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Prionensicherheit von stabilen Blutprodukten

Hintergrund

Ubertragbare, spongiforme Encephalopathien (engl.: transmissible spongiform Encephalo-
pathies, TSE) sind degenerative Hirnerkrankungen, die bei Mensch (Kuru, Creutzfeldt-Jakob-
Erkrankung (CJD), Gerstmann-Stréaussler-Scheinker Krankheit (GSS), letale familiare Insomnie
(FFI) etc.) und Tier (Traberkrankheit bei Schafen (Scrapie), bovine spongiforme Encephalopathie
(BSE), Chronic Wasting Disease bei Hirschen und Elchen (CWD), Ubertragbare Encephalopathie
der Nerze (TME) etc.) auftreten kdnnen. Das infektidse Agens ist ein abnorm gefaltetes, zur Ag-
gregation neigendes Prionprotein (PrP*). PrP*-Proteine aggregieren in den neuronalen Zellen
des befallenen Organismus und fuhren zum Zelltod. Aufgrund biochemischer Eigenschaften und
anhand des Krankheitsbildes werden verschiedene Prionstdmme unterschieden. Analysen haben
gezeigt, dass es sich beim Erreger von BSE und dem Erreger der neuen Variante der Creutzfeldt-
Jakob-Erkrankung beim Menschen (vCID) mit grésster Wahrscheinlichkeit um den gleichen
Stamm handelt. Man geht heute davon aus, dass vCJD durch den Verzehr von BSE-verseuchtem
Rindfleisch auf den Menschen Ubertragen wurde.

vCJD ist streng zu unterscheiden von der seit langem bekannten, klassischen Form der Creutz-
feldt-Jakob-Krankheit (CJD), die sich als spontane (sCJD), familiare (fCJD) oder iatrogene Form
(iCJD) manifestieren kann und mit einer weltweit vergleichbaren Inzidenz von ungefahr einer
Erkrankung pro Million Einwohner pro Jahr beobachtet wird [1].

Die ersten vCID-Erkrankungen traten 1995 in Grossbritannien auf, und bis anhin (Dezember
2006) verzeichnet dieses Land 164 an vCJD erkrankte Personen, wovon 158 verstorben sind [2].
Aus Frankreich wurden 21 vCID-Félle gemeldet, darunter 20 mit tddlichem Ausgang [3]. Weitere
Falle kennt man aus Irland, den Niederlanden, aus Italien, Spanien, Portugal, den USA, aus Ka-
nada, Saudi Arabien, China (Hongkong) und Japan. In der Schweiz ist bisher kein Fall einer vCID-
Erkrankung bekannt. Heute sind noch keine prazisen Angaben zur Verbreitung des vCJD-
Erregers in der Bevolkerung maglich. Hilton et al. [4] schatzten aufgrund eines Screenings von
Appendix- und Tonsillenproben, dass ungeféahr 3'800 Englander subklinische Trager von vCJD
sein und zu einem unbekannten Zeitpunkt an vCJD erkranken kdnnten. In total 12'674 unter-
suchten Proben konnten in 3 Fallen pathologische Prionproteine nachgewiesen werden'. Neuere
Schatzungen von Clarke und Ghani gehen aufgrund verschiedener Modellrechnungen von ma-
ximal 363 noch zu erwartenden klinischen vCJD-Fallen in Grossbritannien zwischen 2004 und
2080 aus [5]. In dieser Publikation sind auch Schatzungen zur Zahl der subklinischen vCID-Trager
in Grossbritannien enthalten, die je nach Rechnungsmodell zwischen 140 und 5413 vCJD-
Infizierten im Jahre 2004 schwankt. In der Schweiz wurde 2001 eine Gewebestudie zur Auffin-
dung von subklinischen vCJD-Tréagern gestartet [6]. Dabei ist geplant, insgesamt 15000 Gewe-

1 3 positive Resultate von 12'674 untersuchten Gewebeproben entsprechen einer geschatzten Pravalenz von 237 (95% Cl: 49 - 692)
unerkannter vCJD-Infektionen pro Million Einwohner in Grossbritannien. Bei der Abschatzung der moglichen Anzahl subklinischer
vCJD-Tréager (ca. 3'800) wurde der Tatsache Rechnung getragen, dass die positiv getesteten Gewebemuster von 20 bis 29-Jahrigen
stammen und diese Altersgruppe nicht reprasentativ ist fiir die Gesamtbevdlkerung von Grossbritannien.
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beproben zu untersuchen. Bis April 2006 konnten bei keiner der untersuchten Proben vCJD-
Prionen nachgewiesen werden.

Ausgangslage

Wahrend CJD durch Hirnhaut- und Augenhornhauttransplantationen und durch Therapien mit
aus menschlichen Hypophysen gewonnenen Hormonen tbertragen wurde, kam es nie zu einer
Ubertragung von klassischer CID durch menschliches Blut oder Blutprodukte [7]. Fuir vCJD hin-
gegen verdichten sich die Hinweise, dass eine Ubertragung durch labile Blutprodukte maglich
ist. Experimentell konnte der BSE-Erreger bei Schafen durch Blut Gbertragen werden [8, 9] und
zwischenzeitlich sind in Grossbritannien (Dezember 2003 bis Juli 2006) 3 Falle von wahrscheinli-
cher humaner vCJD-Ubertragung durch Transfusion nicht leukozytendepletierter Erythrozyten-
konzentrate bekannt®. Die Blutspenden stammen von Personen, die zum Zeitpunkt der Spende
klinisch gesund waren. Erst 42, 18 respektive 20 Monate nach der Spende entwickelten die
Spender vCID-Symptome [10, 11, 12, 13]. Bedingt durch die lange Inkubationszeit entwickelten
die Transfusionsempfanger ihrerseits erst 6.5 (Fall 1) respektive 8 Jahre (Fall 3) spater vCJD-
Symptome. Bei Fall 2 kam es zu keinem Ausbruch der Krankheit (subklinischer Fall). Diese Person
starb 5 Jahre nach der Bluttransfusion an einem rupturierten Aortenaneurysma. Anlasslich einer
Obduktion waren krankmachende Prionen in der Milz und in Halslymphknoten - nicht aber im
Gehirn - nachweisbar. Das Besondere an diesem Fall ist, dass erstmals eine Person, die im Codon
129 des Prionproteingens heterozygot ist (M/V)* als mit vCID-Prionen infiziert erkannt werden
konnte. Es bleibt ungeklart, ob dieser Patient zu einem spéateren Zeitpunkt klinische Symptome
von vCJD entwickelt hatte oder nie an vCID erkrankt ware. Alle bis heute bekannten vCJD-
Erkrankten (klinische Falle) sind an diesem Genlokus homozygot fur Methionin (M/M)® [3, 15].
Wahrend man friiher davon ausging, dass nur dieser Genotyp mit vCJD infiziert werden kann,
schliesst man heute aus dem oben beschriebenen Fall, sowie genetischen Studien in Zusammen-
hang mit Kuru® [17, 18], Genanalysen bei 2 der 3 auf vCID positiv getesteten Blinddarmproben
in Grossbritannien [4, 19] und neueren Tierstudien [20], dass auch Personen mit anderer geneti-
scher Veranlagung fur vCID-Infektionen empfanglich sind. Diese subklinischen vCID-Trager
koénnten die pathogenen Prionen z.B. Uber Bluttransfusionen oder kontaminiertes chirurgisches
Besteck weitergeben. Solche sekundaren Ubertragungswege waren weitgehend zu unterbin-
den, falls ein geeigneter Screeningtest und/oder effiziente Prionenreduktionsfilter zur Verfi-
gung stunden.

Im Gegensatz zur Situation bei den labilen Blutkomponenten kennt man bisher keinen Fall einer
Ubertragung von CJD oder vCID durch stabile Blutprodukte® [21, 22]. So zeigte z.B. die Autopsie
von Hamophiliepatienten aus dem Hochrisikoland Grossbritannien, von Personen also, die le-

benslang Gerinnungsfaktorpraparate - auch aus englischen Blutspenden - erhalten haben, keine

2 Labile Blutprodukte werden in der Regel aus Einzelspenden gewonnen. Zu den labilen Blutprodukten gehéren u.a. Vollblut,
Erythrozyten- und Thrombozytenkonzentrate und Plasma (FFP = Fresh Frozen Plasma).

3 3 von 162 vCJID-Féllen entsprechen 1.85%. 3 von < 30 Fallen von Empfangern labiler Blutprodukte von Spender, die spater an vCJD
erkrankt und verstorben sind, entsprechen > 10%.

4 Es kénnen sowohl Prionproteine gebildet werden, die in Position 129 der Aminosaurekette Methionin enthalten, als auch solche,
die dort Valin enthalten.

5 Knapp 40% der europaischen Bevolkerung sind im Codon 129 des Prionproteingens homozygot fir Methionin/Methionin, 50%
sind an besagtem Genlokus heterozygot (M/V) und 10% homozygot fur Valin/Valin [14].

6 Kuru ist eine Prionenerkrankung, die im 20. Jahrhundert epidemieartig beim Stamm der Fore auf Papua-Neuguinea auftrat und in
den 50er Jahren erstmals beschrieben wurde. Epidemiologische Studien zeigten, dass das rituelle, kannibalische Verzehren von Or-
ganen (insbesondere von Hirn) verstorbener Angehdriger diese Erkrankung bewirkte. Der Kannibalismus wurde 1954 verboten und
die Haufigkeit der Erkrankungen nahm - bedingt durch die lange Inkubationszeit- langsam aber stetig ab. Die Ubertragbarkeit von
Kuru wurde spéater durch Ubertragungsversuche auf Schimpansen bewiesen [16].

7 2 sind homozygot fur Valin im Codon 129 des Prionproteingens.

8 Stabile Blutprodukte werden aus Pools von mehreren hundert bis mehreren tausend Spenden gewonnen. Zu den stabilen Blutpro-
dukten gehéren u.a. Immunglobuline, Albumin und Gerinnungsfaktoren.
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Hinweise auf CJD oder vCID-Erkrankungen [23]. Eine m&gliche Ursache durfte in effektiven Pri-
onenabreicherungsschritten bei der Herstellung von Plasmaderivaten liegen.

Massnahmen zum Schutz gegen Prionenubertragungen durch Blut oder Blutprodukte

Im Transfusionsbereich wurden in der Schweiz bereits friih Massnahmen ergriffen, um das Risiko
einer Ubertragung von Prion-Erkrankungen von Mensch zu Mensch zu reduzieren. So werden
u.a. Risikospender (z.B. Aufenthalt von mindestens 6 Monaten in Grossbritannien zwischen 1980
und 1996 und Erhalt von Blutspenden seit 1980) konsequent ausgeschlossen und die Blutspen-
den leukozytendepletiert.

Nachdem im Dezember 2003 bekannt wurde, dass hochstwahrscheinlich erstmals vCID durch
eine Bluttransfusion von Mensch zu Mensch Ubertragen wurde, er6ffnete das Schweizerische
Heilmittelinstitut Swissmedic ein Verfahren zur Beurteilung des Risikoprofils von stabilen Blut-
produkten. Dazu wurden die Zulassungsinhaberinnen aufgefordert, das Prionen-
abreicherungspotenzial der Herstellprozesse ihrer Praparate zu evaluieren; sei dies durch eigene
préaparatespezifische Experimente, oder durch Abschatzungen aufgrund publizierter Daten. Ers-
te Resultate dieser Uberpriifung wurden im Januar 2006 publiziert [24].

Analog zu den EU-Behdrden [25, 26] fordert Swissmedic bei Neuzulassungsgesuchen seit Januar
2005 zudem praparatespezifische Prionenabreicherungsdaten als Bestandteil der Zulassungsdo-
kumentation.

Herstellprozess von Plasmaproteinpréparaten

Nach dem Auftauen von gefrorenem Plasma werden mittels Zentrifugation die unl6slichen Pro-
teine des Kryoprazipitats abgetrennt. Aus dem Kryouberstand werden einerseits 16sliche Protei-
ne mittels Adsorption an lonentauscherharze isoliert und andererseits Proteine in Abhangigkeit
von Ethanolkonzentration (% EtOH), pH Wert, Temperatur und lonenstérke fraktioniert ausge-
fallt und mittels Zentrifugation oder Tiefenfiltration abgetrennt.

Zur lllustration sind nachfolgend 20 Herstellschritte aufgefuhrt, fur welche bereits Prionenabrei-
cherungsdaten publiziert wurden.

(1) Leukozytenfiltration:

Die Leukozytendepletion entfernt 42% der endogenen Prioneninfektiositat im Blut von Scrapie-
infizierten Hamstern [27]. Das Ausgangsplasma zur Herstellung von stabilen Blutprodukten ist
nur teilweise deleukozytiert.

Ethanolprazipitationen:

(2) Fraktion (I+)II+11l Prazipitation (relevant fur Alpha 1 Proteinase Inhibitor und Albumin):
1.3 l0g,,, [28], Fraktion I+11+lll (21% EtOH, pH 6.7, ohne Filterhilfsmittel)

2.2 10g,, [29], Fraktion I+11+111 (19% EtOH, pH 5.85, mit Filterhilfsmittel)

3.1 bis 4.0 log,, [30], Fraktion I+l (25% EtOH, pH 7.1, ohne Filterhilfsmittel)

3 4.7 bis 6.0 log,, [31], Fraktion II+1ll (20% EtOH, pH 6.7, ohne Filterhilfsmittel)

(3) Fraktion (I+)Ill Prazipitation (relevant fur die meisten polyvalenten und spezifischen Im-
munglobuline):

8 3.7 log,, [28], Fraktion I+11l (12% EtOH, pH 5.1, ohne Filterhilfsmittel)
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3.5log,, [29], Fraktion I+11l (12% EtOH, pH 5.1, mit Filterhilfsmittel)
3 4.3 bis 5.3 log,, [31], Fraktion Il (17% EtOH, pH 5.4, ohne Filterhilfsmittel)

Entscheidend fur die konstant hohe Prionenabreicherung bei der Fraktion (I+)Ill Prazipitation
scheint insbesondere der saure pH Wert zu sein (vgl. auch Publikation von Cai et al., die zum
Schluss kommt, dass PrP*® bei pH Werten von £ 5 unabhangig von den herrschenden Salz - und
Ethanolkonzentrationen im Niederschlag verbleibt [32]).

(4) Fraktion IV/IV-4 Prazipitation (relevant fur Albumin):
3 3.0 log,, [28], Fraktion IV (35% EtOH, pH 5.55, ohne Filterhilfsmittel)
3.0 logy, [29], Fraktion IV (40% EtOH, pH 5.95, mit Filterhilfsmittel)

3 4.1 bis® 4.6 log,, [30], Fraktion IV (38% EtOH, pH 6.0, ohne Filterhilfsmittel)
3 4.1 bis 4.6 log,, [31], Fraktion IV-4 (30% EtOH, pH 5.8, ohne Filterhilfsmittel)

(5) Caprylsdureprazipitation:
2.9 bis 3.3 log,, [33] (8 bis 20 mM Caprylsaure, 2.9 log,,: WB, 3.3 log,,: Bioassay)

Polyethylenglykolprazipitationen:
(6) 3% PEG: 1.8 bis 2.2 log,, [34]
(7) 11.5% PEG: 3 4.9 bis 3 5.4 log,, [31]

Tiefenfiltrationen:
(8) suspendiertes Fraktion Il Prazipitat: 3 2.8 log,, [28], 4.5 log,, [29]

(9) pH4 / Pepsin behandelte Losung (tiefenfiltriertes Fraktion Il Prazipitat): 2.8 log,, [29]
(10) Tiefenfiltration von suspendiertem Fraktion Il Prazipitat mit anschliessender Tiefenfiltration
der pH4 / Pepsin behandelten Losung: 7.2 log,,, (8) + (9) = 7.3 log,, [29]

(11) suspendiertes Fraktion V Prazipitat: 3 4.9 log,, [28]

Chromatographie:

(12) S Sepharose (Kationentauscher): 2.9 log,, [28]

(13) DEAE Toyopearl (Anionentauscher): 3.1 log,, [28]

(14) DEAE Sepharose (Anionentauscher): 3.0 log,, [28]

(15) Heparin Sepharose (Affinitatschromatographie): 1.4 log,, [28]

Nanofiltrationen:

(16) Planova 10N: > 3.8 log,, (mit 0.5% Sarkosyl) [35]

(17) Planova 15N: > 4.2 log,, (mit 0.5% Sarkosyl), > 5.9 log,, (ohne Sarkosyl) [35]
(18) Planova 35N: 1.6 log,, (mit 0.5% Sarkosyl), 4.9 log,, (ohne Sarkosyl) [35]
(19) Pall 35nm: 4.4 log,, (ohne Detergens) [29]

(20) Viresolve 70kD: 3 3.0 log,, [36]
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Das Fliessschema in Abbildung 1 soll einen Uberblick tiber die Gewinnung von Plasmaderivaten
mittels der modifizierten Ethanolfraktionierung nach Cohn-Oncley - wie sie Ublicherweise fur
die in der Schweiz zugelassenen stabilen Blutprodukte angewandt wird - geben. Die Hauptfrak-
tionen erscheinen grau und optional abgetrennte Fraktionen sind gestrichelt dargestellt. Die
Nummern 1 bis 20 (fett in runden Klammern) entsprechen den vorgangig beschriebenen Pro-
zessschritten, fur welche bereits Prionenreduktionswerte publiziert wurden.
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behandeln mittels Solvens/Detergens

Pool aus gefrorenem Plasma, teilweise deleukozytiert (1) | S/D Plasma

auftauen, zentrifugieren

isolieren z.B. mittels Adsorption an
Aluminiumhydroxid und/oder
Anionentauscherharze und

aufreinigen mit z.B. Glycinpréazipitation,
Polyethylenglkykolprézipitation (3.5% PEG) (6),
Anionentauscherchromatographie (13) (14)
und/oder Gréssenausschlusschromatographie

isolieren mittels Adsorption an Anionentauscherharze
mit oder ohne Anwesenheit von Heparin und

aufreinigen mit z.B. Ammoniumsulfatprazipitation,
Kationentauscherchromatographie (12), Anionentauscherchromatographie
(13) (14), Affinitatschromatographie (15) und/oder Nanofiltration (19) (20)

Anti Inhibitor
Faktorenkomplex
Prothrombinkomplex

Faktor IX

Fibrinogen Kryoprazipitat _| Kryoubers:tand ! Faktor VIl

Faktor VIl / von Willebrand ! C1 Inhibitor
Faktor Optionale Fallung mit Protein C
Faktor XIll (Firma x) 8% Ethanol bei pH 7.4, Thrombin

zentrifugieren / filtrieren

isolieren mittels Batch Adsorption an
Aluminiumhydroxid und

aufreinigen mit Anionentauscherchromatographie (13) (14)

Faktor XIlI (Firma y) - Fraktion |

isolieren mittels Heparin-Sepharose-
Affinitatschromatographie (15) und
aufreinigen mit z.B. Ammoniumsulfat-

prézipitation und/oder weiteren
Affinitatschromatographieschritten (15)

Uberstand | — Antithrombin Il

Emes e st e e e sam— i

Féallung mit 19 bis 25%
Ethanol bei pH Werten
von 5.85 bis 7.1,
zentrifugieren/ filtrieren (2)

Fraktion (I+)I1+l11 |

bei pH Werten von 4.9 bis 5.4,
zentrifugieren/ filtrieren (3)

Alphal
Proteinase
Inhibitor

. . X aufreinigen mit Polyethylenglykol- zentrifugieren / filtrieren H
Féallung mit 12 bis 17% Ethanol prazipitation (11.5% PEG) (7) und :
Anionentauscherchromatographie (13) (14)

[ Featdon gt |——— Gerstana gt

(Abfallfraktion, wird verworfen)

aufreinigen mit Caprylséurepréazipitation (5),
Polyethylenglykolprézipitation (4.15% PEG) (6),
Tiefenfiltrationen (8) (9) (10), Adsorption an
lonentauscherharze und/oder

Nanofiltration (16) (17) (18) (19)

Fallung mit 20 bis 25% Ethanol
bei pH Werten von 7.2 bis 7.4,
zentrifugieren/ filtrieren

| Uberstand (I+)11+111

Optionale Fallung mit -
20% Ethanol bei pH 5.1, -

Fraktion IV-1 :

Uberstand V-1

Fallung mit 30 bis 40%
Ethanol bei pH Werten von
5.55 bis 6.0,
zentrifugieren/ filtrieren (4)

Polyvalente und

spezifische —| Fraktion Il [— | Uberstand Il |

Immunglobuline

Tiefenfiltration von suspendiertem
Fraktion V Préazipitat (11)

— | FraktionV Uberstand V

Albumin

(wird verworfen)

| Fraktion IV/IV-4 | i Uberstand IV/IV-4 |

(Abfallfraktion, wird verworfen)

Féallung mit 40% Ethanol
bei pH 4.8,
zentrifugieren / filtrieren

(wird verworfen)

Abbildung 1 Herstellprozess von Plasmaproteinpraparaten

2007

6

Swissmedic - Hallerstr. 7 - Postfach - CH-3000 Bern 9 - www.swissmedic.ch - Tel. +41 31 322 02 11 - Fax +41 31 32202 12



&

swgﬁmedic Mitteilung an die Fachpersonen

(modifizierte Ethanolfraktionierung nach Cohn-Oncley)

Grau hinterlegt sind Standardfraktionierschritte, optionale Fraktionierschritte erscheinen
gestrichelt. Die Nummern 1 bis 20 (fett in runden Klammern) entsprechen den vorgéangig
beschriebenen Prozessschritten, flr welche bereits Prionenreduktionswerte publiziert

wurden.
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Resultate

Als Ergebnis der Ruckmeldungen aller Zulassungsinhaberinnen zum Prionenabreicherungs-
potenzial der Herstellprozesse ihrer in der Schweiz zugelassenen stabilen Blutprodukte konnten
folgende Daten zusammengestellt werden. Die Werte basieren sowohl auf firmeneigenen pra-
paratespezifischen Experimenten, wie auch auf Abschatzungen aufgrund publizierter Daten.

Praparategruppe |Resultate

Albumine Bei 5 von 7 Praparaten wurden Experimente durchgefuhrt. Die er-
mittelten Prionenabreicherungsfaktoren liegen zwischen 3.4 (2)°
und 3 14.2 (4) log,,. Fur 2 weitere Praparate liegen Abschatzungen
zur Prionenreduktion im Bereich von 3 4.3 bis 3 10.6 log,, aufgrund
publizierter Daten vor [28, 30, 31].

Polyvalente Im- Bei 9 von 12 Praparaten wurden Experimente durchgefuhrt. Die
munglobuline ermittelten Prionenabreicherungsfaktoren liegen zwischen > 3.3 (1)
und 15.2 (4) log,,. Fur 3 weitere Praparate liegen Abschatzungen
zur Prionenreduktion im Bereich von 3 6.5 bis 14.8 log,, aufgrund
publizierter Daten vor [28, 31, 32, 33, 35, 37].

Spezifische Im- Bei 4 von 8 Praparaten wurden Experimente durchgefuhrt. Die er-
munglobuline mittelten Prionenabreicherungsfaktoren liegen zwischen 5.0 (4)
und 9.5 (4) log,,. Fur 4 weitere Praparate liegen Abschatzungen zur
Prionenreduktion im Bereich von 7.0 bis 3 16.0 log,, aufgrund pub-
lizierter Daten vor [28, 31, 33, 35, 37].

Faktor VII Es existieren keine préaparatespezifischen Daten. Es liegen Abschat-
zungen zur Prionenreduktion im Bereich von 0.9 bis 2.0 log,, auf-
grund von Experimenten mit einem Praparat, das vergleichbare
Herstellschritte aufweist, vor.

Faktor VIII Bei 3 von 5 Praparaten wurden Experimente durchgefuhrt. Die er-
mittelten Prionenabreicherungsfaktoren liegen zwischen 4.1 (2)
und 6.4 (5) log,,. Fur 2 weitere Praparate liegen Abschatzungen zur
Prionenreduktion im Bereich von 3.0 bis 5.2 log,, aufgrund publi-
zierter Daten [28] und Experimenten mit einem Préparat, das ver-
gleichbare Herstellschritte aufweist, vor.

Faktor IX Bei 4 von 5 Praparaten wurden Experimente durchgefuhrt. Die er-
mittelten Prionenabreicherungsfaktoren liegen zwischen 3 4.7 (3)
und 10.5 (4) log,,. Fur ein weiteres Praparat liegen Abschatzungen
zur Prionenreduktion im Bereich von 3.9 bis 5.0 log,, aufgrund pub-
lizierter Daten [28] und Experimenten mit einem Praparat, das ver-
gleichbare Herstellschritte aufweist, vor.

Faktor Xl Es existieren praparatespezifische Daten. Die ermittelten Prione-
nabreicherungsfaktoren liegen je nach verwendetem Prionenspike
zwischen 2.6 (2) und 5.2 (2) logy,.

Prothrombinkomplex | Bei 2 von 3 Praparaten wurden Experimente durchgefuhrt. Die er-
(Faktoren I, VII, IX mittelten Prionenabreicherungsfaktoren liegen zwischen 3 4.9 (3)

® Die Zahlen in runden Klammern geben die Anzahl experimentell untersuchter Herstellschritte eines Praparates wieder.
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und X)

und 3 6.6 (3) log,,. FUr ein weiteres Praparat liegen Abschéatzungen
zur Prionenreduktion im Bereich von 0.9 bis 2.0 log,, aufgrund von
Experimenten mit einem Praparat, das vergleichbare Herstellschrit-
te aufweist, vor.

Anti Inhibitor Fakto-
renkomplex

Es existieren praparatespezifische Daten. Die ermittelten Prione-
nabreicherungsfaktoren liegen je nach verwendetem Prionenspike
zwischen 0.9 (1) und 2.0 (1) logy,.

Protein C

Es existieren keine praparatespezifischen Daten. Es liegen Abschat-
zungen zur Prionenreduktion im Bereich von 9.0 bis 10.1 log,, auf-
grund von Experimenten mit Praparaten, die vergleichbare Her-
stellschritte aufweisen, vor.

Fibrinogen

Es existieren praparatespezifische Daten. Die ermittelten Prione-
nabreicherungsfaktoren liegen je nach verwendetem Prionenspike
zwischen 1.4 (3) und 3.6 (3) log,,.

Fibrinkleber

(enthalten Fibrino-
gen, Thrombin, Al-
bumin und teilweise
Faktor XIII)

Bei 2 von 4 Praparaten wurden Experimente durchgefuhrt. Die er-
mittelten Prionenabreicherungsfaktoren liegen je nach verwende-
tem Prionenspike zwischen 1.4 (3) und 3.6 (3) log,, (Fibrinogen), 2.6
(2) und 5.2 (2) log,, (Faktor XllII), 3 4.9 (3) und 3 6.6 (3) log,, (Throm-
bin) und 3 7.6 (4) und 3 14.2 (4) log,, (Albumin). FUr 2 weitere Pra-
parate liegen Absch&tzungen zur Prionenreduktion im Bereich von
1.7 bis 3.0 log,, (Fibrinogen), 3.6 bis 4.0 log,, (Faktor XIil), 0.9 bis 9.0
log,, (Thrombin) und 3 4.3 bis 3 13.2 log,, (Albumin) aufgrund pub-
lizierter Daten [28, 30, 31, 34, 36, 38] und Experimenten mit Prapa-
raten, die vergleichbare Herstellschritte aufweisen, vor.

Antithrombin Il

Es existieren praparatespezifische Daten. Die ermittelten Abreiche-
rungsfaktoren liegen je nach verwendetem Prionenspike zwischen

3.9 (3) und 3 9.9 (3) log,.

Alpha 1 Proteinase
Inhibitor

Es existieren praparatespezifische Daten. Die ermittelten Abreiche-
rungsfaktoren liegen je nach verwendetem Testsystem zwischen

39.9(2)und? 11.4 (2) log,.

C1 Inhibitor

Es existieren praparatespezifische Daten. Die ermittelten Abreiche-
rungsfaktoren liegen je nach verwendetem Prionenspike zwischen
3.1 (2) und 5.6 (2) log,p.

Haminderivat®

Es existieren keine praparatespezifischen Daten. Es liegen Abschat-
zungen zur Prionenreduktion im Bereich von 3.0 bis 4.4 log,, auf-
grund von Daten zur Proteinentfernung vor.

S/D Plasma

Es existiert kein Herstellprozessschritt mit signifikantem Prione-
nabreicherungspotenzial.

19 Hamin wird mittels diversen Extraktions- und Kristallisationsschritten aus menschlichem Erythrozytenkonzentrat gewonnen.
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Diskussion

Die Interpretation von im Modell ermittelten Prionenabreicherungsdaten ist mit Unsicherheiten
behaftet, da die physikalische Form von pathogenen Prionen im Blut nicht bekannt ist und sich
je nach Art des verwendeten Spikes grosse Unterschiede ergeben.

Die Firmen haben fur ihre Prionenabreicherungsstudien infektioses Material aus dem Gehirn
von mit Scrapie infizierten Hamstern eingesetzt. In einer Vergleichsstudie konnte bei der Kryo-
und der Polyethylenglykolprazipitation (3% und 11.5% PEG) kein Unterschied in der Entfernung
von PrP*® aus menschlichem Hirn (vCJD-, sCJD- und GSS-Patienten) im Vergleich zur Entfernung
von PrP* aus tierischem Hirn (Scrapie-Schafhirn und Scrapie-Hamsterhirn) beobachtet werden
[34]. Dennoch ist ungewiss, inwieweit Hirnmaterial reprasentativ fur den potenziellen vCID-
Erreger in menschlichem Blut ist.

Die experimentell ermittelte Prionenabreicherung bei einigen Herstellschritten wird stark beein-
flusst durch die Art der Aufarbeitung des infektiosen Hirnmaterials. So schwanken z.B. bei der
Kryoprazipitation, der Fallung mit 8% Ethanol (Fraktion | Prazipitation, pH 7.4) und bei der Gly-
cinpréazipitation die Abreicherungsfaktoren stark in Abhéangigkeit des verwendeten Prionenspi-
ke (Hirnhomogenat, Mikrosomen, ,,Caveolae Like Domains* (CLDs), gereinigtes PrP*) [30]. Auch
bei der Nanofiltration ist der Aggregationszustand des Modellspikes entscheidend. Detergens
kann zu einem Auflésen von Aggregaten fuihren, was sich in geringeren Abreicherungsfaktoren
von entsprechend vorbehandeltem TSE-Spike zeigt [35]. Bei Prion-Monomeren wirde vermutlich
kein mechanischer Ausschluss durch die Porengrosse erfolgen, wobei aber eine Abreicherung
auf der Basis anderer Wechselwirkungen mit dem Filtermaterial moglich ist.

Es gibt Firmen, die gleiche Herstellschritte mittels verschiedenen Nachweismethoden (PrP*-
Nachweis mittels Western Blot versus TSE-Infektionsmessung mittels Bioassay) beztglich Prione-
nabreicherung untersucht und die Daten auch publiziert haben [29, 31, 33]. Dabei zeigte sich
eine gute Ubereinstimmung zwischen den beiden Nachweismethoden. Generell kénnen mittels
Bioassays grossere Abreicherungsfaktoren ermittelt werden, da diese Nachweismethode emp-
findlicher ist als die in vitro PrP*-Bestimmung mittels Western Blot (WB) oder CDI (,,Conformati-
onal Dependant Immunoassay*). Nachteile von Bioassays sind u.a. die deutlich langere Studien-
dauer, die hoheren Kosten und die grosse Anzahl bendétigter Versuchstiere. In Ubereinstimmung
mit dem EU Positionspapier 2879 [25] ist Swissmedic der Ansicht, dass die Prionenabreicherung
mittels einem biochemischen Test (WB, CDI) analysiert werden kann, sofern ftr vergleichbare
Prozessschritte gezeigt wurde, dass die Resultate mit denjenigen aus Infektiositatsstudien mit
Tieren korrelieren.

Die praparatespezifischen Prionenabreicherungsexperimente der Hersteller bestatigten die Er-
wartungen hinsichtlich der entscheidenden Herstellschritte mit Abreicherungspotenzial gemass
publizierten Daten [27-36]. Effektive Prionenreduktionsschritte sind insbesondere Prazipitatio-
nen und Tiefenfiltrationen. Dabei konnen die Fallungen z.B. in alkoholischem Milieu bei saurem
pH Wert (kalte Ethanolfraktionierung) oder mittels Caprylsaure, Polyethylenglykol, Glycin oder
Ammoniumsulfat erfolgen. Weiter reichern auch Herstellschritte wie Adsorptionen an lonentau-
scherharze (Batch Adsorption oder Chromatographie), Aluminiumhydroxid oder Aktivkohle und
die Nanofiltration Modellprionen effizient ab.

Zurzeit wird davon ausgegangen, dass Praparate mit mindestens einem Herstellschritt mit einem
Prionenabreicherungspotenzial von 3 3 log10 sicher sind (analog zur geforderten Abreicherung
und/oder Inaktivierung von Viren [39]). Dies ist insbesondere der Fall bei den haufig angewen-
deten Albuminen, polyvalenten und spezifischen Immunglobulinen und den Gerinnungsfaktor
VIl Praparaten. Die experimentell ermittelten, totalen Prionenreduktions-faktoren betragen fur
diese vier Praparategruppen in Abhéngigkeit der untersuchten Herstellschritte zwischen > 3.3
und 15.2 log,,. Im Modellsystem wird somit mehr als 99.9% der zugesetzten TSE-Infektiositat
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wahrend der Herstellung eliminiert. Je mehr Verfahrens- und insbesondere Fraktionierschritte
ein Herstellprozess umfasst (d.h. je weiter unten wir uns im ,,Fraktionierbaum* des Fliessschemas
auf Seite 5 befinden), desto grosser ist die Abreicherung eines zugesetzten Prionenspike. So
wird die im Modell experimentell ermittelte, respektive geschatzte Prionenreduktion auch bei
den Faktor IX-, Faktor XllI-, Protein C-, Antithrombin IlI-, Alpha 1 Proteinase Inhibitor- und Ha-
minderivat-Praparaten gemass heutigem Wissensstand als ausreichend bewertet.

Optimierungsbedarf besteht bei einzelnen Praparaten, bei deren Herstellung ,,nur* die An-
fangsschritte des Fraktionierprozesses durchlaufen werden und fur die bisher keine préapara-
tespezifischen Daten erhoben wurden, respektive die bisher experimentell ermittelten Prione-
nabreicherungsfaktoren unbefriedigend sind (Faktor VII-, Prothrombinkomplex-, Anti Inhibitor
Faktorenkomplex-, Fibrinogen- und Fibrinkleber-Préaparate). Swissmedic beurteilt das Nutzen-
Risikoprofil dieser Praparate weiterhin als guinstig, da eine Prionenabreicherung belegt und die
Wahrscheinlichkeit der Anwesenheit von Prionen im Ausgangsmaterial sehr klein ist.

Handlungsbedarf besteht bei S/D Plasma, dessen Herstellprozess keine abreichernden Schritte
aufweist (s. unten).

Weiterfihrende Massnahmen

Far S/D Plasma besteht die Auflage den Herstellprozess so zu verbessern, dass eine effiziente
Abreicherung zugesetzter Modellprionen nachgewiesen ist. Bis zur EinfiUhrung eines solchen
Prionenreduktionsschrittes darf nur Plasma aus BSE-freien Landern der GBR-Stufen | oder I
eingesetzt werden.

Fur Faktor VII-, Prothrombinkomplex-, Anti Inhibitor Faktorenkomplex-, Fibrinogen- und Fibrin-
kleber-Préaparate mussen zusatzliche Experimente durchgefihrt werden. Falls die ermittelten
Resultate unbefriedigend sein sollten, mussten zusatzliche Prozessschritte mit Prionenabreiche-
rungspotenzial evaluiert und validiert werden und bei Eignung - in Ubereinstimmung mit dem
EU Positionspapier 2879 [25] — in den Herstellprozess integriert werden.

Ausblick

Vor jeder EinfUhrung von zusatzlichen Spenderausschlussgriinden ist der Gewinn an Sicherheit
dem Risiko eines Versorgungsengpasses bei lebensrettenden Préparaten gegenuberzustellen. So
haben sich z.B. Grossbritannien, die Schweiz [41], die Niederlande und Frankreich fur einen Aus-
schluss von Transfusionsempfangern von der Blutspende zwecks Risikominimierung einer vCJD-
Ubertragung entschieden. Hingegen hat z.B. Deutschland bisher diesen Spenderausschluss nicht
eingefuhrt, da das Risiko einer Unterversorgung der Bevolkerung mit Blutprodukten starker
gewichtet wird als dasjenige einer vCID-Ubertragungen®. Wére ein selektiver und sensitiver
vCJD-Bluttest zur Ermittlung von vCID-Tragern kommerziell erhéltlich , missten weniger Spen-
dewillige vorsorglich ausgeschlossen werden.

Die derzeit verfolgten Ansatze zur Entwicklung von vCJD/CJD-Screeningtests basieren entweder
auf dem direkten Nachweis des pathogenen Prionproteins (PrP) in Blut oder in anderen leicht
zuganglichen Korperflissigkeiten, oder aber auf dem Nachweis von Surrogatmarkern [44]. Ne-

11 GBR = Geographisches BSE Risiko: Einstufung von Landern in eine von vier Risikoklassen (I - IV) durch den Wissenschaftlichen Len-
kungsausschuss der Europaischen Kommission (bis 2003), respektive ab 2003 durch die Européaische Behdrde flur Lebensmittelsicher-
heit, Stufe I: Vorkommen von BSE ist hochst unwahrscheinlich, Stufe Il: Vorkommen von BSE ist unwahrscheinlich, jedoch nicht aus-
zuschliessen [40].

12 Eine Befragung von 4’838 Spendern in Deutschland im Jahre 2001 hat ergeben, dass 4% der Mehrfachspender ausscheiden wiir-
den, da sie vorgangig Blut- oder Plasmatransfusionen erhalten haben [42]. Nach bisherigen Riickmeldungen aus Schweizer
Blutspendezenter mussten rund 2% der Spenderinnen und Spender zuséatzlich ausgeschlossen werden [43].
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ben einer Reihe von bereits identifizierten Genen, die im Verlauf von TSE-Erkrankungen im Ge-
hirn hoch- oder herunterreguliert werden, hat die Publikation eines peripher in Blutzellen
nachweisbaren molekularen Markers (,,erythroid differentiation factor, EDF*) grosse Beachtung
gefunden [45]. Folgeuntersuchungen zeigten jedoch, dass dieser Marker bei gesunden Personen
stark schwankt [46].

Die Problematik des Nachweises von PrP*¢ in Korperflussigkeiten von subklinischen und klini-
schen vCJD/CJD-Tragern liegt einerseits in der geringen Konzentration'* und anderseits in der
Tatsache, dass das physiologische Prionprotein PrP in etwa 10°000-fachem Uberschuss vorliegen
wiurde. Hochspezifische Antikdrper sind fur einen sensitiven und selektiven Nachweis des pa-
thogenen Proteins unentbehrlich. Zudem sollte vorgangig die PrP*-Konzentration durch ent-
sprechende Anreicherungsschritte erhéht werden. Mdglich hierfur wéren eine selektive Prazipi-
tation von PrP**, Bindung an Liganden oder zyklische Amplifikation (PMCA, ,,protein misfolding
cyclic amplification®) [48].

Die tiefe Pravalenz von vCJD in der Bevolkerung erhoht die Gefahr von falsch positiven Scree-
ningtestresultaten. So ist bei einer sehr guten, anzustrebenden Testspezifitdt von 99.9%, einer
angenommenen vCJD-Pravalenz von 1 pro 100'000 und einer Testung von

1 Million Proben mit 1'000 falsch positiven und ca. 10 korrekt positiven Resultaten zu rechnen.
Daher wirft bereits die Evaluierung von neuen Tests an gesunden Personen, wie z.B. Blutspen-
dern, eine Reihe von ethischen Fragen auf. Wie sind positive Resultate zu behandeln, wenn kei-
ne Bestatigungstests durchgefuhrt werden kdnnen? Sollen die positiv getesteten Personen in-
formiert werden, auch angesichts der Tatsachen, dass die Inkubationszeiten sehr lang sind und
noch ungewiss ist, ob alle vCID-Trager auch die Krankheit entwickeln und zudem keine Therapie
existiert?

Es wird wohl noch einige Jahre dauern, bis ein sensitives und selektives Verfahren fir eine Rou-
tinetestung zum Nachweis von PrP*® in menschlichem Plasma kommerziell erhaltlich sein wird.
Bis zu diesem Zeitpunkt muss die Sicherheit von Blutprodukten durch grésstmagliche Sorgfalt
bei der Spenderauswahl sowie durch sorgféaltige Charakterisierung und laufende Optimierung
und Weiterentwicklung der Herstellverfahren gewahrleistet werden. Solche Innovationen waren
z.B. Nanofiltrationen oder die Einfiihrung von spezifischen und effizienten Prionenreduktions-
filtern. Letztere werden momentan fur die Filtration von Erythrozyten-konzentraten evaluiert
[49, 50, 51, 52]. Wann sie kommerziell erhaltlich sein werden, ist zurzeit nicht bekannt. Da nicht
nur Leukozyten und Prionen aus dem Blut filtriert werden, sondern auch bedeutende Mengen
z.B. des Gerinnungsfaktors IX [53], ist der Einsatz dieser Prionen-reduktionsfilter fur andere
Blutprodukte fraglich.

13 Man schitzt die Menge von PrP*¢ im Blut von subklinischen Tragern bei < 1 pg/mL [47]. Im Vergleich dazu liegt die Nachweisgrenze
von HBs und HIV-p24-Antigen bei 10 pg/mL, HBsAg und HIV p24 Ag sind Proteine mit vergleichbarer Molekulgrosse wie Prpse,
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