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Abkürzungsverzeichnis

EK Erythrozytenkonzentrat

EBV Eppstein-Barr-Virus

IgG Immunglobulin G

IgM Immunglobulin M

MB Methylenblau

ns nicht signifikant

OD Optische Dichte
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1 Einleitung

Humanes Frischplasma wird zur Behandlung von Koagulopathien, thrombotischer

Mikroangiopathien, beim Plasmaaustausch und zum Ersatz von Gerinnungsfaktoren

im Rahmen von Massivtransfusionen oder Lebererkrankungen eingesetzt. [1, 2] Im

Rahmen von en- oder pandemischen Verbreitungen neuartiger Pathogene wird auch

immer wieder der Einsatz von Rekonvaleszentenplasma, Plasma von genesenen

Spendern, diskutiert und untersucht. Bereits im 19. Jahrhundert wurde die Therapie

mit Rekonvaleszentenserum und -plasma, später auch mit daraus isolierten

Antikörpern, erfolgreich für verschiedene Krankheiten wie Diphterie, Tetanus,

Milzbrand, Hepatitis B und Tollwut durchgeführt. [3] Sie basiert auf dem Prinzip der

passiven Immunisierung mit xeno- oder allogenen Antikörpern. Seit der Entdeckung

antibiotischer Wirkstoffe ist die Verbreitung dieser Therapieform jedoch stark

zurückgegangen. [4] In den vergangenen Jahren wurde jedoch vermehrt der Einsatz

von Rekonvaleszentenplasma im Zusammenhang mit SARS, MERS und Ebola, aber

auch COVID-19, diskutiert. [5–7] In einem Positionspapier aus 2017 empfiehlt die

WHO die Etablierung einer Infrastruktur zur schnellen und sicheren Sammlung und

Verteilung von Rekonvaleszentenplasma im Falle einer Verbreitung neuartiger

Pathogene. Die Ergebnisse bezüglich Wirksamkeit und Sicherheit dieser

Therapieoption sollen im Rahmen zentral angelegter klinischer Studien dokumentiert

und ausgewertet werden. [4]

Die Anwendungssicherheit von therapeutischem Plasma wird maßgeblich durch die

intensive infektionsserologische Untersuchung jeder Vollblut- und Plasmaspende, der

darauffolgenden Lagerung unter Quarantäne für mindestens vier Monate und die

Ausgabe von AB0-kompatiblem Plasma gewährleistet. [8]

Wenn zu Beginn einer endemischen oder pandemischen Notlage ein hoher Bedarf

bei gleichzeitig niedrigem Lagerbestand an Rekonvaleszentenplasma besteht, kann

die Quarantänelagerung jedoch nicht immer eingehalten werden. Als Alternative

schlägt die Richtlinie Hämotherapie der Bundesärztekammer eine Behandlung des

Plasmas mit pathogeninaktivierenden Methoden vor. [8] Derzeitig für humanes

Frischplasma verwendete Pathogeninakivierungsverfahren basieren auf

verschiedenen Technologien [9]:
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- Zugabe von Methylenblau und Bestrahlung mit sichtbarem Licht (Theraflex®-

MB),

- Zugabe von Amotosalen und Bestrahlung mit UV-Licht (Intercept®),

- Zugabe von Riboflavin und Bestrahlung mit UV-Licht (Mirasol®),

- Bestrahlung mit UVC-Licht (Theraflex®-UV).

Das Ziel dieser Verfahren ist die Inaktivierung, also die Zerstörung der Fähigkeit zur

Vervielfältigung, von Pathogenen. Bei der Theraflex®-MB Behandlung erfolgt die

Inaktivierung durch die Bildung reaktiver Sauerstoff-Spezies, welche zu Brüchen in

RNA- und DNA-Strängen führen. [10] Das Intercept®-System inaktiviert Pathogene

durch die Interkalation von Amotosalen in RNA- und DNA-Stränge und der Bildung

von Quervernetzungen bei der Bestrahlung. [11] Das bei dem Mirasol®-Verfahren

verwendete Riboflavin kann bei Anwesenheit von UV-Licht direkt mit den in RNA und

DNA enthaltenen Nukleinsäuren reagieren und diese durch einen Elektronentransfer

verändern. [12] Theraflex®-UV nutzt die Eigenschaft von UVC-Licht direkt

Quervernetzungen in RNA- und DNA-Strängen zu erzeugen. [13] Jedoch wurde bis

zum Beginn dieser Promotionsarbeit der Einfluss dieser Verfahren auf die

Funktionalität von im Plasma enthaltenen Antikörpern noch nicht untersucht.

Eine weitere Schwierigkeit bei der frühen Versorgung besonders gefährdeter

Patientenpopulationen mit Rekonvaleszentenplasma ist die Notwendigkeit der AB0-

Kompatibilität des Plasmas. Plasma enthält Antikörper gegen die Antigene des AB0-

Blutgruppensystems (Isoagglutinine). Plasma der Blutgruppe A enthält anti-B-

Isoagglutinine, Plasma der Blutgruppe B enthält anti-A-Isoagglutinine, Plasma der

Blutgruppe 0 enthält anti-A- und anti-B-Isoagglutinine und Plasma der Blutgruppe AB

enthält keine Isoagglutinine.

Lediglich 6% der deutschen Bevölkerung und damit der möglichen

Spenderpopulation zeigt den AB-Phenotyp und gilt somit als „Universal“-Spender für

Plasma. [14] Im herkömmlichen klinischen Umfeld werden daher nur 27 % aller AB-

Plasmaeinheiten auch an AB-Patienten transfundiert, der restliche Anteil kommt bei

Empfängern aller Blutgruppen zum Einsatz. [15] Zu Beginn einer en- oder

pandemischen Situation wird der begrenzte Vorrat dieser „Universal“-Plasmen jedoch

für die Patienten mit Blutgruppe AB benötigt, da diese nicht mit dem Plasma der

Blutgruppe A, B und 0 kompatibel sind. Daher wurde in der Vergangenheit

besonderes Augenmerk auf die Herstellung von Universal-Plasma durch Entfernung
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der im Plasma der Blutgruppen A, B und 0 befindlichen Antikörper gegen A- und B-

Blutgruppenantigene gelegt. Die bisherigen Verfahren basierten auf der Adsorption

der Isoagglutinine an Blutgruppenantigenen auf dem Füllmaterial einer Säule

(Glycorex®) oder auf Plasmaproteinen (Uniplas®). [12, 13, 16, 17] Bis jetzt konnte

jedoch keine dieser Methoden dezentral in transfusionsmedizinischen Einrichtungen

etabliert werden.

Für diese Arbeit ergaben sich daher zwei Fragestellungen:

1. Welchen Einfluss haben Pathogeninaktivierungsmethoden für humanes

Frischplasma auf die Funktionalität von im Plasma enthaltenen Antikörpern?

2. Kann eine Methode zur Depletion von Isoagglutininen entwickelt werden, die

in jeder transfusionsmedizinischen Einrichtung mit den dort vorhandenen

Mitteln realisiert werden kann?

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit sollten mögliche Lösungsansätze für diese

beiden Probleme untersucht werden.

Zielstellungen

1. Beurteilung des Einflusses der Pathogeninaktivierung mittels Methylenblau auf

Immunglobuline in gefrorenem Frischplasma

2. Entwicklung einer Methode zur Herstellung von isoagglutinindepletiertem

Plasma mit den Mitteln einer transfusionsmedizinischen Einrichtung

a. Anmeldung der Methode zum Patent

b. Beantragung einer Erweiterung der Herstellungserlaubnis

c. Beantragung einer Zulassung
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2 Ergebnisse und Diskussion

2.1 Einfluss der Pathogeninaktivierung mittels Methylenblau auf
die Integrität der Immunglobuline M und G

Raster J, Zimmermann K, Wesche J, Aurich K, Greinacher A, Selleng K. Effect of Methylene Blue

Pathogen Inactivation on the Integrity of Immunoglobulin M and G. Transfus Med Hemother.

2021;48:148-153

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Proben vor und nach Pathogeninaktivierung mit

dem Theraflex®-MB-Verfahren untersucht. Um den Einfluss der Behandlung auf die

Integrität der Immunglobuline M (IgM) und G (IgG) zu untersuchen wurde der IgM

und IgG Isoagglutinin-Titer mittels der Gelkarten-Technik, die Bindung von

Antikörpern an Eppstein-Barr-Virus- (EBV) und Tetanus-Toxin-Antigene mittels

ELISA und die Bindung von Fcγ an Fcγ-Rezeptoren auf THP-1 Zellen an einem

Durchflusszytometer untersucht. EBV- und Tetanus-Toxin-Antikörper dienten hier als

im Menschen ubiquitär vorkommende Modellantikörper.

Es konnte gezeigt werden, dass die Pathogeninaktivierung mit Methylenblau keinen

signifikanten Einfluss auf den IgM und IgG Isoagglutintiter hat (Abbildung 1). Die

Bindung von IgG an EBV- und Tetanus-Toxin-Antigene (Abbildung 2) Fcγ an Fcγ-

Rezeptoren (Abbildung 3) wurde nicht signifikant reduziert.
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Abbildung 1: Anti-A und anti-B Isoagglutinintiter vor und nach der Pathogenreduktion mit MB. Die Titer wurden mit
Gelkarten ohne (A, B) und mit (C, D) anti-human-globulin bestimmt. A und C zeigen den anti-A Titer der Proben
mit Blutgruppe 0 und B. B und D zeigen den anti-B Titer der Proben mit Blutgruppe 0 und A. (Blutgruppe A, n = 4;
Blutgruppe B, n = 2; Blutgruppe 0, n = 4; Median)
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Abbildung 2: Gemessene OD für EBV- (A) und Tetanus-Toxin-spezifische (B) Bindung von IgG (n = 10; Median).
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Abbildung 3: Bindung von Fcγ an Fcγ-Rezeptoren auf der Oberfläche von THP-1 Zellen. (A) IVIG wurde als
Positiv-Kontrolle verwendet. Eine Bindung konnte ab einer Konzentration von 0,1 µg/ml beobachtet werden
(n = 1; Referenz für humanes Frischplasma: 7-16 x 103 µg/ml). (B) Die Bindung von IgG an Fcγ-Rezeptoren war
vor und nach MB-Behandlung nicht signifikant unterschiedlich (n = 10, Mittelwert ± SD), ns=nicht signifikant

Die Pathogenreduktion mittels MB-Behandlung ist ein gut untersuchtes Verfahren,

welches in Deutschland zur Bearbeitung von humanem Frischplasma zugelassen ist.

[18] Der Einfluss der Behandlung auf qualitätsrelevante Parameter für die

konventionelle Nutzung von humanem Frischplasma für die Behandlung von

Koagulopathien ist gering und gut untersucht. Die Methode hat nur einen geringen

Einfluss auf die Funktionalität der im Plasma enthaltenen Gerinnungsfaktoren, den

von-Willebrandt-Faktor und die Proteine C und S. [19–21]

Für die Verwendung von humanem Plasma als Rekonvaleszentenplasma ist jedoch

die Integrität der enthaltenen Immunglobuline essenziell. Diese Fragestellung wurde

zuerst im Rahmen dieses Promotionsprojektes bearbeitet. [22] In nachfolgenden

Studien wurde gezeigt, dass bei der Pathogenreduktion von COVID-19-

Rekonvaleszentenplasma die neutralisierenden Antikörper nicht unter wirksame Titer

reduziert werden. [23, 24] Eine Studie von Kostin et al. vergleicht den Abfall des

Titers neutralisierender Antikörper gegen das SARS-CoV-2 Virus nach der

Behandlung mit drei verschiedenen Methoden zur Pathogeninaktivierung. [25]

Werden nur die für die Therapie geeigneten Plasmaeinheiten mit einem Titer von

über 80 betrachtet, kommt es nach MB-Behandlung bei lediglich 19 % der Einheiten

zu einem Abfall des Titers um eine Stufe (n=53). Nach Behandlung mit Amotosalen
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und UV-A-Strahlung (Intercept®-Verfahren) kommt es bei 40 % der Einheiten zu

einem Abfall um eine Stufe (n=55), während nach der Behandlung mit Riboflavin und

UVB-Bestrahlung (Mirasol®-Verfahren) 50 % der behandelten Einheiten einen Abfall

um eine, 7 % sogar einen Abfall um zwei Titerstufen zeigen (n=33). [20]

Nach aktuellem wissenschaftlichem Stand ist von den drei zugelassenen Methoden

die Pathogenreduktion mittels MB-Behandlung am besten zur Bearbeitung von

SARS-CoV-2 Rekonvaleszentenplasma geeignet.

Das PEI hat am 17.02.2021 ein Stufenplanverfahren eröffnet, um den Nutzen der

Quarantänelagerung für gefrorenes Frischplasma, lyophilisiertes Plasma und

kryokonservierte Erythrozytenkonzentrate zu überprüfen. Am 15.06.2022 wurde die

Stufe 2 des Verfahrens eingeleitet. [26] Es wurden zwei mögliche Maßnahmen

definiert, welche im Rahmen der Anhörung diskutiert werden sollen:

1. Die Aufhebung der Quarantänelagerung von gefrorenem Frischplasma,

lyophilisiertem Plasma und kryokonserviertem Erythrozytenkonzentrat und

die Etablierung eines neuen Sicherheitsstandards für das Spender-

Screening. Für die Festlegung des Sicherheitsstandards wurden LoD-Werte

gewählt, die im Bereich der geringsten Nachweisgrenzen (aufgerundete

Werte) liegen, die von den an der Umfrage beteiligten Spendeeinrichtungen

angegeben wurden.

a. HIV-Nachweis: serologische Einzelspender-Testung auf Anti-HIV-1/2-

Antikörper plus ein Minipool-HIV-NAT-Screening mit einer

nachgewiesenen LOD ≤ 3.300 IU/ml bezogen auf die Einzelspende.

b. HCV-Nachweis: serologische Einzelspender-Testung auf Anti-HCV-

Antikörper plus ein Minipool-HCV-NAT-Screening mit einer

nachgewiesenen LOD ≤ 1.900 IU/ml bezogen auf die Einzelspende.

c. HBV-Nachweis: serologische Einzelspender-Testung auf HBs-Antigen

und Anti-HBcAntikörper plus ein zusätzliches Minipool-HBV-NAT-

Screening mit einer nachgewiesenen LOD ≤ 900 IU/ml bezogen auf die

Einzelspende.

2. Beibehaltung der bisherigen Quarantänelagerung von gefrorenem

Frischplasma, lyophilisiertem Plasma und kryokonserviertem

Erythrozytenkonzentrat von 4 Monaten bei einer Beibehaltung der bisher

geltenden Nachweisgrenzen für das NAT-Screening.
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Sollte das PEI zu dem Schluss kommen, die Quarantänelagerung bei Absenkung der

geforderten Nachweisgrenze abzuschaffen, wird die Pathogenreduktion zur zügigen

Versorgung von Risiko-Patienten mit Rekonvaleszentenplasma nicht mehr benötigt.

Zu Beginn der massenhaften Verbreitung eines neuartigen Pathogens mit

unbekannten Infektionswegen, insbesondere aber von pathogenen die hämatogen

übertragen werden, bleibt die Pathogenreduktion jedoch weiterhin relevant.

Die während der SARS-CoV-2 Pandemie gewonnenen wissenschaftlichen

Erkenntnisse bilden eine solide Basis für die Verwendung von pathogenreduziertem

Rekonvaleszentenplasma für kommende pan- und endemische Ereignisse.

2.2 Isoagglutinindepletion von humanem Frischplasma zur AB0-
Blutgruppen unabhängigen Transfusion

Raster J, Jacob M, Greinacher A, Aurich K. Plasma Isoagglutinin Depletion for Blood

Group Independent Plasma Transfusion. Transfus Med Hemother. Published online: February 4, 2022

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Methode zur Depletion der Isoagglutinine aus

Plasma im geschlossenen System entwickelt. Das Prinzip der Depletion ist eine

Adsorption der Antikörper an Antigenen auf der Oberfläche von Erythrozyten. Für

Durchführung der Methode werden drei Einheiten humanes Frischplasma mit einem

Aliquot eines Erythrozytenkonzentrates (EK) gepoolt und inkubiert. Der gebildete

Antikörper-Erythrozyten-Immunkomplex wird später durch Zentrifugation vom Plasma

getrennt. Um die Qualität des behandelten humanen Frischplasmas zu kontrollieren,

wurden die IgM und IgG Isoagglutinin-Titer, die Aktivität der Gerinnungsfaktoren V,

VIII und XI, die Resterythrozytenzahl und die mikrobiologische Qualität bestimmt. Um

das Ausmaß der während der Verarbeitung aufgetretenen Hämolyse von

Erythrozyten beurteilen zu können, wurde auch das freie Hämoglobin bestimmt.

In einem ersten Schritt wurden die Isoagglutinintiter verschiedener Plasmen

bestimmt. Dabei zeigte sich, dass diese in Plasma der Blutgruppe A niedriger sind

als in Plasma der Blutgruppe B. Plasma der Blutgruppe 0 zeigt die höchsten

Isoagglutinintiter und beinhaltet als einziges der drei Blutgruppen höhere Titer an

IgG, als IgM Antikörper (Abbildung 4). Diese Ergebnisse stimmen mit der Angabe in

der Literatur überein. [27]
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Im nächsten Schritt wurde das Volumen an EK ermittelt, welches zu Depletion der

Isoagglutinine benötigt wird. Vor der Behandlung ganzer Plasmaeinheiten wurde das

benötigte Volumen an EK an kleinen Pools von 4 ml Plasma bestimmt. Die anti-B

Isoagglutinine aus einem Pool von 4 ml Plasma der Blutgruppe A konnten mit 200 µL

EK der Blutgruppe B ausreichend auf ≤1:2 depletiert werden (Abbildung 4A). Für

einen Pool der Blutgruppe B wurden 300 µL EK der Blutgruppe A benötigt (Abbildung

4B), um den anti-A Titer auf ≤1:16 zu senken, während für einen Pool der Blutgruppe

0 400 µL EK der Blutgruppe AB ausreichten, um den anti-A Titer auf ≤1:16 zu

senken, während der anti-B Titer in einem Fall nur auf 1:32 gesenkt werden konnte

(Abbildung 4C). Das für die Behandlung ganzer Plasma-Einheiten (300 ml) benötigte

Volumen wurde später von diesen Daten aus extrapoliert. Somit werden für die

Depletion der Isoagglutinine pro Plasmaeinheit 15 ml EK der Blutgruppe B für

Plasma der Blutgruppe A, 23 ml EK der Blutgruppe A für Plasma der Blutgruppe B

oder 30 ml EK der Blutgruppe AB für Plasma der Blutgruppe 0 benötigt.
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Abbildung 4: IgM und IgG Isoagglutinintiter vor und nach Behandlung kleiner Pools (4 ml) von (A) Plasma der Blutgruppe A mit Erythrozytenkonzentrat der Blutgruppe B, (B)
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15

Nach Ermittlung des benötigten EK-Volumens wurde eine Herstellungsmethode

entwickelt, in der gleichzeitig drei isoagglutinindepletierte Plasmaeinheiten in einem

geschlossenen Beutelsystem hergestellt werden können (Abbildung 5A).

Für die Durchführung wurde ein Beutelsystem zum Poolen von drei Plasmen und

einem Aliquot EK entwickelt (Abbildung 5B), die zusammen in zwei 500-ml-Beutel

gepoolt. Anschließend ruht das Plasma-EK-Gemisch für zwei Stunden bei

Raumtemperatur, um die Adsorption der Isoagglutinine an die Blutgruppenantigene

zu ermöglichen. Nach der Inkubation wird das Plasma-Erythrozyten-Gemisch für 10

Minuten bei 4000 g zentrifugiert. Dabei sedimentieren die Erythrozyten mit den daran

gebundenen Isoagglutininen und können durch Abpressen des Plasmas von diesem

getrennt werden. Das erhaltene Plasma wird nun gleichmäßig zwischen den Beuteln

der Ausgangs-Plasmen aufgeteilt und wieder eingefroren.



16

Abbildung 5: (A) Schematische Darstellung des Prozesses der Herstellung von Universalplasma. (B) Entwickeltes
geschlossenes Beutelsystem.

Im Rahmen der Isoagglutinindepletion von zwölf Plasmaeinheiten der Blutgruppe A

in vier Pools wurde der anti-B-Titer erfolgreich auf ≤ 1:1 gesenkt (Tabelle 1). Bei der

Qualitätskontrolle wurde eine Erhöhung des freien Hämoglobins von

26,0±15,0 µmol/l auf 53,7±4,7 µmol/l beobachtet (Tabelle 2).
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Tabelle 1: Qualitätskontrolldaten der hergestellten anti-B depletierten Plasmen der Blutgruppe A
*Für die Isoagglutinindepletion wurden gefrorene Plasmaeinheiten aufgetaut, behandelt und wieder eingefroren. Die Untersuchung der Gerinnungsfaktoren erfolgte an wieder
aufgetautem behandeltem Plasma um den Anwendungsfall zu simulieren.

Pool Plasmaeinheit

Gewicht der einzelnen

Plasmaeinheit

Rest-

Erythrozyten

Freies

Hämoglobin Faktor V* Faktor VIII* Faktor XI*

Mikrobiologische

Kontrolle Anti-B titer

[#] [#] [g] [x 109/l] [µmol/l] [%] [%] [%] IgM IgG

1

1 302

0 55.8 84 93.7 81 Sterile < 1:1 < 1:12 282

3 290

2

4 298

0 47.2 84 119.8 88 Sterile < 1:1 < 1:15 306

6 301

3

7 296

0 52.2 99 112.2 92 Sterile < 1:1 < 1:18 299

9 289

4

10 320

0 59.5 85 102 75 Sterile 1:1 1:111 337

12 234
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Tabelle 2: Qualitätskontrolldaten der hergestellten anti-B depletierten Plasmen der Blutgruppe A im Vergleich zu
unbehandelten Plasmaeinheiten

Plasma Blutgruppe A
vor der Isoagglutinin-
depletion (nach dem
ersten Auftauvorgang,
n=12, Mittelwert±SD)

Plasma Blutgruppe A
nach der Isoagglutinin-
depletion (nach dem
zweiten Auftauvorgang,
n=12, Mittelwert±SD)

Statistische
Differenz

Resterythrozyten [x109/l] 0.5±0.08 0 p>0.05

Freies Hämoglobin
[µmol/l]

26.0±15.0 53.7±4.7 p<0.001

Gerinnungsfaktor V [%] 97.8±7.3 96.3±7.8 p>0.05

Gerinnungsfaktor VIII [%] 107.3±15.3 102.8±16.6 p>0.05

Gerinnungsfaktor XI [%] 95.7±20.1 94.8±19.6 p>0.05

Auf der Basis mehrerer Studien, welche bei AB0-inkompatiblen Transfusionen von

Plasma mit einem Isoagglutinintiter von ≤1:16 kein erhöhtes Risiko für

transfusionsbedingte unerwünschte Ereignisse fanden, wurden Richtlinien für die

Plasmatherapie im Notfall geschaffen. [28–31] Eine Reduktion des Isoagglutinintiters

auf Werte unter 1:16 wurde daher als ausreichend angesehen.

Der einzige signifikant veränderte Qualitätsparameter ist das erhöhte freie

Hämoglobin. Dieser Wert ist ein Hinweis auf eine geringgradige Hämolyse während

des Prozesses. Die Richtline Hämotherapie empfiehlt keinen Grenzwert für freies

Hämoglobin in Plasma. [8] Für EK wird eine Hämolyserate von bis zu 0,8 %, das

entspricht im Mittel 220 µmol/l freies Hämoglobin, als sicher angesehen. Der in

dieser Studie bestimmte Wert beträgt mit 53,7±4,7 µmol/l ca. ein Viertel dieses

Grenzwertes.

Das Paul-Ehrlich-Institut (PEI) fordert in Modul 3 der Zulassungsunterlagen für

Blutprodukte die Analyse der Gerinnungsfaktoren V, VIII, XI bei Neuzulassung von

Plasmen. Die Aktivität der Gerinnungsfaktoren V, VIII und XI ist in den mit der

entwickelten Methode hergestellten Plasmen nicht signifikant vermindert.

Andere Studien zur Stabilität der Plasmaqualität während der Lagerung bei - 24 °C

oder - 74 °C oder bei der Lagerung bei 4 °C in einer Flüssigplasmabank nach dem

Auftauen bestimmten außerdem Fibrinogen, Protein S, Protein C, das von-

Willebrandt-Antigen, Antithrombin und die Gerinnungsfaktoren II, VII, IX, X, XII und

XIII. [19, 32] In diesen Studien wurden die Faktoren V, VIII und XI als die instabilsten
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Gerinnungsfaktoren identifiziert. Das deckt sich auch mit der Angabe in der Literatur.

[33–35]

Das Poolen von Blutbestandteilen zur Herstellung von Thrombozytenkonzentraten ist

in der Transfusionsmedizin weit verbreitet. [36] Aus der Kombination von Material

mehrerer Spender ergibt sich ein theoretisch erhöhtes Risiko der Übertragung von

Pathogenen. [37] Um das Risiko so gering wie möglich zu halten, werden für die

Herstellung von Isoagglutinin-depletiertem humanem Frischplasma nur Quarantäne-

gelagerte Plasmaeinheiten verwendet. Diese Plasmen werden erst zur Verwendung

am Patienten freigegeben, wenn der Spender eine für Infektionskrankheiten negativ

getestete Folgespende geleistet hat. Werden dann im Nachgang die drei aus einem

Pool gewonnenen Plasmaeinheiten an den gleichen Patienten ausgegeben, erhöht

sich die Spenderexposition nur geringgradig. Für eine Erhöhung der

Infektionssicherheit können die Plasmaeinheiten nach der Isoagglutinindepletion

zusätzlich Pathogen-inaktiviert werden.

Die Herstellung von „Universal-Plasma“ kann mit der im Rahmen dieser Arbeit

entwickelten Methode je nach Bedarf und Kapazität in kurzer Zeit vor Ort in einer

transfusionsmedizinischen Einrichtung durchgeführt werden. Diese Eigenschaft stellt

den größten Vorteil gegenüber dem kommerziell nicht mehr erhältlichen Uniplas®

dar. [38] Zur Herstellung von Uniplas® werden große Mengen Plasma im Verhältnis

70 % A-Plasma, 20 % B-Plasma und 10 % AB-Plasma gepoolt. Die enthaltenen

Isoagglutinine bilden stabile Immunkomplexe mit den A- und B-Antigenen auf den

enthaltenen Proteinen. Anschließend wird der Pool mittels Solvent/Detergent-

Verfahren pathogeninaktiviert. [39] Für die Durchführung dieser Methode werden

spezialisierte industrielle Anlagen benötigt. Das verhindert die dezentrale Etablierung

der Herstellung von Uniplas® in transfusionsmedizinischen Einrichtungen.

Die Firma Glycorex entwickelt das Glycosorb® UBP-System zur Depletion von

Isoagglutininen aus Plasma. Das System besteht aus einer kleinen Säule mit einem

Packungsvolumen von 4 ml. Die feste Phase ist mit A- und B-Antigenen beschichtet,

welche die Isoagglutinine binden und in der Säule zurückhalten. [16, 17] Mit einer

Säule können bis zu 700 ml Plasma behandelt werden, eine mehrfache Benutzung

wird aufgrund einer Reduktion der Bindungsspezifität und beeinflusster Sterilität nicht

empfohlen. Um das prozessierbare Plasmavolumen auszureizen, müssten auch für

die Depletion mit einer Glycosorb® UBP-Säule drei Plasmaeinheiten gepoolt werden.
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Die Donorexposition ist bei dieser Methode geringer als bei der Depletion mit

Erythrozyten. Jedoch liegen die Kosten für drei behandelte Plasmaeinheiten mit der

Glycosorb® UBP-Methode bei 372,00 €, während die Behandlung mit Erythrozyten

nur 272,70 € bis 345,30 € kostet (siehe Tabelle 3). Die Kosten für die Behandlung mit

Erythrozyten variieren je nachdem, wie viele Aliquots aus einem EK gewonnen

werden. Die Gewinnung nur eines einzelnen Aliquots würde die Gesamtkosten des

EK auf nur einen Herstellungsschritt konzentrieren. In der Praxis wäre eine

Gewinnung eines einzelnen Aliquots wirtschaftlich und praktisch nicht sinnvoll.
Tabelle 3: Vergleich der Materialkosten der Behandlung von drei Plasmaeinheiten mit der Erythrozyten-Methode
und der Glycosorb® UBP-Methode

Erythrozyten Methode Glycosorb® UBP

Material Kosten (€) Material Kosten (€)

Plasma 1 71,60 Plasma 1 71,60

Plasma 2 71,60 Plasma 2 71,60

Plasma 3 71,60 Plasma 3 71,60

Erythrozytenkonzentrat 17,7 – 88,5 Glycosorb® UBP-Säule 150,00

Schlauchspinne 18 4x Schweißnaht 7,20

Zweifach-500ml-

Beutelsystem

15

4 x Schweißnaht 7,20

Summe 272,70 - 345,30 Summe 372,00

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Methode zur Depletion von Isoagglutininen

aus Plasma ist somit in jeder transfusionsmedizinischen Einrichtung mit

Standardequipment kostengünstig durchzuführen.

Die für die entwickelte Methode relevanten A- und B-Antigene befinden sich auf der

Oberfläche der Zellmembran. Während der Lagerung der EK kommt es zu

biochemischen und morphologischen Veränderungen der Erythrozyten, sogenannte

„storage lesions“. [40] Ein Teil dieser storage lesions sind die Abschnürung von

Mikrovesikeln von den Erythrozyten. [41] Somit kann es zu einer Reduktion der

Membranoberfläche und damit zu einer Reduktion der A- und B-Antigene auf den

Erythozyten kommen. Weiter kann die von Beginn an vorhandene Menge an A- und

B-Antigenen von Spender zu Spender variieren. Der Einfluss des Alters des EK und
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die Donorvariabilität auf die Antigenmenge und somit die Effektivität der

Isoagglutinindepletion muss weiter untersucht werden. Erste Ergebnisse zeigen

weitestgehend eine konstante B-Antigen-Expression über die gesamte Lagerdauer

(Abbildung 6).
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Abbildung 6: Expression der A- und B-Antigene auf Erythrozyten der Blutgruppe B über den Verlauf der Laufzeit
von 49 Tagen. (n=3)

Die donorspezifische Variabilität der B-Antigen-Expression zeigt keine starke

Abhängigkeit zur Effektivität der Depletion von anti-B-Isoagglutininen aus einem

hochtitrigen Plasma (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Darstellung der verbleibenden anti-B-Isoagglutinintiter nach der Behandlung eines anti-B-Hochtiter
Plasmas (Ursprünglich: IgM 1:64; IgG 1:128). (A) zeigt den verbleibenden IgM-Titer. (B) zeigt den verbleibenden
IgG-Titer. (n=12)

Nach abgeschlossener Entwicklung der Methode wurde ein Antrag auf Erweiterung

der Herstellungserlaubnis gem. §13 AMG bei der Landesarzneimittelbehörde gestellt.

Ein Antrag auf Zulassung von Isoagglutinin-depletiertem humanem Frischplasma

gem. §21 AMG zur Einreichung bei der Bundesoberbehörde, dem PEI, befindet sich

in Vorbereitung.
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Für die Methode wurde am 07.04.22 durch das Deutsche Patent- und Markenamt ein

Patent erteilt (Patent-Nr. 10 2020 212 609).

Limitationen

Es gibt noch Limitationen der im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Methode zur

Depletion von Isoagglutininen aus humanem Frischplasma.

Die aufgetretene Hämolyse (Tabelle 2) kann mit der Bildung potentiell immunogener

Mikrovesikel und somit dem Risiko einer Allo-Immunisierung einhergehen. [42–44]

Eine stattgefundene Allo-Immunisierung kann bei zukünftig notwendigen

Transfusionen die Versorgung des behandelten Patienten erschweren. Ob

tatsächlich immunogene Mikrovesikel gebildet werden muss in weiteren

Untersuchungen gezeigt werden.

Weiter folgt die Untersuchung der Gerinnungsfaktoren V, VIII und XI in den

behandelten Plasmen zwar der Empfehlung des PEI, jedoch ist diese Untersuchung

nicht ausreichend um den Einfluss des Verfahrens auf die Qualität des Plasmas

vollumfänglich beurteilen zu können. Im Rahmen der Validierung des Prozesses für

die Erweiterung der Herstellungserlaubnis und die Erteilung der Zulassung sollten

weitere Parameter untersucht und eine Anwendungsbeobachtung für die Beurteilung

der Wirksamkeit und Sicherheit durchgeführt werden.
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3 Zusammenfassung

Im Falle einer neuen, sich rasch ausbreitenden viralen Erkrankung empfiehlt die

WHO die Verwendung von Blutplasma von bereits Genesenen (Rekonvaleszenten-

plasma) zur ersten Therapie bevor Impfstoffe entwickelt werden können, da dieses

Plasma bereits Immunglobuline gegen den Erreger enthält. In dieser zeitkritischen

Situation kann die von der deutschen Richtlinie für Hämotherapie geforderte

Quarantänelagerung für Plasmen für mindestens vier Monate nicht immer ein-

gehalten werden. Eine Alternative zur Quarantänelagerung stellen Verfahren zur

Pathogeninaktivierung des Plasmas dar. Es muss jedoch sichergestellt werden, dass

die enthaltenen Immunglobuline durch die Pathogeninaktivierung nicht beeinträchtigt

werden. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Pathogeninaktivierung von

Plasma mittels Methylenblau-Behandlung keinen signifikanten Einfluss auf Immun-

globuline M und G hat. Die Ergebnisse können die Sicherheit der Verwendung von

Rekonvaleszentenplasma zu Beginn einer Ausbreitung einer viralen Erkrankung

deutlich erhöhen.

Blutplasma muss generell blutgruppenkompatibel transfundiert werden, um

Blutgruppeninkompatibilitäten durch enthaltene gegen die Blutgruppenantigene A

und B gerichetete Antikörper (Isoagglutinine) zu vermeiden. Plasma von Spendern

der Blutgruppe AB enthält keine Isoagglutinine und kann somit Patienten aller

Blutgruppen transfundiert werden. Der Anteil der Spender in der mitteleuropäischen

Bevölkerung mit Blutgruppe AB ist mit 4 % jedoch sehr gering. Daher besteht der

Bedarf Isoagglutinine aus Plasma der Blutguppe A, B und 0 zu entfernen, um dieses

„universell“ transfundierbar zu machen. Das so hergestellte Isoagglutinin-depletierte

Plasma kann auch für Notfalltransfusionen bei Patienten mit unbekannter Blutgruppe

angewendet werden. Kleinere Krankenhäuser können ihre Logistik effizienter

gestalten und lediglich diese Art von Plasma bevorraten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ein geschlossenes Beutelsystem und ein Prozess

entwickelt, welcher die Depletion von Isoagglutininen aus Plasma mit Mitteln

ermöglicht, die in jeder transfusionsmedizinischen Einrichtung vorhanden sind. Es

konnte gezeigt werden, dass die Qualität des Plasmas der des bereits zugelassenen

humanen gefrorenen Frischplasmas entspricht. Durch Poolen im Herstellungs-

prozess können mehrere Plasmen gleichzeitig bereitgestellt werden. Das Verfahren

hat das Potenzial, die klinische Praxis der Plasmatherapie zu beeinflussen.
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Abstract
Introduction: In the light of the ongoing SARS-CoV-2 pan-
demic, convalescent plasma is a treatment option for CO-
VID-19. In contrast to usual therapeutic plasma, the thera-
peutic agents of convalescent plasma do not represent clot-
ting factor activities, but immunoglobulins. Quarantine 
storage of convalescent plasma as a measure to reduce the 
risk of pathogen transmission is not feasible. Therefore, 
pathogen inactivation (e.g., Theraflex®-MB, Macopharma, 
Mouvaux, France) is an attractive option. Data on the impact 
of pathogen inactivation by methylene blue (MB) treatment 
on antibody integrity are sparse. Methods: Antigen-specific 
binding capacity was tested before and after MB treatment 
of plasma (n = 10). IgG and IgM isoagglutinin titers were test-
ed by agglutination in increasing dilutions. Furthermore, the 
binding of anti-EBV and anti-tetanus toxin IgG to their spe-
cific antigens was assessed by ELISA, and IgG binding to Fc 
receptors was assessed by flow cytometry using THP-1 cells 
expressing FcRI and FcRII. Results: There was no significant 
difference in the isoagglutinin titers, the antigen binding ca-
pacity of anti-EBV and anti-tetanus toxin IgG, as well as the 
Fc receptor binding capacity before and after MB treatment 
of plasma. Conclusion: MB treatment of plasma does not in-

hibit the binding capacity of IgM and IgG to their epitopes, 
or the Fc receptor interaction of IgG. Based on these results, 
MB treatment of convalescent plasma is appropriate to re-
duce the risk of pathogen transmission if quarantine storage 
is omitted. © 2021 The Author(s)

Published by S. Karger AG, Basel

Introduction

Convalescent plasma is discussed as an option to treat 
patients with SARS, MERS, Ebola, and COVID-19 dis-
eases [1–3]. Plasma of donors who have recovered from 
a viral infection contains pathogen-specific antibodies, 
which are used for passive immunization of acutely ill pa-
tients.

According to the national German guidelines, plasma 
donations have to be stored under quarantine for at least 
4 months and can only be issued after consecutive nega-
tive testing for transfusion-transmitted pathogens [4]. 
Alternatively, plasma has to be pathogen inactivated. In a 
pandemic situation like the SARS-CoV-2 outbreak, con-
valescent plasma is used as supportive treatment [5–7]. 
Especially at the beginning of a pandemic, quarantine 
storage is not feasible as the plasma is required before the 
end of the quarantine period. Therefore, exceptions have 
been granted in regard to mandatory quarantine storage 
of non-pathogen-inactivated convalescent plasma.
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Possible means of pathogen inactivation for plasma 
are a combination of amotosalen/UVA (e.g., Intercept® 
Blood System, Cerus, Concord, CA USA), riboflavin/UV 
(e.g., Mirasol® PRT, Terumo BCT Europe N.V., Leuven, 
Belgium), and methylene blue (MB)/visible light (e.g., 
Theraflex®-MB; Macopharma, Mouvaux, France) [8–
10]. Phenothiazine-like dyes such as MB can induce the 
formation of singlet oxygen [11], which can alter protein 
structures. This is most likely the reason for the reduction 
in activity of some clotting factors (especially factor V and 
factor VIII) and fibrinogen caused by MB treatment [8, 
12].

Materials and Methods

Study Design and Sample Preparation
Plasmapheresis was performed in healthy donors of different 

blood types. All plasma units were frozen within 6 h after collection 
and stored at –30  ° C. After storage, plasma was thawed at 37  ° C for 
1 h and split into 3 bioequivalent subunits of approximately 220 mL 
each. One was treated with MB/light according to the manufactur-
er’s instructions (Macotronic B2, Macopharma; peak wavelength 
627 ± 10 nm, 120 J/cm2). Plasma samples were drawn from MB-
treated and untreated plasma and stored at –80  ° C until analysis.

THP-1 Cells
The human monocytic cell line THP-1, expressing FcγRI 

(CD64) and FcγRII (CD32) but not FcγRIII (CD16) [13], was ob-
tained from the DSMZ (Braunschweig, Germany) and cultured in 
RPMI-1640 (PAN Biotech, Aidenbach, Germany) supplemented 
with 10% FBS Gold plus (Bio&Sell, Feucht/Nürnberg, Germany). 
Cells were washed once (140 g, 5 min), and resuspended in PBS/
BSA (PBS buffer w/o Ca, Mg; pH 7.5; 0.22% BSA; Ortho Clinical), 
at 10 × 106 cells/mL. Cell viability was monitored by 7AAD (flow 
cytometry, Beckmann Coulter Inc., Miami Lakes, FL, USA).

Antigen-Specific Binding of IgM
IgM binding was assessed by isoagglutinin testing with red 

blood cells (RBCs). MB-treated and non-MB-treated plasma in 1: 

2 dilution series were incubated (RT, 15 min) with RBCs of blood 
type A and B using a microcolumn gel card system (ID-Card for 
NaCl, enzyme test and cold agglutinins, Bio-Rad Laboratories Inc., 
Hercules, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions. 
RBCs of blood type O were used as a negative control. Agglutina-
tion strengths were evaluated by 2 independent researchers. Anti-
body titer was defined as the last plasma dilution inducing agglu-
tination. Relevant differences between MB treated and non-treat-
ed plasma were defined as antibody titers differing by 2 or more 
dilution steps.

Antigen-Specific Binding of IgG
IgG binding was assessed by incubating MB-treated and non-

MB-treated plasma, as follows. (1) In a 1: 2 dilution series (37  ° C, 
15 min) with RBCs of blood type A and B using a microcolumn gel 
card system with human antiglobulin phase (ID-Card LISS/
Coombs, Bio-Rad Laboratories Inc.) according to the manufac-
turer’s instructions. RBCs of blood type O were used as negative 
controls. Agglutination strengths were evaluated by 2 independent 
researchers. Antibody titer was defined as the last plasma dilution 
inducing agglutination. Relevant differences between MB-treated 
and non-treated plasma were defined as antibody titers differing 

by 2 or more dilution steps. (2) By reactivity of the plasma units 
(OD measurements) in an anti-EBV (Epstein-Barr virus)-IgG ELI-
SA and an anti-tetanus toxin IgG ELISA (EBV VCA IgG/Tetanus 
IgG, Serion ELISA Classic, Virion, Würzburg, Germany) accord-
ing to the manufacturer’s instructions.

Fc Part of IgG Binding to Fc Receptors
The influence of MB treatment on IgG-Fc binding to Fc recep-

tors on THP-1 cells was assessed by flow cytometry (Cytomics FC 
500, Beckmann Coulter Inc., Miami Lakes, USA). IVIG (Privi-
gen®, CSL Behring GmbH, Hattersheim am Main, Germany) was 
used as positive control and buffer as negative control, as previ-
ously described [14]. In brief, 100 µL (1 × 105) of THP-1 cells were 
incubated (30 min; 4  ° C) with diluted (1: 1,000 to 1: 64,000) plasma 
samples or controls, washed and stained with 100 µL of FITC-rab-
bit anti-Human IgG-F(ab’)2 fragment (Agilent, Santa Clara, USA, 
1: 75 in PBS/BSA; 30 min), washed twice and resuspended in 500 
µL of PBS/BSA and assessed by forward-sideward scatter gating.

Statistics
The Mann-Whitney test (GraphPad Prism 8.0.1) was used for 

statistical analysis of the isoagglutinin titer test results. The Wil-
coxon test (GraphPad Prism 8.0.1) was used for statistical analysis 
of the EBV and tetanus toxin-specific IgG binding test results. The 
Friedman test (GraphPad Prism 8.0.1) was used for statistical anal-
ysis of the Fc part of IgG binding test results. p < 0.05 was defined 
as statistically significant.

Results

Isoagglutinin titers of plasma (blood type A, n = 4; B, 
n = 2; O, n = 4) before and after MB treatment did not 
differ (Fig. 1a, b for IgM, and c, d for IgG). Reactivity of 
the plasma units for anti-EBV and anti-tetanus toxin IgG 
before and after MB treatment did not differ (Fig. 2). IgG 
binding to Fc receptors did not differ between MB-treat-
ed and untreated plasma (Fig. 3).

Discussion

In this study we have shown that pathogen inactiva-
tion of plasma by MB treatment does not affect IgM and 
IgG binding to their cognitive epitopes, or IgG binding to 
Fc receptors. This was expected as MB shows high affini-
ties to negatively charged macromolecules like DNA and 
only low affinities to neutral macromolecules like immu-
noglobulins [15]. Preservation of immunoglobulin func-
tion is important for the use of MB-treated convalescent 
plasma for the treatment of infections, such as CO-
VID-19. To allow generalizable assessment of the integ-
rity of IgM and IgG antibodies after MB treatment, we 
assessed antibodies with specificities widely present in the 
normal population. We used the anti-A and anti-B isoag-
glutinins and additionally IgG specific for EBV and teta-
nus toxin. Both antibody specificities are ubiquitous in 
the blood donor population of Western Pomerania (data 
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with blood type B and O. b, d Anti-B isoag-
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not shown). These tests allow assessment of the integrity 
of the F(ab) part of the antibodies. Beside antigen bind-
ing, the integrity of the Fc part of IgG is important for its 
biological efficacy, especially when antibodies are needed 
for defense against pathogens. To test the integrity of the 
Fc part of IgG we used binding of IgG to THP-1 cells ex-
pressing Fc receptors [14]. This method has been shown 
to be equivalent to the European Pharmacopoeia method 
2.7.9 (test for Fc binding of immunoglobulin) [16], and 
has been used for quality control of IVIG preparations.

Our study has some limitations. We neither tested 
preservation of the binding and neutralizing capacity of 
anti-SARS-CoV-2 IgG, nor the integrity of the Fc part of 
anti-SARS-CoV-2 IgG. Taking this into account, we 
cannot make definite assumptions on an eventual 
change in effectiveness of pathogen-inactivated conva-
lescent plasma in the way shown by Tonn et al. [17] us-
ing the Intercept® system. However, there is no reason 
to assume that MB treatment would affect anti-SARS-
CoV-2 IgG in a different way than EBV or tetanus toxin 
antibodies as they share the basic structure which pre-
sumably leads to the same low affinity for the intercala-
tion of MB. In conclusion, our results indicate that MB 
treatment of plasma does not change the binding capac-
ity of IgM and IgG to their cognitive antigens, or of IgG 
Fc receptor binding.
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Abstract
Background: Plasma transfusion is one of the basic treat-
ments in patients with major blood loss. The anti-A and anti-
B antibodies contained in the plasma demand ABO blood 
group compatibility. This is limiting the use of plasma in 
emergency situations and can cause a shortage in the supply 
of plasma of certain blood groups. We developed a method 
for anti-A and anti-B depletion by adsorbing plasma isoag-
glutinins using red blood cells. Materials and Methods: 
Three units of fresh frozen plasma were thawed after quar-
antine storage, pooled, and an aliquot of red cell concentrate 
was added. After 2 h of incubation at room temperature an-
tibody-red-cell complexes were removed by centrifugation, 
the isoagglutinin-depleted plasma was split into three units 
and deep frozen. Isoagglutinin titers, free hemoglobin, re-
sidual red cells, clotting factor activity, and sterility of plasma 
units were determined after isoagglutinin depletion and a 
double freeze-thawing procedure. Results: Anti-B titers in 
group A plasma were reduced from values of 1:64 to 1:1 or 
lower, anti-A titers in group B plasma decreased from values 
of 1:128 to at least 1:16. Postprocedure clotting factor ac-
tivities were preserved with 88.0 ± 7.3% (factor V), 106.9 ± 
11.4% (factor VIII), and 84.0 ± 7.5% (factor XI) fulfilling the 
quality control requirements. No residual red cells were 
found, but free hemoglobin slightly increased to 53.7 ± 5.2 
μmol/L. All units were sterile. Discussion: We described a 
method for the production of anti-A- and anti-B-depleted 

plasma in a closed system that uses standard equipment. 
The resulting isoagglutinin-depleted plasma may allow for 
blood group independent plasma transfusion.

© 2022 The Author(s).
Published by S. Karger AG, Basel

Introduction

Plasma is transfused to patients to treat and prevent 
coagulopathies, to replace labile coagulation factors dur-
ing massive transfusion, liver diseases, or is a treatment 
for patients with thrombotic microangiopathies often as 
plasma exchange therapy [1, 2]. Transfused plasma needs 
to be ABO blood group compatible because anti-A and 
anti-B IgM and IgG antibodies (isoagglutinins) can cause 
adverse effects in recipients expressing the cognate anti-
gens on endothelium and red cells [3]. The requirement 
of blood group compatibility is a limitation to treat bleed-
ing emergencies in patients with an unknown ABO blood 
group (e.g., prehospital transfusions) [4]. Only group AB 
plasma, which does not contain isoagglutinins, can be 
transfused universally. However, as the prevalence for 
blood group AB in Germany is only about 6%, the access 
to AB plasma is limited despite targeted recruitment of 
AB plasma donors [5]. The need for AB plasma is consis-
tently high as AB plasma is used as universal plasma and 
only 27% of AB plasma units transfused in 2014 in hospi-
tals around the world were transfused to group AB re-
cipients [6]. Three clinical situations are attractive for 
blood group independent transfusion of plasma. First are 
emergency situations transfusing the unknown patient, 

This article is licensed under the Creative Commons Attribution 4.0 
International License (CC BY) (http://www.karger.com/Services/
OpenAccessLicense). Usage, derivative works and distribution are 
permitted provided that proper credit is given to the author and the 
original publisher.
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second is the use of convalescent plasma for newly emerg-
ing pathogens, and third is the much easier logistics for 
smaller hospitals, which would need to store only one 
type of plasma for all patients. Current emergency release 
protocols usually allow the use of group A plasma for pa-
tients of unknown blood group to overcome the shortage 
in AB plasma stocks [7]. Several emergency release pro-
tocols categorize the group A plasma units in anti-B high 
titer (≥1:128), low titer (≤1:64 but ≥1:16), and very low 
titer (<1:16) with decreasing risk of transfusion-related 
adverse effects [8]. However, these protocols compromise 
between accepting potential adverse effects of incompat-
ible plasma transfusions and the benefit of being able to 
supply sufficient amounts of plasma to the patient [9]. 
Using group A plasma instead of AB requires extensive 
testing of multiple plasma units to identify the very low 
titer units eligible for emergency release. As most meth-
ods for anti-A and anti-B determination come with inter- 
and intra-laboratory variations of up to 4 titration steps, 
extensive titer testing might lead to a false sense of secu-
rity [10–12]. Another, presumably more reliable, ap-
proach to reduce the risk of incompatible transfusions 
associated with the emergency release of therapeutic plas-
ma is the depletion of isoagglutinins from therapeutic 
plasma. Current approaches to produce “universal plas-
ma” by antibody depletion require either larger pools of 
plasma with different ABO blood groups or industrial 
scale processes producing batches of hundreds of liters 
[13, 14]. Both mentioned procedures utilize A- and B-
antigens on soluble plasma proteins to form immune 
complexes effectively blocking the antigen binding site of 
the isoagglutinins. Such anti-A- and anti-B-depleted 
plasma has been used in military settings and during car-
diac surgery [15, 16]. It is difficult to establish these pro-
cedures in small individual blood banks as they require 
either specialized or large-scale equipment. The principle 
of adsorbing the isoagglutinins onto structures express-
ing the cognate antigens can also be applied by adding red 
cells from red cell concentrates [17]. This also allows for 
the removal of the formed immune complexes. In the 
present study we developed a procedure for the produc-
tion of small batches of anti-A- and anti-B-depleted plas-
ma by isoagglutinin red blood cell adsorption using re-
sources available in every blood bank facility.

Materials and Methods

Blood Collection and Processing
Plasma and red cell concentrate (RCC) were collected by frac-

tionation of whole blood donations from voluntary healthy donors 
(centrifugation at 4,000 g for 10 min at 21  ° C; Roto Silenta 630 S, 
Hettich GmbH, Germany; separation by MacoPress Smart, Maco 
Pharma, France) after letting the whole blood rest for 1–8 h at 
room temperature in compliance with the German guideline for 
hemotherapy [18]. Whole blood was collected into a quadruple 

blood bag system T/B 500 mL, citrate phosphatedextrose solution 
systems with phosphate-adenine-glucose-guanosin-saline-man-
nitol solution (PAGGS-M) as additive solution (Maco Pharma).

The plasma units were not leukocyte depleted. All plasma units 
were shock frozen (HOF GmbH, Germany) within 6 h after frac-
tionation at −60  ° C for 1 h and stored below −30  ° C. After quaran-
tine storage for 4 months, the plasma units were thawed at 37  ° C 
(Plasmatherm, Barkey GmbH, Germany).

The RCC was leukocyte depleted by in-line filtration (LCRD2 
Leukoflex, Maco Pharma, France), split into 45-mL aliquots using 
pediatric blood bags (Maco Pharma, France) and stored at 2–6  ° C. 
The red cell count of RCC was determined by a Sysmex cell coun-
ter (Sysmex XP-300, Sysmex Deutschland GmbH, Germany). All 
process steps are performed under GMP conditions.

Determination of the Required Red Blood Cell Amount for 
Anti-A and/or Anti-B Depletion in Plasma
Initially, we used small volume plasma pools of 4 mL contain-

ing equal amounts of plasma from three donors to determine the 
amount of RCC required for sufficient anti-A and/or anti-B deple-
tion of plasma (n = 15 group A plasma, n = 8 group B plasma, n = 
10 group O plasma). Group B red cells were added to group A 
plasma pools, group A1 red cells to group B plasma, and group AB 
red cells to group O plasma pools. After incubation in polystyrol 
tubes (2 h; room temperature; standing upright; no agitation) the 
red cells were removed by centrifugation (10 min, 2,500 g) and the 
supernatant was used for further analysis. The RCC volumes re-
quired for small volume plasma samples were extrapolated to one 
full plasma unit (300 mL). Samples were analyzed for isoagglutinin 
titer directly after treatment.

Anti-A and Anti-B Titer Determination
Titers of anti-A and anti-B were determined by a microcolumn 

gel card system. For anti-A and anti-B IgM, saline cards (ID-Card 
for sodium chloride, enzyme test and cold agglutinins; Bio-Rad 
Laboratories Inc., USA) were used; for anti-A and anti-B IgG cards 
with anti-human globulin phase (ID-Card LISS/Coombs, Bio-Rad 
Laboratories Inc.) were used according to the manufacturer’s in-
structions. In brief, plasma samples in 1:2 dilution series (dilution 
media: 0.9% NaCl solution) were incubated (room temperature 
[IgM] or 37  ° C [IgG], 15 min) with group B red cells for anti-A and 
group A red cells for anti-B. Group O red cells were used as a neg-
ative control. Agglutination strengths were evaluated by two inde-
pendent individuals. Discrepant assessment results were solved by 
discussion. Antibody titer was defined as the last plasma dilution 
inducing agglutination.

Other Quality Parameters
Residual red cells in anti-A- and anti-B-depleted plasma units 

were counted using a Nageotte chamber (Assistent, Sonderheim 
vor der Rhön, Germany) under a microscope. Clotting factor V, 
VIII, and XI activities were analyzed using 500 μL of supernatant 
from centrifuged plasma on a CS5100 device (Siemens Healthcare, 
Germany) by standard methods based on factor-deficient plasma.

Free hemoglobin, as a marker for hemolysis of red cells used for 
isoagglutinin adsorption, was measured as cyanmethemoglobin 
spectroscopically using potassium hexacyanoferrate III and potas-
sium cyanide (= transformation reagent) in cell free supernatant. 
A multi-wavelength absorption analysis was performed at 540 nm 
(A1) and 680 nm (A2) in a spectrophotometer (UV-1700, Shimad-
zu, Japan).

Free hemoglobin content of untreated plasma units prepared 
for routine quality control served as the reference (n = 10). Micro-
biological control of the treated plasma units was assessed accord-
ing to method 2.6.27 of the European Pharmacopoeia [19].
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Development of a Bag System for Anti-A/Anti-B Depletion in a 
Closed System
The bag system for the production of anti-B-depleted plasma 

from group A plasma units consisted of two 500-mL bags (Maco 
Pharma, France) connected to four blunt ends via several standard 
Y-connectors (Maco Pharma) which were connected using sterile 
docking (TSCDII, Terumo BCT,  Belgium). All processing steps 
required were carried out in a closed system.

Three plasma units (280–330 mL each) were thawed (Plasma-
therm, Barkey, Germany) and pooled in two 500-mL bags with 
simultaneous addition of the 45-mL RCC aliquot using sterile 
docking (TSCDII, Terumo, Brussels, Belgium). The plasma/RCC 
pool was incubated for 2 h at room temperature, centrifuged (4,000 
g, 10 min, Hettich Roto Silentia 630 RS, Hettich GmbH, Germany) 
and separated by a manual press (Fenwal® Plasma Extractor, Bax-
ter Healthcare Corporation, USA). The supernatant was trans-
ferred into the original plasma bags. Plasma units were frozen in a 
shock freezer (60 min, −60  ° C, 2 bar, HOF GmbH, Germany) and 
stored at −30 (+3)  ° C until use. A schematic of the process and the 
bag system are given in Figure 1. Samples were analyzed for isoag-
glutinin titer directly after treatment. Residual cell count, free he-
moglobin, and clotting factor V, VIII, and XI activity were deter-
mined after storage at −30  ° C.

Results

Before the production of isoagglutinin-depleted plas-
ma units from quarantine stored fresh frozen plasma, we 
determined the required RCC volume by measuring the 
titers in a small volume approach of 4 mL of plasma and 
extrapolated the results for plasma units of 300 mL. A 
volume of 200 μL of group B RCC was found to be suffi-
cient to reduce the IgG and IgM anti-B titers in 4 mL of 
the group A plasma pool to <1:2 (Fig. 2A). For plasma 
pools of group B, 300 μL of group A RCC was required to 
decrease the IgG and IgM anti-A titers to values of 1:16 
or lower (Fig. 2B). A volume of 400 μL of group AB RCC 
was required to reduce the anti-A and anti-B titers to val-
ues of 1:16 or lower for group O plasma units with the 
exception of one pool, where anti-B IgG titer was not de-
creased below 1:32 (Fig. 2C). Extrapolating the RCC vol-
umes to one whole plasma unit (300 mL), we required 15 
mL of group B RCC to treat a unit of group A plasma, 23 
mL of group A RCC to treat a unit of group B plasma, and 

Fig. 1. A Schematic of the process of the production of universal plasma. BG, blood group. B Device configura-
tion used to produce anti-A- and anti-B-depleted plasma.
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at least 30 mL of group AB RCC to treat a unit of group 
O plasma.

The process was scaled up to a closed bag system and 
used to produce 4 pools (12 units) of anti-B-depleted 
plasma from group A plasma by pooling three plasma 
units and adsorbing anti-B onto red cells of group B RCC. 
We used the extrapolated RCC volume determined in the 
small volume batch and added this to the plasma pool. 
Anti-B IgM and IgG in all four group A plasma pools 
were reduced to titers of 1:1 or lower. No bacterial con-
tamination was detected (Table  1). Most of the quality 
parameters were not affected by the isoagglutinin deple-
tion and the double freeze-thawing process compared to 
non-treated plasma units (Table  2). The isoagglutinin-
red cell aggregates were completely removed by centrifu-
gation. Coagulation factor V, VIII, and XI activity levels 
were also maintained. Cell-free hemoglobin increased by 
twice the baseline value (Table 2) but remained within the 
accepted quality range [20].

Discussion

We present a method to produce isoagglutinin-deplet-
ed plasma in a closed bag system. The method is highly 
efficient and even outliers did not exceed isoagglutinin 

titers of 1:16, which are below the risk of severe transfu-
sion-related adverse effects as observed for non-pro-
cessed plasma [21, 22] and former commercially available 
Bioplasma FDP and Uniplas®, where IgM and IgG titers 
of <1:32 did not result in hemolysis [23, 24]. Due to the 
large RCC volume required for the isoagglutinin deple-
tion of group O plasma (30 mL for one plasma unit), we 
concentrated on group A plasma.

When comparing and interpreting data regarding safe 
titers of isoagglutinins obtained from different studies 
and guidelines [8, 9, 23, 24], variations regarding the 
methods have to be considered. We used the gel micro-
column hemagglutination technique, which is more sen-
sitive and less variable than the commonly used tube 
technique [11]. Even taking the possible inaccuracies of 
the method into account, the remaining isoagglutinin ti-
ters were so low that the risk for isoagglutinin-mediated 
transfusion-related adverse effects seems to be negligible.

The quality of the isoagglutinin-depleted plasma re-
mains high. Despite the double freezing and thawing pro-
cess during manufacturing, clotting factor V, VIII, and XI 
activity was preserved and within the specification range 
of conventional fresh frozen plasma [25]. Although we 
depleted all red cells used for adsorption, as assessed by 
the highly sensitive nageotte chamber method, formation 
of red cell microvesicles and thus the risk of allo-senzita-

Fig. 2. Isoagglutinin IgM and IgG titers before and after treating small batches (4 mL) of group A plasma with 
group B red cells (A), group B plasma with group A red cells (B), and group O plasma with group AB red cells 
(C). The volume of red cells per plasma unit is extrapolated from isoagglutinin depletion in 4 mL of plasma. Me-
dians and 95% confidence intervals are given.
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tion against erythrocyte antigens cannot be excluded. 
This is highlighted by the observed red cell lysis indicated 
by the increase in free hemoglobin concentration. The 
red cell lysis may be induced by complement activation. 
However, a free hemoglobin concentration of 53.7 ± 5.2 
μmol/L found in the isoagglutinin-depleted plasma is far 
below the concentration of 125 μmol/L, which showed an 
effect of free hemoglobin on nitric oxide (NO) bioavail-
ability in an in vivo rat model [20]. Free hemoglobin in 
transfused blood products like RCC or plasma will be 
bound on the recipients’ haptoglobin [26]. After binding 
to haptoglobin, the hemoglobin-haptoglobin protein 
complex is scavenged by CD163+ macrophages and 
monocytes in order to clear the organism of toxic cell-free 
hemoglobin [27]. During storage of RCC, free hemoglo-
bin increases as a result of hemolysis due to aging. How-
ever, a hemolysis rate of up to 0.8%, which corresponds 
to 220 μmol/L of free hemoglobin, greatly exceeds the lev-
els of free hemoglobin found in the isoagglutinin-deplet-
ed plasma. The transfusion of RCC is considered to be 

safe due to dilution effects in patients’ circulation and the 
binding capacity of haptoglobin. Even in massive transfu-
sion settings, while haptoglobin levels decreased after 
transfusion of 1,000 mL of transfused blood, detectable 
levels of free hemoglobin were only found after transfu-
sion of 2,000 mL (2 μmol/L, corresponding to 3.2 mg/dL). 
Even after the transfusion of 5,000 mL stored whole blood 
free hemoglobin levels only increased to 4 μmol/L (6.4 
mg/dL) [28]. Hemolysis is defined as a free hemoglobin 
concentration above 30 mg/dL, while levels above 100 
mg/dL are defined as severe hemolysis [29].

Although we removed the anti-B isoagglutinins from 
group A plasma, A-antigens are still present on several 
plasma proteins. Those proteins are not removed using 
the method proposed in this work. The presence of A-
antigens on soluble proteins may lead to the formation of 
circulating immune complexes if the plasma is transfused 
to patients with anti-A. Patients who received compatible 
but non-identical plasma showed increased mortality 
compared to recipients of ABO identical plasma transfu-

Table 1. Quality control parameters of the produced anti-B-depleted group A plasma

Pool No. Plasma 
unit No.

Weight of single 
plasma units, g

Residual red cell 
count, ×109/L

Free hemoglobin, 
µmol/L 

Factor Va, 
%

Factor VIIIa, 
%

Factor XIa, 
%

Microbiological 
control

Anti-B titer

IgM IgG

1 1 302 0 55.8 84 93.7 81 Sterile <1:1 <1:1
2 282
3 290

2 4 298 0 47.2 84 119.8 88 Sterile <1:1 <1:1
5 306
6 301

3 7 296 0 52.2 99 112.2 92 Sterile <1:1 <1:1
8 299
9 289

4 10 320 0 59.5 85 102 75 Sterile 1:1 1:1
11 337
12 234

a Plasma units were frozen and thawed once before pooling and then frozen and thawed again before testing to reflect the coagulation 
factor activities when anti-A-/anti-B-depleted plasma is produced from quarantine stored plasma units and then stored at −30°C until use.

Table 2. Quality parameters of plasma units before and after the isoagglutinin depletion treatment

Group A plasma units before 
isoagglutinin depletion 
treatment (after freezing and 
thawing, 
n = 12, mean ± SD)

Group A plasma units after 
final isoagglutinin depletion 
treatment (double freezing 
and thawing, 
n = 12, mean ± SD)

Statistical 
difference, p

Residual red cell count, ×109/L 0.5±0.08 0 >0.05
Cell-free hemoglobin, µmol/L 26.0±15.0 53.7±4.7 <0.001
Clotting factor V, % 97.8±7.3 96.3±7.8 >0.05
Clotting factor VIII, % 107.3±15.3 102.8±16.6 >0.05
Clotting factor XI, % 95.7±20.1 94.8±19.6 >0.05
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sion (relative risk, 1.15; 95% confidence interval, 1.02–
1.29) [30]. This also applies to group AB plasma, which 
has been safely used as universal plasma for decades. De-
creasing mortality may be an argument to use group O 
plasma for isoagglutinin depletion as it does not contain 
solube A and B antigens. However, the amount of red 
cells needed to deplete the anti-A and anti-B titers, which 
are usually higher in group O plasma [31, 32], might im-
pose RCC stocks of blood group AB RCCs. High titers of 
anti-A and anti-B are also found in group A and B plasma. 
These high titers can be induced by pregnancy, vaccina-
tion, or certain food components [33, 34]. Following the 
German hemotherapy guidelines, plasma of females with 
a history of pregnancy must not be used to directly treat 
patients unless it is tested negative for anti-human neu-
trophil antigen and anti-human leukocyte antigen anti-
bodies. Untested plasma from females with pregnancy 
history will not be used for the presented method. In ad-
dition, pooling of three plasma units reduces the overall 
titer in a plasma pool containing one high titer unit ensur-
ing the stability of isoagglutinin depletion.

It is controversially discussed that pooling blood com-
ponents of several donors increases the risk of transfusion 
transmitted infections (TTI) or transfusion-associated 
adverse effects in comparison to single donations. The 
risk of TTI is, at least theoretically, enhanced for pooled 
platelet concentrates (PCs); however, no epidemiological 
study or clinical trial has demonstrated different risks of 
viral infections transmitted by pooled PCs compared to 
apheresis PCs [35]. To keep the risk as low as possible we 
used quarantine stored plasma units of donors, who test-
ed negative in the standard infection assays for TTI at 
least 4 months later during a follow-up donation. Further 
risk reduction can be achieved by assigning the three plas-
ma units from one pool to the same patient. At least 15 
mL of plasma per kilogram bodyweight should be trans-
fused to treat coagulopathy (equals 900 mL or 3 units if 
the patient weighs 60 kg).

To lower the risk of transfusing emerging pathogens, 
pathogen reduction methods (e.g., amotosalen/UVA, In-
tercept® Blood System; riboflavin/UV, Mirasol® PRT, or 
methylene blue/visible light, Theraflex®-MB) can be ap-
plied to the isoagglutinin-depleted plasma before refreez-
ing. Pathogen-reduced isoagglutinin-depleted plasma 
can be manufactured directly after plasma donation and 
does not require quarantine storage. This is of particular 
interest for the use of convalescent plasma from recov-
ered donors for the treatment of new emerging patho-
gens.

Commercially produced units of universal plasma are 
currently not available in Europe and North America 
since regulatory authorization of Uniplas® was waived in 
2009 [36] and Bioplasma FDP is only produced and used 
in South Africa [23]. Using the method described here, 

blood banks are able to cost-effectively provide isoagglu-
tinin-depleted plasma. When summarizing the addition-
al costs for the RCC (proportionally 40 mL for the treat-
ment of three plasma units), tubes, bags, and tube welding 
for connecting the system, the price of one unit of isoag-
glutinin-depleted plasma increases by approximately 
20% compared to fresh frozen plasma.

Conclusion

We have described a method for the production of an-
ti-A- and anti-B-depleted plasma in a closed system that 
uses standard blood processing equipment. The method 
was shown to be scalable using group A plasma and group 
B red cells. The resulting anti-A- and/or anti-B-depleted 
plasma may allow for blood group-independent plasma 
transfusion.
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