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(57) Es wird ein Verfahren zur Inaktivierung von vermeh-
rungsféhigen filtrierbaren Krankheitserregern in Blut-
plasmaprodukten, wie Préparationen von Gerinnungsfakto-
ren, beschrieben, wobei diese Blutplasmaprodukte im fe-
sten Zustand in einem geschlossenen Inaktivierungsbe-
hdlter in Gegerwart von bestimmten Mengen an Wasser und
organischen Verbindungen hitzebehandelt werden, mit der
MaBgabe, dal der Wasseranteil zum grdfiten Teil an den
Blutplasmaprodukten physikalisch gebunden vorhanden
ist, wihrend die organische Verbindung in Gasform in
der Atmosphdre vorhanden ist.

Der Wassergehalt der Blutplasmaprodukte betrédgt
0,08 bis 0,40, die Konzentration der organischen Ver-
bindungen in der Gasphase des Behdlters 0,0l bis 10 g
pro Liter Behdltervolumen.
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Verfahren zur Ingktivierung von vermehrungsfihigen filtrierbaren Krankheitserregern in Blutplasmaprodukten

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Inaktivierung von vermehrungsfihigen filtrierbaren
Krankheitserregern in Blutplasmaprodukten unter Anwendung erhohter Temperatur.

Fiir Inaktivierungsverfahren dieser Art ist eine umfangreiche Literatur vorhanden, wobei diese u. a. umfaft:

- Erhitzen der Blutprodukte in wisseriger Losung, gegebenenfalls unter Zusatz viruzider Substanzen, in
Anwesenheit von Stabilisatoren,

- Erhitzen der Blutprodukte in trockenem Zustand.

So beschreibt beispielsweise die DE-A - 29 16 711 ein Verfahren zur Behandlung von Gerinnungsfaktoren
enthaltenden Préparationen in wasseriger Ldsung unter Anwendung einer Temperatur von 30 bis 100 °C, wobei
der Losung der Gerinnungsfaktoren eine Aminosiure und ein Mono-, Oligosaccharid oder Zuckeralkohol zugesetzt
werden.

In der EP-A2 - 0 035 204 wird ein Verfahren zur Inaktivierung von wisserigen Proteinlosungen, die Faktor
VIII, Fibronectin, Globulin, Fibrinogen und andere Proteine enthalten konnen, beschrieben, wobei die
Komposition mit einem Polyol gemischt und die Mischung auf eine Temperatur von 60 bis 75 °C erhitzt wird.

In der US-A - 4,379,085 ist ein Verfahren zur Hitzeinaktivierung eines Plasmaproteins, wie C;-Inhibitor oder

Faktor IX, in wisseriger Lbsung in Gegenwart von Kalium- oder Ammoniumcitrat beschrieben.

In der EP-A2 - 0 077 870 ist ein Virus-Inaktivierungsverfahren beschrieben, bei welchem eine wisserige,
Faktor VIII enthaltende Losung mit Aminosiuren, Monosacchariden, Oligosacchariden, Zuckeralkoholen und
Kohlenwasserstoff- oder Hydroxylkohlenwasserstoffcarbonséuren mit 3 bis 10 Kohlenstoffatomen auf eine
Temperatur von 50 bis 80 °C erhitzt wird.

Die US-A - 3,041,242 beschreibt die Erhitzung von trockenem, menschlichem Plasma gefolgt von der
Einwirkung eines abtStenden Gases im Hochvakuum mit dem Ziel der Virusinaktivierung.

Die DE-A - 34 34 472 und die EP-A2 - 0 240 750 beschreiben die Pasteurisation von pulverfrmigen,
lyophilisierten Plasmaproteinen in Suspension in einem fliissigen Warmetrager u. a. Alkohol und
Fettséureestern. Der Wassergehalt des Systems soll jedoch kleiner als 0,01 sein, und eine allfillige Wirkung
dieser MaBnahme auf humanpathogene Viren wird nicht mitgeteilt.

Auch die US-A - 4,490,361 beschreibt die Erhitzung der Suspension eines trockenen Proteinpulvers in einer
organischen Fliissigkeit.

Purcell beschreibt in der PCT-Veroffentlichung WO 85/05273 die Inaktivierung lipidhaltiger Viren im
trockenen Zustand mit wasserhaltigen Halogenkohlenwasserstoffen. Aufgrund der geringen Loslichkeit von
Wasser in Chloroform, dem bevorzugten Halogenkohlenwasserstoff, betréigt auch hier der Wassergehalt des
Systems weniger als 0,05.

Die EP-A2 - 0094 611 beschreibt ein Verfahren zur Behandlung einer Faktor VIII enthaltenden Komposition
im trockenen Zustand mit weniger als 0,05 (5 Gew.%) Wasser, unter Anwendung einer Temperatur von
wenigstens 60 °C zwecks Inaktivierung von vorhandenen Hepatitis-Viren.

Die verdffentlichte PCT-Anmeldung WO 82/03871 beschreibt ein Verfahren zur Behandlung von
Blutgerinnungsenzyme enthaltenden Zubereitungen, wobei diese zur Inaktivierung vorhandener infektiéser Viren
im trockenen Zustand erhitzt werden; als trockener Zustand wird ein solcher mit weniger als 0,05 (5 Gew.%)
Wasser definiert.

In der US-A - 4,640,834 der Anmelderin ist dariiber hinaus ein Inaktivierungsverfahren beschrieben, bei
welchem die Blutproduktc in festem Zustand auf einen Gehalt an Wasser, Methanol oder Athanol von mehr als
0,05 (5 Gew.%) und weniger als 0,70 (70 Gew.%), vorzugsweise weniger als 0,40 (40 Gew.%), eingestellt und
in einem geschlossenen Behilter bei einer Temperatur im Bereich von 50 bis 121 °C unter Erhthung des
Pamﬂdampfdruckes des Wassers, Methanols oder Athanols behandelt werden.

Nach einem weiteren Stand der Technik ist aus der EP-B1 - 0 053 338 die Hitzebehandlung einer wisserigen
Losung der Blutgerinnungsfaktoren IX und X in Anwesenheit von Saccharose und Glycin bekannt, wobei die
biologische Aktivitit dieser Gerinnungsfaktoren durch Zusatz von 0,05 bis 2 M Calciumionen stabilisiert werden
soll.

Auch die. EP-A - 0 137 428 bezieht sich auf ein Verfahren zur Herstellung einer Priiparation der
Blutgerinnungsfaktoren II, VII, IX und X durch Erhitzen in wisseriger Losung unter Zusatz von Saccharose,
Glycin, Calciumionen (1 bis 50 mM) und einem Chelatbildner.

Allen diesen Verfahren ist das Bestreben gemeinsam, die potentielle Infektivitit der Blutplasmaprodukte zu
besemgen ihre biologische Aktivitit aber weitgehend zu erhalten. Im Falle der Inaktivierung von hitzestabilen
Viren, wie z. B. Hepatitis-Viren, ist dies bisher nicht zufriedenstellend gelungen.

Die vorliegende Erfindung stellt sich die Aufgabe, die bisherigen Schwierigkeiten zu iiberwinden und eine
Inaktivierungsmethode zu schaffen, bei welcher unter vergleichbarer Inakt1v1erungsze1t und
Inaktivierungstemperatur eine grofere Wirksamkeit der Virusinaktivierung und dadurch eine groSere Sicherheit
gegen Ubertragung von pathogenen Viren erreicht wird; glelchzcmg soll die Erhaltung der biologischen Aktivitit
des jeweiligen Blutplasmaproduktes weitgehend sichergestellt sein.

Die Erfindung geht aus von der US-A - 4,640,834 und stellt insoferne eine Verbesserung und
Weiterentwicklung dar, als gefunden wurde, daB eine bestimmte Kombination eines wisserigen und organischen
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Behandlungsmediums die besten Ergebnisse ergibt.

Dementsprechend besteht die Erfindung bei einem Verfahren zur Inaktivierung von vermehrungsféhigen
filtrierbaren Krankheitserregern in Blutplasmaprodukten unter Anwendung erhohter Temperatur, wobei die
Blutplasmaprodukte in festem Zustand in einem geschlossenen Inaktivierungsbehilter in Gegenwart
hydroxylgruppenhaltiger Verbindungen hitzebehandelt werden, deren Konzentration bezogen auf die
Blutplasmaprodukte mehr als 0,05 (5 Gew.%) betrégt, in der Kombination der folgenden MaBnahmen:

- daB die Blutplasmaprodukte vor der Hitzebehandlung auf einen Wassergehalt von 0,08 bis 0,40 (8 bis
40 Gew.%) eingestellt werden

- wobei das im System enthaltene Wasser wihrend der Hitzebehandlung im wesentlichen physikalisch an den
Blutplasmaprodukten gebunden bleibt - und

- daB wihrend der Hitzebehandlung der Blutplasmaprodukte in der Gasphase des Behiilters eine organische
Verbindung aus der Reihe Athanol, Essigsaureethylester, Diethylether, Dimethylformamid, Toluol, Chloroform,
n-Heptan, 1,2-Diacetoxiethan oder Aceton mit einer Konzentration von 0,01 bis 10 g der organischen Verbindung
pro Liter Behiltervolumen vorgesehen wird.

Mit Vorteil wird die Hitzebehandlung in Gegenwart von Calciumionen durchgefiihrt, wobei die Calciumionen
entweder in irgendeiner Stufe des Fraktionierungsprozesses der Blutplasmaprodukte vor ihrer Lyophilisierung
zugefiigt werden konnen oder das lyophilisierte Produkt mit Calciumionen enthaltendem Wasser befeuchtet wird.
Die Zugabe der Calciumionen hat eine verbesserte Stabilisierung der Aktivititen der Blutplasmaprodukte zur
Folge.

Eine bevorzugte Ausfiihrungsform des erfindungsgeméBen Verfahrens besteht darin, daB die
Blutplasmaprodukte mit Wasserdampf befeuchtet werden, bis der gewiinschte Feuchtigkeitsgehalt erreicht ist, die
Blutplasmaprodukte in den Inaktivierungsbehilter eingebracht werden und anschlieBend die organische Verbindung
in Gasform in den Behilter eingeleitet wird, um die gewiinschte Konzentration einzustellen, worauf der
geschlossene Behilter mit den Blutplasmaprodukten auf die Inaktivierungstemperatur gebracht und wiahrend der fiir
die Virusinaktivierung erforderlichen Zeit erhitzt wird.

Vorteilhaft wird die Befeuchtung der Blutplasmaprodukte mit dem Wasserdampf unter Vakuum durchgefiihrt.

Die Hitzebehandlung wird vorzugsweise bei einer Temperatur von 50 bis 80 °C durchgefiihrt.

Nach einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird die Behalteratmosphiire - vor der Einleitung der organischen
Verbindung - durch Verdringung mit inertem Gas, insbesondere mit trockenem Stickstoff, sauerstofffrei gemacht.

Das erfindungsgemiBe Verfahren wird durch die folgenden Beispiele niiher erldutert:

Beispiel 1:

Es wurde eine Faktor VIII-Préparation nach der in der AT-B - 379 510 beschriebenen Methode hergestelit und
gefriergetrocknet. 350 g des lyophilisierten Bulkpulvers, welches einen Feuchtigkeitsgehalt von 0,019 aufwies,
wurden in einen evakuierbaren und mit einer Wasserdampfzufiihrung ausgeriisteten Behélter eingebracht und der
Behilter evakuiert, wobei sich ein Druck von 4 mbar einstellte. 90 ml destilliertes Wasser - entsprechend einem
Feuchtigkeits-Soll-Wert von 0,2 (20 Gew.%) - wurden in Dampfform zur Befeuchtung des Pulvers in den
Behilter eingeleitet, wobei der Druck auf 33 mbar anstieg. Nach kurzer Einwirkungszeit des Wasserdampfes auf
das lyophilisierte Material ergab sich ein Gleichgewichtsdruck von 23 mbar.

Der Befeuchtungsbehilter wurde sodann mit trockenem Stickstoff gespiilt und auf Atmosphérendruck
gebracht. Die Gewichtszunahme des Pulvers betrug 85,5 g. Das befeuchtete Pulver wurde 24 Stunden lang
dquilibriert und eine Wassergehaltsbestimmung nach Karl Fischer (Scholz E., Z. analyt. Chem. 314, 567-571
(1983)) vorgenommen, wobei der Wassergehalt von drei aliquoten Proben mit 0,203 / 0,200 / 0,202 festgestellt
wurde

Eine Teilmenge von 162 g des so vorbereiteten befeuchteten Bulkpulvers wurde in einen verschlieBbaren,
evakuierbaren und mit Gaszuleitungen versehenen Inaktivierungsbehilter (Volumen 15,4 1) eingebracht und
zweimal nacheinander auf einen Druck von 100 mbar evakuiert; dann wurde ein Druckausgleich auf
Umgebungsdruck mit trockenem Stickstoff vorgenommen. AnschlieBend wurde der Druck im
Inaktivierungsapparat emneut auf 100 mbar gesenkt und durch eine Gaszuleitung 3,85 g Athanol in Dampfform
eingeleitet; dies entspricht einer Menge von 0,25 g Athanol/l Gesamtvolumen des Inaktivierungsbehalters.

AnschlieBend wurde der Druck im Inaktivierungsbehilter mit trockenem Stickstoff auf Umgebungsdruck
erhoht, der Behalter geschlossen und 10 Stunden lang auf 60 °C erhitzt. Wihrend der Hitzebehandlung wurde im
Behilter ein Gesamtdruck von 1222 mbar und ein Taupunkt von 49,8 °C gemessen.

Aus der Bestimmung des Taupunktes ergibt sich der Riickschiu8, wie das Wasser beim Erhitzen des feuchten
Pulvers auf 60 °C zwischen dem Festkorper (Lyophilisat) und der Gasphase im Inaktivierungsbehlter verteilt ist.
Eine direkte Messung des Wassergehaltes des Pulvers bei 60 °C ist nicht moglich, ohne die
Gleichgewichtseinstellung im geschlossenen System nachhaltig zu stéren. Jedoch 14Bt sich aus der Messung des
Taupunktes in der Gasphase des geschiossenen Inaktivierungsbehilters bei 60 °C der Wassergehalt der
Atmosphire und daraus der des Lyophilisates errechnen. Dabei hat sich gezeigt, daB das Faktor VIII-hdltige
Material auch beim Erhitzen auf 60 °C etwa 96 % des Wassergehaltes in Form von physikalisch gebundenem
‘Wasser enthilt.

Im einzelnen kann die Berechnung mit Hilfe der in Tabelle I angegebenen Daten durchgefiihrt werden:

-3-
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Tabelle I
Wassergehalt von feuchtem, Faktor VIII-hiltigem Lyophilisat beim Erhitzen auf 60 °C
1 2 3 4 5 6 7 8
Faktor ] Massedes | gWasserpro | Gesamtmenge { Volumen des | Tempera- | Gesamt- | Taupunkt
VIII- feuchten g feuchtes Wasser im Inaktivierungs-| tur druck (TP)
Lyophi- | Produktes | Produkt System gefiBes Pt
lisat
g g 1 °CK mbar °C
162 0,20 324 154 60/333 1222 49.8
9 10 11 12 13 14 15
Sattigungs- (Sp.7-9) (Gleichung 3) Inaktivierungs-| %vom
dampfdruck N2 VN2/60 | gefiB Gesamt-
beim Taupunkt (Gleichung 1) wasser
Sp. 9 Sp. 6K Sp. 11 Sp. 14
0,643 . 297, ——— Sp. 13. Sp. 5§ ——. 100
Sp. 10 Sp. 10 Sp. 12 Sp. 4
mbar mbar 1 g
122 1100 0,0713 0,8991 0,0793 1,22 3.8

Der Wassergehalt des befeuchteten Pulvers in diesem Beispiel betrug 0,20 gem#8 der Bestimmung nach Karl
Fischer (Spalte 3 der Tabelle I).

Wihrend der anschlieBenden Behandlung des feuchten Pulvers unter Stickstoffatmosphire bei 60 °C in dem
geschlossenen Inaktivierungsbehilter wurde ein Gesamtdruck von 1222 mbar (Spalte 7) und der Taupunkt von
49,8 °C (Spalte 8) gemessen. Als MeBgerit wurde ein Taupunkt Hygrometer, Modell 660, der
EG & G Environmental Equipment verwendet. Aus den hygrometrischen und psychrometischen Tabellen der
Smithsonian Institution kann man den Sittigungsdampfdruck pH20 /TP Von Wasser beim gemessenen Taupunkt

ablesen (Spalte 9). Durch Subtraktion dieses Séttigungsdruckes pHZO /TP Yom Gesamtdruck py, erhélt man den
Partialdruck von Stickstoff bei 60 °C PN2/60 (Spalte 10 = Spalte 7 - Spalte 9). Mit Hilfe dieser Werte kann man
den Ausdruck gHZO pro gN2 (Spalte 11) in der Gasphase nach folgender Formel berechnen:

8H,0 (Gasy  MGH0 Py, o/rp PH,O/TP
= . =0,643 ., —M8M— Gleichung 1
e, MG N, PN, PN,

Zur Umformung des Ausdruckes der Spalte 11 in den anschaulichen Ausdruck gH20 (Gas) Pro Liter Ny wird

der Wert in Spalte 11 durch das Volumen von 1 g N, unter den Bedingungen des Inaktivierungsbehilters
dividiert.
Die Masse von 1 I N, bei 0 °C (= 273 K) und 760 mm Hg (= 1 atm = 1013 mbar) ist 1,2505 g, bzw. 1 g Ny

unter diesen Normalbedingungen hat ein Volumen von 0,800 1. Nach den Gesetzen von Gay-Lussac und Boyle-
Mariotte gilt:

.V P V2
= Gleichung 2
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Mit den entsprechenden Werten von py, v{, Ty und py, V5, T, fiir Normalbedingungen und 60 °C erhélt man:

1013 . 0,800 PN2/60 - V1 gN,/60*

= Gleichung 3
273 333

* = Volumen von 1 g N, bei 60 °C

Der gesuchte Wert v{ gN,/60 in Liter (Spalte 12) wird durch Umformen von Gleichung 3 und Einsetzen des
Wertes aus Spalte 10 erhalten.

333
V1gN,/60 = 2,97 . ——— =0,8991 (Spalte 12)

1100

Die Division der Werte in Spalte 11 und 12 liefert den gesuchten Ausdruck gHZO pro 1Ny bei 60 °C in der

Gasphase (Spalte 13). Die Multiplikation mit dem Volumen des Inaktivierungsbehilters (Spalte 5) liefert das
gewiinschte Ergebnis: g Wasser in Form von Wasserdampf im InaktivierungsgefdB bei 60 °C. Bei dieser
Berechnung wurde der Fehler durch das Volumen des Lyophilisates vernachlissigt.

Daraus ergibt sich, daB bei 60 °C im Inaktivierungsbehilter lediglich etwa 4 % der gesamten vorgelegten
Wassermenge in der Gasphase vorliegen, daB also auch bei erhohter Temperatur der grofte Teil des Wassers am
Lyophilisat physikalisch gebunden verbleibt.

Der Athanolgehalt in der Atmosphére kann bestimmt werden, indem nach Erreichen der Temperatur von 60 °C
und Einstellen eines Gleichgewichtes im Behlter zwischen Feststoffen und Atmosphére mehrere Gasproben von
je 20 ml gaschromatographisch analysiert werden.

Es wurde gefunden, da der Athanolgehalt der Atmosphére 93,2 mg pro 1 Behéltervolumen betrug, woraus
ersichtlich ist, daB nahezu 40 % der vorhandenen Athanolmenge nicht mit Proteinen assoziiert, sondern frei in der
Gasphase vorhanden ist.

Nach der oben erwihnten zehnstiindigen Erhitzung auf 60 °C wurde das inaktivierte Bulkpulver entnommen
und bei einer Temperatur von +2 bis +8 °C gelagert. Die Bestimmung der Faktor VIII-Aktivitéit vor und nach der
Hitzebehandlung ergab eine Restaktivitit von 0,71 (71 % Ausbeute an Faktor VIII).

Zur Priifung des Virus-Inaktivierungseffektes wurde die Kinetik der erfindungsgeméBen Inaktivierung von
verschiedenen Modellviren in einem Parallelversuch untersucht. Dabei wurde auch die nach der Inaktivierung
vorhandene Restaktivitit an Faktor VIII bei vergleichbarer Hitzebehandlung an virusfreien Proben bestimmt,

Zur Verfolgung der Inaktivierungskinetik wurde ein Aliquot des vorstehend beschriebenen Faktor
VIII-Materials in Form einer wisserigen Losung mit einer Vaccinia-Virussuspension in Zellkulturmedium
TCM 199 bzw. mit virusfreiem TCM 199 versetzt, in mehrere Flaschen verfiillt und gefriergetrocknet. Das
gefriergetrocknete Faktor VIII-Konzentrat wurde auf einen Wassergehalt von 0,20 (20 Gew.%) eingestellt, mit
trockenem Stickstoff, wie vorstehend beschrieben, "begast” und in den geschlossenen Flidschchen wahrend
10 Stunden auf 60 °C erhitzt Nach 1, 3 und 10 Stunden wurde der Virustiter bestimmt, wobei jeweils das
hitzebehandelte Préiparat in Wasser geldst und mit isotoner Kochsalzlosung im Verhéltnis 1 : 10 seriell verdiinnt
wurde. Der Titer des Virus wurde durch Bewertung des zytopathischen Effektes auf sensitive Vero-Zellen in der
Mikrotiterplatte bestimmt. Die Ergebnisse wurden nach statistischer Behandlung der Auswertung entsprechend der
Formel von Reed und Muench als TCID5 ausgedriickt (Reed J. L. and H. Muench; Amer. J. Hyg. 27, 493,

(1938)).

In gleicher Weise wurde die Kinetik der Virusinaktivierung bei Anwendung des erfindungsgeméBen Verfahrens
gegeniiber dem gleichen Vaccinia-Virus untersucht, wobei nach Einstellung des Wassergehaltes von 0,20
(20 Gew.%) und "Stickstoff-Begasung" eine Athanolatmosphire im Flischchen von 0,25 g/l Behiltervolumen
aufrechterhalten wurde.

Unter sonst gleichen Bedingungen zeigt die Tabelle IT den bedeutenden Fortschritt der erfindungsgeméBen
Arbeitsweise unter Verwendung einer Alkoholatmosphére gegeniiber der aus der US-A- 4,640,834 bekannten
Arbeitsweise (St. d. T.).

Als weiteres Modellvirus zur Uberpriifung der erfindungsgemiBen Inaktivierungskinetik wurde Bakteriophage
X 174 eingesetzt und mit dem Stand der Technik verglichen. Hierbei ist hervorzuheben, dafl sowohl Vaccinia-
Virus als auch Bakteriophage X 174 auBerordentlich hitzestabile Viren sind. Die mit diesen Modellviren
erhaltenen Ergebnisse sind geeignet, SchluBfolgerungen zu ziehen auf die Wirksamkeit des erfindungsgeméfen
Verfahrens gegeniiber Viren, die in Blutplasmaprodukten vorkommen konnen und deren Inaktivierung fiir die
Sicherheit der Produkte bei der Anwendung am Menschen wichtig ist, wie z. B. HIV (Ermreger von AIDS),
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Hepatitis B-Viren, Hepatitis NANB-Viren, CMV, EBV.

Tabelle I
Kinetik der Virusinaktivierung und Faktor VITI-Aktivitit beim Erhitzen auf 60°C einer gefriergetrockneten
Faktor VIII-Préiparation.
Wasser- | Athanol Vaccinia Virustiter (T CID50) Restaktivitit Faktor VIII
gehalt (g nach Erhitzen wihrend nach Erhitzen wihrend
0 1 3 10 0 1 3 10
Stunden
eg. Kom-
bination [ 020 | 025 |10%* | 1035 | 1012 [<10! | o092 | 082 o080 | o065
org. Ver-
bindung +
Wasser
Kontroll-
vesuch | 020 | 0 |10%0 | 1042 | 1037 | 1014] 1 097 | 096 | 087
ohne org.
Verbin-
dung
Wasser- Athanol Bakteriophage X 174-Virustiter (PFU)
gehalt (g nach Erhitzen wihrend
0 1 3 10 Stunden
eg. Kom-
bination 0,20 025 1059 1033 1018 0
org. Ver-
bindung +
Wasser
Kontroll-
versuch 0,20 0 1058 1041 10%:8 1013
ohne org.
Verbin-
dung

Aus den in der Tabelie IT niedergelegten Ergebnissen ist im einzelnen zu ersehen, daB bei dem Kontrollversuch
entsprechend der Arbeitsweise nach der US-A - 4,640,834 unter Verwendung von Vaccinia Virus als Modellvirus
bei einem Wassergehalt von 0,20 der zu priifenden Probe der Virustiter nach zehnstiindiger Erhitzung 1014
betrug. Demgegeniiber wurde dieser Wert bei erfindungsgemiBer Arbeitsweise, nimlich bei Aufrechterhaltung
einer dthanolischen Atmosphtire wihrend der Inaktivierung schon nach drei Stunden erreicht. Bei Verwendung
einer &thanolischen Atmosphire gemi8 der Erfindung war nach zehnstiindiger Erhitzung das Vaccinia Virus nicht

mehr nachweisbar, wihrend ohne Athanolatmosphire nach zehnstiindiger Erhitzung der Virustiter noch 1014

betrug.

GleichermaBen iiberlegene Ergebnisse gegeniiber dem Kontrollversuch ohne Athanol wurden auch bei

-6-
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Verwendung von Bakteriophagen X 174 als Modellvirus festgestellt, d. h. der bei der Inaktivierung ohne Alkohol

nach 10stiindiger Inaktivierungsdauer festgestellte Virustiter von 1013 wurde bei der erfindungsgeméBen
Arbeitsweise mit Alkohol schon nach 3 Stunden erreicht. Nach 10stiindiger Erhitzung war nach dem
erfindungsgeméBen Verfahren kein Virus nachweisbar.

Die Faktor VIII-Aktivititsbestimmung vor und nach der Hitzebehandlung erfolgte mit Hilfe des 2-Stufen-
Tests. Die daraus berechnete Restaktivitéit an Faktor VIII nach der Erhitzung war in allen Fillen ausreichend.

Beispiel 2:

Eine die Gerinnungsfaktoren II, IX und X enthaltende Priiparation wurde nach der in Vox Sang. 33, 37-50
(1977) beschriebenen Methode aus menschlichem Plasma durch Adsorption an DEAE-Sephadex, Waschen des
Tonenaustauschers und Elution des partiellen Prothrombinkomplexes gewonnen.

Das Eluat wurde dialysiert, gefriergetrocknet und daraus eine wisserige Losung des partiellen
Prothrombinkomplexes mit einem Gehalt von 40 mg Protein/ml bereitet. Jeweils 2 ml dieser Losung wurde mit
einer Suspension von Vaccinia-Virus in Zellkulturmedium bzw. mit isotoner Kochsalzlésung gemischt, in
Flaschchen abgefiillt und gefriergetrocknet. Alle Proben wurden auf einen Wassergehalt von 0,15 eingestellt, und
der Hzlfte aller Proben wurden 0,25 g Athanol pro 1 Behéltervolumen zugesetzt. Die geschlossenen Behélter mit
gefriergetrocknetem, partiellem Prothrombinkomplex - mit und ohne Virus - wurden bei einer Temperatur von
70 °C verschieden lang erhitzt. Je drei Proben wurden vor dem Erhitzen sowie nach einer Stunde und nach drei
Stunden Erhitzen zur Messung des Virustiters einerseits und der Faktor IX-Restaktivitéit und des Wassergehaltes
andererseits entnommen. Die Bestimmung des Virustiters erfolgte wie in Beispiel 1 beschrieben.

Die Bestimmung der Faktor IX-Aktivitit erfolgte durch Zusatz der zu testenden Probe zu einem Faktor
IX-Mangelplasma und Bestimmung der aktivierten particllen Thromboplastinzeit (1-Stufen-Test). Die
Bestimmung des Wassergehaltes wurde wie in Beispiel 1 durchgefiihrt.

Die nach erfolgter Hitzebehandlung des feuchten Lyophilisates mit Alkoholdampf bestimmten Virustiter sind
der Tabelle III zu entnechmen, woraus zu sehen ist, daB die Nachweisgrenze des Virus schon nach drei Stunden
erreicht wurde, wobei die Faktor IX-Restaktivitit in ausreichendem MaBe erhalten blieb. Im Vergleich dazu ist zu
ersehen, daB nach Erhitzen der feuchten, partiellen Prothrombinkomplexproben ohne Alkoholzusatz der Virustiter
nur geringfiigig abnahm.

Tabelle IT1

Kinetik der Virusinaktivierung beim Erhitzen eines partiellen Prothrombinkomplexes

Wasser- Temperatur Athanol- Vaccinia- Virustiter
gehalt gehalt (TCID5()
°C g/l nach Erhitzen wihrend
0 1 3h
eg. Kombina-
tion org. Ver- 0,15 70 0,25 106’5 1011 <10}
bindung +
Wasser
Kontrollver-
such ohne 0,15 70 0 105 105:2 10%1
organische
Verbindung
Beispiel 3:

Es wurden zwei Ansitze einer wisserigen Losung einer Faktor VIII-héltigen Priparation nach der
AT-B - 379.510 hergestellt, mit Calciumionen in Form von Calciumchlorid und einer Vaccinia Virussuspension
versetzt und gefriergetrocknet. Einmal betrug die Menge an Calciumchlorid 18 mg, das andere Mal 27,5 mg pro g
des trockenen Lyophilisates. Die gefriergetrockneten Faktor VIII-Konzentrate wurden auf einen Wassergehalt von
0,20 eingestellt, mit Stickstoff, wie zuvor beschrieben, "begast" und in den geschlossenen Fldschchen
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10 Stunden lang auf 60 °C erhitzt. Nach 1, 3 und 10 Stunden wurde, wie in Beispiel 1 beschrieben, der Virustiter
bestimmt. An gleichartig behandelten, jedoch virusfreien Proben, wurde die Faktor VIII-Aktivitit bestimmt, In
gleicher Weise wurde der zeitliche Verlauf des Virustiters und der Faktor VIII-Aktivitit bei Anwendung des
erfindungsgeméBen Verfahrens untersucht, wobei nach Einstellung des Wassergehaltes auf 0,20 eine
Athanolatmosphire im Flischchen von 0,4 g pro 1 Behiltervolumen aufrechterhalten wurde.

Wie man den in Tabelle IV zusammengestellten Ergebnissen entnehmen kann, fiihrt die Kombination der
Einwirkung von Alkoholdampf auf das befeuchtete Lyophilisat zu einer gegeniiber dem Stand der Technik
erheblich verbesserten Wirkung der Virusinaktivierung, Gleichzeitig bewirkt die Anwesenheit von Calciumionen
eine Stabilisierung der Faktor VIII-Aktivitit gegeniiber der Einwirkung von Athanol.

(Es folgt Tabelle TV)
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Beispiel 4:

Es wurde eine wisserige Losung der in Beispiel 1 beschriebenen Faktor VIII-Préparation hergestellt. Jeweils
2 ml dieser Losung wurden mit einer Suspension von Vaccinia-Virus in Zellkulturmedium bzw. mit isotoner
Kochsalzlosung gemischt, in Flischchen abgefiillt und gefriergetrocknet. Die Proben wurden auf die in der
Tabelle V angegebenen Wassergehalte eingestellt und mit den in der Tabelle V angegebenen Mengen
verschiedener organischer Verbindungen versetzt. Die geschlossenen Flischchen wurden bei einer Temperatur von
60 °C verschieden lang erhitzt,

Die Resultate hinsichtlich Virusinaktivierung sowie Faktor VIII-Restaktivitit sind der Tabelle V zu
entnehmen. Daraus ist klar ersichtlich, daB bei den Kontrollproben (Behandlung mit der jeweiligen organischen
Verbindung bei einem Wassergehalt des Pulvers unter 0,05 bzw. unter 5 Gew.%) der Vaccinia-Virustiter nach

30stiindiger Behandlung um weniger als eine log-Stufe reduziert wurde (Rest-Titer ca. 103’5), wihrend bei den
Proben nach dem erfindungsgemiBen Verfahren (Wassergehalt des Pulvers tiber 0,05 bzw. iiber 5 Gew.%) die
jeweilige organische Verbindung bewirkte, daB der Vaccinia-Virustiter nach 1 bis 10 Stunden Erhitzung nicht

mehr nachweisbar war (Virus-Titer kleiner als 101). Die Faktor VII-Restaktivitit nach der Erhitzung war in allen
Fillen ausreichend.

(Es folgt Tabelle V)
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur Inaktivierung von vermehrungsfahigen filtrierbaren Krankheitserregern in Blutplasmaprodukten
unter Anwendung erhShter Temperatur, wobei die Blutplasmaprodukte in festem Zustand in einem geschlossenen
Inaktivierungsbehilter in Gegenwart hydroxylgruppenhltiger Verbindungen hitzebehandelt werden, deren
Konzentration bezogen auf die Blutplasmaprodukte mehr als 0,05 (5 Gew.%) betrigt, gekennzeichnet durch
die Kombination,

- daB die Blutplasmaprodukte vor der Hitzebehandlung auf einen Wassergehalt von 0,08 bis 0,40 (8 bis
40 Gew.%) eingestellt werden - wobei das im System enthaltene Wasser wihrend der Hitzebehandlung im
wesentlichen physikalisch an den Blutplasmaprodukten gebunden bleibt - und

- daf wahrend der Hitzebehandlung der Blutplasmaprodukte in der Gasphase des Behilters eine organische
Verbindung aus der Reihe Athanol, Essigsiureethylester, Diethylether, Dimethylformamid, Toluol, Chloroform,
n-Heptan, 1,2-Diacetoxiethan oder Aceton mit einer Konzentration von 0,01 bis 10 g der organischen Verbindung
pro Liter Behiltervolumen vorgesehen wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Hitzebehandlung in Gegenwart von
Calciumionen durchgefithrt wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da8 die Blutplasmaprodukte mit Wasserdampf
befeuchtet werden, bis der gewiinschte Feuchtigkeitsgehalt erreicht ist, die Blutplasmaprodukte in den
Inaktivierungsbehilter eingebracht werden und anschlieBend die organische Verbindung in Gasform in den
Behdlter eingeleitet wird, um die gewiinschte Konzentration einzustellen, worauf der geschlossene Behilter mit
den Blutplasmaprodukten auf die Inaktivierungstemperatur gebracht und wihrend der fiir die Virusinaktivierung
erforderlichen Zeit erhitzt wird,

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Befeuchtung der Blutplasmaprodukte mit
Wasserdampf unter Vakuum durchgefiihrt wird.

5. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die
Hitzebehandlung bei einer Temperatur von 50 bis 80 °C durchgefiihrt wird.

6. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB die

Behilteratmosphire - vor der Einleitung der organischen Verbindung - durch Verdréingung mit inertem Gas,
insbesondere mit trockenem Stickstoff, sauerstofffrei gemacht wird.
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