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Wissenschaftliche Stellungnahme zu den Anforderungen
im Rahmen der Herstellung des Arzneimittels

,Human-Femurkopf, thermodesinfiziert, gefrierkonserviert*

1. Einleitung

Die allogene Knochentransplantation ist in der heutigen Zeit integraler Bestandteil der Behandlung
ausgedehnter Knochendefekte, vor allem bei Prothesenwechseloperationen und Rekonstruktionen
nach Knochentumorresektionen. In den USA, dem Land mit den weltweit meisten Knochentrans-
plantationen, belief sich im Jahr 2003 die Zahl der verwendeten allogenen Knochentransplantate
auf ca. 675.000 (Eastlund and Strong 2003;, derzeit geht man von ca. 1.1 Millionen Anwendungen
pro Jahr aus. Laut einer Erhebung aus dem Jahr 1987 in West-Deutschland betrug die Zahl der
autologen Knochentransplantationen ca. 14.715 und die der allogenen 6.189 (Knaepler et al.
1990). Knaepler et al. (1994) schatzen den Bedarf an allogenen Knochentransplantaten Anfang
der 90er Jahre auf jahrlich mindestens 15.000. Inzwischen (2010) wird der Bedarf fur die allogene
Knochentransplantation auf ca. 30.000 Transplantate pro Jahr geschatzt.

Autologe Knochentransplantate gelten zwar als ‘golden standard’, sind jedoch aufgrund des ein-
geschrankten Reservoirs haufig limitiert. Es muss betont werden, dass die autologe Knochen-
transplantation durch den erforderlichen Zweiteingriff am Beckenkamm mit teils erheblicher und
langfristiger Schmerzsymptomatik einhergehen kann. Im Vergleich zu kunstlichen Knochenersatz-
materialien, wie Knochenzement,, Hydroxylapatit-Keramiken oder bovinem Material liegt der we-
sentliche Vorteil allogener Knochentransplantate in deren Fahigkeit, osteokonduktiv und teilweise
osteoinduktiv zu wirken. Diese natiirlichen Knochentransplantate dienen als Leitsystem fur eine
knécherne Durchbauung und bieten somit die ideale, der physiologischen Morphologie entspre-
chende Architektur. Von wesentlicher Bedeutung ist dabei die Resorbierbarkeit von Transplantat-
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bestandteilen, da dem Knochenaufbau tUber Osteoblasten in aller Regel ein durch Osteoklasten
gesteuerter Knochenabbau vorausgeht. In diesem Zusammenhang wird die Proliferation von
Mesenchymzellen und deren Weiterdifferenzierung zu Osteoblasten durch frei werdende Substan-
zen, unter anderem durch sogenannte ‘bone morphogenetic proteins” (BMP), angeregt (Katthagen
et al. 1987). Weitere Vorteile der allogenen Knochenibertragung liegen in den zur Verfugung ste-
henden Ressourcen (Knochenbanken) und dem méglichen ‘en bloc’-Einsatz. Selbst grolRe Defek-
te (bis 10 cm) heilen in ersatzstarken Lagern meist komplikationslos ein.

Da im Rahmen des Herstellungsprozesses des Arzneimittels ,Human-Femurkopf, thermodesinfi-
ziert, gefrierkonserviert” ausschliellich Ringerlésung mit dem Femurkopf in Kontakt kommt und
das Arzneimittel Gewebe humanen Ursprungs ist und keine darliber hinaus gehenden chemischen
Substanzen zugefugt werden, kann auf  klassische toxikologische Untersuchungen verzichtet
werden. Gleiches gilt fir pharmakodynamische Studien, da es nicht zu einer Wirkstofffreisetzung
kommt, sondern das avitale Knochengewebe durch osteokonduktive Prozesse, die umfassend
belegt sind, in neuen Knochen umgebaut wird. Die klinische Wirksamkeit wurde im Rahmen des
Zulassungs- bzw. Genehmigungsverfahrens nach den §§ 21, 21a AMG hinreichend belegt.

Das gréRte gesundheitliche Risiko stellt die mégliche Ubertragung von humanpathogenen Erre-
gern dar. Das Thermodesinfektionssystem ,Lobator sd-2“ wurde mit der Zielsetzung entwickelt,
diese Risiken zu minimieren.

2. Historie des Marburger Thermodesinfektionssystems

Seit 1992 wurde das durch die Marburger Firma Telos in Zusammenarbeit mit der Klinik fur Unfall-
und Wiederherstellungschirurgie der Philipps-Universitat Marburg (wissenschaftliche Leiter: Prof.
Dr. Harald Knaepler, Dr. Thomas von Garrel) entwickelte Thermodesinfektionssystem ,Lobator sd-
1“ in der klinischen Praxis eingesetzt. Zielsetzung des Systems war es, im Rahmen von TEP-
Operationen des Huftgelenkes entnommene humane Femurképfe unter Zugabe von Ringer-
Losung mittels Einwirkung von Warmeenergie in einem sterilen Thermodesinfektionsgefall zu des-
infizieren und somit eine wirksame Abreicherung von potentiellen Infektionserregern zu erreichen.
Die Hitzeeinwirkung bewirkt eine Konformitatsanderung der Proteine.

Im Rahmen der Validierung des Modells ,Lobator sd-1* wurden unter anderem durch das Central
Laboratory of the Netherlands Red Cross Blood Service (CLB) umfangreiche Untersuchungen an
relevanten Viren (HIV-1, BVDV, CPV) durchgefuhrt, welche die grundsatzliche Wirksamkeit des
Verfahrens belegten. Die Weiterentwicklung des Modells, jetzt als ,Lobator sd-2“ im Verkehr, flhrte
zu einer weiteren erhéhten Sicherheit hinsichtlich der Dokumentation jedes Einzelprozesses. Das
,Lobator sd-2“-Verfahren wurde durch die Univ.-Gewebebank der Charité Berlin umfassend und
erfolgreich gepruft, wobei die Untersuchung neben den Viren auch Bakterien, Sporen und Pilze
umfasste.



Neben der Weiterentwicklung der biologischen Sicherheit des Systems wurde 2003 ein neues
Thermodesinfektionsgefal entwickelt, welches erlaubt, den Femurkopf mit Ringerlésung im ge-
schlossenen System zu desinfizieren und zu lagern. Eine Offnung des Systems zur Entnahme der
Ringerlésung (fur mikrobiologische Untersuchungen) ist durch Einflhrung eines 2-Kammer-
Systems nicht mehr erforderlich.

3. Wirkung der Thermodesinfektion auf humanpathogene Erreger

Die mégliche Ubertragung von humanpathogenen Erregern wurde in mehreren Studien, die sich
an den Vorgaben der geltenden Normen der CPMP, des DIN und des Paul-Ehrlich-Institutes orien-
tierten, untersucht. Es wurde der Nachweis erbracht, dass behdllte und nicht-behullte Virentypen
um mehr als 4logo-Stufen TCIDs, durch die Thermodesinfektion reduziert werden kénnen. Restin-
fektiositaten waren nicht nachweisbar (Gurtler und Ruckdeschel 1995, von Garrel et al. 1997, CLB
1996a, b und c, Pruss 2003a).

Vegetative Bakterien und Pilze wurden durch die Thermodesinfektion um mehr als 5logso-Stufen
CFU/ml ohne verbleibende Restinfektiositat reduziert (Pruss 2003a). Die fehlende Inaktivierungs-
potenz fur bakterielle Sporen und Sporenbildner war bei der wirksamen Phase von mindestens 15
Minuten bei gleich/gréBer 82,5 °C nicht unerwartet. Im Routineherstellungsprozess spielt dies je-
doch keine Rolle, da eine Kontamination mit Sporen bzw. Sporenbildner in Partikel- und Keimzahl-
Uberwachten OP-Bereichen nicht zu erwarten ist und die Entnahme nur von gesunden Spendern
ohne Zeichen einer Bakteriamie erfolgt. Die Entnahme selbst findet unter sterilen Bedingungen

statt. Nachfolgend soll auf die erwédhnten Studien naher eingegangen werden:

Die ersten mikrobiologischen Validierungen des Marburger Thermodesinfektionssystems ,Lobator
sd“ umfassten Arbeiten zu Viren (HIV-1, BVDV, CPV) und vegetativen Keimen. Diese Untersu-
chungen wurden durch Knaepler, H. zu Beginn der neunziger Jahre durchgefunhrt.

In einer ersten Studie untersuchten Knaepler et al. (1992) die thermische Inaktivierung von vegeta-
tiven Keimen mittels Thermoinkubator bei 80 °C Uber 10 Minuten. Als Testkeime in diesem Ver-
such wurden Staphylococcus aureus (ATCC® 6538) und Staphylococcus faecalis (ATCC® 6057)
als Bioindikatoren verwendet. Beide Erreger wurden vollstéandig inaktiviert.

Im Jahr 1995 erganzten Knaepler et al. ihre Validierungsversuche fur die Thermoinkubation bei 80
°C durch die Untersuchung von Escherichia coli, Proteus vulgaris und Pseudomonas aeruginosa.
Des Weiteren untersuchte er 3 Testviren; Cytomegalieviren (Herpesgruppe), Polio-Viren (Enterovi-
ren) und Gelbfieber-Viren (Flaviviren). Bei den Bakterien wies er eine vollstandige Inaktivierung (6
log+o) der Testkeime und bei den Viren eine Reduktion von mindestens 5 logio-Stufen nach. Diese
Untersuchungen umfassten jedoch lediglich Temperatur/Zeit-Kinetiken, die den Lobator-

Temperaturen wahrend des Behandlungszyklus entsprachen, allerdings ohne Knochenkontakt.



Gartler und Ruckdeschel (1995) und von Garrel et al. (1997) untersuchten die Wirksamkeit des
Thermodesinfektionssystems ,Lobator sd-1“ hinsichtlich der HIV-1-Inaktivierung. Sie brachten
PCR-tubes mit HIV-1-Viren, deren Titer 10'® war, in den Knochenkern ein und wiesen bei 80°C
eine vollstandige Inaktivierung des HIV-Virus nach.

T. von Garrel (2006) konnte in mehreren Versuchsreihen mit verschiedenen humanpathogenen
Viren (z.B. HIV, CPV) sowie verschiedenen humanpathogenen Bakterien (z.B. S. aureus, E. coli,
P. aeruginosa) nachweisen, dass durch die Thermodesinfektion im Lobator-System keine virulen-
ten Viren und pathogene Bakterien vorhanden waren.

Untersuchungen von Frommelt (1998), der mikrobiologische Kontrollen an 2.458 thermodesinfizier-
ten Femurkdpfen durchfihrte, belegen die ausgezeichnete Inaktivierungswirkung gegeniber vege-
tativen Erregern und damit die Eignung fur die klinische Praxis.

Das CLB (Central Laboratory of the Netherlands Red Cross Blood Transfusion Service; Depart-
ment Clinical Viro-immunology) in Amsterdam validierte das ,Lobator sd-1“ System mit BVDV (Bo-
vines Virus Diarrhoe Virus) als Modelvirus fur HCV und mit CPV (Canines Parvovirus) als Modelvi-
rus fur HBV, in dem sie mit einer Virensuspension gefilite PCR-tubes in den Knochen einbrachten.
Nach Beendigung des thermischen Desinfektionsprozesses waren keine infektiésen Viren mehr
feststellbar. Die Reduktionsfaktoren (logso) betrugen fur BVDV > 4,59 sowie > 5,21 und fur CPV >
5,87. Die in den o.g. Arbeiten beschriebene Verwendung von PCR-tubes, welche die Virussuspen-
sion enthalten und im Zentrum des Femurkopfes eingesetzt werden, erschienen fur die Messung
der keiminaktivierenden Wirksamkeit des Thermodesinfektionsverfahren am Femurkopfmodell
theoretisch eingeschrankt, da hier zwar ein optimaler Energietransfer auf die Erregerlésung ge-
wahrleistet ist, aber eine mégliche Einwirkung von Blut- und Knochenbestandteilen auf die Konta-
minationskeime entfallt. In diesen Versuchsansatzen fehlte der direkte Kontakt zwischen Virus und
Knochen. Damit geben diese Versuchsmodelle keine physiologisch reale Bedingung fir die Simu-
lation der in-vivo-Bedingungen wieder.

Nahezu physiologische Bedingungen wurden in den Folgestudien am Modell ,Lobator sd-2“ zur
Inaktivierung von viralen und nicht-viralen Erregern durch Kao, M. (Gutachten zur viralen Inaktivie-
rungspotenz des Lobator sd-2, 2002) und Pruss et al. (2003 a und b, in Anlage) angewendet, da
hier die Erregersuspension in einen Bohrkanal direkt in den spongiésen Femurkopfzylinder pipet-
tiert wurde. Somit war gewahrleistet, dass die Prufkeimsuspension allseitig im Kontakt mit Kno-
chengewebe steht. Durch den direkten Kontakt zwischen Erreger und Knochen wurde einerseits
eine praxisnahe Simulation von in-vivo-Bedingungen erzeugt und andererseits der Temperaturver-
lauf bei der "normalen" Thermodesinfektion im nativen Femurkopf bertcksichtigt. Als Kontaminati-
onskeime wurden Bakterien, Viren, Pilze und Bacillus subtilis- und Aspergillus niger-Sporen aus-
gewahlt, die einerseits den gesetzlich zutreffenden Normen Rechnung tragen und andererseits
eine klinisch relevante Bedeutung haben.



Es wurde geprift, ob und in welchem AusmaR die Keime, darunter hoch, mittel und wenig hitzere-
sistente Erreger, durch den Erhitzungsprozess des ,Lobator sd-2°-Systems reduziert bzw. inakti-
viert werden. ZielgroRe war eine Reduktion der Infektiositét klinisch relevanter umhuliter (HIV,
Pseudorabies-Virus, BVDV als HCV-Modellvirus) und nicht umhliter (HAV, Poliovirus 1, BPV als
HBV-Modellvirus) Viren um mehr als 4 logo-Stufen sowie ausgewahlter Bakterien und Pilze um 5
logso-Stufen. Die Untersuchungen beinhalteten Inaktivierungsexperimente an

drei umhiliten Viren (Bovines Virus Diarrhoe Virus (Modellvirus fur das Hepatitis C-Virus),
Pseudorabies-Virus, Humanes Immundefizienz Virus Typ-2 (HIV-2)),

. drei nicht umhtllten Viren (Hepatitis A-Virus, Poliomyelitis-Virus Typ 1, Bovines Parvovirus
als Modellvirus fur das Hepatitis B-Virus),
Bakterien (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecium,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis einschliellich Sporen, Mycobacterium terrae,
Clostridium sporogenes) und

Pilzen (Candida albicans, Aspergillus niger-Sporen).

Das Zentrum des humanen Femurkopfes wurde mit der jeweiligen hoch angereicherten freien
Keim-/Virussuspension so kontaminiert bzw. ,gespikt*, dass ein direkter Kontakt zwischen Erreger
und Knochengewebe erzeugt wurde.

Durch vorhergehende thermophysikalische Messungen der Kerntemperatur in gemaf dem Modell-
versuch praparierten Femurképfen konnte nachgewiesen werden, dass an jeder Stelle des ent-
knorpelten Femurkopfes (Durchmesser < 56 mm) fur mindestens 15 Minuten 82,5 °C (wirksamste
Phase der Keiminaktivierung) erreicht wurden.

Alle getesteten Viren wurden nach Abschluss der Thermodesinfektion vollstandig inaktiviert und
um mehr als 4 log:o-Stufen abgereichert (aufer ein HIV-2 Versuch > 3,51 logso — zu geringer Aus-
gangstiter). Die erzielten Ergebnisse wurden statistisch durch das 95%ige Konfidenzintervall abge-
sichert. Die vegetativen Bakterien und Pilze wurden ebenfalls vollstandig inaktiviert (= 6 logie im
Uberstand). '

Sporen von Bakterien und Sporenbildner wurden erwartungsgemaRn nicht ausreichend bzw. nicht
inaktiviert. Letzteres kann im normalen ,Lobator sd-2“-Verfahren jedoch vernachléssigt werden, da
das Ausgangsgewebe unter sterilen Bedingungen im Operationssaal gewonnen wird und der Her-
stellungsprozess eine sekundare Sporen-Kontamination ausschlieRt. SchlieRlich sichert eine Ste-
rilkontrolle nach Abschluss des Desinfektionsprozesses die Wirksamkeit des Verfahrens. Die Er-
gebnisse zeigen, dass durch die Behandlung humaner Femurkopfe im thermischen Desinfektions-
system ,Lobator sd-2" die Inaktivierung von klinisch relevanten sowie hoch resistenten Erregern

einschlieRlich Viren in hinreichendem MaR erfolgt.
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Unter Bericksichtigung physiologischer Schwankungen hinsichtlich Morphologie und Fettgehalt
wird ein Querdurchmesser des zu behandelnden Femurkopfes von < 56 mm angestrebt. Um die
Infektionssicherheit der thermodesinfizierten Femurképfe zu erhohen, ist jedoch zusatzlich eine
Anamneseerhebung sowie die Durchfilhrung der infektionsserologischen Untersuchungen gemag
den Vorgaben der ,Richtlinien zum Fihren einer Knochenbank der Bundesarztekammer® zwingend
notwendig.

4. Bewertung der Anforderungen an Reinraumbedingungen

In Anbetracht der erzielten Ergebnisse und den Vorgaben der vorhandenen Richtlinien und Nor-
men ist das potenzielle Risiko, Infektionskrankheiten viraler, bakterieller und mykotischer Genese
durch die Transplantation allogener Knochentransplantate, die mit dem System ,Lobator sd-2* be-
handelt wurden, zu Ubertragen, als duRerst gering zu erachten. Das Verfahren wurde durch das
Paul-Ehrlich-Institut In Kombination mit der sehr umfangreichen Anamneseerhebung, der klini-
schen Untersuchung sowie der Testung auf Infektionsmarker mittels serologischer (Anti-HIV, Anti-
HCV, HBsAg, Anti-HBc, TPHA) als validiertes Mikroben-Inaktivierungsverfahren eingestuft. Hinzu

kommt, dass jedes Fertigarzneimittel vor der Freigabe einer Prufung auf Sterilitat gemal Ph. Eur.
2.6.27 unterzogen wird.

GemaR § 36 (2) AMWHYV ist i. V. m. der EU-Richtlinie 2006/86/EC festgelegt:

(2) Die Betriebsrdume und Ausriistungen nach § 5 und die HygienemalBnahmen nach § 6 missen
geeignet sein, die Eigenschaften des Gewebes zu schiitzen, die fiir seine Verwendung erforderlich
sind und das Risiko einer mikrobiellen Verunreinigung wahrend der Be- oder Verarbeitung mini-
mieren:

1. Soweit die Gewebe wéhrend ihrer Be- oder Verarbeitung der Umgebung ausgesetzt werden,
muss dies in einer Umgebung mit festgelegter Luftqualitat und Sauberkeit erfolgen. Die Wirksam-
keit dieser MaBnahmen ist zu validieren und zu iberwachen.

2 Sofern die Gewebe ... keinem Inaktivierungs- oder Sterilisationsverfahren unterzogen werden,
ist wahrend der Be- oder Verarbeitung ein Luftreinheitsgrad fir Keimzahl und Partikelzahl entspre-
chend Klasse A der Definition des EG-GMP Leitfadens, Anhang 1 (Bekanntmachung vom 12. Méarz
2008, BAnz. S. 1217), mit einer fiir die Be- oder Verarbeitung des Gewebes geeigneten Hinter-
grundumgebung, die in Bezug auf Partikel- und Keimzahl mindestens der Klasse D des Anhangs 1
des Leitfadens entspricht, erforderlich. Von den Anforderungen an die Umgebung kann abgewi-
chen werden, wenn

a) ein validiertes Verfahren zur Inaktivierung der Keime oder zur Endsterilisation angewendet wird

Aus dem oben gefiihrten Nachweis, dass es sich bei der Thermodesinfektion um ein validiertes

Inaktivierungsverfahren handelt, ist es daher moglich, von den Anforderungen an die Reinraum-



klassen im Rahmen der Herstellung abzuweichen (siehe auch Wanninger und Mahlitz, 2009). Ins-
besondere ist es nicht erforderlich, eine raumlufttechnische Anlage zu installieren, die Hinter-
grundbedingungen der RR-Klasse D erzeugt.

Trotzdem missen die Rahmenbedingungen bei der Herstellung ausreichende Sicherheitsbedin-
gungen garantieren.

5. Fazit

In der Gesamtbetrachtung und unter Bewertung der Risiken entspricht die Herstellung des Arz-
neimittels ,Human-Femurkopf, thermodesinfiziert, gefrierkonserviert* in den Raumen der Univ .-
Gewebebank der Charité unter Beachtung folgender Sicherheitskriterien
. Spenderauswahl (Anamneseerhebung, klinische Untersuchung, radiologische Kontrolle)
Serologische Testung auf virale Infektionsparameter
Aseptische Gewinnung des Femurkopfes im OP nach standardisierten Verfahren (zweizei-
tige Hautdesinfektion, sterile Entnahme, steriles Entknorpeln, steriles Verpacken und La-
gern)
. Thermodesinfektion mittels validietem Mikroben-Inaktivierungsverfahren (PEI-Zul.-Nr.
H.03410.01.1)
den Anforderungen an die erforderliche Sicherheit eines Arzneimittels fur die Anwendung am Men-

schen.

Priv.-Doz. Dr. med. habil. Axel Prul®

Facharzt fur Transfusionsmedizin
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