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Photodynamische Behandlung und UV-B- Bestrahlung einer Thrombozyten-

Suspension

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Inaktivierung von Viren und zum Abtéten
von Leukozyten in Thrombozyten-Suspensionen durch eine Kombination von pho-
todynamischer Behandlung und UV-B-Bestrahlung.

Es ist bekannt, dass die therapeutische Anwendung von Blutpréparaten das Risiko
birgt, dass die Empfinger des Blutpriparates mit Viren infiziert werden. Genannt
seien z.B. die Viren Hepatitis-Viren B (HBV) und C (HCV) sowie die Aids-Erreger
HIV-1 und HIV-2. Das Risiko besteht immer dann, wenn bei der Herstellung des
Préparates kein Schritt zur Virusinaktivierung bzw. Virus-
eliminierung Anwendung findet.

Bei gereinigten Plasmaproteinkonzentraten wie z.B. Albumin, Faktor-VIII- und
Faktor-IX-Priparaten werden Verfahren zur Virusinaktivierung bzw. Viruselimi-
nierung angewandt, so dass diese inzwischen als virussicher gelten. Auch das Vi-
rusrisiko von Frischplasma ldsst sich durch Anwendung unterschiedlicher Metho-
den zumindest reduzieren. Eine Methode ist z.B. die Quaranténelagerung. Hierbei
wird das Plasma fiir 3 bis 6 Monate tiefgefroren gelagert und erst dann zur Anwen-
dung freigegeben, wenn eine neue Blutprobe des betreffenden Spenders erneut auf
die iiblichen Marker fiir HBV, HCV, HIV-1 und HIV-2 gepriift und als negativ be-
funden wurde. Eine derartige Methode ist fiir zelluldre Blutprodukte, wie z.B. E-
rythrozyten- und Thrombozytenkonzentrate nicht anwendbar, da diese nur eine
Haltbarkeitsdauer von ca. 7 Wochen bzw. 5 Tagen besitzen. Zelluldre Blutprodukte
kénnen aus naheliegenden Griinden auch nicht durch eine Solvent/Detergens-
Behandlung virussicher gemacht werden, wie dies bei Plasmaprotein-Konzentraten
und auch bei Plasma mdglich ist: Brythrozyten und Thrombozyten wiirden hier-
durch lysiert.

Es wird intensiv daran gearbeitet, zelluldre Blutprodukte mittels photodynamischer
Verfahren zu dekontaminieren. Die photodynamische Virusinaktivierung beruht
darauf, dass das betreffende Priparat in Lésung bzw. Suspension in Gegenwart ei-
ner photoaktiven Substanz, eines Photosensitizers, belichtet wird. Das eingestrahlte
Licht muss eine Wellenlinge aufweisen, die von der photoaktiven Substanz absor-
biert wird. Er wird dadurch aktiviert und tibertrigt diese Aktivierungsenergie ent-
weder direkt auf ein Substrat, das dadurch zerstdrt bzw. geschidigt wird oder aber
auf Sauerstoffmolekiile: Aktivierte Sauerstoff-Spezies, d.h. Sauerstoffradikale oder
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Singlet-Sauerstoff wirken stark viruzid. Im giinstigen Fall besitzt die eingesetzte
photoaktive Substanz eine groBe Affinitit zu Virusbestandteilen, z.B. zur viralen
Nukleinsdure und nur eine geringe zu sonstigen Komponenten, die im betreffenden
Préparat enthalten sind. So werden Viren inaktiviert und andere Komponenten nicht
alteriert. Breitere Verwendung findet derzeit nur ein photodynamisches Verfahren
gemiB dem Europdischen Patent 0 491 757-B1 (H. Mohr und B. Lambrecht, Ver-
fahren zur Inaktivierung von Viren in Blut und Blutprodukten). Es wird zur Virus-
inaktivierung bei Frischplasma eingesetzt. Als photoaktive Substanz dient in der
technischen Anwendung vor allem der Phenothiazin-Farbstoff Methylenblau. An-
stelle von Methylenblau kann auch Toluidinblau verwendet werden. Auch die De-
methylierungsprodukte von Methylenblau, d.h. die Azurfarbstoffe A, B und C so-
wie Thionin sind photodynamisch aktiv und zur photodynamischen Virusinaktivie-

rung geeignet.

Das U.S.-Patent 5,545,516 (S. J. Wagner: Inactivation of extracellular enveloped
viruses in blood and blood components by phenthiazin-5-ium dyes plus light) be-
schreibt die Inaktivierung extrazelluldrer Viren mit Hilfe von Phenothiazinfarbstof-
fen in Kombination mit sichtbarem Licht. Nach der US 5,545,516 werden die Pri-
parate vor der photodynamischen Behandlung mittels spezieller Filter von Leuko-
zyten befreit, da die Virusinaktivierungsmethode keine zellassozierten Viren bzw.
Proviren erfasst. Die Methode ist gleichfalls nicht imstande, die im Blut vorkom-
menden kleinen nicht umbhiillten Viren, wie z.B. Hepatits-A-Viren (HAV) zu inak-
tivieren. Freie Viren, die Lipidhiillen besitzen, wie z.B. der Aids-Erreger HIV-1
und die Hepatits-Viren B und C (HBV, HCV), sind dagegen gemif diesem Verfah-

ren inaktivierbar.

Leukozyten in Blutprodukten kénnen mittels UV-Bestrahlung abgetdtet werden.
Bei Thrombozytensuspensionen hat sich hierfiir die Bestrahlung mit UV-B (Wel-
lenlingenbereich 290-320 nm) als sinnvoll erwiesen, da zur Leukozytendepletion
ein Energieeintrag von 1 bis 3 J/em?® in der Regel ausreicht, der die Thrombozyten

noch nicht all zu sehr beeintrichtigt, so dass sie therapeutisch einsetzbar bleiben.

Ein Energie-Eintrag durch Betrahlung mit UV-B von gréBer 10 J Jom? wirkt zusitz-
lich viruzid (K.N. Prodoux; J.C. Fratanoni, E.J. Boone und R.F. Bonner in
Blood,70 (2), 589-592 (1987): Use of Laser-UV for inactivation of virus in blood
products. Allerdings werden Thrombozyten hierbei derart geschadigt, dass ihre
Anwendbarkeit in Frage gestellt werden muss (J.C. Fratanoni und K.N. Prodoux in
Transfusion 30(6); 480-481 (1990): Viral inactivation of blood products).
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Aufgabe der Erfindung ist es somit, eine effektive Methode zur Inaktivierung hu-
manpathogener Viren und von Leukozyten in Thrombozyten-Suspensionen, insbe-
sondere Thrombozytenkonzentraten (TK), zur Verfiigung zu stellen. TK werden aus
Blutspenden durch Differentialzentrifugation oder direkt von Spendern durch ma-
schinelle Trombozytapherese gewonnen.

Uberraschend wurde gefunden, dass die Kombination von photodynamischer Be-
handlung mit einer UV-B-Bestrahlung in Thrombozyten-Suspensionen bzw. TK
effektiv die der photodynamischen Virusinaktivierung zugénglichen Viren erfaft
und gleichzeitig die in den Medien enthaltenen Leukozyten abzutdten vermag und
somit das Infektionsrisiko durch zellassoziierte Viren bzw. Proviren beseitigt. Wei-
terhin wurde iiberraschenderweise gefunden, dass durch die Kombination der Me-
thoden die zum Abtdten der Leukozyten erforderliche Menge an UV-B-Strahlung
bedeutend geringer sein kann als bei der Bestrahlung mit UV-B allein. Gleichfalls
iiberraschend war, dass die zusétzliche Behandlung der Thrombozytensuspensionen
mit UV-B mit einer Intensitét, die fiir sich allein fast wirkungslos bei der Inaktivie-
rung von Viren ist, die Effizienz der photodynamischen Behandlung deutlich stei-
gert.

Das erfindungsgemifie Verfahren zur Behandlung einer Thrombozyten-Suspension

ist wie folgt gekennzeichnet:

(A) Aussetzen der Suspension einer Strahlung eines Wellenlédngenbereiches von
400 bis 750 nm, vorzugsweise 550 bis 700 nm, in Gegenwart einer oder meh-
rer photoaktiver Substanzen, welche in dem Wellenlédngenbereich ein oder
mehrere Absoptionsmaxima aufweisen, und

(B) Aussetzen der Suspension einer Strahlung eines Wellenldngenbereiches von
270 bis 330 nm, vorzugsweise 290 bis 320 nm,

wobei die Schritte (A) und (B) in beliebiger Reihenfolge, Abfolge erst (A) dann (B)

oder Abfolge erst (B) dann (A), und/oder zeitlich iiberlappend angewandt werden

kénnen. Bevorzugte Ausfiihrungsformen sind Gegenstand der Unteranspriiche.

Die Thrombozyten-Suspension weist vorzugsweise eine Konzentration von mehr
5x10° Thrombozyten pro ml, besonders bevorzugt von mehr als 10°/ml auf. Die
Thrombozyten konnen z.B. in Plasma oder in einem Thrombozyten-
Lagerungsmedium mit beliebigem Plasma-Gehalt suspendiert sein.
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Schritt A beinhaltet eine photodynamische Behandlung der Thrombozyten-
Suspension in Gegenwart einer photoaktiven Substanz mit sichtbarem Licht; Schritt
B beinhaltet die Bestrahlung des Priaparats — der thrombozytenhaltigen Suspension
- mit Licht im Wellenldngenbereich von UV-B. Als UV-B Bereich der Bestrahlung
im Sinne der Erfindung wird der Wellenldngenbereich 270 nm bis 330 nm angese-
hen.

Die Konzentration der eingesetzten photoaktiven Substanz und der Energie-Eintrag
durch die Belichtung und die UV-B-Bestrahlung sind so bemessen, dass eventuell
vorhandene Viren inaktiviert und die in den Thrombozyten-Suspensionen enthalte-
nen Leukozyten abgetotet werden, die Funktionsfihigkeit der Thrombozyten aber
erhalten bleibt.

Als Behiltnisse zur Behandlung der Thrombozyten-Suspensionen dienen UV-B-
durchlédssige Behiltnisse, die vorzugsweise aus Kunststoff bestehen und z.B. die
Form von Beuteln haben konnen. Es ist aber auch denkbar, die photodynamische
und die UV-B-Behandlung in unterschiedlichen Behéltnissen durchzufiihren.

Denkbar ist auch, die UV-B-Behandlung der Thrombozyten-Suspensionen durchzu-
fithren, wihrend die Thrombozyten-Suspensionen von einem Behéltnis in ein ande-
res iiberfithrt wird.

Als photoaktive Substanzen kénnen z.B. die Phenothiazin-Farbstoffe Methylenblau,
Azur A, B, C und Thionin benutzt werden. Andere photoaktive Substanzen sind,
z.B. in den fiir die Virusinaktivierung in Blutprodukten aus der Literatur bekannten
Konzentrationen, ebenfalls vorteilhaft einsetzbar. Bei Phenothiazin-Farbstoffen wie
Thionin liegt der denkbare Konzentrationsbereich zwischen ca. 0,1 und 10 uM,
bevorzugt zwischen ca. 0,5 und 5 pM oder 1und 5 pM.

Als Lichtquelle fiir die photodynamische Behandlung, insbesondere beim Einsatz
von Thionin, dienen vorzugsweise Niederdruck-Natriumdampflampen, deren
Lichtemissionsmaximum bei 590 nm liegt. Dies entspricht in etwa dem
Absorptionsmaximum von Thionin, das in wéssriger Losung ca. 595 nm betrégt. Es
sind aber auch andere Lichtquellen denkbar, insbesondere dann, wenn eine
photoaktive Substanz verwendet wird, die Licht in einem anderen Wel-
lenléingenbereich absorbiert als beispielsweise Thionin.
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Fiir die Bestrahlung mit UV-B kénnen spezielle Rohren, Lampen oder Laser einge-
setzt werden, die ultraviolettes Licht im Wellenldngenbereich zwischen ca. 270 —
330 nm emittieren. Der Energie-Eintrag durch die UV-B-Behandlung kann zwi-
schen 0,1 und 10 J/em?, vorzugsweise zwischen 0,3 und 6 J/em?, besonders bevor-
zugt zwischen 0,5 und 3 J/em? liegen.

Versuchsbeispiele
1. Allgemeines:

Die nachstehend beschriebenen Versuche wurden mit TK durchgefiihrt, die aus ein-
zelnen Blutspenden isoliert wurden und in Blutplasma suspendiert waren. Als pho-
toaktive Substanz wurde Thionin (Th) eingesetzt. Ahnliche Ergebnisse lassen sich
aber auch mit anderen photoaktiven Substanzen erzielen, beispielsweise den Phe-
nothiazin-Farbstoffen Methylenblau und dessen Abkémmlingen Azur A, B und C.
Die Erfindung wird durch die Versuchsbeispiele lediglich erldutert, nicht aber in

ihrem Umfang beschrénkt.
2. Materialien und Methoden

Die bei den Versuchen eingesetzten TK wurden in Thrombozytenrotatoren fiir bis
zu 5 Tage gelagert. Lagerbehiltnisse waren kommerziell erhiltliche PVC-Beutel.
Zur photodynamischen und zur UV-B-Behandlung wurden die TK in Plastikbeutel
aus Poly-Olefin tiberfiihrt, deren Folienmaterial durchléssig fiir UV-B ist. Zur Be-
lichtung in der Gegenwart von Thionin wurde eine Anlage benutzt, die mit Nieder-
druck-Natrium-Dampflampen ausgestattet ist. Die TK wurden von beiden Seiten -
belichtet. Zur Bestrahlung mit UV-B wurde ein Flichenstrahler eingesetzt, der mit
UV-Réhren versehen war, die vornehmlich UV-Licht im Wellenldngenbereich zwi-

schen 290 und 320 nm emittierten.

Als Testvirus wurde im allgemeinen Vesicular Stomatitis-Virus (VSV) eingesetzt,
das leicht in der Zellkultur propagierbar und demzufolge auch in CPE-Assays
quantifizierbar ist (CPE = éytopatischer Effekt). Im Versuch 1 wurden dariiber
hinaus noch eine Reihe anderer Viren eingesetzt. VSV wurde in Vero-Zellen pro-
pagiert. Die selben Zellen wurden auch fiir die Infektidsititsassays eingesetzt, mit
denen die Virustiter bestimmt wurden. Das benutzte Zellkulturmedium war RPMI
1640 mit 10 % fotalem Kilberserum und Antibiotika. Die Assays wurden in
Mikrotiterplatten durchgefiihrt. Die betreffenden Proben wurden in 1 zu 3er-
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Schritten herunterverdiinnt. Pro Verdiinnung wurden 8 Replikate getestet. Die Vi-
rustiter sind als logoTCIDs, ausgedriickt (TCID = Tissue Culture Infective Doses)
und wurden entsprechend der Vorgabe von Kérber und Spearman berechnet (G.
Kirber in Naunym-Schmiedebers Arch. Exp. Pathol. Pharmakol. 162, 480-483
(1931): Beitrag zur kollektiven Behandlung pharmakologischer Reihenversuche;
C. Spearman in Br.J.Psychol. 2, 277-282 (1908): The method of ,,right and wrong
cases® (“constant stimuli®) without Gauss for mulae).

Als Funktionstests fiir Thrombozyten wurden die hypotone Schockreaktion und die
Collagen-induzierte Aggregation verwendet.

Mononukledre Zellen wurden mittels Dichtegradienten-Zentrifugation aus Spen-
derblut isoliert. Bei den betreffenden Experimenten wurden diese in einer Konzent-
ration von 5 x 10°/ml den Thrombozytensuspensionen zugesetzt. Nach der photo-
dynamischen Behandlung bzw. UV-B-Bestrahlung wurden Aliquots der Suspensio-
nen niedrigtourig zentrifugiert (1500 rpm fiir 4 min.). Die pelettierten Zellen wur-
den dreimal mit Zellkulturmedium gewaschen (RPMI 1640 mit 10 % fotalem Kal-
berserum und Antibiotika) und dann im selben Medium resuspendiert. Die Zellkon-
zentration wurde auf 5x10°/ml eingestellt. Fiir den Proliferationsassay wurden die
Zellen mit Concanavalin A (ConA, 2 pg/ml) stimuliert und in 200 pl-Aliquots fiir 3
- 4 Tage bei 37 °C im CO,-begasten Brutschrank kultiviert. Dann wurde den Zell-
kulturen zugegeben. Vier Stunden spiter wurde die BRDU-Einbaurate (BRDU =
Brom-Deoxyuridin) spektralphotometrisch bei einer Wellenldnge von 450 nm
(ODj4s0) bestimmt. Die Extinktionswerte sind dem BRDU-Einbau und damit der
Viabilitét der Zellen proportional.

Versuch 1: Inaktivierung von Viren in TK durch Behandlung mit Thionin/Licht.

Eine Reihe von Viren wurde daraufhin untersucht, ob und in welchem AusmaB sie
durch die Behandlung mit Thionin/Licht inaktivierbar sind. Die Konzentration der
photoaktiven Substanz war 1 pM. Wie die in der Tab. 1 zusammengefassten Ergeb-
nisse zeigen, erwiesen sich verschiedene Viren als unterschiedlich empfindlich: so
waren die Modellviren fiir das menschliche Hepatitis-C-Virus BVDV und CSFV
sowie das Togavirus SFV nach 5 Minuten Belichtung bereits v6llig inaktiviert,
wihrend die Infektiositdt von VSV und von SV-40 auch nach 30 Minuten noch
nicht vollstindig beseitigt worden war.
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Versuch 2:  Inaktivierung von VSV in TK durch Bestrahlung mit UV-B

Wie aus der Tab. 2 hervorgeht, ist VSV sehr resistent gegeniiber der Bestrahlung
mit UV-B. Noch nach 60 min. bzw. einem Energie-Eintrag von ca. 20 J/em?® war
das Virus noch nicht véllig inaktiviert. Ab ca. 10 min. bzw. 3 J/em® wirkte sich
demgegeniiber die UV-B-Bestrahlung negativ auf Funktionen und Lagerfahigkeit
von Thrombozyten aus (nicht gezeigt).

Virus VSV CSFV BVDV _ SFV
Familie Rhabdo  Flavi Flavi Toga
Genom ssRNA  ssRNA  ssRNA  ssRNA
Belichtungszeit (min) 30 5 5 5
Reduktion des Virustiters 4,4 >5,5 >4.9 >5,2
Virus HIV-1 SHV-1 SV-40
Familie Retro Herpes Papova
Genom ssRNA dsDNA DsDNA
Belichtungszeit (min) 30 10 30
Reduktion des Virustiters®* 25,7 >3,6 3,9

Tab. 1: Photodynamische Inaktivierung von Viren in TK durch Thio-
nin/Lichtbehandlung. VSV = Vesicular Stomatitis-Virus; CSFV = Classical
Swine Fever-Virus); BVDV = Bovines Virales Diarrhoe-Virus; SEFV = Semli-
ki Forest-Virus; HIV-1 = Humanes Immundefizienz-Virus, Typ 1; SHV-1 =
Suid Herpes-Virus, Typ 1; SV-40 = Simian-Virus 40; ssRNA = Single Strand
RNA; dsDNA = Double Strand DNA , * Reduktion des Virustiters in
log19TCIDsy. ‘
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8
UV-B Virus-Titer Reduktionsfaktor
Min. J/cm? (log1oTCIDsp)  (logioTCIDso)
0 0 6,44 0
10 3,25 5,48 0,96
20 6,5 4,53 1,91
30 : 9,75 4,35 2,09
40 13 3,28 3,16
50 16,25 2,33 4,11
60 19,5 1,61 4,83

Tab. 2: Inaktivierung von VSV in Thrombozytenkonzentraten durch Bestrahlung
mit UV-B

Versuch 3:  Inaktivierung von VSV in TK durch die Kombination Thionin / Licht
und UV-B Strahlung

Bei diesen Versuchen betrug die Konzentration von Thionin wiederum 1 pM und
die Belichtungszeit 30 min. Der Energie-Eintrag durch UV-B Strahlung betrug 2,4
J/em® (Bestrahlungszeit: 8 min). Durch die photodynamische Behandlung allein
wurde die Infektidsitit um 4 bzw. 4,42 logyo reduziert, durch UV-B Strahlung allein
um 1,97 bzw. 2,21 log;o. In der Kombination wurde im ersten Versuch die Infektis-
sitit vollig beseitigt (> 7,04 logio), im zweiten um 6,26 log;o reduziert (Tab. 3).

Infektiositit (logyoLTCIDsg)

Thionin/Licht UV-B Versuch 1 Versuch 2
- - 7,28 + 0,29 6,68 £ 0,21
+ - 2,86 £ 0,31 2,68 £0,12
- + 5,07 £0,12 4,71 £ 0,17
+ + <0,24 £ 0,00 0,42 £ 0,21

Tab. 3: Inaktivierung von VSV in TK durch Thionin/Licht, UV-B und die Kombina-
tion beider Arbeitsschritte.
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Versuch 4:  Einfluss der Behandlung mit Thionin / Licht in Kombination mit UV-
B auf die Thrombozytenfunktionen.

Wie die Tab. 4 und 5 zeigen, werden sowohl die HSR (Hypotone Schockreaktion)
als auch die Collagen-induzierte Aggregation von TK durch die kombinierte Be-
handlung mit Thionin/Licht und UV-B (Versuchsbedingungen: s. Versuch 3) nicht
wesentlich stirker beeinflusst als durch die photodynamische Behandlung allein.

Nr. Behandlung Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
Tag 1 Tag 3 Tagl Tag3 Tagl Tag3
1  Kontrolle 71,98 63,07 66,71 60,78 78,16 62,59
2  THIONIN/Licht 65,49 49,16 56,24 52,61 69,30 55,49
3 UV-B (2,4 J/cm?) 61,06 57,09 56,26 48,80 65,67 52,49
4  Thionin/Licht+UV-B 47,86 51,16 42,37 30,26 54,45 43831

Tab. 4: Einfluss der Behandlung von Thrombozytensuspensionen mit Thionin/Licht
#+UV-B auf die HSR (in % ausgedriickt) gemessen am Tag 1 und am Tag 3
nach der Behandlung.

Nr. Behandlung Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
Tagl Tag3 Tagl Tag3 Tagl Tag3
1 Kontrolle 88,00 23,000 83,33 30,00 79,67 30,33
2 THIONIN/Licht 73,25 13,75 84,67 27,67 69,67 15,67
3 UV-B (2,4 J/ecm?) 76,25 11,25 73,33 24,50 75,67 20,00
4  Thionin/Licht+UV-B 69,75 16,75 76,67 53,50 58,33 30,33

Tab. 5: Einfluss der Behandlung von Thrombozytensuspensionen mit Thionin /
Licht + UVB auf die Collagen-induzierte Aggregation (in %, ausgedriick),
gemessen am Tag 1 und am Tag 3 nach der Behandlung.

Versuch 5:  Inaktivierung von T-Lymphozyten in TK durch UV-B; Einfluss von
Thionin/Licht.

TK wurden mononukleire Zellen in einer Konzentration von 5x10°/ml zugefiigt;
dann wurden sie fiir verschiedene Zeiten mit UV-B bestrahlt bzw. allein oder zu-
sitzlich mit Thionin/Licht behandelt (Farbstoff-Konzentration: 2 pM; Belichtungs-
dauer: 30 min.). Wie die in der Tab. 6 zusammengestellten Ergebnisse zeigen, war
zur v6lligen Inaktivierung der Zellen eine Bestrahlungszeit von mindestens 4 min.
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(1,2 J/em®) notwendig. Wurden die TK zusitzlich mit Thionin/Licht behandelt,
konnte sie auf ca. 3 min. verkiirzt werden, obwohl Thionin/Licht allein keinen Ein-
fluss auf die Proliferation der Zellen hatte.

Nr. UV-B  Th/Licht ConA- Absorption Bemerkungen
(J/cm2) Aktivierung ODy4sonm

1 0 0 - 0,276 Negativ-Kontrolle

2 0 0 + 0,269 Positiv-Kontrolle

3 0,6 - + 1,767

4 0,9 - + 0,747

5 1,2 - + 0,297

6 0,6 + + 1,020

7 0,9 + + 0,387

8 1,2 + + 0,240

Tab. 6: Inaktivierung von T-Lymphozyten in Thrombozytenkonzentraten durch Be-
strahlung mit UV-B. Verstirkung der Wirkung durch vorherige Behandlung mit
Th/Licht fiir 30 min. Die Zellen wurden nach der Bestrahlung bzw. Th/Lichi-
Behandlung mit ConA stimuliert. Die ODysoum-Werte sind Mittelwerte aus Drei-
fachbestimmungen. Sie reprisentieren die Einbaurate von BRDU in die Zellen nach

einer Kultivierungszeit von 3 Tagen.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Behandlung einer Thrombozyten-Suspension umfassend die

folgenden Schritte:

(A) Aussetzen der Suspension einer Strahlung eines Wellenldngenbereiches von
400 bis 750 nm in Gegenwart einer oder mehrer photoaktiver Substanzen,
welche in dem Wellenlingenbereich ein oder mehrere Absoptionsmaxima auf-
weisen, und

(B) Aussetzen der Suspension einer Strahlung eines Wellenldngenbereiches von
270 bis 330 nm,

wobei die Schritte (A) und (B) in beliebiger Reihenfolge und/oder zeitlich iiberlap-

pend angewandt werden.

2. Verfahren gemiB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die
photoaktive Substanz ein Phenothiazin-Farbstoff ist.

3. Verfahren gemiB Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass als
Phenothiazin-Farbstoffe Thionin, Methylenblau, Toluidinblau und/oder die Azur-
farbstoffe A, B und C eingesetzt werden.

4. Verfahren gem#f einem der Anspriiche 2 oder 3, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die photoaktive Substanz in Schritt (A) in einer Konzentration
von 0,5 und 10 pM, vorzugsweise 0,5 bis 5 pM eingesetzt wird.

5. Verfahren gemiB einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Intensitidt der Strahlung im Schritt (B) so bemessen
ist, dass die Proliferationsfahigkeit von T-Lymphozyten, die in den Thrombozyten-
konzentraten enthalten sind, um wenigstens 50 % reduziert wird, vorzugsweise um
mehr als 75 %. '

6. Verfahren gem#B einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-
kennzeichnet, dass in Schritt (B) der Energieeintrag 0,1 bis 10 J/cm?, vor-
zugsweise 0,5 bis 3 J/cm? betrigt.

7. Verfahren gemiB einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-
kennzeichnet, dass in Schritt (B) keine photoaktive Substanz anwesend ist,
die ein Absorptionsmaximum im Wellenldngenbereich der Strahlung gemaf Schritt
(B) aufweist.
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8. Verfahren geméf einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Thrombozyten-Suspensionen Thrombozytenkonzentrate sind.

0. Verfahren gemidB einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Thrombozyten-Suspensionen bzw. Thrombozytenkon-
zentrate aus Blutspenden oder durch Thrombozytapherese gewonnen wurden.

10.  Verfahren gemif einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Behandlung der Suspension gemiB Schritt (A)
und/oder Schritt (B) in fiir die jeweilige Strahlung durchldssigen Kunststoffbehélt-

nissen erfolgt.

11.  Verfahren gemiB einem der vorhergehenden Anspriiche , dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Behandlung der Suspension gem#fl Schritt (A)
und/oder Schritt (B) in einer fiir die jeweilige Strahlung durchléssigen Durchfluss-
Apparatur erfolgt.

12.  Verfahren gemiB einem der vorhergehenden Anspriiche , dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Viruskonzentration der Suspension um mindestens 5, vorzugs-
weise um mindestens 6 log;o Stufen erniedrigt wird.
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