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In seiner Sitzung am 16. September 1998
hat der Arbeitskreis Blut des Bundesmi-
nisteriums fiir Gesundheit die folgende
Stellungnahme verabschiedet:

Filtration von zelluldren
Blutpraparaten

Die indikationsbezogene Leukozytende-
pletion zelluldrer Blutpraparate, z. B.durch
Anwendung von Filtrationstechniken, ist
medizinisch unumstritten. Aufgrund der
Einfiihrung einer generellen Filtration
zelluldrer Blutpraparate in mehreren euro-
paischen Landern, z. B. Frankreich, Irland
und Portugal sowie der wissenschaftlichen
Diskussion um die potentielle Ubertrag-
barkeit von Prionen durch Blutpréaparate
via Lymphozyten ist die Einfiihrung der
generellen Filtration politisch auch in der
Bundesrepublik Deutschland in zuneh-
mender Diskussion. Aus Sicht des pharma-
zeutischen Herstellers sowie aus wissen-
schaftlicher und medizinisch/arztlicher
Sicht ergeben sich hierzu nach derzeiti-
gem Wissensstand folgende Pro- und
Contra-Aspekte fiir die Einfiihrung der
Filtration.
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Argumente fiir die Einfiihrung
einer Filtration

1. Die Methode der Filtration zelluldrer
Blutpréparate fiihrt zu einer effektiven
Abreicherung von Leukozyten. Sie hat
sich indikationsbezogen klinisch, z. B.
bei der Transfusion immunsupprimier-
ter und chronisch transfusionsbediirfti-
ger Patienten, bewdhrt.

2. Technisch stehen mit den modernen
Systemen effektive und schonende Ver-
fahren zur Leukozytendepletion zur Ver-
fiigung. Sie erbringen eine gleichmafi-
gere Arzneimittelqualitdt als die ver-
schiedenen konventionellen Verfahren
zur Herstellung der buffy coat-freien
Erythrozyten- bzw. Thrombozytenkon-
zentrate. Die Qualitét der Zellprdparate
sowie die Lagerbestdndigkeit bleiben er-
halten. Voriibergehend unterschiedliche
Einfliisse auf die Zellqualitdt wie eine in-
itial erhohte Hamolyserate bzw. gering-
gradig verstarkte Komplementaktivie-
rung bei der Filtration werden im Ver-
lauf der Lagerung der Pridparate wieder
ausgeglichen.

3.Studien an perioperativ transfusions-
pflichtigen Patienten zeigen eine niedri-
gere Infektionsrate mit leukozytendep-
letierten Erythrozytenkonzentraten im
Vergleich zu konventionell hergestellten
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Préparaten. Dies deutet darauf hin, dafl
die Reduktion der Leukozytenkontami-
nation zu einer verringerten Transfusi-
ons-assoziierten Infektionsrate fiihren
kann.

4. Die Herstellung zelluldrer Blutprépa-
rate ist Arzneimittelherstellung. Ziel des
pharmazeutischen Unternehmers mufl
es sein, die therapeutisch gewiinschte
Zellfraktion in der bestméglichen Rein-
heit zu préparieren, wie dies nach dem
aktuellen technischen Stand der Wissen-
schaft durchfiihrbar ist. Aus dieser all-
gemeinen Feststellung ergibt sich die
Notwendigkeit, nicht zum Arzneimittel
zugehorige Blutbestandteile wie im Fal-
le von Erythrozyten- oder Thrombozy-
tenkonzentraten Leukozyten z. B. Gra-
nulozyten, Lymphozyten und Monozy-
ten aus dem Préparat moglichst zu eli-
minieren. Im Hinblick auf die Qualitit
und Wirksambkeit der Arzneimittelwirk-
stoffe und aus medizinisch-drztlicher
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Sicht ist im Regelfall kein negativer Ein-
flul der Leukozytendepletion bekannt.

5. Theoretische Uberlegungen, klinische
Studien und die klinische Erfahrung er-
geben eine Fiille bewiesener und poten-
tieller Vorteile gegeniiber nicht-filtrier-
ten Blutpréparaten bei der generellen
Anwendung:

» Bessere Vertriglichkeit

» Weniger allergische Reaktionen

» Geringere Alloimmunisierung

» Reduktion der Ubertragung leukozy-
tenstdndiger Bakterien und Viren,
wie z. B.HTLV-1/-2 sowie der Herpes-
viren CMV, HHV-8

6.Erste Hinweise aus der Forschung er-
geben derzeitig eine wissenschaftliche
Einschétzung, nach der weder positiv
noch negativ entschieden werden kann,
ob Prionen beim Menschen mit blut-
stindigen Lymphozyten assoziiert sind,
im peripheren Blut zirkulieren und so-
mit eine Ubertragung durch zellhaltige
Blutpridparate moglich ist. Insoweit
konnte die Entfernung von Lymphozy-
ten aus Erythrozyten- und Thrombozy-
tenkonzentraten dazu beitragen, das
theoretische Risiko der Ubertragung
von Prionen zu reduzieren.

7. Die Filtration leistet, daf§ an Leukozy-
ten assoziierte Viren, wie die oben ge-
nannten HTLV-1/-2, CMV und HHV-8
oder andere Herpesviren weitgehend
aus dem Arzneimittel entfernt werden
konnen. Eine eventuell einzufiihrende
generelle Testung des Spenderblutes be-
ziiglich HTLV-1/-2 bzw. CMV kénnten
gegebenenfalls entfallen. Ansonsten
ohne die Einfiihrung der Filtration zu-
sdtzlich entstehende neue Testkosten
konnten durch Einfithrung der Filtrati-
on entfallen.

[] Contra

Argumente gegen die Einfiihrung
einer Filtration

1. Bei Einfiithrung einer generellen Filtra-
tion zelluldrer Blutpraparate muf der
Produktionsprozefl zur Herstellung der
Priparate vollig umgestellt werden; es
sind wesentliche technische und logisti-
sche Verdnderungen erforderlich. Wich-
tige Herstellungsverfahren und -bedin-
gungen miissen noch abgeklédrt werden.
Beispielsweise miifiten in Einrichtun-
gen, in denen Random-Thrombozyten-
konzentrate hergestellt werden, unter-
schiedliche Herstellungsverfahren (Voll-
blutfiltration, Erythrozytenfiltration,
Thrombozytenfiltration) etabliert wer-
den. Weitere technische Erfordernisse
wie z. B. der Zeitpunkt der Filtration
oder die Temperatur (Kaltfiltration)
miissen definiert werden.

2. Das Handling von mit Inline-Filtern
versehenen Blutbeutelsystemen ist kom-
plizierter als bei konventioneller Her-
stellung. Es ist nicht auszuschlieflen, dafl
beim Herstellungsprozef; unter Verwen-
dung integrierter Filter hdufiger Lecka-
gen mit dem Risiko bakterieller Konta-
minationen vorkommen koénnen. Zur
Kldrung dieser Problematik miifsten die
Hersteller integrierter Blutbeutelsyste-
me entsprechende Daten liefern.

3.Lange Lagerzeit (18 Stunden) von Voll-
blut vor der Filtration bei 4°C bewirkt
nach ersten Untersuchungen eine Ab-
nahme des hochmolekularen Anteils des
von-Willebrand-Faktors (vWF) im fil-
trierten Plasma. Obwohl aus klinischer
Sicht eine geringgradige Verminderung
der vWEF-Aktivitdt die bisherige indika-
tionsbezogene Verwendung des GFP
nicht beeintrichtigen diirfte, miifite ge-
priift werden, ob die Lagerbedingungen
vor der Filtration optimiert werden
kénnten und miifiten. Nach Warmlage-
rung bei 22°C iiber vier Stunden geht die
VWE-Aktivitit nach jetzigem Kenntis-
stand nicht verloren.

4.In der Literatur sind hypotensive Re-
aktionen nach bed-site-Filtration von
Plittchenkonzentraten bei Patienten be-
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schrieben, die mit ACE (Angiotensin
converting enzyme)-Hemmern behan-
delt werden. Dieser Effekt wurde auf die
Akkumulation von Bradykinin zurtick-
gefiihrt, das durch die Aktivierung des
Kontaktsystems an negativ geladenen
Filteroberfldchen gebildet wird. Offen-
bar kommt es zu dieser Bradykininan-
reicherung in Gegenwart von ACE-
Hemmern nur nach bed-site-Filtration.
In-vitro-Messungen an Thrombozyten-
konzentraten, die an Polyesterwatte mit
negativ geladener Oberfldche filtriert
wurden, ergaben einen raschen Brady-
kininabbau durch das ACE. Basierend
auf den In-vitro-Messungen und auf den
Erfahrungen mit der Transfusion fil-
trierter Thrombozytenkonzentrate kann
davon ausgegangen werden, dafl im
Herstellungsprozef filtrierte Blutkom-
ponenten nicht zu hypotensiven Neben-
wirkungen fithren.

SchluBfolgerung

1. Vorausgesetzt, die angefiihrten mogli-
chen medizinischen Nachteile wie Bra-
dykinin-induzierte Hypotension und
der Verlust an von-Willebrand-Faktor-
Aktivitdt erweisen sich im Vergleich
zum medizinischen Nutzen als unerheb-
lich, ist eine generelle Einfithrung der
Leukozytendepletion aus medizinisch/
drztlicher Sicht und aus Sicht des Arznei-
mittelherstellers wiinschenswert. Die
mit der Filtration verbundenen techni-
schen und logistischen Schwierigkeiten
sind bedeutend, jedoch nicht unlésbar.

2. Die Notwendigkeit einer generellen
Leukozytendepletion erscheint nach
heutigem Wissensstand wissenschaft-
lich nicht ausreichend belegt. Es gibt ge-
sicherte und noch nicht gesicherte Indi-
kationsbereiche. Unter Berticksichti-
gung der derzeitig verfiigbaren wissen-
schaftlichen Literatur und der transfu-
sionsmedizinisch klinischen Empirie er-
gibt sich zum jetzigen Zeitpunkt die in
Tabelle 1 angefiihrte Beurteilung. Die in
der Tabelle in den Punkten A-C aufge-
fithrten Indikationen werden fiir kli-
nisch notwendig erachtet. Erforderlich
fiir die nicht ausreichend belegten mog-
lichen Indikationen, bei denen plausible
Griinde fiir den Einsatz einer Leukozy-



tendepletion sprechen, sind multizentri-

sche klinische Studien an gut definier- Tabelle1

Indikationen zur Leukozytendepletion von Erythrozyten-
oder Thrombozytenkonzentraten vor Transfusion

ten Patientenkollektiven zur endgiilti-

gen Kldrung, inwieweit der in Pilotstu-
dien beschriebene Nutzen der Filtration
tatsdchlich erreicht werden kann.

3. Durch eine generelle Einfithrung der
Filtration zelluldrer Préparate entstehen
erhebliche Kosten fiir das Gesundheits-
wesen. Die kalkulierte Gr68enordnung
der zusitzlichen Filterkosten wird auf
circa DM 150 Mio/Jahr geschitzt. Hinzu
gerechnet werden miissen zusitzliche
Personal- und Logistikaufwendungen.
Fiir eine aussagefihige, gesundheitsoko-
nomische Betrachtung liegen momen-
tan noch keine ausreichenden Daten
vor; sie miissen in absehbarer Zeit vor-
dringlich erarbeitet werden.

4. Grundsitzlich soll keine bed-site-Fil-
tration unter Einbeziehung stdndig
wechselnder Personen und unter nicht-
standardisierbaren Bedingungen statt-
finden. Fiir die Regelversorgung ist da-
her die Filtration beim Arzneimittelher-
steller vorzunehmen. In begriindeten
Einzelfillen kann davon abgewichen
werden. Diese Fille sind durch die jewei-
lige Transfusionskommission gemein-
sam mit der arzneimittelherstellenden
Institution festzulegen. u

Gesicherte Indikationen

Ungeborene bei intrauteriner Transfusion

Unreif Geborene

Schwangere

Patienten mit erforderlicher Langzeittransfusion (insbesondere hamato-onkologische
Patienten)

Patienten nach Immunisierung gegen leukozytére Antigene

Vorausgegangene febrile nicht-hamolytische Transfusionsreaktion (FNHTR)

Stark immunsupprimierte Empfanger CMV-ungetesteter oder CMV-positiver zellularer
BIutpréparate1

Patienten vor geplanter, wahrend oder nach autologer oder allogener Knochenmark- oder
Blutstammzelltransplantation (Hochdosis-Chemotherapie)1

Leukéimiepatienten1

Patienten mit aplastischer Animie!

Patienten mit schweren angeborenen Immundefekten’

Patienten vor, wahrend und nach Organtransplantation1

HIV-Patienten’

Patienten mit Morbus Hodgkin oder Non-Hodgkin-Lymphom1

(ohne Hochdosis-Chemotherapie)

Empfohlen
Patienten mit vorausgegangenen unklaren Transfusionsreaktionen

Empfohlene, nicht ausreichend belegte Indikationen

CMV-negative Kinder wahrend Operationen an der Herz-Lungenmaschine und anderen
Einsatzen einer extrakorporalen Membranoxygenierung

CMV-positive Patienten mit angeborenem oder (auch medikamentos) erworbenem
Immundefekt zur Pravention der Reaktivierung latenter CMV-Infektionen
HIV-infizierte Patienten zur Pravention der Reaktivierung einer latenten HIV-Infektion

Magliche, nicht ausreichend belegte Indikationen
Perioperative Transfusion bei Patienten mit Kolonkarzinom oder septischer Operation
zur Vermeidung postoperativer Infektionen

Keine Daten

Gering immunkompromittierte Patienten!

Patienten mit soliden Tumoren (ohne Hochdosis-Chemotherapie)1

Patienten unter immunsuppressiver Therapie bei Autoimmunerkrankungen1
Verbrennungspatienten1

Polytraumapatienten1

Keine Indikationen

Patienten mit kolorektalem oder Prostata-Karzinom zur Vermeidung von
transfusionsassoziierten Tumorrezidiven

Vermeidung postoperativer transfusionsassoziierter Infektionen bei aseptischen
operativen Eingriffen

Prophylaxe einer Graft versus Host Disease (GvHD)

Prophylaxe einer Epstein-Barr-Virus (EBV)-Infektion bei EBV-negativen erwachsenen
und kindlichen Transfusionsempféngern

Tpatienten mit negativem oder unbekanntem CMV-Status
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S almonella Typhimurium wird gemaf3
§ 5 Abs. 2 und 6 i.V.m. Anhang I Teil B
GenTSV der Risikogruppe 2 zugeordnet,
da dieser Organismus fiir den Menschen
und verschiedene Tiere obligat patho-
gen ist.

Die Zentrale Kommission fiir die
Biologische Sicherheit (ZKBS) hat be-
reits verschiedene S. Typhimurium-Mu-
tantenstimme als Empfingerorganis-
men in die Risikogruppe 1 eingeordnet
(siehe Stellungnahmen der ZKBS zur
»Einstufung von S. Typhimurium LT2-
Staimmen und von S. Typhimurium-
Stimmen mit stabilen Mutationen in
den Genen aroA, galE oder cya und crp
als Empfangerorganismen bei gentech-
nischen Arbeiten“ sowie zur ,,Einstu-
fung von zwei Salmonella ,enterica“-
Serovar Typhimurium-Impfstimmen
fir Hithner (Impfstoffe Zoosaloral H
bzw. TAD Salmonella vac T), einem Sal-
monella ,enterica“-Serovar-cholerae-
suis-Impfstamm fiir Schweine (Impf-
stoff Suisaloral) sowie einem Salmonel-
la  ,enterica“-Serovar-dublin-Impf-
stamm fiir Rinder (Impfstoff Bovisalo-
ral) als Empféangerorganismen bei gen-
technischen Arbeiten®).

Zentrale Kommission fiir die
Biologische Sicherheit (ZKBS)

Stellungnahme der ZKBS zur Einstufung der
Salmonella Typhimurium Stamme MvP101
und MvP103 (HH104) mit Mutationen in den

Genen sseD bzw. sseC

Die S. Typhimurium-Stimme Mv
P101 und MvP103 (HH104) enthalten sta-
bile Mutationen in den Genen sseD bzw.
sseC, die fiir Proteine des Typ III Sekre-
tionssystems kodieren. Diese und weite-
re Gene, die fiir die systemische Infekti-
on in Miusen notwendig sind, sind in
der Pathogenitétsinsel SPI2 lokalisiert.
Homologien zu bekannten Genen von
enteropathogenen E. coli- und Yersinia-
enterocolitica-Stimmen lassen den
Schlufl zu, dafl es sich bei den sseC- und
sseD-Genprodukten offenbar um Trans-
membranproteine handelt.

Fiir die gezielte Herstellung der Mu-
tantenstimme wurden die Gene sseD
und sseC isoliert und mit Hilfe der Vek-
toren pUC18 bzw. pKS+ in E. coli K12
kloniert. Die Kanamycin-Resistenz-Kas-
sette aphT wurde in das jeweilige Gen
inseriert, wodurch im Gen sseD zusétz-
lich eine Deletion von ca. 40 bp entstand.
Nach Subklonierung der mutierten Ge-
ne wurden die resultierenden Konstruk-
te in E. coli S17-1 transferiert und an-
schlieffend durch Konjugation auf den
Wildstamm S. Typhimurium NCTC12023
(ATCC 14028s) iibertragen. Durch Selek-
tion auf Kanamycin-Resistenz entstan-
den Klone, die durch homologe Rekom-
bination das intakte Gen gegen das mu-
tierte Gen ausgetauscht hatten. Die Mu-
tanten wurden durch PCR und Sout-
hern-Analyse charakterisiert. Beide
Stamme sind in ihrer Virulenz stark ab-
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geschwicht. Die LD bei intraperito-
nealer Injektion von Balb/c-Médusen
liegt bei 2-3x109, bei oraler Gabe liegt
sie bei iiber 109 Bakterien, im Vergleich
zu dem Wildtyp-Stamm mit einer LD 50
von 6 (i.p.) bzw. 6,9%105 (oral) Bakteri-
en.

Die beiden S. Typhimurium Stim-
me, die Mutationen in den Genen sseC
oder sseD tragen, werden aufgrund ih-
rer stabilen Attenuierung in die Risiko-
gruppe 1 eingeordnet, wenn sie bei gen-
technischen Arbeiten als Empfangeror-
ganismen eingesetzt werden. Es ist je-
doch zu berticksichtigen, dafl die Mu-
tanten durch Klonierung von Fremd-
DNA, die auch in einem Gemisch von
DNA Sequenzen (z.B. Genbanken) vor-
liegen kann, zum Wildtyp komplemen-
tiert werden kénnen. Gentechnische Ar-
beiten, bei denen bakterielle Nuklein-
sduresequenzen in die Mutanten einge-
fiihrt werden, die die Uberlebensfihig-
keit der Bakterien erhohen konnen oder
die fiir Virulenzfaktoren anderer patho-
gener Bakterien kodieren, sind zur Ein-
stufung der ZKBS vorzulegen. O



