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Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines standardisierten Plasmapools fir
diagnostische Zwecke sowie aus Einzelplasmaspenden hergestelite Qualitdtsprodukte, die mittels des
erfindungsgemé&Ben Verfahrens kontrolliert worden sind.

Per Definition enthdlt ein frisches gepooltes Normalplasma, hergestelit aus Plasmen klinisch gesunder
Personen, eine Einheit-Gerinnungsaktivitdtmi bzw. 100% der Norm.

Gepooltes Normalplasma, welches beispielsweise aus mehr als 100 Plasmaspenden erhalten wird.
garantiert im allgemeinen eine gleichmaBige Verteilung der Plasmafaktoren und Inhibitoren. Die Verteilung
der Gerinnungsfaktoren bzw. der Inhibitoren in den entsprechenden Pools folgt im alligemeinen einer
Normalverteilung. Die Gerinnungsaktivitit solcher Pools erfllt die Voraussetzung der Basisdefinition fur
jeden Faktor des Biutgerinnungssystems (siehe 2.B. H.Lang, Standardmaterialien in der Himostaseologie.
Lab.med. 12 (1988), p. 293-297). Nur flr Globalteste wie die Thromboplastinzeitbestimmung (TPZ) reichen
zur Herstellung eines gefrorenen Referenzplasmas mit 100% der Norm 30 Einzelplasmen aus (siehe DiN
58939).

Gerade bei Gerinnungsuntersuchungen stellt die Prdzisionskontrolle, also die Erfassung der Ergebnis-
abweichungen in der Serie von Tag zu Tag, und besonders die Richtigkeit, also das Auffinden des wahren
Wertes, einen wichtigen Bestandteil der Laboratoriumsarbeit und auch der medizinischen Routinediagnostik
dar. Deshalb ist es von groBer Bedeutung, sogenannte Normalplasmen als Standards zur Verfigung zu
haben. Zur Prézisionskontrolle der Thromboplastinzeit, der partielien Thromboplastinzeit, der Thrombinzeit
oder anderer Gerinnungstests ist hierzu beispielsweise das Immunocontrol Plasma Normal® (IMMUNO AG,
Osterreich) kommerziell erhiitlich. Ein Normalplasma zur Richtigkeitskontrolle der Gerinnungsaktivitdt von
Einzelfaktoren bzw. Inhibitoren wird aus ausgewihiten Citratplasmen von mindestens 100 Abnahmen
gesunder, Ssterreichischer Spender ohne bakterielle Zusitze hergestellt und ist kommerziell erhdltiich als
"Reference Plasma 100%" (IMMUNO AG, Osterreich). Auch Richtigkeitskontrollen flir Globaiteste, welche
geringfugige, durch den Lyophilisationsschritt abweichende Aktivititen zeigen kdnnen, werden aus Plasma-
pools von 100 Spenden hergestelit (z.B. "Controll Plasma Normal", IMMUNO AG).

Die Spenden, aus denen die Plasmapools hergestellt werden, kdnnen jedoch auch von Personen mit
Defekten in bestimmten Gerinnungsfaktoren oder in Inhibitoren der Blutgerinnung stammen. Solche Inhibi-
tor-Defekte betreffen beispielsweise einen erworbenen Mangel an Antithrombin i, Protein C oder Protein
S.Bei Auswahl einer gesunden, normalen Spenderpopulation ist die Haufigkeit an Defekten jedoch im
aligemeinen so gering, daB es bei Vorliegen grGBerer Plasmapools zu keinen mefBbaren Anderungen in den
charakteristischen Parametern kommt.

Gerade durch die neueren Erkenntnisse erlangt der Protein C Pathway eine besondere Bedeutung.

Protein C ist ein Vitamin K-abhingiges Glykoprotein, das in der Leber synthetisiert wird und im Plasma
als inaktives Zymogen in einer Konzentration von etwa 4 ug/ml zirkuliert. Dieses Protein wird durch den
Thrombin - Thrombomodulin-Komplex an der Oberflache der GefaBwand (Endothelium) in eine aktive Serin-
Protease (aktiviertes Protein C, APC) umgewandelt. Das Protein C kann aber auch durch nicht physiologi-
sche Enzyme, wie beispielsweise Schlangengifte, aktiviert werden.

APC hat fibrinolytische und thrombolytische Eigenschaften, und es besitzt aufgrund seiner Fahigkeit,
Faktor Va und Faktor Vlila proteolytisch abzubauen, auch eine antikoagulatorische Fahigkeit.

Faktor Va ist ein Cofaktor fiir die Faktor Xa-induzierte Aktivierung von Prothrombin zu Thrombin.

Faktor Vllla ist der Cofaktor der Umwandlung von Faktor X zu Faktor Xa.

Wie bereits erwdhnt, ist der Faktor Xa zusammen mit Faktor Va an der Umwandlung des Prothrombins
zu Thrombin beteiligt. Demgem&8 stellt die Aktivierung von Protein C in vivo zur Bildung von APC eine
negative Feedback-Reaktion bei der Erzeugung von Thrombin auf dem Weg iber den Abbau der Faktoren
Va und Villa dar.

Zur Entwicklung der optimalen APC-Aktivitét ist ein Cofaktor, Protein S, notwendig. Protein S ist ein
nicht-enzymatischer Cofaktor fiir die Antikoagulations- und Pro-Fibrinolyse-Eigenschaften von APC. Im
Plasma ist Protein S in verschiedenen Formen vorhanden. Zu diesen Formen gehdrt eine freie, aktive Form
und eine inaktive Form, die mit dem C4b-binding-Protein nicht kovalent komplexiert ist. In einem Protein S-
Mangelplasma kann APC seine normale Aktivitit nicht ausiiben. Erst nach Zugabe von Protein S erlangt
das APC seine normale Aktivitat wieder.

Dahibdck et al. (siehe beispielsweise Dahlbdck et al., Proc. Natl.Acad.Sci. Vol. 90 (1993), p.1004-1008)
haben bei Personen mit einer bisher unerkldrlich hohen Neigung zu Thrombosen eine APC-Resistenz als
eine Form der reduzierten APC-Response festgestelit.

Diese APC-Resistenz wurde urspriinglich aufgrund einer geringeren Verlingerung der aktivierten
partiellen Thromboplastinzeit (aPTT) nach Zugabe von APC festgestellt.

Im speziellen ist heute bekannt, da8 Mutationen im Faktor V, mdglicherweise auch im Faktor VI,
speziell Mutationen in den Spaltstellen fir APC, eine entscheidende Rolle fiir das Vorliegen einer APC-
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Resistenz spielen (Bertina R.M. et al., Nature, Vol. 369 (1994), p. 64-57).

Beispielsweise findet die proteolytische Inaktivierung von Faktor V durch APC an den Bindungsstetlen
Arg*®%-GIn37, Arg55-Gly5% und Arg%2-GIn®53 auf der schweren Kette statt, die leichte Kette des Faktor V
wird bevorzugt an den Bindungen Arg'752-Arg'753 oder Arg'753-Ala'’5* gespalten. Eine Mutation des Faktor
V an einer APC-Spaitstelle resultiert in einer erhdhten pro-koagulatorischen Aktivitdt des Faktor V. Damit
stellt das Vorliegen einer Mutation im Faktor V fir ein solches Individuum ein potentielies Risiko fiir das
Auftreten thrombotischer Ereignisse dar.

Eine relativ haufig vorkommende Punkt-Mutation des Faktor V befindet sich im Protein an der Position
506, an der Arginin gegen Glutaminsdure ausgetauscht ist (siehe z.B. Bertina R.M. et al., Nature, Vol. 369
(1994), p. 64-57 und Kalafatis M. et al., J.Biol. Chem. Vol. 270, No. 8 (1995), p. 4053-57). Diese Faktor V-
Mutation ist als Faktor V-Leiden bekannt und stellt eine der hauptséchlichen Ursachen fiir eine verminderte
APC-Response, also eine geringere Verldngerung der Blutgerinnungszeit bei Zugabe von APC zu Testpro-
ben dar.

Eine APC-Resistenz kann vielfditige Auswirkungen haben, u.a. kann auch die funktionelle Protein S-
Aktivitdt beeinfluBt sein (siehe beispielsweise Faioni E.M. et al., Thromb.Haemost. 70 (6) (1993), p. 1067-
1071; Faioni EM. et al., Thromb.Haemost. 72 (4) (1994), p. 643-651 oder Moritz B. et al., Annals of
Hematology Vol. 68, Suppl.l (1994), Nr. 267).

Aus der WO 93/10261 ist ein Test zur Diagnose thromboembolischer Erkrankungen bekannt, der auf
der Bestimmung der APC-Response beruht. Hierfir werden nur soiche Proben ausgewdhlit, bei denen
gekldrt ist, daB kein Protein S-Mangel vorliegt.

Von der Anmelderin ist in der EP-0 656 424 ein Test zur Bestimmung der APC-Response offenbart
worden, welcher unter dem Namen IMMUNOCHROM ® APC-Response Test erhiltlich ist. Dieser Test
beruht auf folgendem Testprinzip:

Verdiinnte Plasmaproben, die als Quelle fiir Faktor VIl und APC Cofaktoren dienen, werden mit Faktor
IXa, Faktor X, Phospholipiden, Ca?* und Spuren von Thrombin sowohl in Abwesenheit als auch in
Anwesenheit von APC inkubiert. Unter Verwendung eines chromogenen Substrats wird die Menge an
aktiviertem Faktor X bestimmt, und diese Menge an generiertem Faktor X ist der Faktor Vlil-Konzentration
proportional. Die Wirkung des APC bzw. der APC-Cofaktoren oder entsprechender Komplexe ist derart, dag
der Faktor Vllla teilweise inaktiviert wird.

Die APC-Response wird aus dem Verhiltnis der Faktor Xa-Aktivitdt ohne und mit APC erhalten. Es gilt
somit:

APC-Response = AE405 (Mischung mit APC)
AE405 (Mischung ohne APC)

Aus der WO 95/29259 ist bekannt, Plasma hinsichtlich dem Vorliegen von Faktor V-Mutationen mittels
selektiver Hybridisierungstechniken auf Nukleinsidure-Ebene zu screenen.

Auch aus der WO 95/21938 ist bekannt, Mutationen betreffend Faktor V oder Faktor Vill mittels
genetischer Methoden zu bestimmen.

Ein Defekt, speziell bezogen auf Faktor V, kann entweder genotypisch, also als Verédnderung im Genom
vorhanden, aber ZuBerlich ohne Auswirkungen, oder phinotypisch vorliegen. Weist ein Individuum bei-
spielsweise einen genotypischen Faktor V-Defekt auf, so wird dieser Defekt mittels der herkdmmiich
durchgetiihrten Tests, beispielsweise mittels Globalbestimmungstests, nicht erkannt, und die Person gilt als
klinisch gesund. .

Die Individuen k&nnen bezliglich der Faktor V-Mutation heterozygot oder homozygot sein. Bei Vorliegen
eines homozygoten Defekts ist dann die APC-Response wesentlich stirker vermindert, als dies bei einem
heterozygot vorliegenden Defekt der Fall ist.

Im Gegensatz zu den Inhibitor-Defekten betreffend beispielsweise Antithrombin Ill, Protein C oder
Protein S, die mit einer Haufigkeit von unter 1% auftreten, wurde gerade in den vergangenen Jahren auch
bei einer gesunden, klinisch normaien Spenderpopulation eine Resistenz gegeniiber aktiviertem Protein C
gefunden, die als sogenannte APC-Resistenz, APC-Resistance oder APC-Response in die Literatur einge-
gangen ist.

Die Inzidenz einer APC-Resistenz bei Thrombose-Patienten liegt zwischen 10 bis 20%. Die Inzidenz
einer Faktor V-Leiden Mutation in europdischen, klinisch gesunden Personen liegt zwischen etwa 2 bis 5%
und ist massenabhingig.
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Wie bereits erwdhnt, sind zum Zwecke der Richtigkeits- und Prézisionsfindung bereits gut standardi-
sierte Plasmen kommerziell erhiltlich. Diese Standardplasmen werden durch sorgféltiges Screening der
Einzelplasmen mittels Globaitests, wie z.B. aktivierte partielle Thromboplastinzeit-Messungen (aPTT) oder
Bestimmung der Thromboplastinzeit (TPZ), erhalten. Neben diesen Screening-Tests werden auch verschie-
dene Sicherheitstests zur Testung auf gegebenenfalls vorhandene Pathogene, beispielsweise Tests auf das
Vorhandensein von Viren, durchgefUhrt.

Speziell fiir die Herstellung sogenannter Normalplasmen ist es von groBer Bedeutung, gut standardisier-
te Plasmapools zur Verfligung zu haben, die hinsichtiich aussagekréftiger Kriterien selektiert worden sind.
Zu diesem Zwecke werden ausschlieBlich Globaltests wie aPTT oder TPZ durchgefiihrt. Defekte in
Einzelplasmen, welche durch die Globaltests nicht bestimmt werden kdnnen, haben im allgemeinen keinen
bzw. einen geringen EinfluB auf den Gesamtpool. Daher wurde bislang auch vermutet, daf eine reduzierte
APC-Response in einer einzelnen Plasmaprobe keine Auswirkungen fur die Herstellung von Normalplasmen
zeigt.

Es wurde nun lberraschenderweise gefunden, daB gerade fur die Herstellung eines Normalplasmapools
bereits ein Anteil von 5% Einzelplasmen mit reduzierter APC-Response zu einer signifikanten Fehleinschat-
zung von bestimmten Parametern bei Untersuchungsverfahren unter Verwendung des Normalplasmapools
fihren kdnnen.

Die vorliegende Erfindung stellt sich deshalb die Aufgabe, neue Selektionskriterien beziiglich der
Herstellung von standardisierten Plasmapools zur Verfligung zu stellen und damit die Relevanz der
Diagnoseverfahren zu erhdhen.

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB durch den Gegenstand der vorliegenden Patentanspriiche gelOst.

GemiB der vorliegenden Erfindung wird ein Verfahren zur Herstellung eines standardisierten Plasmapo-
ols fiir diagnostische Zwecke zur Verfligung gestellt, welches ein bisher nicht erkanntes und duBerst
entscheidendes Selektionskriterien flir Plasmen beinhaltet.

Das erfindungsgeméBe Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, da8 Plasmaspenden bzw. Plasmaspen-
der auf inre APC-Response untersucht werden und der Plasmapool mit den Plasmaspenden bzw. Plasmen
von Spendern, die eine normale APC-Response aufweisen, zur Herstellung des Plasmapools ausgewahit
werden.

Unter APC-Response ist die Wirkung von APC auf das Blutgerinnungssystem zu verstehen. Entspricht
der Effekt des zugesetzten APC in der zu untersuchenden Probe dem Effekt, der durch dieselbe Menge an
APC in Normalplasma, welches als Standard eingesetzt wird, hervorgerufen wird, so liegt eine normale
APC-Response vor. Das Symptom einer verringerten APC-Response ist durch eine geringere anti-koaguia-
torische Wirkung von APC auf die Probe charakterisiert.

Fir Gerinnungsparameter wird der Normalbereich durch Bestimmung von wenigstens 50 Proben,
besser 100 Proben, aus einem Normalkollektiv klinisch gesunder Personen ermitteit.

Fir die statistische Auswertung ist die Art der Verteilung des Normalbereichs von Bedeutung. Der
Normalbereich kann entweder gemaB einer GauB schen Kurve normalverteilt sein und wird dann als
Mittelwert mit einem +/-2 SD angegeben, oder er ist nichtnormalverteilt und der Wert wird als 95%
Percentil angegeben.

Unter "normaler APC-Response” wird erfindungsgeméB ein Wert verstanden, der innerhalb dieses
Normalbereichs, gegebenenfalls mit plus 5% Borderline, liegt.

Die APC-Response kann durch Anwendung verschiedener Tests bestimmt werden, vorzugsweise wird
die APC-Response mit einem funktionellen Test bestimmt. Der Test ist beispielsweise ausgewahit aus der
Gruppe von Faktor Vlli-Inhibierungstest. aktivierte partielle Thromboplastinzeit-bestimmung (aPTT) und
Thromboplastinzeitbestimmung (TPZ).

Alle Tests sind aus dem Stand der Technik seit langem bekannt und werden mittels der hierflr
gingigen Methoden durchgefihrt, mit dem Unterschied daB bei Durchfiihrung des jeweiligen Tests APC
zugesetzt wird.

Der Test zur Bestimmung der APC-Response ist vorzugsweise der Faktor VHil-Inhibierungstest gemasn
der EP-0 656 424 (IMMUNOCHROM® APC-Response-Test von IMMUNO AG, Osterreich), der auf einer
kinetischen Methode basiert und bereits im Stand der Technik beschrieben worden ist.

Fir das Auswahlkriterium der Plasmaspende bzw. Plasmaspender liegt die normale APC-Response bei
Anwendung des IMMUNOCHROM® APC-Response-Tests nach der kinetischen Methode vorzugsweise
innerhalb des Bereichs von 2,0 bis 3,7. Dieser Bereich entspricht etwa einem Wert von 70 bis 140% des
Mittelwertes von mindestens 30, vorzugsweise mindestens 100 Einzelplasmaspenden.

Bei Verwendung anderer Tests ergeben sich die Bereiche fir eine normale APC-Response nach
entsprechenden, dem Fachmann bekannten Umrechungen.
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Die Bestimmung der APC-Response ist gegebenenfalls auch mittels eines immunologischen Testsy-
stems mdglich, z.B. unter Verwendung von anti-Faktor V-Leiden-Antikdrpern, die die Mutation erkennen.,
bzw. Antikdrpern gegen einen Bereich des Faktor V, der eine Spaltstelle fiir APC enthilt.

Die APC-Response ist weiters bevorzugt durch einen Test zur genetischen Bestimmung einer Mutation
eines Gerinnungsfaktors, bespielsweise von Faktor V-Leiden, bestimmbar, und die normale APC-Response
ist durch das Fehlen der Mutation definiert.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird die APC-Response in Einzelspenden untersucht. Sie kann
auch in Minipools von 2 bis 100 Einzelspenden, vorzugsweise einem Minipool bis zu 10 Einzelspenden, am
meisten bevorzugt bis zu 5 Einzelspenden, untersucht werden.

Der Plasmapool wird vorzugsweise lyophilisiert. Die Verfahrensschritte zur Fertigstellung des Plasmapo-
ols umfassen daher bevorzugt eine Lyophilisierung. Am meisten bevorzugt wird der Plasmapool in
Abfiilleinheiten zu jeweils weniger als 5 ml, vorzugsweise 0.5 bis 3 ml, abgefiillt und lyophilisiert. Allgemein
gilt, daB beim Lyophilisationsschritt die Aktivitdt dieser Pools nur diesen Produktionsschritten entsprechend
von der urspriinglichen Aktivitdt abweichen kann.

Mittels des erfindungsgemégen Verfahrens ist es mdglich, einen standardisierten Plasmapool herzustel-
len. Unter Normaiplasma wird definitionsgema8 ein Plasma verstanden, welches definierte Eigenschaften
bzw. definierte Gehalte an bestimmten Substanzen, insbesondere eine gleichmifige Verteilung der Plas-
mafaktoren und der Inhibitoren, aufweist mit einer Aktivitdt von 100% der Norm.

Weiters kann es sich bei dem standardisierten Plasmapool beispielsweise um einen Referenz- oder um
einen Kontrollplasmapool handein. Aus diesen standartisierten Pools k&nnen dann auch standartisierte
Mangelplasmapools bzw. Mangelplasmen hergestellt werden.

Einem Mangelplasma fehlt eine ganz bestimmte Substanz, beispielsweise ist ein Faktor VHI-Mangel-
plasma frei von Faktor VIil. Die entsprechende Substanz wird mittels hierfir géngige Msthoden selektiv
entfernt, beispielsweise durch Lmmundepletion. Durch Verwendung solcher Mangelplasmen ist es u.a.
mdglich, gezielt das Fehlen eines Gerinnungsfaktors oder eines entsprechenden Inhibitors in einer Patien-
tenprobe zu bestimmen und das Mangelplasma wird als Reagens zur Bestimmung des entsprechenden, im
Reagens fehlenden Stoffes in einer Probe eingesetzt.

Ein Kontroli- oder Referenzplasma dient der Richtigkeitskontroile und stellt ein kalibriertes Plasma dar.
Es enthélt eine genau definierte Menge an einer oder mehreren Substanzen. So kénnen fiir die Herstellung
eines Kontroliplasmas beispielsweise ganz definiert die Faktoren des Prothrombinkomplexes abgetrennt
worden sein, wihrend alle anderen Faktoren gemi8 einer normalen Verteilung in Plasma vorhanden sind.

Ein Kontroliplasma kann auch aus verschiedenen, vordefinierten Mischungen von Gerinnungsfaktoren,
Fibrinolysefaktoren bzw. Inhibitoren bestehen, jeder Wert gréBer 0%, vorzugsweise 0 bis 300%, am meisten
bevorzugt 1 bis 150% an einem der Faktoren kann eingestellt werden.

In dem erfindungsgem&Ben Verfahren kdnnen Schritte zum Einstellen des angestrebten Wertes fiir
einen Gerinnungsfaktor, Fibrinolysefaktor, und/oder deren Inhibitor vorgesehen werden. Der Gerinnungsfak-
tor, Fibrinolysefaktor, und/oder deren inhibitor in den Plasmaspenden bzw. Plasmaspendern wird unter-
sucht, und bestimmte Werte werden beispielsweise zur Herstellung eines entsprechenden Kontroliplasmas
selektiert. Solche Kontroilplasmen sind dann beispielsweise auch zur Herstellung von Bezugskurven
verwendbar.

Der Gerinnungsfaktor, Fibrinolysefaktor, oder deren Inhibitor wird in einer bevorzugten Ausfiihrungsform
aus dem Plasmapool entfernt, und man erh#lt dann ein entsprechendes Mangelpiasma. Der entsprechende
Gerinnungsfaktor, Fibrinolysefaktor, und/oder deren Inhibitor kann aber dem Plasmapool auch zugesetzt
werden, und man erhélt dann beispieisweise ein entsprechendes Referenz- oder Kontrollplasma.

Der Gerinnungsfaktor kann beispielsweise Faktor Ill, Faktor IV, Faktor VI, VI, V, Il oder | sein. Als
Fibrinolysefaktoren kommen 2z.B. Protein C, Protein S, Plasminogen oder tPA in Frage. Inhibitoren der
Gerinnung und der Fibrinolyse kdnnen bespielsweise Antithrombin Il PAi-1, Protein C Inhibitor (PCi) oder
C1-Esterase Inhibitor sein.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird ein Plasmapool hergestellt, an dem weiters Verfahrens-
schritte zur Erfassung von einzelnen bzw. der Summe von Gerinnungsaktivititen, z.B. durch die Untersu-
chung der Thromboplastinzeit bzw. der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit vorgenommen werden. Es
werden dann diejenigen Plasmaspenden ausgewihit, welche Werte im Normalbereich ergeben, und der
Plasmapool wird dann als Normalplasma fertiggestelit.

Die entsprechenden Werte fiir die Thromboplastinzeit liegen dabei vorzugsweise im Bereich von 60 bis
150% des Normalwertes. Die Werte fiir die aktivierte partielle Thromboplastinzeit liegen bevorzugterweise
in einem Bereich zwischen 27,6 bis 34,3 s (gemessen mittels DAPTTIN® auf Electra 1 600).

Erganzend kdnnen auch Vertahrensschritte zur Untersuchung der viralen Kontaminationen der Plasma-
spenden bzw. Plasmaspender vorgenommen werden. Es werden dann bevorzugterweise diejenigen Plas-
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maspenden bzw. Plasmaspender fUr die Herstellung des Plasmapools selektiert, welche virussicher sind
bzw. werden jene Spender ausgewdhit, die nicht mit Viren infiziert sind. Beispielsweise werden Antigen-
bzw. Antikdrper-Bestimmungen auf Hepatitis B, Hepatitis C und HIV durchgefihrt.

Die Untersuchung solcher viraler Kontaminationen kann auch mittels weiterer hierflir gdngiger Methoden
erfoigen, beispielsweise mittels einer Nukleinsaure-Amplifikation wie der PCR-Methode.

Als virussicher sind dann diejenigen Plasmen anzusehen, bei denen keine Viren nachweisbar sind, d.h.
daB der Gehalt an Viren unter der Nachweisgrenze liegt.

Mittels des erfindungsgeméBen Verfahrens sind damit verschiedene standardisierte Plasmapools als
neue Qualitdtsprodukte erhiltlich. Dieses Qualitdtsprodukt aus mindestens 1000 Einzelplasmaspenden, das
eine Serie von mindestens 10 Plasmapools bestehend aus mindestens 10 Einzelplasmaspenden umfaBt, ist
dadurch gekennzeichnet, daB jeder Pool eine normalen APC-Response aufweist. Diese normale APC-
Response im Qualitdtsprodukt kann beispielsweise durch einen Wert im Bereich von 25 bis 3.0 im
IMMUNOCHROM® APC Response-Test (kinetische Methode) gemaB der EP-0 656 424 ausgedriickt
werden.

Vorzugsweise sind die erfindungsgeméBen Qualititsprodukte aus mindestens 10 000 Einzelplasma-
spenden zusammengesetzt. Gem3B der vorliegenden Erfindung werden also Produkte zur Verfigung
gestellt, die Uber Jahre und Jahrzehnte die Sicherheit der gleichbleibenden Qualitdt aufweisen. Die
erfindungsgeméBen Qualitdtsprodukte zeichnen sich daher durch eine extrem hohe Qualitdtssicherheit
aufgrund des neuen Selektionskriteriums aus. ‘

Die vorliegende Erfindung soll im folgenden noch durch Beispiele niher erldutert werden, ohne diese
jedoch darauf zu beschrinken.

Beispiel 1: Herstellung und Testung der Plasmapools

Ein Normalplasmapool (NPP) wurde aus 25 Plasmaspenden mit abgekldrter normaler APC-Response,
auf Grundlage einer gesicherten Abwesenheit einer APC-Resistenz aufgrund des Fehlens einer Faktor V-
Leiden-Mutation, erhalten. Aus abnormen Plasmen mit abgekidrter APC-Resistenz, also dem gesicherten
Vorliegen einer Faktor V-Leiden-Mutation, wurden entsprechende standardisierte Referenzplasmapools
hergestellt. Das Fehlen oder Vorliegen einer Faktor V-Leiden-Mutation wird mittels einer modifizierten PCR-
Methode (nach Bertina et al., Nature, Vol. 369 (1994), p. 64-57) festgestellt. Die Normalplasmapools wurden
dann mit unterschiedlichen Mengen der standardisierten Referenzplasmapools gemischt, und die verschie-
denen Mischungen wurden dann mittels unterschiedlicher Tests untersucht.
In Tabelle 1 sind die Ergebnisse angefiihrt. Folgende Tests wurden durchgefihrt:
Spalte 2: APC-Response-Ratio iber chromogene Faktor Vill-Bestimmung mittels IMMUNOCHROM®
APC-Response
Spalte 3: APC-aPTT gemiB einer modifizierten Methode von Dahibick, PNAS 90 (1993), p. 1004-
1008
Spalte 4: Protein S IL-Bestimmung iiber Protein S sensitives bovines Thromboplastin nach Preda et
al., Thrombos. Res. 60 (1990), p. 19-32
Spalte 5: Protein S-Bestimmung mit einem modifizierten Test nach Comp et al., J.Clin.Invest. 74
(1984), p. 2082-2088

Ergebnisse:

Alle Testergebnisse zeigen deutlich, daB bei Vorliegen einer Mischung von 95% NPP, also einem $%-
igen Anteil abnormaler Plasmen am Gesamtplasmapool, besonders bei den als APC-Response-Ratio und
APC-aPTT dargestellten Werte, bereits deutlich von dem Wert des Normalplasmapools abweichen.

Deutlich zu sehen ist auch der Einflug auf die Bestimmung der Protein S- Aktivitat.
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Tabelle 1:

Probe APC- APC Protein S Protein S

(in § NPP) |Response a°PTT Ratio |,ILYM modifiziert
Ratio % Aktivitat [nach Comp

100% NPP 2,60 3,67 103 105

95¢% 2,47 3,37 106 110

90% 2,53 3,15 101 107

80% 2,28 2,84 398 98

60% 2,14 2,58 91 100

40% 11,97 2,32 78 -

20% 1,88 2,04 69 78

10¢% 1,82 1,89 66 78

S% 1,76 1,94 64 80

0% 1,73 1,91 62 80

Beispiel 2

Auswirkung APC-resistenter Plamapools auf die Protein S Bestimmung

Wie aus Beispiel 1 und Tabelle 1 erkenntlich, kann das Vorhandensein von APC-resistenten Einzelplas-
men in einem Plasmapool fiir ein Protein S-Mangelplasma enorme Konsequenzen haben.

Protein S-Mangelplasma wird Uiblicherweise als Pool in der Grd8e von etwa 10-20 Einzelplasmaspenden
hergestelit. Wird Protein S-Mangelplasma beispielsweise aus einem Plasmapool hergestellt, der lediglich zu
40% aus Normalplasma und zu 60% aus APC-resistenten Einzelplasmen besteht, so fiihrt die Bestimmung
von Protein S in einer Patientenprobe unter Verwendung dieses Mangelplasmas als Reagens zu einer
groben Fehleinschdtzung des tatsichlichen Protein S-Gehalts. Statt in der Patientenprobe einen Normalge-
halt an Protein S zu finden, erhdlt man félschlicherweise einen wesentlich geringeren Wert. Der Patient
wiirde dann falschlicherweise als Protein S-Mangelpatient eingestuft werden und hitte sich unnétigerweise
einer entsprechenden Therapie zu unterziehen.

Es ist also Uberraschenderweise mittels des erfindunggeméBen Verfahrens sehr gut mdglich, diagnosti-
sche Fehler aufgrund einer Verwendung von ungeniigend standardisierten Reagentien zu vermeiden.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Herstellung eines standardisierten Plasmapools fiir diagnostische Zwecke, dadurch
gekennzeichnet, daB Plasmaspenden bzw. Plasmaspender auf ihre APC-Response untersucht werden
und der Plasmapool mit den Plasmaspenden bzw. Plasmen von Spendern, die eine normale APC-
Response aufweisen, hergestelit wird.
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Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da8 die APC-Response mit einem funktionel-
len Test bestimmt wird, wobei die normale APC-Response durch einen Wert innerhalb des Normalbe-
reiches definiert wird.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB der Test zur Bestimmung der
APC-Response ausgewihlt ist aus der Gruppe bestehend aus Faktor Viii-Inhibierungstest, aktivierter
partieller Thromboplastinzeitbestimmung und Thromboplastinzeitbestimmung.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daf als Test zur Bestim-
mung der APC-Response der APC-Response-Test gemaB der EP-0 656 424, vorzugsweise nach der
kinetischen Methode, durchgefiihrt wird und die normale APC-Response durch einen Wert innerhalb
des Bereiches von 2.0 bis 3,7 definiert wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, da8 die APC-Response mit
einem Test zur Bestimmung einer Mutation eines Gerinnungsfaktors, bespielsweise Faktor V-Leiden,
bestimmt wird, und die normaie APC-Response durch das Fehlen der Mutation definiert wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daf die APC-Response in
Einzelspenden untersucht wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daf die APC-Response in
Minipools von 2 bis 100 Einzelspenden, vorzugsweise bis 10 Einzelspenden, am meisten bevorzugt bis
5 Einzelspenden untersucht wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB es einen Lyophilisie-
rungsschritt umfaBt.

Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daf der Plasmapool in Behiltern zu jeweils
weniger als 5 ml, vorzugsweise 0,5 bis 3 ml, abgefiillt und lyophilisiert wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daf Verfahrensschritte zum
Einstellen eines bestimmten Wertes flir mindestens einen Gerinnungsfaktor, Fibrinolysefaktor oder
deren Inhibitor vorgenommen werden.

Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB der Plasmapool als Kontrollptasma
fertiggestelit wird.

Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dafi der Gerinnungsfaktor, Fibrinolysefaktor,
oder deren Inhibitor aus dem Plasmapool entfernt wird.

Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB der Plasmapool als Mangelplasma
fertiggestellt wird.

Verfahren nach Anspruch 10 oder 11, dadurch gekennzeichnet, daB der Gerinnungsfaktor, Fibrinoly-
sefaktor und/oder deren Inhibitor dem Plasmapool zugesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB der Gerinnungsfaktor, Fibrinolysefaktor
und/oder deren Inhibitor in den Plasmaspenden bzw. Plasmaspendern untersucht wird, und ein
vordefinierter Wert zur Herstellung des entsprechenden Kontrollplasmas selektiert wird.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, daB weiters Verfahrens-
schritte zur Untersuchung der Thromboplastinzeit bzw. der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit
vorgenommen werden, und diejenigen Plasmaspenden ausgewihit werden, welche Werte im Normal-
bereich ergeben, und der Plasmapool als Normalplasma fertiggestellt wird.

Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB diejenigen Plasmaspenden bzw. Plas-
men von Spendern ausgewahlt werden, die eine Thromboplastinzeit im Bereich von 60 bis 150% des
Normalwertes aufweisen.
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Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet. daB diejenigen Plasmaspenden bzw. Plas-
men von Spendern ausgewdhlt werden, die eine aktivierte partielle Thromboplastinzeit im Bereich von
27,6 bis 34,4 s aufweisen.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 18, dadurch gekennzeichnet, daB weiters Verfahrens-
schritte zur Untersuchung der viralen Kontamination der Plasmaspenden bzw. Plasmen von Spendern
vorgenommen werden, und diejenigen Plasmaspenden bzw. Plasmaspender zur Herstellung des
Plasmapools selektiert werden, welche virussicher sind.

Qualitdtsprodukt aus mindestens 1000 Einzelplasmaspenden, das eine Serie von mindestens 10
Plasmapools bestehend aus mindestens 10 Einzelplasmaspenden umfaBt, dadurch gekennzeichnet,
daB jeder Pool eine normale APC-Response aufweist, ausgedriickt durch einen Wert im Bereich von
2,5 bis 3,0 im APC-Response-Test gemaB der EP-0 656 424, erhiltlich durch ein Verfahren nach einem
der Anspriiche 1 bis 19.

Qualitatsprodukt nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, da8 es aus mindestens 10 000
Einzelplasmaspenden zusammengesetzt ist.
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