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Plasmas unitaires viro-inactivés a usage thérapeuti  que produits
par une méthode combinée de déplétion cellulaire et de
photo-oxydation par le Bleu de Méthylene.

Résumé

Depuis 2004, le Service du Sang de la Croix-Rouge de Belgique, en accord avec la
législation belge et les recommandations du Conseil Supérieur de la Santé (CSS —
avis 8339), met a la disposition des patients du plasma frais congelé viro-inactivé. Ce
plasma est obtenu a partir de dons unitaires_ et traité par déplétion cellulaire ainsi
que par photo-oxydation au Bleu de Méthylene activé par I'absorption d’énergie
lumineuse. Ce procédé permet la dénaturation irréversible des acides nucléiques et
de certaines protéines avec pour résultat une inhibition de la réplication virale.

La techniqgue comprend une étape de filtration permettant une déplétion de plus de
90% du Bleu de Méthylene et de ses résidus photochimiques.

Les paramétres de coagulation sont significativement affectés par le procédé mais
restent dans les normes physiologiques.

Les indications transfusionnelles sont reprises dans I'Arrété Royal du 23 novembre
2006.

Les avantages sont essentiellement liés a la qualification « unitaire_» du produit, a la
sélection des donneurs volontaires et non rémunérés préleves en Belgigue , a la
déplétion cellulaire du plasma, et au dépistage des marqueurs infectieux réalisés in
vitro.

Les études d’hémovigilance ne montrent pas d’effet secondaire spécifique.

1. Définition : Plasma Frais Congelé (PFC)

Composant sanguin préparé soit a partir de sang total soit a partir de plasma recueilli
par aphérése, congelé dans un laps de temps défini et a une température propre a
maintenir fonctionnels les facteurs de coagulation labiles.

Une unité provient d'un_seul donneur volontaire et non rémunéré, préle  vé en
Belgigue (CSS — avis 8094), contrairement au plasma frais congelé viro-inactivé par
une méthode Solvant/Détergent qui provient d'un « pool » de plasmas issus de
plusieurs centaines de donneurs. Ce dernier est enregistré comme spécialité
pharmaceutique.
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2. Principe et intérét du traitement du PFC par le  Bleu de Méthylene (BM)

La sécurité virale du plasma a usage thérapeutique est un objectif affirmé de la
Santé Publique. Actuellement en Europe, il existe différentes méthodes reconnues
pour sécuriser le plasma. Historiguement « La quarantaine », c'est-a-dire le stockage
du plasma jusqu’a la réalisation des tests sur le prélevement sécurisé suivant du
donneur, a été largement utilisée. Par la suite, le traitement physico-chimique de
pools de plasma par Solvant/Détergent a fait sont apparition. Cependant depuis
quelques années, plusieurs méthodes de traitement du plasma unitaire basées sur
'activation d'une molécule photosensible par une énergie lumineuse sont
disponibles. C’est le cas de la technique de viro-inactivation par le Bleu de Méthylene
(BM).

Cette méthode est réalisée suivant un protocole standardisé basé sur ['utilisation
d’'un dispositif a usage unique. Le plasma est tout d’abord filtré pour éliminer les
cellules résiduelles puis est additionné de BM. Le plasma est ensuite soumis a une
source lumineuse. La derniére étape consiste a éliminer le BM résiduel et ses
produits de dégradation a I'aide d’'un filtre permettant leur absorption.

Le BM est une phénothiazine et présente une affinité pour les acides nucléigues.
Apres absorption d’énergie lumineuse, il y a production de formes actives d’oxygene
qui dénaturent de maniére irréversible les acides nucléigues et certaines protéines
ce qui inhibe la réplication virale. Ce procédé est particulierement efficace contre les
virus enveloppés.

C’est un colorant dont il n’a pas été rapporté de toxicité en usage clinique a des
concentrations plasmatiques incomparablement supérieures a celle qui est utilisée
pour la viro-inactivation du plasma. La sécurité du produit est néanmoins renforcée
par I'adsorption du BM en fin de traitement.

La méthode présentée a les avantages d'un traitement efficace appliqué sur du
plasma unitaire, permettant d’obtenir un plasma viro-inactivé a usage thérapeutique,
ce qui réduit considérablement la diffusion potentielle de pathogénes a de nombreux
receveurs, et a titre individuel, le nombre de donneurs pour un receveur donné.
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3. Efficacité du traitement par le BM sur les virus

L’enveloppe lipidique des virus enveloppés possede une haute affinité pour le BM qui
est, des lors, localement concentré et rend ces virus tres sensibles a l'inactivation. Il
s’agit principalement des virus HIV, HBV, HCV. Néanmoins certains virus non
enveloppés montrent également une bonne sensibilité, principalement le parvovirus
B19 qui peut provoquer des complications graves chez la femme enceinte et le
nouveau né.

Des essais employant la technique de PCR montrent aprés traitement au BM,
I'élimination directe de HIV, HBV, HCV et parvovirus B19 d'unités infectées
[D’Antonio 1999, Iudicone 1999].

Tableau 1 : Résultats de la réduction virale [Williamson et al., 2003].

Enveloppe lipidique Enveloppe non-lipidique

Virus Log réduction |Virus Log réduction
HIV > 5,5 HAV 0
BVDV (modele HCV) > 6,2 Encephalomyocarditis 0
DHBV (modéle HBV) 3,9 Porcine parvovirus 0
Influenza 51 Polio 0
Pseudorabies 54 SV40 4,3
Herpes Simplex > 6,5 Adenovirus 4
Vesicular Stomatitis > 4.9 Human parvovirus B19 >4

West Nile virus > 6,5 Calicivirus (modéle HEV) > 3,9

*La réduction virale s’exprime en logarithme de réduction

II semblerait également que le BM activé par la lumiére, pourrait prévenir la
transmission de la maladie de Chagas provoquée par le Trypanosome Cruzi
[Gironés et al., 2006].

4. Technique d'inactivation par le BM utilisée au S  ervice du Sang
a) Préliminaires

La technique de traitement du plasma par le BM pour l'inactivation virale a été
développée en Allemagne au début des années 90 par l'Institut Springe. Cette
technique utilisait la congélation et la décongélation du plasma pour en lyser les
cellules résiduelles et permettre ainsi 'accés du BM aux pathogénes intracellulaires.

Le développement de filtres spécifigues pour le plasma a permis de remplacer
'étape de congélation — décongélation par une étape de déplétion cellulaire par
filtration du plasma avant traitement par le BM. De plus I'absorption finale du BM par
filtration a été une évolution décisive dans le regain d’intérét pour cette technique. Le
Service du Sang utilise depuis 2004 la technique « Theraflex® — Plasma Bleu de
Méthylene » (Marquage CE de Classe lll) de la société MacoPharma.
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Filtre Plasmaflex PLAS4 Filtre Blueflex
pour déleucocytation du pour déplétion du Bleu de
plasma Méthylene

Pastille de Bleug
de Méthylene

Methyl

Poche
d’illumination

Poche de stockage
du plasma

Figure 1 : Schéma du dispositif utilisé pour le procédé de viro-inactivation
par photo-oxydation BM.

b) Etapes de production

1.

Sélection des plasmas: plasmas de sang total ou d’aphérése de donneurs
prélevés en Belgique.

Le plasma provient de donneurs n’ayant aucun antécedent de transfusion, ni de
grossesses chez les femmes. La majorité des plasmas provient de donneurs
masculins. Cette sélection est importante pour réduire le risque de TRALI
(Transfusion Related Acute Lung Injury) [Beckman et al.,2004].

. Connexion stérile du plasma au dispositif de traitement

Filtration du plasma avec le filtre PLAS4 (pores de 0,65um) intégré dans le
dispositif pour une déplétion cellulaire.

Dissolution de la pastille de BM (85ug) pour obtenir une concentration moyenne
finale de 1uM (0,84 — 1,13uM).

lllumination par des lampes a sodium de 590 nm pendant 20 a 25 minutes qui
délivrent une dose de 180 J/cm?.

Filtration du plasma traité pour une déplétion de plus de 90% du BM et de ses
résidus photochimiques.

Congélation rapide des plasmas a -30C en moins d’une heure.
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Le volume final des plasmas viro-inactivés par cette méthode, est compris entre 200
et 300 mL avec une moyenne de 239 = 16 mL.

La couleur du plasma peut varier suivant les unités de jaune a verdatre, de méme
son aspect peut étre limpide a plus ou moins trouble.

c) Transport

La température de conservation doit é&tre maintenue durant le transport. L’hopital de
réception doit vérifier que les poches sont restées congelées pendant le transport.
Excepté s’il est prévu de les utiliser immédiatement, les poches doivent étre
transférées sans délai dans un lieu de conservation ou régne la température
recommandée.

d) Conservation et stabilité (Arrété Royal du 4 avr il 1996)

La température optimale de conservation est égale ou inférieure a —25<C. La stabilité
dépend de la température de stockage :

o lana-30TC,

o 6 mois a-25T,

o 3 mois a une température comprise entre —18<T et -2 5C.

5. Effet du traitement BM sur les protéines plasmat iques - Comparaison des
données de la littérature avec les résultats de I'é  tude du Service du Sang

Les résultats obtenus sont comparables a ceux décrits dans la littérature a ce sujet
bien que, dans la majorité des publications, les techniques de viro-inactivation
utilisées soient parfois un peu différentes (voir Tableau 2).

Toutes les valeurs observées restent dans les normes physiologiques et respectent
celles fixées par la législation belge. Les parametres biochimigques et chimiques
étudiés ne sont pas affectés par le traitement.

La protéease ADAMTS-13 du facteur von Willebrand a été recherchée et est toujours

active apres viro-inactivation par le BM. Ceci a également été confirmé dans la
littérature [del Rio-Garma et al., 2008].
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Tableau 2 : Comparaison des résultats de I'étude du Service du Sang avec les

données de la littérature

Parametres Résultats* Valeurs Résultats PFC - BM
PFC - BM normales dans les études publiées
Fibrinogéne (FI) 2.017,1.65, 1.57°°, 1.80™°,
(Clausg @) 1.91+0.31 | 1.50-4.50 |2.05° 1.85%,2.07%°,

9 2.11%,1.97%, 2.00%
Prothrombine (FII) ] 1.007, 1.15>*, 1.37°%, 1.05'%,
(U/mL) 0.96 £ 0.07 0.7-1.3 0.958

0.79',0.84>*,0.79°°, 0.73'%,
Facteur V (U/mL) 0.86 £ 0.15 0.7-1.3 0.7589, 0.8418, 0.7640
0.907, 1.10°*, 1.04°°, 0.90'%,
Facteur VII (U/mL) 0.98 +0.12 0.7-1.3 0.818 1,029
0.58’,0.78>*, 0.58°, 0.58'%,
Facteur VIII (U/mL)| 0.74 £0.19 0.5-15 ]0.60° 0.85%, 0.55%, 0,70%,
0.88%%, 0.83"°, 0.66°°
7 51 58 89
Facteur IX (U/mL) | 1.15+0.14 05-1.5 8'2345 1.00%, 0.55™, 0.627,
7 51 58
Facteur X (U/mL) | 1.02+0.16 | 0.7-1.3 8'3&;@ 1.057, 1.03%,
7 51 58 40
Facteur XI (U/mL) | 0.76 +0.15 0.7-13 8'22955 1.007, 1.307, 0.847,
Antithrombine 1.007, 0.78"%, 1.05"°, 0.95™°°,
(U/mL) 0.94 +0.08 0.7-13 0.82% 0.96%
Protéine C (U/mL) | 0.96 +0.11 0.7-1.3 [1.03"° 0.93% 0.89"
Protéine S (U/mL) | 1.12+0.19 0.7-13 [1.11" 1.02%, 0.99"
Temps de 13.1+0.6 11-15 |12.3'% 18.6%
prothrombine (sec)
INR 1.08 + 0.05 09-1.3
Temps de
céphaline activée 34.1+23 23-35 [39.8'% 448" 40%
ou APTT (sec)
Fragments 1+2 de
la prothrombine 1.220 £0.231 04-14
(NM/L)
Protéines Totales 59 + 3 56106
(g/L)
Albumine (g/L) 36 +2 37'%°
K+ (mMol/L) 3.2+0.2

* Résultats exprimés en moyenne * écart-type

Méthodes utilisées dans les études (numéro des articles dans la bibliographie) :

Springe

Baxter

MacoPharma

?

7,51, 58, 106

5, 87, 89

17, 18, 40, 96, 104

19
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6. Déplétion cellulaire

La double filtration que subit le plasma élimine les cellules résiduelles (globules
blancs, globules rouges et plaguettes sanguines). Les études montrent que les
limites des méthodes de détection des cellules sont atteintes avec ce traitement
[Cardigan et al., 2001 ; Vassort et al., 1998]. Plus de 99% des fragments
membranaires sont également retenus par la filtration [Herault et al., 2000]. Nous
obtenons ainsi un plasma qui peut étre qualifié d’acellulaire.

7. Contréle Qualité

Des contrdles de qualité sont régulierement organisés suivant les normes de la
législation belge (Arrété Royal du 1* février 2005). Un dosage du Facteur VIII (FVIII)
est réalisé pour s’assurer que son activit¢ dans les plasmas viro-inactives est
supérieur a 50% de celle mesurée dans le plasma avant le traitement. De plus, le
contrble qualité vérifie si le taux de protéines est d'au moins 50 g/L et que le taux de
cellules résiduelles (avant la congélation) est inférieur & 6 x 10%/L de globules rouges,
& 0,1 x 10%/L de leucocytes et & 50 x 10%/L de plaquettes.

La récupération du FVllic vis-a-vis du plasma fraichement prélevé est en moyenne
de 86% avec un écart type de 6%. Nous avons contr6lé 523 plasmas ce qui
représente 2% de notre production (données 2008).

La quantité de FVllic présente dans les plasmas viro-inactivés BM est en moyenne
de 0,86 U/mL avec un écart type de 0,24 U/mL. La répartition des résultats de FVllic
en fonction des groupes sanguins ABO est décrite dans le tableau ci-dessous :

A B AB O
FVllic (U/mL)
Moyenne 0,90 0,97 0,91 0,75
Ecart type 0,24 0,23 0,23 0,20

Nous avons également contrdlé 368 plasmas viro-inactivé BM en 2008 pour la
contamination cellulaire et la quantité en protéines. Les résultats sont présentés dans
le tableau ci-dessous :

Moyenne | Ecart type
Protéine (g/L) 60,6 3,4
Globules rouges (10%/L) 0,0003 0,0001
Leucocytes (10%/L) 0,0001 0,0000
Plaquettes (10%/L) 0,2263 1,1770
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8. Hémovigilance

Lors de l'introduction des plasmas viro-inactivés par le BM, le Service du Sang a mis
en place un systeme de carton d’hémovigilance pour chaque plasma distribué. Ceci
a permis de constater que le nhombre de réactions transfusionnelles était inférieur a
0,1%.

PFC - BM Réactions

distribués Transfusionnelles*
[ 88107 75 <0,1%
= *Retours non-systématiques des cartons

%*

Les Cliniqgues Universitaires Saint-Luc [Deneys et al., 2006] ont comparé les
réactions transfusionnelles entre les plasmas traités par Solvant/Détergent et par le
BM. lls n'ont pas mis en évidence daugmentation significative de réactions
transfusionnelles avec les plasmas traités au BM.

PFC -
Solvant/Détergent PFC - BM
Période 2003 - 2004 milieu 2004 - 2005
PFC transfusés 5101 5660
Réactions 0 0
Transfusionnelles 6 (0.12%) 8 (0,14%)

9. Etude toxicologique du BM

Le BM, non activé par la lumiére, est utilisé en médecine depuis plus d’un siecle. La
principale application clinique du BM était son utilisation comme agent
d’oxydoréduction dans les cas de méthémoglobinémie et d’empoisonnement au
cyanure en injection intraveineuse de 1 a 5 mg par Kg. Des doses intraveineuses de
2 a 5 mg par Kg ont également été employées pour la neutralisation de I'héparine et
pour la coloration pré-opératoire des glandes parathyroides [Chapman 1994-1995,
Mohr 1995, Lambrecht 1991, Weiding 1999]. Aucun effet secondaire important n'a
éte rapporté suite a ces traitements.

Par comparaison, le plasma viro-inactivé a une concentration moyenne en BM
10.000 fois moindre. La quantité de BM résiduelle est de I'ordre de 10 ug dans une
unité de plasma. Pour un patient de 70 Kg recevant 4 unités de plasma, la dose
totale de BM transfusé est d’environ 40 pg, soit 0.6 ug par Kg. Le BM et ses
métabolites sont rapidement excrétes par le systeme urinaire endéans les 2 a 3 jours
[Chapman 1994].

Quelgues effets secondaires sont rapportés pour des fortes concentrations de BM

(de 10 & 200 mg) dans le cadre de l'utilisation du BM comme indicateur d’une rupture
de la membrane pendant une amniocentese [Porat 1996, Cragan 1999].
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Le traitement BM ne provoque pas de formation de néo-antigénes [Mohr 1992, Tissot
1994].

Entre 1992 et 1998, plus d’'un million d’'unités de plasmas BM (sans absorption du
BM) ont été transfusées en Allemagne, en Suisse et en Autriche sans qu’'il ne fat
jamais décrit d'effets secondaires spécifiques [Weiding 1992]. Cette technique de
viro-inactivation est utilisée depuis plusieurs années en Espagne, en Grande
Bretagne et en ltalie, et aucun effet toxique n’a été rapporté.

10. Indications

Le plasma ne peut étre utilisé pour restaurer la volémie. Ses principales indications
sont les troubles de la coagulation.

Le plasma humain frais congelé viro-inactivé n’est remboursé que dans les
indications suivantes (A.R. du 23 novembre 2006) :
» Déficits isolés en facteurs de coagulation V ou XI
» Accident hémorragique massif di au surdosage en anti-vitamines K quand le
traitement par vitamine K est insuffisant
 Hémorragies massives avec déficit combiné de facteurs de coagulation ou
apres thrombolyse
» Purpura thrombotique thrombocytopénique (Moschowitz)
* Exsanguino-transfusion néonatale pour incompatibilité ABO

Contre-indication formelle : Malade porteur d’antic orps anti-IgA.

SD6_FOLDER_PLASMA_BM_02 (version 2009) 9/18



CROIX-ROUGE

de Belgique
Service du Sang

11.Données cliniques

En Europe, plusieurs millions d’unités ont été transfusées avec succes dans
différentes pathologies (déficit en Facteur V, déficit en Facteur Xl, purpura
thrombotique thrombocytopénique, transfusions de nouveau-nés).

La fréquence des réactions transfusionnelles ne differe pas de celle connue pour les
PFC. De plus, aucune plainte de diminution d’efficacité transfusionnelle du plasma
viro-inactivé par le BM n’a été enregistréee [Pohl 1994, 1996 et 1998]. Kdhler et
Wieding (1996 et 1999) ont mené une étude comparative entre le plasma traité par le
BM et le plasma traité par Solvant/Détergent sur 70 patients de chirurgie cardiaque.
lls n'ont pas observé de différence clinique entre les 2 types de plasmas. En outre,
dans les plasmas BM, la protéine S et I'alpha 2-antiplasmine sont mieux conservés
[Cardigan et al., 2002 ; Zeliler et al., 1994].

Ramila (2001) décrit une réponse similaire avec des plasmas viro-inactivés par le BM
par rapport aux PFC dans le traitement du purpura thrombotique
thrombocytopénique.

Cependant, des résultats contradictoires ont été observés avec le plasma viro-
inactivé par le BM dans cette affection [Alvarez-Larran et al., 2004 ; de la Rubia et
al., 2001]. A 'heure actuelle, il n'y a toujours pas d’explication a ces résultats. En
effet, l'activité in vitro de TADAMTS-13 ne semble pas significativement différente de
celle mesurée dans les PFC [del Rio-Garma et al., 2008].

Castrillo (2000) et Politis (2007), utilisant des plasmas traités avec la technique BM
de MacoPharma, n’observent pas d’augmentation de la consommation de plasmas
sur 15 mois et 5 ans d'utilisation (respectivement 8000 et 8500 unités transfuseées),
ni d’augmentation du nombre de réactions transfusionnelles.
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Conclusions

La technique de viro-inactivation par déplétion cel lulaire et photo-oxydation
par le Bleu de Méthyléne, permet de fournir du plas  ma de trés grande qualité
en termes de facteurs de coagulation. Les études d’  hémovigilance ne montrent
pas d’effet secondaire spécifique.

Les avantages sont essentiellement liés

 a la qualification «unitaire __» du produit: ce qui permet de réduire
considérablement la diffusion potentielle de pathog enes (agent du nvCJD) a
de nombreux receveurs, et a titre individuel, le no  mbre de donneurs pour un
receveur donné.

* ala sélection des donneurs : le plasma provient de donneurs volontaires et
non rémunérés, prélevés en Belgique. Ces donneurs n  ’'ont pas d’antécédent
de transfusion, ou de grossesse chez les femmes. Ce tte sélection est
importante pour réduire le risque de TRALI.

 a la filtration du produit qui prévient les réactio ns transfusionnelles
attribuées a la présence de leucocytes et retient |  es éventuels pathogénes
intracellulaires.

» et aux tests réalisés in vitro : les résultats des contrdles de qualité réalisés
sont bien au-dessus des normes exigées par les reco mmandations
internationales.
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