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A method has been developed by which cryopreserved blood
can be put to use in the test. In this way, blood donations from
a donor can be pre-tested so that uniform material may be
employed in the test.
This test opens up entirely new perspectives on pyrogen testing
jar Gram-positive or fungal pyrogens as well as in medicinal
products. In addition, it could Jill the dangerous security gap
which might result from the limitations of testing medications
and blood products with LAL only.
The project was supported by ZEBET, D-Berlin, BMBF, D-
Bonn, and set, D'-Mainr.
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Zusarnmenfassung
Bei der Etablierung des alternativen Pyrogentestes fiir biologi-
sche Arzneimittel richteten sich erste Untersuchungen auf den
Einsatz und die Behandlung des Standardpyrogens. Da es sicb
beim standardmafiig als Pyrogen eingesetzten LPS (Lipopolysac-
charid) um. eine stark hydrophobe Substan; handelt, spielt die
Losungsvermittlung eine besondere Rolle. Im Gegensat; zum
LAL (Limulus-Amobozyten-Lysat-Test) konnte aber fur den
Vollblutpyrogentest eine eher verminderte Reaktivitat bei
zunehmend homogener Verteilung gezeigt werden.
Fur eine Reihe biologischer Arzneimittel konnten erste
Erfahrungen beim Test auf Pyrogene im humanen Vollblutas-
say gesammelt werden. Dazu gehoren Albumin, Immunglobuli-
ne, lmpfstoffe, Blutgerinnungsfaktoren und virusinaktiviertes
Plasma. Mit Ausnahme der Impfstoffe und Albumine sind diese
Arzneimittel z.Z. nur im Kaninchenpyrogentest testbar.
Fur Albumin konnte gezeigt werden, daJ3durch das Arzneimit-
tel eine leichte verstorkung der Pyrogenitdt des Standard-LPS
auftritt. Mit den Albuminen konnten sonst sicher reproduzier-
bare Ergebnisse erzielt werden. Die Nachweisgrenze lag
deutlich unter 50 pglml LPS.
Die lmmunglobulinpriiparate zeigen einen dhnlichen Verstar-
kungseffekt wie Albumine.
Mit Standardpyrogen dotierte Proben konnten sicher als
pyrogen erkannt werden.
Die getesteten Impfstoffe zeigten leichte Pyrogenitiit. die aber
erst bei Verdunnung der Impfstoffe sichtbar wurde. Unverdunnt
eingesetzt maskierten die Impfstoffe auch Standardpyrogendo-
tierungen.

Summary: First Results in the prevaluation of the human
whole blood assay for pyrogens in biological pharmaceuticals
When establishing the whole blood assay for pyrogens in our
laboratory we did several investigations on the standard
pyrogen to be used. Because of the hydrophobicity of the
lipopolysaccharid (LPS) it is difficult to get a homogeneous
solution. Therefore we used ultrasonic and biphenyl hydroxyl
amine chloride for a better dispergation.
Surprisingly the reactivity of the LPS in the whole blood assay
for pyrogens dropped the more the LPS was dispergated.
That's right inverse to the situation in the LAL.
There are first experiences in the whole blood assay for
pyrogens with biological pharmaceuticals. This includes
immunoglobulins, vaccines and coagulation factors.
Except of the vaccines and albumin the rabbit assay is the only
way to test these pharmaceuticals for pyrogens.
The albumins show a little amplification of the reactivity of
LPS in the whole blood assay for pyrogens. The testing of
albumin in the whole blood assay for pyrogens showed highly
reproproducible results and a detection limit under 50 pglml
LPS.
The immunoglobulins show an amplifying effect as well.
Immunoglobulins spiked with LPS were detected as pyrogenic
in all cases.
Some vaccines show a slight pyrogenity in the whole blood
assay which gets visible when diluting the sample. Undiluted
vaccines may cover a LPS contamination in the whole blood
assay for pyrogens.

Keywords: pyrogen testing, whole blood model, endotoxin, interleukin, contamination of biological products
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1 Einleitung

Parenteralia, also Arzneirnittel, die durch
Injektion oder Infusion verabreicht wer-
den, mlissen auf ihren Gehalt an fieberer-
zeugenden Stoffen getestet werden. Die
Prufung auf Pyrogene ist in allen Phar-
makopoen der Welt beschrieben. Diese
Prufung erfolgt durch die intravenose In-
jektion der zu prtifenden den Substanz in
die Ohrvene eines Kaninchens. Nach der
Infusion der Substanz wird der Anstieg
der Korperinnentemperatur einer Gruppe
von Kaninchen in einer bestimmten Be-
obachtungszeit gemessen. Nach Ph. Eur.
(1997) wird die Priifung zunachst mit ei-
ner Gruppe von drei Kaninchen durchge-
fuhrt.

Die Temperatur wird uber drei Stunden
nach der Injektion und 90 Minuten vor der
Injektion aufgezeichnet. Ist die Summe
der Temperaturdifferenzen gegeniiber der
Ausgangstemperatur der drei Kaninchen
einer Gruppe kleiner als 1,150 C gilt der
Pyrogentest als bestanden. Ist die Sum-
me der Temperaturdifferenzen grober als
1,15° C, aber kleiner als 2,65° C, muf der
Test mit weiteren drei Kaninchen wieder-
holt werden. Die erste Wiederholung gilt
als bestanden, wenn die Summe der Tem-
peraturdifferenzen uber alle sechs Kanin-
chen unter 2,80 C liegt, eine Wiederho-
lung ist bis 4,30 C erlaubt. Der Pyrogen-
test gilt als endgtiltig nicht bestanden
wenn in der dritten Wiederholung die
Summe der Temperaturdifferenzen von
zwolf Kaninchen 6,60 C iiberschreitet.

Als in vitro Methode steht die Prufung
auf Bakterienendotoxine zur Verfiigung
und hat in Form des Limulus-Amobozy-
ten-Lysat-Testes (LAL) Eingang in viele
Arzneibticher gefunden. Obwohl der LAL
inzwischen in pharmazeutischer Industrie
und Uberwachungsbehorden zur Routine
gehort, konnte er den Kaninchenpyrogen-
test nicht vollstandig ersetzen. Die Haupt-
griinde dafiir sind, daf eine Reihe von
Arzneimitteln im LAL nicht getestet wer-
den konnen (unter anderem die meisten
biologischen Arzneimittel), und daf der
LAL yon den verschiedenen fiebererzeu-
genden Stoffen nur die Endotoxine (Zell-
wandbestandteile gramnegativer Bakteri-
en in Form yon Lipopolysacchariden) er-
kennt.. Diese Schwierigkeiten machen
beim Ersatz des Kaninchenpyrogentests
durch den LAL eine produktbezogene Va-
lidierung des LAL notig, Das heilst, die
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Validierung mull vonjedem Hersteller fiir
sein Produkt einzeln durchgefiihrt werden.
Zur Validierung gehoren (Bundesanzeiger,
1993) der Nachweis der Sensititivitat des
verwendeten LA-Lysates, Nachweis, daB
das Praparat keine Storfaktoren fiir den
LAL enthalt und daf das Produkt keine
nicht -Endotoxinpyrogene enthalt (dieser
Nachweis muf in Paralleltestung zum Ka-
ninchenpyrogentest erfolgen).

Der hier angewendete humane Vollblut-
pyrogen test ermoglicht es dagegen, alle
Pyrogene, die uber eine periphere Aus-
schtittung sogenannter endogener Pyroge-
ne (Interleukin-l-Beta) Fieber induzieren,
zu erkennen.

Mit dem humanen Vollblutpyrogentest
steht somit ein in vitro Testsystem zur
Verftigung, welches neben dem LPS auch
andere Pyrogene erfallt und auch fur bio-
logische Arzneimittel einsetzbar ist.

2 Material und Methoden

Der humane Vollblutassay wurde durch-
geflihrt, wie yon Hartung und Wendel
(1995) beschrieben. Es wurde Heparinblut
verwendet, welches in einem Volumenver-
haltnis 1:11 mit physiologischer Kochsalz-
losung verdtinnt wurde (100 IJ.Iheparini-
siertes Blut in 1 ml physiologische Koch-
salzlosung), Dazu wurden 100 IJ.Ider zu
priifenden Substanz gegeben und eine In-
kubation uber 20 Stunden bei 37° C durch-
gefiihrt. Nach der Inkubation wurden die
Inkubtionsgefafie einmal gemischt, bei
3000 g die zellularen Bestandteile abzen-
trifugiert und in einem Aliquot yon 100
IIIdie Interleukin-l-B-Konzentration mit-
tels ELISA bestimmt.

Als Endotoxinstandard wurde LPS yon
Salmonella abortus equi yon Sigma (Dei-
senhofen) bzw. der Standard NP3 yon Py-
roquant Diagnostik (Walldorf) verwendet.
Zur Einstellung der Standardpyrogene wur-
de der LAL Gelierungstest yon Pyroquant
Diagnostik (Walldorf) verwendet.

Es wurden folgende Arzneimittel zur
Priifung aufPyrogene im alternativen Py-
rogentest eingesetzt: humanes Serumalbu-
min (funfprozentig), Immunglobulinpra-
parate (50 mg Protein pro ml); Blutgerin-
nungsfaktor VIII, Tollwutimpfstoff (inak-
tiviert), Gelbfieberlebendimpfstoff.

Alle Praparate wurden im alternativen
Pyrogentest pur und in Verdiinnungen yon
1: 10 bis 1: 10000 eingesetzt. AuBerdem
wurde eine Dotierung (spiking) jedes Ver-

dunnungsniveaus durchgefUhrt. Dazu
wurde jedes Verdtinnungsniveau so mit
LPS yon S. abortus equi versetzt, daf sich
eine Konzentration yon 250 pg/ml LPS
ergab.

3 Ergebnisse und Diskussion

Der humane Vollblutpyrogentest ist ein
Test, der neben dem Vorteil als in vitro
Verfahren einen Tierversuch ablosen zu
konnen, auch noch den Vorzug mit sich
bringt, die Frage der Pyrogenitat im ho-
mologen System testbar zu machen. Das
heibt, da es beim Pyrogentest urn die Fra-
ge einer eventuellen Pyrogenitat beim
Menschen geht, verringert ein Arbeiten
mit menschlichem Blut die Zahl der Test-
variablen.

Der humane Vollblutpyrogentest wird
zur Zeit im Rahmen eines vom BMBF
geforderten Forschungsprojektes pravali-
diert und evaluiert. Da an diesem Projekt
mehrere Partner beteiligt sind, spielen bei
der Anwendung des Testsystems im Mo-
ment noch Varianzen eine Rolle, die erst
nach konsequenter Zusammenfiihrung al-
ler Evaluierungsdaten exakt ausgewiesen
werden konnen, Um vor dies em Hinter-
grund dauerhaft verwertbare Daten erzie-
len zu konnen, haben wir bestimmte Vari-
anzen zunachst laborintern minimiert.
Dazu gehoren:
1) Spendervarianz des eingesetzten Blu-
tes. Diese wurde bei unseren Untersuchun-
gen zunachst konstant gehalten, indem wir
nur Blut yon zwei Spendem verwendeten.
2) Die verwendeten Standardpyrogene, die
LPS verschiedener Bakterienspezies zei-
gen sich unterschiedlich reaktiv. Aile hier
vorgestellten Ergebnisse wurden mit ei-
nem LPS yon Salmonella abortus equi
erzielt.
3) Die Behandlung des Standardpyrogens
spielt eine besondere Rolle. Da es sich bei
LPS urn eine stark hydrophobe Substanz
handelt, ist eine homo gene Verteilung der
Molekiile im wassrigen Milieu schwer zu
erreichen und die LPS-Molektile neigen
zur Bildung yon Mizellen. Standardpyro-
genlosungen wurden ultrabeschallt und
mit dem Losungsverrnittler Hydroxyl-
aminhydrochlorid versetzt, da mit der
Homogenitat der Verteilung des LPS auch
die Reaktivitat der Losung im LAL steigt.

Wir konnten im Vollblutpyrogentest ein
gerade umgekehrtes Verhalten beobach-
ten. LPS yon Salmonella abortus equi in
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Konzentrationenen von 50-1000 pg/ml
zeigte ohne Ultraschallbehandlung und
ohne Zusatz von Hydroxylaminhydro-
chlorid eine um ein Drittel hohere Aus-
schtittung yon Interleukin-l-B im hurna-
nen Vollblutassay als entsprechend behan-
deltes LPS. Als Ergebnis dieser Beobach-
tung setzen wir nur mit Ultraschall behan-
deltes und mit Hydroxylaminhydrochlo-
rid versetztes Standardpyrogen bzw. kom-
merzielle Pyrogenstandards ein.

3.1 Humanes Serumalbumin (HSA)
im Vollblutpyrogentest
HSA wird in den Konzentrationen von
5%-25% als Infusion eingesetzt,

Die Prufung auf Pyrogene erfolgt nach
Ph. Eur. im Kaninchenpyrogentest. Eine
Prufung im LAL ist zwar prinzipiell mag-
Iich, erweist sich aber als storanfallig. Die
Grenzwerte fill einen maximal zulalsigen
Endotoxingehalt Iiegen bei 133 pg/ml fill
20%iges HSA (max. Injektionsvolumen
3,75 mllkg Korpergewicht/ Std.) und
50pg/ml fur 5%iges HSA (max. Injekti-
onsvolumen 10,00 mllkg Korpergewicht/
Std.) (FDA Interims Guidance, 1991).

1m humanen Vollblutpyrogentest konn-
ten Endotoxindotierungen ab 50 pg/ml in
HSA sicher erkannt werden.

Bei vergleichenden Priifungen yon LPS-
Verdtinnungsreihen in HSA und physio-
logischer Kochsalzlosung zeigte sich ein
verstarkender Effekt des Albumins auf die
Interleukin-1-B-Ausschi.ittung im huma-
nen Vollblutassay.

3.2 Immunglobuline
Immunglobuline kommen als Infusions-
arzneimittel mit einer maximalen Appli-
kationsdosis yon 5,5 ml pro kg Korperge-
wicht und Std. ZUlli Einsatz. Der maximal
tolerierbare Endotoxingehalt liegt damit
bei 91 pg/ml (FDA Interims Guidance,
1991). Die Prufung auf Pyrogene erfolgt
nach Ph. Eur. im Kaninchenpyrogentest.
1m Vollblutpyrogentest konnten Endoto-
xindotierungen in Immunglobulinprapara-
ten ab 50 pg/ml sicher erkannt und eine
Verstarkung der Interleukinausschtittung
in gleicher Weise wie bei den Albuminen
beobachtet werden. Werden die Immun-
globulinpraparate mit physiologischer
Kochsalzlosung verdi.innt und jede Ver-
di.innungsstufe mit gleichbleibenden En-
dotoxinkonzentrationen versetzt, so
kommt es bei 1000 pg/ml LPS in unver-
dunntem Immunglobulin zu einer dreimal
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so hohen Interleukin- J -13- Ausschiittung
im humanen Volfblurassay, wie bei
1000pg/ml LPS in 1:10 verdiinntem Irn-
munglobulin.

Der Vergleich yon nattirlich kontami-
nierten Praparaten, die den Kaninchenpy-
rogentest nicht passieren konnten, zeigt
verschiedenene Reaktionsmuster:
1) Ein Praparat passierte den Kaninchen-
pyrogen test sehr knapp in der dritten Wie-
derholung (Summe der Temperaturdiffe-
renzen iiber 12 Kaninchen: 6,35° C). Die
Prufung des Immunglobulinpraparates in
verschiedenen Salineverdi.innungen im
humanen Vollblutpyrogentest ergab:
ohne Verdiinnung : - keine verstarkte

Interleukinausschiittung und bei Dotie-
rung rnit 250 pg/ml LPS Verdreifachung
der Interleukinausschi.ittung gegeniiber
250 pg/ml LPS in Saline.
in Verdiinnung 1:10: - eine verstarkte

Interleukinausschi.ittung (sechsfach hoher
als die Negativwerte) und bei Dotierung
mit 250 pg/ml LPS leichte Erhohung der
Interleukinausschiittung gegeni.iber 250
pg/ml LPS in Saline.
in Verdiinnung 1:100: - eine verstark-

te Interleukinausschi.ittung (dreifach hoher
als die Negativwerte) und bei Dotierung
mit 250 pg/ml LPS keine Erhohung der
Interleukinausschiittung gegeni.iber 250
pg/ml LPS in Saline.
in Verdiinnung 1:10000: - keine ver-

starkte Interleukinausschtittung und bei
Dotierung mit 250 pg/ml LPS keine Er-
hohung der Interleukinausschi.ittung ge-
geni.iber 250 pg/ml LPS in Saline.
2) Ein Praparat passierte den Kaninchen-
pyrogentest in der ersten Wiederholung
(Summe der Temperaturdifferenzen uber
6 Kaninchen: 2,75° C).Die Pri.ifung des
Immunglobulinpraparates in verschiede-
nen Salineverdi.innungen im humanen
Vollblutpyrogentest ergab:
ohne Verdiinnung : - keine verstarkte

Interleukinausschtittung und bei Dotie-
rung mit 250 pg/mJ LPS keine Erhohung
der Interleukinausschi.ittung gegeniiber
250 pg/ml LPS in Saline.
in Verdiinnung 1:10: - eine verstarkte

Interleukinaussehi.ittung (zweifach hoher
als die Negativwerte) und bei Dotierung
mit 250 pg/ml LPS keine Erhohung der
Interleukinausschuttung gegeni.iher 250
pg/ml LPS in Saline.
in Verdiinnung 1:100: - eine verstark-

te Interleukinaussehi.ittung (dreifach hoher
als die Negativwerte) und bei Dotierung

mit 250 pg/ml LPS keine Erhohung der
InterleukinausschUttung gegenuber 250
pglml LPS in Sal ine,
in Verdiinnung 1:10000: - keine ver-

starkte InterleukinausschUttung und bei
Dotierung mit 250 pg/ml LPS keine Er-
hohung der Interleukinausschuttung ge-
gentiber 250 pg/ml LPS in Saline.
3) Ein Praparat verfehlte den Kaninchen-
pyrogen test im ersten Ansatz (Summe der
Temperaturdifferenzen uber 3 Kaninchen:
3,2° C). Die Priifung des Immunglobulin-
praparates in verschiedenen Salineverdun-
nungen im humanen Vollblutpyrogentest
ergab:
ohne Verdiinnung : - keine verstarkte

Interleukinausschi.ittung und bei Dotie-
rung mit 250 pg/ml LPS keine Erhohung
der Interleukinausschuuung gegentiber
250 pg/ml LPS in Saline.
in Verdiinnung 1:10: - keine verstark-

te Interleukinausschtittung und bei Dotie-
rung mit 250 pg/ml LPS keine Erhohung
der Interleukinausschuttung gegeniiber
250 pg/ml LPS in Saline.
in Verdiinnung 1:100: - keine verstark-

te Interleukinausschi.ittung und bei Dotie-
rung mit 250 pg/ml LPS keine Erhohung
der Interleukinausschuttung gegeni.iber
250 pg/ml LPS in Saline.
in Verdiinnung 1:10000: - keine ver-

starkte Interleukinausschiittung und bei
Dotierung mit 250 pg/ml LPS keine Er-
hohung der Interleukinausschiittung ge-
geniiber 250 pg/ml LPS in Saline.

Es darf die interessante SchluBfolgerung
gezogen werden, daB natiirliche Pyrogen-
kontarninationen in Immunglobulinprapa-
raten im Vollblutpyrogentest maskiert
werden konnen, sie werden aber teilweise
nach Verdtinnung sichtbar. Die Korrelati-
on zum Kaninchenpyrogentest ist in Be-
zug aufLPS gegeben. Bei naturlichen Py-
rogenkonzentrationen unbekannter Natur
kommt es vereinzelt zu wiederspruchli-
chen Befunden, die einer weiteren Klarung
bediirfen.

3.3 Impfstoffe
Es wurden zunachst zwei Virusimpfstof-
fe (ein inaktivierter Tollwutimpfstoff und
ein Lebendimpfstoff gegen Gelbfieber) im
humanen Vollblutpyrogentest untersucht.

Da Impfstoffe nieht intavenos verab-
reicht werden, ist hier der Endotoxingrcnz-
wert deutlich hoher, Er betragt fur Toll-
wutimpfstoffe 2500 pg pro Impfdosis und
fur Gelbfieberimpfstoff 500 pg pro Impf-
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dosis. Die Prufung aufPyrogene bzw. bak-
terielle Endotoxine erfolgt nach Ph. Eur.
imLAL.

Bei den Testungen im humanen Voll-
blutassay zeigte der inaktivierte Tollwut-
impfstoffkeine Induktion von Interleukin-
I-B-Ausschtittung und maskierte die durch
Standardpyrogen induzierte Interleukin-
ausschiittung bis zu einer Verdiinnung von
1:10.
Der Gelbfieberimpfstoff induzierte

selbst eine Zytokinausschtittung, die bei
einer Verdunnung yon 1:100 messbar war,
eine Maskierung des Standardpyrogens
war nicht siehtbar.

3.4 Blutgerinnungsfaktoren
Blutgerinnungsfaktoren werden intrave-
nos appliziert. Die Prufung auf Pyrogene
erfolgt naeh Ph. Eur. im Kaninehenpyro-
gentest.

1m humanen Vollblutassay zeigten ein-
zelne Praparate (Kaninchenpyrogentest
negativ) eine Interleukininduktion, die
sieh ab einer Verdunnung von 1: 10 verlor.
Eine im Kaninehenpyrogentest aufgetre-
tene Pyrogenitat (Temperaturdifferenz
uber 3 Tiere = 3,65° C) wurde im huma-
nen Vollblutassay sicher erkannt (Interleu-
kinausschuttung fiinfzigfach hoher als die
Negativwerte), wenn das Praparat unver-
dunnt eingesetzt wurde.

4 Schlu6folgerungen

Zusammenfassend liiBt sich sagen, daB der
humane Vollblutpyrogentest fiir biologi-

sche Arzneimittel prinzipiell geeignet ist.
Es ist aber fur jedes biologische Arznei-
mittel aufgrund seiner komplexen Zusam-
mensetzung eine Validierung notwendig.
Mit dem Vollblutpyrogentest konnen Ver-
unreinigungen mit LPS sicher und mit
ausreichender Sensitivitat erkannt werden.
Aber nicht nur LPS als Oberflachenbe-
standteil gramnegativer Bakterien, son-
dem auch andere Substanzen konnen als
exogene Pyrogene wirksam werden. Da
die Pyrogene mit Ursprung in Viren, Pil-
zen, Parasiten und grampositiven Bakte-
rien in ihrer Natur unbekannt sind, kann
auch wenig tiber ihr fiebererzeugendes
Potential in verschiedenen Spezies gesagt
werden. Die Diskrepanzen zwischen den
Ergebnissen des humanen Vollbluttests
und dem Kaninchenpyrogentest bedurfen
einer sorgfaltigen Prtifung ihrer Ursachen
(s. auch Hartung et al. in diesem Heft wei-
ter unten). Der Kaninchenpyrogentest ist
zwar ein Test fur den umfangreiche Erfah-
rungen aus der Praxis vorliegen, aber wie
beijedem Tierversuch bleibt bei der Uber-
tragung der Ergebnisse vom Tier auf den
Menschen ein Interpretationsspielraum.
Der Vollblutpyrogentest hat demgegen-
uber den Vorteil, im homologen System
zu arbeiten. Bei den hier beobachteten In-
terleukinausschuttungen ist es durchaus
moglich, daB dies auch mit einer Fieber-

giert. Die fehlende Interleukin-l-B im
Vollblutpyrogentest ist ein Hinweis in die-
se Richtung.

Der Vollblutpyrogentest ist also nicht
nur potentiell in der Lage, den Kaninchen-
pyrogentest abzulosen, sondem kann mit
hoher Wahrscheinlichkeit auch helfen, bis-
her unklare Fieberreaktionen aufzuklaren.
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Zusammenfassung
1m humanen Vollblut-Pyrogentest wird zum Nachweis von
Pyrogenen die dem natiirlichen Fiebermechanismus entspre-
chende pyrogeninduzierte Ausschiittung von IL-1 {3 als Prufkri-
terium herangezogen.
Um den Kaninchen-Pyrogentest als bisherige offizielle
Standardmethode zu ersetzen. sind Untersuchungen zur
Validierung des Vollblut-Pyrogentests notig. Dabei konnten
unter Einbeziehung einer groJ3erenSpenderpopulation die

folgenden Ergebnisse dargestellt werden:
1) In Blutproben ohne LPS (Pyrogen)-Stimulation lieJ3sich
kein IL-1 f3nachweisen.
2) Stimulation mit LPS ergibt eine konrentrationsabhangige
Ausschiittung von IL-1{3,wobei unabhdngig von den individu-
ellen Blutproben eine Mindestkonzentration von 2-5 pg/ml LPS
von S. abortus equi erforderlich ist.
3) Die absolute Menge des ausgeschutteten 1L-1{3 variiert
interindividuell deutlich.
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