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dosis. Die Priifung auf Pyrogene bzw. bak-
terielle Endotoxine erfolgt nach Ph, Eur.
im LAL.

Bei den Testungen im humanen Voll-
blutassay zeigte der inaktivierte Tollwut-
impfstoft keine Induktion von Interleukin-
1-B-Ausschiittung und maskierte die durch
Standardpyrogen induzierte Interleukin-
ausschiittung bis zu einer Verdiinnung von
1:10.

Der Gelbfieberimpfstoff induzierte
selbst eine Zytokinausschiittung, die bei
einer Verdiinnung von 1:100 messbar war,
eine Maskierung des Standardpyrogens
war nicht sichtbar.

3.4 Blutgerinnungsfaktoren
Blutgerinnungsfaktoren werden intrave-
nos appliziert. Die Priifung auf Pyrogene
erfolgt nach Ph. Eur. im Kaninchenpyro-
gentest.

Im humanen Vollblutassay zeigten ein-
zelne Priparate (Kaninchenpyrogentest
negativ) eine Interleukininduktion, die
sich ab einer Verdiinnung von 1:10 verlor.
Eine im Kaninchenpyrogentest aufgetre-
tene Pyrogenitit (Temperaturdifferenz
iiber 3 Tiere = 3,65° C ) wurde im huma-
nen Vollblutassay sicher erkannt (Interleu-
kinausschiittung fiinfzigfach hoher als die
Negativwerte), wenn das Priparat unver-
diinnt eingesetzt wurde.

4 Schlubfolgerungen

Zusammenfassend 146t sich sagen, daf} der
humane Vollblutpyrogentest fiir biologi-

sche Arzneimittel prinzipiell geeignet ist.
Es ist aber fiir jedes biologische Arznei-
mittel aufgrund seiner komplexen Zusam-
mensetzung eine Validierung notwendig.
Mit dem Vollblutpyrogentest kénnen Ver-
unreinigungen mit LPS sicher und mit
ausreichender Sensitivitit erkannt werden.
Aber nicht nur LPS als Oberflichenbe-
standteil gramnegativer Bakterien, son-
dern auch andere Substanzen kénnen 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 iiber ihr fiebererzeugendes
Potential in verschiedenen Spezies gesagt
werden. Die Diskrepanzen zwischen den
Ergebnissen des humanen Vollbluttests
und dem Kaninchenpyrogentest bediirfen
einer sorgfiltigen Priifung ihrer Ursachen
(s. auch Hartung et al. in diesem Heft wei-
ter unten). Der Kaninchenpyrogentest ist
zwar ein Test fiir den umfangreiche Erfah-
rungen aus der Praxis vorliegen, aber wie
bei jedem Tierversuch bleibt bei der Uber-
tragung der Ergebnisse vom Tier auf den
Menschen ein Interpretationsspielraum.
Der Vollblutpyrogentest hat demgegen-
iiber den Vorteil, im homologen System
zu arbeiten. Bei den hier beobachteten In-
terleukinausschiittungen ist es durchaus
méglich, daB dies auch mit einer Fieber-
reaktion beim Menschen korreliert, wenn
der Kaninchenpyrogentest negativ ausge-
fallen war. Umgekehrt ist es auch denk-
bar, daf trotz einer Fieberreaktion im Ka-
ninchen der Mensch nicht mit Fieber rea-

giert. Die fehlende Interleukin-1-8 im
Vollblutpyrogentest ist ein Hinweis in die-
se Richtung.

Der Vollblutpyrogentest ist also nicht
nur potentiell in der Lage, den Kaninchen-
pyrogentest abzultsen, sondern kann mit
hoher Wahrscheinlichkeit auch helfen, bis-
her unklare Fieberreaktionen aufzukléren.
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Privalidierung von Parenteralia im humanen

Vollblutmodell

Markus Weigandt, Peter Lexa und Hans-Giinther Sonntag
Hygiene-Institut der Universitat Heidelberg, D-Heidelberg

Zusammenfassung

Im humanen Vollblut-Pyrogentest wird zum Nachweis von
Pyrogenen die dem natiirlichen Fiebermechanisimus entspre-
chende pyrogeninduzierte Ausschiittung von IL-13 als Priifkri-

terium herangezogen.

Um den Kaninchen-Pyragentest als bisherige offizielle
Standardmethode zu ersetzen, sind Untersuchungen zur
Validierung des Vollblut-Pyrogentests notig. Dabei konnten
unter Einbeziehung einer grdfferen Spenderpopulation die
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folgenden Ergebnisse dargestellt werden.:

1) In Blutproben ohne LPS (Pyrogen)-Stimulation liefs sich
kein IL-1B nachweisen.
2) Stimulation mit LPS ergibt eine konzentrationsabhiingige

Ausschiittung von IL-1, wobei unabhéingig von den individu-

ellen Blutproben eine Mindestkonzentration von 2-5 pg/ml LPS
von S. abortus equi erforderlich ist.

3) Die absolute Menge des ausgeschiitteten IL-1[3 variieri
interindividuell deutlich.
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4) Die Verldngerung der Lagerungszeit der Blutproben vor
ihrem Einsatz im Testsystem bewirkt eine Erhdhung der
erforderlichen minimalen LPS-Konzentration fiir die Ausschiit-
tung von IL-103 und eine deutlich héhere I1L-1B-Ausschiittung
bei der Stimulation mit hohen LPS-Konzentrationen im
Vergleich zum Einsatz mit Frischblut.

Fiir die Testauswertung wird eine Anlehnung an die Vorschrift
der semiquantitativen LAL-Gelbildungsmethode des Europiii-
schen Arzneibuchs empfohlen.

Bei der Uberpriifung von Infusionslosungen lieflen sich auf
dieser Evaluationsbasis die fiir den LAL-Test vorgeschriebenen
Endotoxingrenzwerte darstellen. In dotierten Proben der
Infusionslosungen wurde das LPS in den zugegebenen Konzen-
trationen wiedergefunden.

Summary: A new test for the detection of pyrogens in pharma-
ceutical products. Examinations for the validation of the
human whole blood assay

The human whole blood assay utilises the natural fever response
to detect pyrogens by determination of the release of IL-1[3.

B

In order to replace the official method, the rabbit pyrogen test,
a validation of the whole blood assay is necessary. A compari-
son of the results obtained from many blood samples has
revealed the following:

1) Blood not stimulated by LPS does not produce IL-1[.

2) Stimulation by LPS induces a concentration-dependent
release of IL-1[3 beginning at a concentration of between 2-5
pg/mL LPS.

3) The amount of IL-1 released varies greatly between
samples obtained from different individuals.

4) Storing blood samples results in a right shifted LPS/IL-1[3 curve
with a steeper gradient and higher maximum value of IL-1b.

In this paper we suggest an experimental method for the
determination of pyrogens based on the established semi-
quantitative LAL gelation method as detailed in the European
Pharmacopeia.

Using this methodology, we were able to show that the amount
of endotoxin in a number of different infusion solutions was
below the LAL-endotoxin limit concentration. LPS was
quantitatively determined from spiked samples.

Keywords: human whole blood, alternative method, interleukin-1f3, drug release, pyrogen test

1 Einleitung und Fragestellung

Parenteralia miissen frei sein von Stof-
fen (Pyrogenen), die durch Fiebererzeu-
gung den Patienten schiidigen konnen.
Zur Uberpriifung der Pyrogenfreiheit
dient seit iiber fiinfzig Jahren der Test
an Kaninchen. Als in vitro Ersatzmetho-
de wird seit vielen Jahren auch der LAL-
Test eingesetzt. Die damit moglich ge-
wordene semiquantitative Bewertung,
zusammen mit einer hohen Sensitivitiit,
brachten fiir den Endotoxinnachweis
eine deutliche Verbesserung der Arznei-
mittelsicherheit mit sich (Kriiger, 1981).
Trotz seiner Uberlegenheit in diesen und
auch anderen Punkten konnte er den Ka-
ninchentest nicht vollstindig ersetzen.
Dies liegt vor allem daran, daf} sich nicht
alle Arzneimittel wegen Interferenzen
zwischen Reagenz und Probe testen las-
sen. Zudem sind im Rahmen der Vali-
dierung von Arzneimittelherstellungs-
prozessen Kaninchentests notig, um ne-
ben Endotoxinen auch andere Pyrogene
auszuschlieBen. Seit Mitte der achtziger
Jahre finden sich daher in der Literatur
Vorldufer des nunmehr zur Verfiigung
stechenden Vollblut-Pyrogentests. Dina-
rello et al. (1984) verwendeten separier-
te Leukozyten, Poole et al. (1988) leu-
kozytire Zellinien, deren Zytokinaus-
schiittungen zum Pyrogennachweis ge-
nutzt wurden. Alle diese Methoden wa-
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ren aber zu komplex und vor allem zu sto-
rungsanfillig, um sich gegen die etablier-
ten Verfahren durchsetzen zu kénnen.

Der von Hartung und Wendel (1995)
beschriebene humane Vollblut-Pyrogen-
test nutzt die dem natiirlichen Fieberme-
chanismus des Menschen entsprechende
pyrogeninduzierte Freisetzung von IL-13
aus. Die Leukozyten im Blut reagieren auf
pyrogene Substanzen u.a. mit der Aus-
schiittung von IL-1f, welches durch den
Blutkreislauf zu bestimmten GefiBendo-
thelzellen im Hypothalamus gelangt. Nach
Signaltransduktion durch PGE, wird die
Solltemperatur im Hypothalamus erhéht;
der Mensch reagiert mit Fieber (Dinarel-
lo, 1996). Der humane Vollblut-Pyrogen-
test stellt den ersten Teil dieses Ablaufs in
vitro nach: Menschliches Vollblut wird mit
der Priiflésung versetzt, eventuell vorhan-
dene Pyrogene induzieren eine IL-1[3-Aus-
schiittung, die mittels ELISA gemessen
wird.

Ziel der eigenen Untersuchungen war
es, eine Reihe von methodischen Parame-
tern dieses Testsystems zu validieren und
seine Praktikabilitit an pharmazeutischen
Routineproben zu iiberpriifen.

2 Material und Methoden
2.1 Reagenzien

Fiir die Untersuchungen kamen folgende
Reagenzien zur Anwendung:

— Vollblut wurde von Blutspendern (Blut-
bank des Universititsklinikums Heidel-
berg) zur Verfiigung gestellt.

— Der Kontrollstandard Endotoxin-NP-3
aus S. abortus equi wurde von der GMN
Walldorf bezogen.

— Als Verdiinnungsmedium wurde 0,9%
NaCl-Lésung der Firma B. Braun Melsun-
gen AG, Melsungen verwendet.

— Als ELISA kam der ELISA-Kit Mile-
nia® Pyrocheck, Firma DPC Biermann,
Bad Nauheim, zum Einsatz.

2.2 Versuchsansatz zum Nachweis
von Pyrogen mit Vollblut

Unter einer Sicherheitswerkbank
(Heraeus, Hanau) wurden in 1,5 ml Poly-
propylen-ReaktionsgefiBen (Eppendorf,
Hamburg) 1000 pl 0,9%ige NaCl-Losung
vorgelegt. Von dem Kontrollstandard NP-
3 wurde eine Verdiinnungsreihe von 1-100
ng/ml LPS hergestellt. 100 pl einer dieser
Verdiinnungen oder 100 ul der Priiflésun-
gen wurden in je ein Reaktionsgefidl zu-
gegeben. Das Blut eines gesunden Spen-
ders wurde in Li-Heparin-Monovetten (Fa.
Sarstedt, Niimbrecht) gesammelt und je-
weils 100 pl in die Reaktionsgefifle ge-
geben. Die Inkubation erfolgte im Brut-
schrank iiber Nacht bei 37° C, 20% O, und
5% CO,. Nach Aufschiitteln des Sedi-
ments und Zentrifugation (3200 g, 1 min)
wurde der IL-1b-Gehalt mittels des ELI-
SA-Kit Milenia® Pyrocheck bestimmt.
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2.3 Bestimmung der individuellen
pyrogeninduzierten Reaktivitiit der
Blutspender

In jedem Versuchsansatz wurden die Voll-
blutproben sowohl pyrogenfrei (mit aus-
schlieBlich NaCl-Losung) als auch mit
Verdiinnungen von Kontrollendotoxin in-
kubiert. Eine Probe wurde als positiv ge-
wertet, wenn die durch IL-1b-induzierte
optische Dichte im ELISA um mindestens
den Faktor 5 hoher lag als bei den pyro-
genfreien Proben. Die geringste LPS-Kon-
zentration, die diesen Wert erreichte, wur-
de in pg/ml LPS-Aquivalent angegeben
und als Blutsensitivitit D __bezeichnet.

2.4 Interferenzpriifung

Die jeweils individuell bestimmte Blutsen-
sitivitit wurde bei der Auswertung der
Priifsubstanzen, die in verschiedenen Ver-
diinnungen getestet wurden, bestimmt.
Eine Prifsubstanzverdiinnung galt dann
als interferenzfrei, wenn sie die Blutsen-
sitivititen nicht deutlich beeinflufite. Zu-
sdtzlich wurde die Priifsubstanz ohne Voll-
blut direkt in eine ELISA-Kavitit gege-
ben, um eine Interferenz zwischen ELI-
SA-System und Priifsubstanz zu erkennen.

2.5 Untersuchungen zum Pyrogen-
nachweis in Priifsubstanzen
Fiir die semiquantitative Messung wurde
die Priifsubstanz in den Verdiinnungen, die
als interferenzfrei ausgetestet waren, ein-
gesetzt. Der Verdiinnungsfaktor der héch-
sten positiven Verdiinnung V, , und der
niedersten negativen Verdiinnung V
wurden festgestellt. Der Endotoxingehalt
C,, wurde nach der Formel
Dacm X V]m:h = CET = Dsens = Vnicdr
bestimmt.
Fiir die Auswertbarkeit eines Tests mul-
ten folgende Kriterien erfiillt sein:
— Die Negativproben unter 2.3 zeigten
keine IL-1b-Ausschiittung.
—Die unter 2.5 eingesetzten Priifsubstanz-
verdiinnungen waren interferenzfrei und,
zum Bestehen der Priifung,
— die dquivalente Endotoxinkonzentrati-
on der Probe lag unter dem Grenzwert.
Nachfolgend aufgefiihrte Arzneimittel
wurden getestet:
— wiiBrige Glukose 2,5% / NaCl 0,45%-
Losung, Universitidtsapotheke Heidelberg
— wiilBrige Glukose 5%-Losung, Univer-
sititsapotheke Tiibingen
—Ringer Losung Rentschler, Dr. Rentsch-
ler GmbH & Co., Laupheim
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— Longasteril® 40 kochsalzhaltig (Volu-
menersatzmittel auf Dextranbasis), Frese-
nius AG, Bad Homburg

— Thomaemin® hepar (Aminosidurenge-
misch), Delta-Pharma GmbH, Pfullingen
— <Gelafundin® (Volumenersatzmittel auf
Gelatinebasis), B. Braun Melsungen AG,
Melsungen

2.6 Wiederfindungsversuche

Vier der sechs Priifsubstanzen wurden mit
LPS dotiert und einer reguliéiren Messung,
wie unter 2.5 beschrieben, unterzogen.

2.7 Untersuchungen zur Lagerfihig-
keit von Blutproben

Bei vier Spendern wurde ein Teil des Blu-
tes frisch in einem Versuch eingesetzt, der
Rest in einer Monovette im Kiihlschrank
(8° C) gelagert und einen oder zwei Tage
spiter in einem Versuch verwendet.

3 Ergebnisse

3.1 EinfluB der individuellen Blut-
spenderproben auf die pyrogenindu-
zierte IL-1P3-Freisetzung

Die Ergebnisse der pyrogeninduzierten
Ausschiittung von IL-1j im Vollblut von
zehn individuellen Blutspendern sind in
Abbildung 1 dargestellt. Dabei wird deut-
lich, dafs nicht mit LPS dotiertes Blut kein
IL-1p freisetzt; in keinem Fall trat eine
spontane Ausschiittung von IL-1§3 auf.

Auch Anwesenheit von bisher gepriiftem
pyrogenfreiem Probenmaterial dnderte
dies nicht. Die Freisetzung von IL-1§ setz-
te ein ab 10 pg/ml LPS (angegeben wird
die externe LPS-Konzentration; im Kul-
turgefdll wird diese auf 1/12 verdiinnt). Ab
50 pg/ml LPS schiittete jedes Blut deut-
lich IL-1b aus. Der minimale Konzentra-
tionsbereich von Pyrogenen, bei dem IL-
1b freigesetzt wird, ist somit eng begrenzt
und variiert interindividuell nur gering.
Oberhalb dieses Bereichs zeigte das Blut
eine ausgeprigte Dosis-Wirkungsbezie-
hung, d. h. durch hohere LPS-Konzentra-
tionen wird mehr IL-1b ausgeschiittet. Ab
ca. 10 ng/ml LPS kommt es zu einer Pla-
teaubildung, hthere Konzentrationen, ein-
gesetzt wurden Konzentrationen bis 100
ng/ml, bewirkten keine weitere Erhéhung
an IL-1b mehr. Deutliche individuelle
Unterschiede zeigten sich allerdings in der
absoluten Menge der Freisetzung von IL-
1B. Bei einer LPS-Konzentration von 1000
pg/ml LPS konnte so z. B. eine Freiset-
zung von [L-1 zwischen 410 bis 1752 pg/
ml IL-1[3 nachgewiesen werden.

3.2 Ergebnisse der Lagerfihigkeit
von Blutproben

Fiir die Testdurchfiihrung wird vorgeschla-
gen, die Blutproben bis spiitestens 4 Stun-
den nach Abnahme im Testsystem einzu-
setzen, was auf Probleme stoBien kann.
Daher wurde der Frage nachgegangen, wie

4500 % SpenderA |
4000 - | —+-— SpenderB
3500 I ——Spender C
| —o—— Spender D
= 30007 | —&— SpenderE
‘ i
% 2500 X- - Spender F
a | A e - X
oy 2000 - | ——o— Spender G P
i | —m® - Spender H /%—*r%»“,
= 1500 | | —a— Spender |
1000 - | —k— Spender J - :E_
- 7 - e T T - -+
500 =
D B—
1 10 100 1000 10000 100000
LPS von S. abortus equi [pg/ml]

Abbildung 1: Zusammenstellung der LPS-induzierten IL-1B-Auschiittung verschiede-

ner Blutspender.

Das dem Spender entnommene Blut wurde jeweils in einem eigenen Versuch (1000ml|
0,9% NaCl, 100ul LPS-Lésung, 100u! Blut) eingesetzt. Als LPS-Konzentration ist die
Konzentration der zugegebenen externen Lésung angegeben (maximal 10.000pg/ml oder

100.000pg/mi LPS).
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Abbildung 2: EinfluB von 1 bzw. 2 Tagen kiihler Lagerung auf Blut am Beispiel zweier

Spender.

Das Blut wurde unmittelbar nach Abnahme und nach 1 oder 2 Tagen kiihler Lagerung
mit LPS (angegeben ist die Konzentration der externen Losung) inkubiert.

sich eine etwaige Lagerung auf die IL-1p-
Ausschiittung auswirkt. Abbildung 2 zeigt
die IL-1(B-Freisetzung nach 24 bzw.
48stiindiger Lagerung des Blutes. Im Ver-
gleich mit der Verwendung als Frischblut
ist nach 24 Stunden Lagerung im Kiihl-
schrank eine hohere LPS-Konzentration
erforderlich, um eine IL-1B-Freisetzung zu
erreichen. Bei hohen LPS-Konzentratio-
nen wird allerdings die gleiche absolute
Freisetzungsmenge erreicht. Ausgeprigter
wird das Bild nach 48stiindiger Lagerung.
Die erforderliche I.PS-Konzentration ist
deutlich rechtsverschoben, die IL-1J3-Aus-
schiittung steigt dann rasch an und ist bei
hohen LPS-Konzentrationen deutlich ho-
her als bei sofortigem Einsatz des Blutes.

3.3 Ergebnisse bei Uberpriifung von
Infusionslésungen

3.3.1 Feststellung der Endotoxinnach-
weisgrenzen

Bei sechs Infusionslésungen wurde unter-
sucht, inwieweit die im LAL-Test einzu-
haltenden Endotoxingrenzwerte, die in
den Monographien vorgeschrieben bzw.
nach dem Euopdischen Arzneibuch be-
rechnet werden miissen, erreicht werden
konnen. Die Blutsensitivitit, d.h. die er-
reichbare Nachweisgrenze von LPS,
schwankte bei den tiberpriiften Infusions-
l6sungen zwischen 30 und 100 pg/ml LPS
und lag damit im Bereich der vorgeschrie-
benen Werte bei fiinf von sechs Infusions-
lsungen. In einer der sechs Losungen,
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nidmlich Longasteril® 40 kochsalzhaltig
(Plasmaexpander mit Dextran) diirfen, da
es in groffem Volumen und schnell infun-
diert werden kann, hochstens 25 pg/ml
LPS enthalten sein. Durch Anderung des
Testschemas, d.h. Einsatz der dreifachen
Menge (300 pl Proben- bzw. LPS-Lgsung
bei entsprechend weniger 0,9%iger NaCl-
Losung), konnte ein Gehalt unter 11 pg/
ml LPS-Aquivalent ermittelt werden.

3.3.2 Untersuchungen zur Interferenz
Eine Interferenz zwischen Probe und Test-
system trat lediglich bei der Uberpriifung
des Aminosiuregemischs Thomaemin®
hepar auf. Durch eine 1:4 Verdiinnung der
Probe konnte diese beseitigt werden. In
dieser Verdiinnung konnte gezeigt werden,
daf die Probe weniger als 200 pg/ml LPS-
Aquivalente enthielt, der Grenzwert von
400 pg/ml wurde damit unterschritten.

3.3.3 Ergebnisse der Wiederfindungs-
versuche

Nachfolgend aufgefiihrte Infusionslosun-
gen wurden mit LPS gespeikt, um die
Wiederfindungsrate zu iiberpriifen. Die
Ergebnisse der nachgewiesenen LPS-Wie-
derfindung sind in Klammern aufgefiihrt:
— Wissrige Glukose 2,5%/NaCl 0,45%-
Losung (Speik 62,5 pg/ml LPS, Wieder-
findung 62,5 - 125 pg/ml)

— Longasteril® 40 (Speik 25 pg/ml LPS,
Wiederfindung > 10,8 pg/ml)
—Ringer-Losung Rentschler (Speik 100pg/
ml LPS, Wiederfindung 87-174 pg/ml)

— Gelafundin® (Speik 66 pg/ml LPS, Wie-
derfindung > 57,4 pg/ml)

Aus versuchstechnischen Griinden
konnte bei Longasteril*“ 40 und Gelafun-
din*keine weitergehende Verdiinnung des
LPS vorgenommen werden, so daf} kein
Intervall fiir dic Wiederfindung angegeben
werden kann. Entscheidend ist aber, daB
alle Dotierungen, die sehr gering (im Be-
reich der Endotoxingrenzwerte) waren,
erkannt wurden und in einem Routinetest
aufgefallen wiiren.

4 Diskussion

Ziel der hier durchgefiihrten Untersuchun-
gen war es, die von Hartung und Wendel
(1995) beschriebene Methode zur Erfas-
sung von Pyrogenen in einem humanen
Vollblutmodell beziiglich der verschieden-
sten Ablaufschritte unter Praxisbedingun-
gen zu validieren und ihren Einsatz fiir den
Pyrogennachweis in pharmazeutischen
Lésungen zu iberpriifen.

Inunserem Untersuchungsablauf konnte
bestitigt werden, daf die Freisetzung von
IL-1p im Testsystem ohne Vorhandensein
von Endotoxin nicht stattfindet, so daf eine
ausgesprochen hohe Spezifitit fiir den
Nachweis von Pyrogenen postuliert wer-
den kann. Mit dem Einsatz von verschie-
denen Vollblutspendern konnte zudem dar-
gestellt werden, dall unabhingig vom in-
dividuellen Ausgangsmaterial eine hohe
Sensitivitit fiir den Pyrogennachweis be-
steht, d.h. daf3 bereits durch die auBeror-
dentlich geringe Konzentration von 2-5 pg/
ml LPS eine Ausschiittung von IL-1p in
validierbaren Konzentrationen stattfindet,
so daB neben der hohen Spezifitit dieses
Testsystem auch eine hohe Sensitivitiit auf-
weist. Diese Sensitivitit wird reduziert,
wenn statt des Einsatzes von Frischblut die
Lagerungszeit der Blutproben vor ihrem
Einsatz im Testsystem unter Kiihlschrank-
temperatur auf 48 Stunden verlangert wird.

Trotz der deutlich nachweisbaren Kor-
relation zwischen LPS-Konzentration und
Ausschiittung von IL-1B scheint zumin-
dest aufgrund der bisher vorliegenden Er-
gebnisse eine quantitative Bewertung ei-
ner Pyrogenbelastung von pharmazeuti-
schen Produkten mit diesem Testsystem
nicht moglich, da die absolute Menge an
ausgeschiittetem IL-1[ auBerordentlich
schwankt.

Beziiglich der semiquantitativen Bewer-
tung dieses Testsystems wird von uns die
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Anlehnung an die semiquantitative Fest-
gelmethode, die das Européiische Arznei-
buch-Supplement 19938 fiir den LAL-Test
beschreibt, empfohlen. Die Gelbildung des
Lysats kann hier mit der Uberschreitung
eines bestimmten Wertes der optischen
Dichte im ELISA und die Lysatempfind-
lichkeit mit der Blutsensitivitit gleichge-
setzt werden. Gegentiber einer genau fest-
gelegten Lysatempfindlichkeit mufl im
Vollblutsystem allerdings die Blutsensiti-
vitdt vor dem Versuch anhand von Erfah-
rungswerten eingegrenzt werden. Mit die-
ser Anlehnung an die semiquantitative
Festgelmethode, d. h. an ein bereits eta-
bliertes System, sollten Probleme bei der
weiteren Validierung des Vollbluttestes
leichter bewiltigt werden kénnen.

In orientierenden Untersuchungen mit
Infusionslosungen konnte bei der Verwen-
dung der Vollbluttestmethode iiberzeu-
gend dargestellt werden, daB sich auch
unter Praxisbedingungen diese neue Me-
thode ausgesprochen gut zum Nachweis
von Pyrogenen in solchen pharmazeuti-
schen Produkten eignet. Es wird in weite-
ren Untersuchungen nachzuweisen sein,
inwieweit sich die Methode auch bei der

Verwendung zum Pyrogennachweis in
Produkten, bei denen der LAL-Test nicht
einsctzbar ist (z.B. zuckerhaltige bzw. ei-
weiBhaltige Losungen) bewihrt und in-
wieweit nicht nur Endotoxine, sondern
Pyrogene insgesamt mit diesem Vollblut-
testsystem nachgewiesen werden kinnen,
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Zusammenfassung

mdglicherweise kreuzreagierende anti-human-IL-1-Antikorper

Seit den Vierziger Jahren erfolgt die Pyrogentestung, d.h. der
Ausschiuf} von fiebererzeugenden Verunreinigungen in Medika-
menten, standardisiert im Tierersuch am Kaninchen. Wir haben
kiirzlich eine Alternativmethode vorgeschlagen, bei der die zu
priifenden Substanzen mit Blut eines gesunden Spenders inku-
biert werden und die Bildung endogener Pyrogene (Interleukin-
1, IL-1) als Ausdruck der primdren Fieberreaktion des Menschen
gemessen wird. Damit erlaubt der Test unmittelbar die Priifung
in der relevanten Spezies. Fiir verschiedene bakterielle Pyrogene
sind jedoch sehr unterschiedliche Potenzen in verschiedenen
Spezies bekannt (z.B. bis zu Faktor 10.000 fiir ein einzelnes
Endotoxin in veschiedenen Siiugern). Im Rahmen der Validie-
rung der Methode kann im Fall von Diskrepanzen zwischen
humanem Blutmodell und Tierversuch nun nicht unterschieden
werden, ob es sich um ein in vitro Artefakt oder um einen
Speziesunterschied handelt.

Ziel dieses Projekies ist deshalb die Entwicklung eines Bluttests
mit Kaninchenblut, um diese Frage im Einzelfall kléiren zu
konnen. Es wurde dazu Kaninchen-IL-1 exprimiert. Derzeit
finden Immunisierungen in Huhn und Maus statt, und es werden

ALTEX 15, Suppl./98

getestet Damit soll ein ELISA fiir das Kaninchen-Zyrokin
aufgebaut werden. Mit Hilfe eines zeitweise kommerziell
verfiigharen Kaninchen-TNF-ELISA konnte bereits die prinzipi-
elle Machbarkeit des Testsystems gezeigt werden, d.h. Pyrogene
induzierten im Kaninchenblut die Bildung von TNF. Im Human-
Modell verhalten sich die Mefiparameter 1L-1 und TNF sehr
dhnlich. Es zeichnet sich eine weitgehend dhnliche Sensitivitéit
von Mensch- und Kaninchenblut ab, wobei einzelne Pyrogene
(bisher wurden nur verschiedene Endotoxine getestet) durchaus
erhebliche Abweichungen zeigen. Diese Ergebnisse bediirfen
allerdings noch der Uberpriifung im endgiiltigen Test.

Der demniichst in Aussicht stehende Kaninchen-Test soll
unmittelbar in die laufenden Evaluierungen am Paul-Ehrlich-
Institut (BMBF) und am Hygieneinstitut Heidelberg ( Europdii-
sche Pharmakopie) eingebracht werden. Ein solcher Test stellt
jedoch moglicherweise auch einen Prototyp fiir Tests im
veterindrmedizinischen Bereich unter Verwendung der
richtigen Zielspezies dar.

Das Projekt wurde gefordert durch die Stiftung Forschung 3R,
CH-Miinsingen
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