einer Einsatzkonzentra-
tion von 10 uM MB 2 g des jeweiligen Adsorptionsmittel, um
den Farbstoff vollstdndig, im Batch angewandt, aus einer
Plasmaproteinldsung zu extrahieren.

Als besonders gut geeignet erwiesen sich zwei Adsorbentien-
typen{

1. Silica Gele bzw. Kieselgele mit Porenweiten, die so
gering sind (40 bis ca. 100 A Durchmesser), das Plasmapro-
teine nicht in die Gelmatrix eindringen kénnen, wohl aber
die niedermolekularen Farbstoffmolekiile, die dann infolge
ionischer, elektrostatischer und hydrophober Wechselwirkun-
gen gebunden werden.

L]
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Beispiele fiir kommerziell erhdltliche Adsorbentien dieses
Typs sind Matrex Silica Gel (Amicon, Witten), Daltosil (Ser-
va, Heidelberg) und Kiesel-Gel (Merck, Darmstadt).

2. Gele der auf Basis Polystyrol-Divinylbenzol bzw. Acryle-
ster-Polymerisat. Sie werden gleichfalls mit geeigneten

PorengroBen hergestellt.

Beispiele fur kommérziell erhdaltliche Gele dieser Typen sind
Amberlite (u.a. Rohm und Haas, Frankfurt) und Bio Beads (Bio
Rad, Minchen). Sie dienen hauptsachlich dazu, um aus wasse-

rigen L&sungen nichtpolare Substanzen bzw. oberflachenaktive

Stoffe, z.B. Detergentien, zu entfernen. Sie sind nicht oder

nur schwach polar.

Beispiel 11

Frischplasma wurde mit Methylenblau (10 pM) versetzt. 5 ml
Aliquots wurden mit verschiedenen Mengen an Daltosil (Poren-
weite 75 A) bzw. Bio Beads SM 16 (Porenweite 144 A) versetzt
und flir 30 Minuten vermischt. Dann lieB8 man das Gel absit-
zen. Im Plasma wurden die Faktor VIII- bzw. Faktor V-Gehal-
te, die Extinktionen bei 660 nm sowie von einzelnen Proben

die Proteingehalte gemessen.
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E (660 rm) Protain Faktor VITI Faktor v
(mg/ml) (U/ml) (U/ml)
Frischplasma 0,909 66,8 1,10 1,20
Frischplasma + MB 1,450 65,6 0.42 0.96
Daltcsil 50 mg 0,576 f— 0,60 1,05
100 mg 0,571 - 1,10 1,10
250 g 0,491 - 1,10 1,20
500 mg 0,477 66,8 1.25 1,20

Bio Beads

a1 16 50 mg 0,666 - 0,82 1,05
100 mg 0.571 — 1,05 1,10
250 mg 0,571 — 1,05 1,10
500 mg 0,530 72,5 0.80 1,15

Tab. 12: Extraktion von Methylenblau im Beutel

Aus den Extinktionswerten ist ersichtlich, daB offenbar
neben dem Farbstoff noch weitere Substanzen aus dem Plasma
extrahiert werden. Es handelt sich hierbei jedoch nicht um
Plasmaproteine. Die Extinktionswerte des Plasmas, das mit
100 bis 250 mg Adsorbens pro 5 ml, d.h. mit 2 - 5 Gewichts-
prozenten (% w/v) behandelt worden war, unterscheiden sich
kaum von denen, bei welchen mit 10% w/v Adsorbens extrahiert
worden war. Es ergibt sich somit, da8 bei einer MB-Konzen-
tration von 10 pyM in beiden Fdllen 2 bis 5% w/v Adsorbens
ausreichen, um bei batchweisem Betrieb den Farbstoff aus dem
Plasma zu entfernen. Entsprechend weniger Adsorbens wird
benotigt, wenn die Einsatzkonzentration des Farbstoffs nied-

riger ist.

?
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Beispiel 12

In einem weiteren Versuch wurde anstatt Blutplasma eine
5%ige humane Serumalbuminldsung (5% HSA) eingesetzt. Die
MB-Konzentration war wiederum 10 HM. 5 ml Aliquots wurden im
Batch mit jeweils 100 mg, d.h. 2% w/v folgender Adsorbentien
flir verschiedene Zeiten extrahiert: Daltosil (Porenweite 75
A, Kieselgel (Porenweite 40 A) sowie Bio Beads SM16 (Poren-
weite 144 a).

Wie die Abb. 1 zeigt, geht in allen drei Fdllen die Extink-
tion bei 660 nm innerhalb von 20 - 30 Minuten auf einen kon-
stanten Wert zuriick, d.h. diese Zeit ist ausreichend, um das
Photooxidans bei batchweisem Betrieb aus einer Plasmapro-
teinlosung zu entfernen. Wie die Abb. 1 auch zeigt, sind Bio
Beads SM16 und Kieselgel 40 im gegebenen Fall offenbar etwas
bessere Adsorptiénsmittel als Daltosil mit 75 A Porenweite.

EB60nm
1
J
0.8
0.6 1
0.4 -
0.2 1
0+ . ‘ . A
0 10 20 30 40 50 60
t (min)
—— SM 16 — Daltosil 75— Kieselgel 40 —5— HSA

Abb. 1: Adsorptionskinetik von Methylenblau (10uM) bei RT
mit HSA 5% 100 mg Gel/5 ml HSA
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Beispiel 13

Sdulenchromatographische Entfernung von MB aus Plasmapro-
teinldsungen

Bei diesem Versuch sollte herausgefunden werden, ob die
adsorptive Entfernung des Photooxidans auch auf chromatogra-
phischem Wege erfolgen kann. Hintergrund ist die Idee, daB
man die Virusinaktivierung mittels Farbstoff in Kombination
mit Licht in einem Behdltnis durchfihrt, beispielsweise
einem Blutbeutel und dann die Plasmaproteinldsung iiber eine
kleine dazwischengeschaltete Trennsaule, die das Adsorp-
tionsmittel enth&dlt, in ein weiteres Behaltnis, z.B. einen
zweiten Blutbeutel, {iberfilhrt. Wire jetzt die Einheit erster
Beutel -Adsorptionssidule -~ zweiter Beutel vorgefertigt, ver-
fligte man also liber ein geschlossenes System, und man konnte
auf einfache Weise unter geringstem Kontaminationsrisiko
virusinaktivierte Plasmaproteinprdparate, auch von einzelnen
Donoren stammend, herstellen.

Hierzu wurden 250 ml 5%iger Albuminldsung mit verschiedenen
Geschwindigkeiten durch eine Trennsiule geleitet, die 5 ml
Kieselgel (Porenweite 40 A) enthielt. 10 ml-Fraktionen
wurden aufgefangen und ihre Extinktionswerte bei 660 nm
gemessen.

Wie aus der Tabelle 10 hervorgeht, lieB8 sich das Gesamtvolu-
men der Albuminldsung bei DurchfluB8geschwindigkeiten von 5
bzw. 7,5 ml/min durch die Siule leiten, ohne das reétliches
MB in den Durchlauffraktionen nachzuweisen war. Der Zeitauf-
wand, um aus 250 ml Losung den Farbstoff zu entfernen, liegt
demzufolge bei hSchstens 30 bis 35 Minuten.
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Das Ergebnis des Versuches zeigt, daB die chromatographische
Abtrennung des Photooxidans keine Probleme bereitet, zum
anderen wird belegt, daB8 die oben skizzierte Herstellung
virusinaktivierter Plasmaproteinpriparate einzelner Donoren

méglich ist.

2Ausgangsmaterial + MB Durchizufgescwingigkai= (mi/min)
5 7.5
Extinkticn (660 nm): 0,067 Extinkticn (660 mm)
Fraktien—Nr.: 1 0,002 0,001
3 0,000 0.001
5 0,000 0,902
7 0.002 0,003
9 0.001 0.001
11 0.000 0,001
13 0.000 ¢,001
14 0,002 0,001

Tab. 13: Chromatographische Abtrennung von MB aus einer
S5%igen AlbuminlGsung (MB-Konzentration 1 uM).
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VERFAHREN ZUR INAKTIVIERUNG VON VIREN IN BLUT UND
BLUTPRODUKTEN

Patentanspriche:

1. Verfahren zur Inaktivierung von Viren in Blut und Blut-

produkten, bei dem die zu behandelnden LOsungen bzw. Suspen-
sionen mit Phenothiazinfarbstoffen versetzt und anschlieBend
mit Licht bestrahlt werden, dadurch gekennzeichnet, daB8 die
Phenothiazinfarbstoffe in einer Konzentration von 0,1 bis zu
10 uM eingesetzt werden, und die Bestrahlung unmittelbar in
transparenten Behdltnissen wie Blutbeuteln erfolgt, die zur

Blutentnahme und Aufbewahrung dienen.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, das
die Phenothiazinfarbstoffe in einer Konzentration von 0,1

bis zu 2 pM eingesetzt werden.

3. Verfahren nach einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch ge-
kennzeichnet, daB8 als Phenothiazinfarbstoff Toluidinblau

oder Methylenblau verwendet wird.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch ge-
kennzeichnet, daB8 mit sichtbarem Licht im Bereich des Ab-

sorptionsmaximums des jeweiligen Farbstoffs bestrahlt wird.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch ge-
kennzeichnet, da8 die zu behandelnden Ldsungen bzw. Suspen-
sionen zunidchst tiefgefroren und dann vor der Bestrahlung

wieder aufgetaut werden.

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB
der Farbstoff vor dem Gefriervorgang zugesetzt wird.

[
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7. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, das
der Farbstoff nach dem Auftauen und vor der Bestrahlung

zugegeben wird.

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche, da-
durch gekennzeichnet, da8 nach erfolgter Bestrahlung das
Blut bzw. die Blutprodukte zur Entfernung der Farbstoffe
Uber Adsorptionsmittel geleitet werden.

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, da8
dieses uber zwei zur Blutentnahme geeignete Behidltnisse wie
Blutbeutel mit einer dazwischengeschalteten Trennsdule, die

das Adsorptionsmittel fiur die Phenothiazinfarbstoffe ent-

hdlt, durchgefihrt wird.

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 8 oder 9, dadurch
gekennzeichnet, daB8 als Adsorptionsmittel Kieselgele oder
solche auf der Basis von Polystyrol-Divinylbenzol oder

Acrylester-Polymerisaten eingesetzt werden.
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