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Zu Beginn des Jahrhunderts wurde
durch die von Paul Ehrlich entwickelte
Salvarsan-Therapie der Syphilis die pa-
renterale Gabe von Medikamenten &rzt-
liche Routine. Spdtestens seitdem wissen
wir um den Segen, aber auch um die Ge-
fahren dieses Applikationsweges. Infek-
tionen und Fieberreaktion erwiesen sich
als bis heute gefiirchtete Komplikatio-
nen. Wihrend der Infektion durch asep-
tische Herstellung und Sterilitdtsprii-
fung relativ schnell vorgebeugt werden
konnte, beschiftigte die Vermeidung der
pyrogenen, also fiebererzeugenden Ne-
benwirkungen seit Beginn des vergan-
genen Jahrhunderts sowohl Wissen-
schaftler und Hersteller von Parenteralia
als auch den Gesetzgeber.

Meilensteine waren die Einfithrung
des Kaninchen-Pyrogentestes in den
vierziger und die des Amoebozyten-Ly-
sat-Testes in den siebziger Jahren. Damit
wurde es moglich, einen hohen Standard
in der Pyrogenfreiheit von Arzneimit-
teln zu erreichen. Der Pyrogentest am
Kaninchen weist den Vorteil auf, die ge-
samte Palette der bekannten und noch
unbekannten Pyrogene - ob bakteriel-
ler, viraler, parasitdrer oder chemisch/
biochemischer Natur - nachweisen zu
kénnen. Er ist bis heute fiir die Arznei-
mittelpriifung vieler Pridparate, insbe-
sondere von Biologika wie Gerinnungs-
faktorenkonzentrate, Immunglobuline
oder Albumin unverzichtbar. Anderer-
seits werden Tierversuche mehr und
mebhr einer kritischen Uberpriifung un-
terzogen. Als Einschrankung seiner Aus-
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Pyrogentestung mit Vollblut

Zusammenfassung eines Status-Workshops am
Paul-Ehrlich-Institut, Langen,am 22.11.1999

sagekraft ist zu nennen, dass offenbar
nicht alle fiir den Menschen pyrogen
wirksamen Substanzen auch im Kanin-
chen Fieber erzeugen, da immer wieder
Diskrepanzen zwischen erfolgreicher
Testung und Fieberepisoden in der Kli-
nik auftreten. Der Limulus-Amdobozy-
ten-Lysat-Test ist sensitiver und besser
standardisierbar als der Kaninchentest
und erlaubt auflerdem eine quantitative
Aussage. Ein wesentlicher Nachteil be-
steht darin, dass damit ausschliefflich Li-
popolysaccharide, die Endotoxine der
gramnegativen Bakterien, nachgewiesen
werden kénnen. Auch hier wird von ne-
gativen Testergebnissen einerseits und
pyrogenen Reaktionen beim Patienten
andererseits berichtet. Auflerdem stellt
die Gewinnung des Lysats aus dem als
gefidhrdete Spezies eingeordneten Pfeil-
schwanzkrebs (Limulus polyphemus)
ebenfalls einen Tierversuch dar, wenn
auch strikte Vorschriften fiir die Blutent-
nahme bestehen.

Es war naheliegend, mit der Entde-
ckung der wesentlichen Komponenten
der Fieberreaktion des Menschen iiber
neue zelluldre Testsysteme nachzuden-
ken, welche die natiirliche Fieberreakti-
on zu ihrer Grundlage haben. So fiihrte
die um 1980 erfolgte Entdeckung von In-
terleukin-1 durch Charles Dinarello und
Mitarbeiter bereits 1982 zum Vorschlag
eines Pyrogentestes auf der Basis von
menschlichen Leukozyten. Die Idee die-
ser Gruppe wurde vielfiltig aufgegriffen
und variiert, jedoch haben sich die Test-
systeme unter Verwendung von aufge-
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reinigten menschlichen Blutzellen oder
auch Zelllinien bisher in der Praxis nicht
bewihrt, da sie aufwendig und wenig
standardisierbar sind.

“Nach der Entdeckung der
wesentlichen Komponenten der
Fieberreaktion des
Menschen wurde iiber neue
zelluldire Testsysteme zur
Pyrogentestung nachgedacht.”

Der Langener Statusworkshop wid-
mete sich einem Ansatz, der dieses Pro-
blem vielleicht fiir die Routine 16sen
kann. Der erstmals 1995 gemachte Vor-
schlag, Vollblut gesunder Spender als
zelluldres Nachweissystem zu verwen-
den, hat die Praktikabilitét solcher alter-
nativer Priifungen auf Pyrogene wesent-
lich verbessert. Die bunte Palette mitt-
lerweile erfolgreich erprobter und auch
neuer Anwendungen des Vollblutpyro-
gentestes wurde vorgestellt, diskutiert
und der Stand der jeweiligen Entwick-
lung festgehalten. Es entstand die be-
rechtigte Hoffnung, dass der neue Test
die fiir die Arzneimittelpriifung erfor-
derlichen Kriterien erfiillt und die Ablo-
sung des Tierversuchs Pyrogentest am
Kaninchen greifbar nahe liegt. Die durch
das Bundesministerium fiir Bildung und

Dr.Thomas Montag-Lessing
Paul-Ehrlich-Institut
Paul-Ehrlich-Str.51-59,63225 Langen



Forschung geférderte Kooperation zwi-
schen der Universitit Konstanz und dem
Paul-Ehrlich-Institut stellt sicher den
Motor dieser Entwicklungen dar. Da-
riiber hinaus ist in wenigen Jahren ein
grofler Verbund von Kooperationspart-
nern aus wissenschaftlichen Einrichtun-
gen und der Industrie entstanden, in
welchem der neue Pyrogentest ange-
wandt und weiterentwickelt wird und
sich auch véllig neue Anwendungen auf-
tuen.

T. Hartung, ]. Lower, T. Montag, A. Wendel

“Ersatzmethoden zum Tierver-
such” - ein langjahriger Forder-
schwerpunkt des Bundes-
ministeriums fiir Bildung und
Forschung (BMBF)

Das BMBF fordert seit 1980 Forschungs-
vorhaben, deren zentrale Zielsetzung
darin besteht, Tierversuche zu ersetzen
und somit einen Beitrag zur Reduktion
des Versuchstierverbrauchs in Deutsch-
land zu leisten. Mit der “Bekanntma-
chung iiber die Férderung von “Projekt-
arbeiten Ersatzmethoden zum Tierver-
such” wurde 1984 ein eigener Forder-
schwerpunkt im Rahmen des Biotech-
nologie-Forderprogramms eingerichtet.
Im Mai 1989 folgte eine zweite Bekannt-
machung. Auch sie ist inzwischen durch
die aktuell giiltige Fassung, die im Bun-
desanzeiger vom 30. Juni 1998 veréffent-
licht wurde, abgelost worden.

Der Forderschwerpunkt wird im
Sinne des sog. 3R-Konzeptes umgesetzt,
welches den Ersatz (Replacement), die
Verbesserung hinsichtlich des Belas-
tungsdrucks (Refinement) und die Ver-
ringerung der Tierzahlen (Reduction)
von Tierversuchen einschlief3t. Stark be-
lastendende oder zahlenméfig sehr um-
fangreiche Tierversuche stehen dabei im
Vordergrund.

“Bei der Suche nach Ersatz-
methoden zum Tierversuch liegt
ein besonderer Schwerpunkt bei

der Entwicklung und Validie-
rung von Alternativen fiir
gesetzlich vorgeschriebene
Tierversuche.”

Ein besonderer Schwerpunkt liegt
derzeit auf der Entwicklung und insbe-
sondere auf der Validierung von Alter-
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nativen fiir gesetzlich vorgeschriebene
Tierversuche.In den betroffenen Rechts-
bereichen wie z.B. dem Arzneimittel-,
dem Chemikalien- oder dem Abwasser-
abgabegesetz ist eine breite Anwendung
von Alternativmethoden jedoch nur
maoglich, wenn es zu einer Anderung
oder Erginzung der betreffenden ge-
setzlichen Regelungen kommt. Dement-
sprechend werden die zustidndigen na-
tionalen und internationalen Behorden
in angemessener Form in die Planung
und Durchfithrung der Forschungspro-
jekte stets miteinbezogen.

Die Vorhaben werden weiterhin
moglichst unter Beteiligung der Anwen-
der, also zusammen mit Industrieunter-
nehmen durchgefiihrt; und zwar i.d.R.
als Verbundprojekte in Kooperation zwi-
schen mehreren Industrieunternehmen
oder Industrieunternehmen und wis-
senschaftlichen Einrichtungen. Dadurch
sollen die Aussichten auf einen spiteren
praktischen Einsatz der zu erarbeiten-
den Methoden verbessert werden.

Der BMBF-Schwerpunkt stellt welt-
weit die groflenordnungsmaflig bedeu-
tendste und langste Forderaktivitdt zur
Thematik dar. So wurden in fast 20 Jah-
ren bislang ca. 140 Millionen DM, also
im Schnitt etwa 7 Mio. DM jdhrlich, in
Form von Projektférdermitteln einge-
setzt. Das BMBF hilt nach wie vor an
den allgemeinen Zielsetzungen des For-
derschwerpunktes fest und wird auch in
Zukunft Mittel in &hnlicher Gréfenord-
nung wie bisher bereitstellen.

Angesichts der hohen Anzahl von
iber 200 geforderten Projekten stellt
sich jedoch die kritische Frage, ob mit
dem erbrachten Aufwand auch eine ma-
ximale Reduktion des Tierverbrauchs
erreicht wurde oder ob noch Potentiale
zur Steigerung der Effizienz der Forde-
rung bestehen. Um die Zielorientierung
des Forderschwerpunktes weiter zu
schérfen, wird das BMBF eine neue Kon-
zeption erarbeiten, welche 2000 in Form
einer neuen Ausschreibung bekannt ge-
macht wird. Grundsétzliche Verdnde-
rungen sind hierbei sicherlich nicht zu
erwarten; bislang ist jedoch noch unge-
wiss, welchen Stellenwert die Forderung
von Validierungsstudien in Zukunft ein-
nehmen kann und sollte. Als wesent-
lichstes Novum fiir kiinftige Antragstel-
ler ist die erforderliche Beriicksichti-
gung neuer Forderrichtlinien zu nen-
nen. Sie werden den Projektbearbeitern
zwar exklusive Verwertungsrechte ein-
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raumen, ihnen dafiir aber auch eine Ver-
wertungspflicht auferlegen.

Mit der Umsetzung des Forderpro-
grammes von der Forderberatung iiber
die Vorbereitung der Forderentschei-
dungen bis hin zur Begleitung der ein-
zelnen Fordervorhaben bis zum Ende
ihrer Laufzeit ist der Projekttréger Bio-
logie, Energie, Umwelt (kurz: “BEO”) am
Forschungszentrum Jiilich beliehen.

W. Diekmann, BMBF Bonn

Ausgewabhlte Ergebnisse zum
Forderschwerpunkt “Ersatz-
methoden zum Tierversuch”
im Rahmen des Programms
“Biotechnologie 2000” der
Bundesregierung

Die ATC-Methode

Projekte 0318956A “Neue Wege zur Be-

stimmung der akuten Toxizitdt von Che-

mikalien” und 0318956B “Neue Wege zur

Bestimmung der akuten Toxizitdt von

Chemikalien”:

» Ausarbeitung von Kriterien zur Ver-
meidung der préfinalen Belastung
der Versuchstiere,

» Ausarbeitung von Priifrichtlinien zur
akuten inhalativen und dermalen To-
Xizitat.

In einem vom Bundesinstitut fiir ge-
sundheitlichen Verbraucherschutz und
Veterindrmedizin koordinierten Ring-
versuch konnte die im BgVV entwickel-
te sogenannte Acute-Toxic-Class (ATC)-
Methode zur Bestimmung der akuten
oralen Toxizitdt von Chemikalien als Er-
satz des LD50-Tests erfolgreich validiert
werden. Mit der ATC-Methode wird die
Zahl der Versuchstiere im Vergleich zum
LDs5o-Test um ca. 70% verringert. Die
neue Priifmethode wurde 1996 von der
OECD und der EU offiziell anerkannt.
Sie liegt als OECD-Guideline vor und
kann weltweit eingesetzt werden.

In einem Anschlussprojekt wurden
ebenfalls beim BgVV weitergehende Ar-
beiten zur Ausarbeitung entsprechender
Priifrichtlinien zur akuten inhalativen
und dermalen Toxizitdt durchgefiihrt.
Aufgrund der Resultate bestehen gute
Aussichten, in absehbarer Zeit zu einer
Anerkennung dieser weiteren Priifricht-
linie auf OECD-Ebene zu kommen.



Anomale Toxizitat

Projekt 0310624 “Untersuchung zur
Aussagekraft der Arzneibuchvor-
schrift V.2.1.5 iiber die Priifung auf
anomale Toxizitdt von Impfstoffen”

Am Paul-Ehrlich-Institut wurde in den
Jahren 1993 bis 1995 das o. g. Forschungs-
vorhaben durchgefiihrt. Die Ergebnisse
dieses Vorhabens fiithrten dazu, dass die
Europdische Arzneibuchkommission
auf ihrer Sitzung im November 1995 be-
schloss, den Test auf anomale Toxizitét
(ATT) als Routinepriifung abzuschaffen.
Mit den zum 1.1.1997 in Kraft getretenen
Regelungen werden allein in Deutsch-
land bei Herstellern und Kontrollbehor-
den pro Jahr etwa 20 0oo Meerschwein-
chen und Mduse eingespart. Die im
Paul-Ehrlich-Institut an diesem Projekt
beteiligten Forscher wurden fiir diese
Entwicklung im Jahre 1996 mit dem
Tierschutz-Forschungspreis der “Inter-
nationalen Stiftung fiir Alternativ-Me-
thoden zum Tierversuch” (FLS.E.A.)
ausgezeichnet.

Monoklonale AK

Projekt 0310081A/B “Entwicklung
eines preiswerten und wiederver-
wendbaren ProduktionsgefaBes fiir
ein neuartiges In-vitro-Verfahren zur
Herstellung monoklonaler Antikorper
als Ersatz zur Aszites-Produktion in
lebenden Mausen”

Der Heraeus Instruments GmbH
(Zweigniederlassung Osterode) ist es in
enger Zusammenarbeit mit weiteren
Partnern gelungen, die In-vivo-Produk-
tion monoklonaler Antikérper in Méu-
sen vollstandig durch eine In-vitro-Pro-
duktion in einem Bioreaktor zu erset-
zen. Dieser Bioreaktor, auch “Glasmaus”
genannt, ersetzt bereits seit mehreren
Jahren die lebende Maus als Medium fiir
die Produktion der o.g. Antikorper. Das
Gerit ist kommerziell erhiltlich. Es sei
an dieser Stelle darauf hingewiesen, dass
die In-vivo-Produktion monoklonaler
Antikdrper nur in wenigen Ausnahme-
fillen als unerldfSlich zu betrachen ist
(s. S. 62 Tierschutzbericht): Gewinnung
monoklonaler Antikdrper fiir die Diag-
nostik oder Therapie beim Menschen in
Notfdllen; “Rettung” von Hybridomen,
wenn diese in der Zellkultur nicht
mehr wachsen oder wenn sie infiziert

sind sowie Erarbeitung neuer Fragestel-
lungen.

Myograph

Projekt 0310535A “Technologie-Ent-
wicklung fiir einen physiologischen
Unterricht ohne die Notwendigkeit
von Froschversuchen”

Innerhalb des Projektes der Fa. Wolf-
gang Kuck Medizin-Elektronik wurde
ein Myographensystem (Myograph)
entwickelt, das die “klassischen Frosch-
versuche” im Physiologiepraktikum er-
setzt: Das Geridt ermdglicht es dem Stu-
denten, dass dieser ohne Schmerzen, oh-
ne Schidigung und ohne invasiven Ein-
griff im Selbstversuch alle Experimente
im Bereich Nerv/Muskel durchfiihren
kann. Die verwendete elektronische
Messtechnik ist besser in der Lage, un-
verfilschte Kontraktionsabldufe aufzu-
zeichnen als die Systeme, die friiher fiir
Untersuchungen an Froschmuskeln ver-
wendet wurden. Die mit dem Myograph
erzielten Messergebnisse sind nicht nur
ein Ersatz fiir Versuche mit isolierten
Froschmuskeln. Sie sind viel umfangrei-
cher und dienen zur Vertiefung des
Lehrstoffes. Das Myographensystem ist
ebenfalls kommerziell erhiltlich. Die
Projektleiter der beteiligten Arbeits-
gruppen der Firma Kuck Medizin-Elek-
tronik GmbH und der Universitit
Frankfurt wurden fiir diese Entwicklung
im Dezember 1997 mit dem Felix-Wan-
kel-Tierschutz-Forschungspreis ausge-
zeichnet.

Ausblick

Auf Resultate aus zur Zeit laufenden
Forschungsprojekten wurde nicht einge-
gangen, da es im Bereich der gesetzlich
geforderten Tierversuche kaum méoglich
ist,eine Prognose abzugeben, ob und in-
wieweit und ggf. zu welchem Zeitpunkt
mit einer offiziellen Anerkennung einer
Neuentwicklung zu rechnen ist. Im Rah-
men aktuell geférderter bzw. kiirzlich
beendeter Projekte konnten aber bereits
vielversprechende Resultate erzielt wer-
den, die Anlass zu der berechtigten Hoff-
nung geben, in absehbarer Zeit weitere
und wesentliche Erfolge im Sinne der
“3 R”verzeichnen zu kénnen: Ohne An-
spruch auf Vollstindigkeit seien die
Themen “In-vitro-Mikrokerntest”, “Die
Nutzung hepatischer Funktionen fiir In-
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Vitro-Verfahren zur Priifung von Stof-
fen”, “Eignung moglicher Ersatzmetho-
den zum Fremdvirusausschluss bei Ve-
terindrimpfstoffen”, “Serologische Me-
thoden bei der Wirksamkeitspriifung
von Rotlaufimpfstoffen”, “In-vitro-Pul-
pakammer-System zur Toxizitédtsprii-
fung zahnirztlicher Fiillungwerkstoffe”
und “Evaluierung und Prévalidierung ei-
nes Vollblutmodelles zum Ersatz des Py-
rogentests am Kaninchen” genannt.

Die zentrale Zielsetzung dieses For-
derschwerpunktes besteht nach wie vor
darin, Forschungsvorhaben zu fordern,
die einen moglichst effektiven Beitrag
zum Ersatz von Tierversuchen leisten.

Erginzende Informationen:

Tierschutzbericht 1999

Bericht iiber den Stand der Ent-
wicklung des Tierschutzes. Deutscher
Bundestag,14. Wahlperiode, Drucksache
14/600

Bekanntmachung der Forderricht-
linien “Ersatzmethoden zum Tierver-
such” im Programm der Bundesregie-
rung “Biotechnologie 2000” vom 17. Juni
1998. Bundesanzeiger Nr. 117, S. 9051

Projektliste BMBF-Forderschwer-
punkt “Ersatzmethoden zum Tierver-
such”

M. Hansper, BEO Jiilich

Detektion von Pyrogenen mit
humanem Vollblut

Obwohl bereits wenige Bakterien in ein-
zelnen Kompartimenten des Korpers ei-
ne bedrohliche Infektion initiieren kon-
nen, beherbergt der menschliche Kérper
insgesamt zehn mal mehr Bakterien als
korpereigene Zellen. Allein im Darm
sind dies etwa ein Kilogramm Gram-ne-
gativer Bakterien. Fiir die Vermeidung
von Infektionen ist es fiir den Korper
deshalb unerlisslich, Infektionen friih
zu bemerken und durch Entziindung
und Fieber unmittelbar zu bekdmpfen.
Die Strukturen der Bakterien, die er als
Erkennungszeichen verwendet, sind die
Pyrogene, deren bekannteste Vertreter
die Endotoxine Gram-negativer Bakte-
rien sind. Etwa fiinfzig Gramm solcher
Endotoxine befinden sich in den Darm-
bakterien eines Menschen - genug, um
theoretisch bei intravendser Gabe eine
Million Menschen im pyrogenen Schock
umzubringen oder in einer Milliarde
Menschen Fieber auszul6sen. Dieses an-
schauliche Beispiel zeigt einerseits, wie
empfindlich der Organismus auf Pyro-



gene reagiert, und andererseits, wie
wichtig die Pyrogen-Freiheit injizierba-
rer Medikamente ist.

“Bereits 1982 zeigten Kirchner
und Mitarbeiter, dass
menschliches Blut ein sehr
bequem handhabbares Zell-
system zum Studium der Bildung
von Entziindungsmediatoren
darstellt.”

Trotz zunehmender Anwendung in
der biomedizinischen Forschung dauer-
te es bis 1995, dass erstmals der Nutzen
fiir die Pyrogentestung gezeigt wurde.
Das Prinzip ist auch nach mehreren Jah-
ren der Feinarbeit immer noch denkbar
einfach: verdiinntes Blut wird mit der
Probe zusammengebracht, bei 37°C in-
kubiert und dann die Freisetzung von
Fieberbotenstoffen im ELISA gemessen.
Durch die Férderung durch ZEBET
(Zentralstelle fiir die Erfassung und Be-
wertung von Ersatz- und Erganzungs-
methoden zum Tierversuch) war es
moglich, das Modell zu standardisieren
und zu vereinfachen: Heparinblut wird
innerhalb von acht Stunden nach der
Entnahme mit klinischer Salinel6sung
verdiinnt und im einfachsten Fall im
Thermoblock in Polypropylen-Réhren
inkubiert. Die ELISA-Messung kann
zum Beispiel mittels eines in der Zwi-
schenzeit von der Firma DPC Biermann,
Bad Nauheim, standardisiert erhaltli-
chen Kits ermittelt werden, der auch ei-
ne Reihe von Kontrollen fiir die Reakti-
onsfahigkeit des Spenders enthilt.

Mit diesem Test konnte gezeigt wer-
den, dass nicht nur wie im Limulus-Test
Gram-negative Endotoxine mit &hnli-
cher Sensitivitdt gemessen werden kon-
nen, sondern dass auch Pyrogene von
Gram-positiven Bakterien und Pilzen
detektiert werden. Fiir die Endotoxine
zeigte sich interessanterweise, dass die
biologische Potenz einzelner Endotoxi-
ne von verschiedenen Bakterienstim-
men im Limulus-Test und im Vollblut-
modell sich wesentlich unterscheiden:
So konnte der Limulus-Test nicht zwi-
schen zwei Endotoxinen unterscheiden,
die sich in ihrer Potenz im Blut des
Menschen beziiglich der Interleukin-1-
Induktion um den Faktor 10000 un-
terschieden. Dieser Vergleich umfasst
mitlerweile rund 8o Endotoxine und
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40 Nicht-Endotoxin-Pyrogene. Danach
kann der Limulus-Test eigentlich nur fiir
die Endotoxine von E. coli und Salmo-
nellen befriedigen, zumal die biologi-
sche Potenz im Vollblut und im Kanin-
chen nach den allerdings noch sehr
lickenhaft verfiigbaren Daten sehr gut
korrelieren.

Erste Anwendungsbeobachtungen
werden in verschiedenen Beitragen dar-
gestellt; es sollen deshalb hier nur einige
Besonderheiten des Tests angefiihrt
werden. Erstens wird er naturgemifd nur
sehr wenig durch Blutkomponenten ge-
stort, was die Priifung von diesen sonst
besonders problematischen Produkten
ermdglicht. Im Extremfall kann sogar
Blut verschiedener Spender unabhingig
von der Blutgruppe gemischt werden —
damit wire sogar erstmals eine Pyro-
gentestung von zelluldren Blutkompo-
nenten denkbar. Ahnliches gilt fiir ande-
re zelluldre Therapeutika wie Stammzel-
len, Lymphokin-aktivierte Killerzellen
oder gentherapeutische Praparationen.
Zweitens erlaubt der Test auch die Prii-
fung von Feststoffen durch Einlegen
oder Durchspiilen, wiahrend der Limu-
lus-Test auf Eluate dieser Materialien be-
schrénkt bleibt. Die Konsequenzen fiir
die Priifung von Biomaterialien wie Me-
dical Devices, Dialyse-Geriten oder Fil-
tern in der Kontrolle von Luft und Fliis-
sigkeiten zeichnen sich gerade erst ab
(vergl. die Einzelbeitrage). Drittens ist es
im Labormaf3stab bereits dank eines
von der Stiftung set unterstiitzten Pro-
jektes moglich, tiefgefrorenes (kryopra-
servierstes) Blut fiir den Test zu verwen-
den. Das Potential dieser Weiterentwick-
lung fiir die Standardisierung und Prak-
tikabilitét des Testes kann noch nicht ab-
geschitzt werden. Viertens ist es durch
eine Forderung der Stiftung 3R mdglich
gewesen, ein analoges Modell auf Basis
von Kaninchenblut zu entwickeln; damit
sollten bei Diskrepanzen zwischen Ka-
ninchentest und Vollblutmodell In-vi-
tro-Artefakte von Speziesunterschieden
unterschieden werden kénnen.

Die Entwicklung, Evaluierung und
Validierung der Methode ist beispielhaft
stiirmisch verlaufen: In fiinf Jahren ist
ein Netzwerk von etwa 40 Gruppen ent-
standen, das zum Teil aus Eigeninitiati-
ve und zum Teil durch eine grof3ziigige
Forderung verschiedener Einrichtungen
moglich wurde; erwédhnt seien hier ne-
ben dem Bundesministerium fiir Bil-
dung und Forschung und ZEBET, die
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Stiftung 3R, die Stiftung set, ECVAM
(European Centre for the Validation of
Alternative Methods) und die Europdi-
sche Kommission im Rahmen des Fiinf-
ten Rahmenprogrammes.

T. Hartung, S. Fennrich, A. Wendel,
Universitdit Konstanz

Pyrogentests in der
Arzneimittelsicherheit

Fiebererzeugende Verunreinigungen in
Parenteralia, die sogenannten Pyrogene,
stellen ein bedeutendes Risiko dar. In
Anhingigkeit von der Konzentration
konnen sie zum pyrogenen Schock, ja
bis zum Tod des Patienten fiihren. Die
Fieberreaktion ist eng mit Infektionen
durch Bakterien, Viren und Parasiten
verbunden. Schon Ende des 19. Jahrhun-
derts hatte sich aber gezeigt, dass Pyro-
genitét nicht zwingend an die Infekti-
onsfahigkeit gekoppelt ist,sondern auch
sterile Losungen Fieber hervorrufen
konnen.

“Pyrogenitdt ist nicht zwingend
an die Infektionsfdihigkeit
gekoppelt, auch sterile
Losungen konnen Fieber
hervorrufen.”

Die pyrogenen Substanzen erwie-
sen sich als unerwartet thermostabil, ih-
re biologische Aktivitdt blieb in vielen
Fdllen auch nach dem Autoklavieren er-
halten. In der Folgezeit konnte ein Zell-
wandbestandteil gramnegativer Bakte-
rien, das Lipopolysacharid (Endotoxin,
LPS) isoliert und als die thermostabile
pyrogene Substanz charakterisiert wer-
den. Die Lipopolysaccharide sind heute
bestens charakterisiert, was leider fiir
andere Pyrogene nicht gilt. Vielmehr
muss davon ausgegangen werden, dass
eine Vielzahl unbekannter Pyrogene
existiert, welche sich nur empirisch tiber
ihre fiebererzeugende Potenz nachwei-
sen lassen.

In den vierziger Jahren des letzten
Jahrhunderts nahm die Infusionsthera-
pie deutlich an Bedeutung und Umfang
zu, woraus die Notwendigkeit eines Tests
auf pyrogene Kontamination erwuchs.
So wurde in dieser Zeit der Kaninchen-
pyrogentest etabliert, der tiber Jahrzehn-
te ein hohes Maf an Sicherheit fiir Pa-
renteralia gewdhrleistete. Der Kanin-



chenpyrogentest stief3 sehr deutlich an
seine Grenzen,als in den yoer Jahren ver-
mehrt Radiopharmaka zum Einsatz ka-
men. Diese Arzneimittel waren im Ka-
ninchen nicht testbar, und eine Alterna-
tive wurde erforderlich. Es wurde
schliefllich der Limulus-Amoebozyten-
Lysat-Test (LAL-Test) etabliert, der mit
hoher Spezifitit ausschliefSlich das En-
dotoxin gramnegativer Bakterien er-
kennt. Damit hat der LAL-Test gegeniiber
dem Kaninchenpyrogentest einen ent-
scheidenen Nachteil, da das Kaninchen
auf alle potentiellen Pyrogene mit Fieber
reagiert. Andererseits wurde erstmals ei-
ne quantitative Messung von bakteriel-
lem Endotoxin méglich. Weiterhin konn-
ten auch fiir solche Arzneimittel Endo-
toxingrenzwerte festgelegt werden, deren
pyrogenfreie Herstellung nicht moglich
ist (z.B. bestimmte bakterielle Impfstof-
fe). Auflerdem wurde es moglich, Pripa-
rate auf eine Endotoxinverunreinigung
zu priifen, welche die Fieberreaktion des
Kaninchens unterdriicken (z.B. Anti-
phlogistika). Dennoch konnte der LAL
den Kaninchenpyrogentest, zumindest
im Bereich der Europidischen Pharmako-
poe, nicht vollstindig verdridngen. Fiir
die Mehrzahl der biologischen Arznei-
mittel ist der Kaninchenpyrogentest
nach wie vor unentbehrlich, da viele Pri-
parate dieser Gruppe eine starke Interfe-
renz mit dem LAL-Test zeigen.

“Es existiert eine Vielzahl
unbekannter Pyrogene,
die sich nur empirisch iiber ihre
fiebererzeugende Potenz
nachweisen lassen.”

Der Wunsch nach dem Ersatz von
Tierversuchen und die rasante Zunah-
me der Zahl biologischer Arzneimittel
fithrte zu verschiedenen Ansitzen fiir
die Pyrogentestung in alternativen Sys-
temen, welche zwar aussagekriftig, je-
doch wenig praktikabel und kaum stan-
dardisierbar waren. Der Vollblutpyro-
gentest hat diese Nachteile {iberwunden
und wurde von uns auf seine Anwend-
barkeit fiir die Pyrogentestung von bio-
logischen Arzneimitteln gepriift. Die
modernen biologischen Arzneimittel
sind oft komplexer Natur oder resultie-
ren aus einem komplexen Herstellungs-
prozef3 (rekombinante Proteine, Genthe-
rapeutika mit biologischen Vektoren).

Damit ist fiir viele dieser Arzneimittel
eine Kontamination mit Pyrogenen
Nicht-Endotoxincharakters nicht so gut
auszuschlieflen wie fiir Pharmazeutika,
deren Ausgangsstoffe akribisch tiber-
priift werden konnen. Insbesondere stel-
len Pilze und sporenbildende, grampo-
sitive Bakterien Kontaminanten im bio-
technologischen Herstellungsprozess
dar. Aber auch die als Vektoren genutz-
ten Viren von Gentherapeutika oder die
DNA-Last gentechnisch hergestellter
Arzneimittel stellen potentielle Pyroge-
ne dar. Die Arzneimittel mit zelluldrer
Natur (z.B. Blutkomponenten, Stamm-
zellen) konnen bis heute nicht auf pyro-
gene Verunreinigungen getestet werden.

“Ein neuer Assay sollte in der
Lage sein, die Vorteile der
etablierten Testsysteme zu
verbinden und den steigenden
Anforderungen der Pyrogen-
testung gewachsen sein.”

Fiir eine aussagekréftige Interpreta-
tion der Ergebnisse eines Assays sind
Kenntnisse iiber seine Sensitivitdt und
die praktische Relevanz der erhobenen
Daten erforderlich. Wéhrend fiir den
LAL-Test die Sensitivitdt mit ca. 3 pg/ml
gut definiert ist, gilt fiir den Kaninchen-
pyrogentest zundchst das allgemeine
Postulat, dass das Kaninchen - bezogen
auf das Korpergewicht - eine dhnliche
Empfindlichkeit gegeniiber Endotoxin
aufweist wie der Mensch. Dies geht be-
reits auf Beobachtungen von Westphal
von 1956 zuriick und konnte in der Fol-
gezeit vielfach experimentell bestétigt
werden. Um die Sensitivitdt von LAL-
Test und Kaninchen miteinander ver-
gleichen zu konnen, fithrten wir folgen-
de Berechnung durch: In den Kommen-
taren zum DAB 10 wird die Fieber-
schwelle fiir das Kaninchen mit 500 bis
3500 pg/kg Koérpermasse angegeben.
Diese Menge darf in 10 ml Injektionsvo-
lumen enthalten sein, was einer Konzen-
tration von 50 bis 350 pg/ml entspricht.
Der humane Vollblutpyrogentest zeigt
ein sicher positives Ergebnis bei einer
Endotoxinkonzentration von 20 bis
50 pg/ml. Dieser Wert liegt im Bereich
der Fieberschwelle der sensitivsten Ka-
ninchenrassen. Aulerdem bildet er auch
ziemlich genau die untere Grenze der
Fieberreaktion des Menschen ab, was
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sich aus folgender Kalkulation ergibt:
Das durchschnittliche Blutvolumen ei-
nes Erwachsenen betrdgt ca. 5 I, seine
Fieberschwelle liegt nach den DAB-
Kommentaren bei 1000 bis 2000 pg En-
dotoxin/kg Korpermasse. Dies ent-
spricht, groflziigig berechnet, 100 bis
200 ng fiir den Gesamtorganismus oder
100 bis 200 ng/5 I Blut korrelierend mit
20 bis 40 pg/ml. Die Berechnung auf der
Basis des intravasalen Volumens scheint
erlaubt, weil solch geringe Mengen En-
dotoxin vollstdndig und ohne Verzoge-
rung von der Leber eliminiert werden
und somit orientierend die In-vivo-Ver-
hiltnisse fiir pyrogene Reaktionen an
der Fieberschwelle beriicksichtigt sind.
Neben der Sensitivitdt ist die Pro-
beninterferenz ein wichtiger Parameter
fiir einen Pyrogentest. Das Kaninchen
weist eine hohe Robustheit gegeniiber
den meisten Proben auf. Probleme ent-
stehen in erster Linie bei antiinflamma-
torischen Arzneimitteln, die auch anti-
pyretisch wirken. Beim LAL-Test tritt
das Problem der Interferenzen dagegen
sehr hiufig auf, kann aber in vielen Fil-
len umgangen werden, indem man die
Proben verdiinnt. Fiir jedes Arzneimit-
tel ist eine maximal zuldssige Verdiin-
nung (MZV) festgelegt. In die Berech-
nung des MZV flief}t sowohl die maxi-
mal zulédssige Endotoxindosis, als auch
die maximale Dosis des zu priifenden
Produktes ein, die pro kg Korpergewicht
und Stunde appliziert werden darf.

“Im humanen Vollblut-
pyrogentest konnen nach
unseren Erfahrungen fast alle
biologischen Arzneimittel
unverdiinnt getestet werden.”

Dennoch sind bei seiner Validie-
rung eine Reihe von denkbaren Interfe-
renzsituationen zwischen Biologika und
dem Testsystem zu beriicksichtigen:
Biologika konnen die Synthese fie-
bererzeugender Zytokine stimulie-
ren (z.B. durch Zytokine),

Biologika konnen die Synthese fie-
bererzeugender Zytokine hemmmen
(z.B. durch Zytokine; Schadigung
oder Hemmung der Makrophagen),
Biologika konne die Synthese fieber-
erzeugender Zytokine modulieren
(z.B. durch LPS-Adsorbtion, LPS-
Prisentation),



» Biologika kénnen den Zytokin-
ELISA beeinflussen (z.B. durch
Rheumafaktoren),

» Biologika konnen selbst fiebererzeu-
gende Zytokine enthalten (z.B. Plas-
maderivate, Zellkulturen).

Im Rahmen der Privalidierung des Voll-
blutpyrogentestes wurden die genann-
ten Interferenzpriifungen fiir die unter-
schiedlichen Biologika (Plasma, Gerin-
nungsfaktorenkonzentrate, Albumin,
Immunglobuline, Impfstoffe usw.) vor-
genommen, um die Basis fiir entspre-
chende Priifvorschriften zu erarbeiten.
Es ist zu beriicksichtigen, dass viele Bio-
logika, insbesondere Gerinnungsfakto-
renkonzentrate, von Hersteller zu Her-
steller grof3e Unterschiede in ihrer Zu-
sammensetzung aufweisen und deshalb
einer individuellen Validierung bediir-
fen. Zusammenfassend kann einge-
schdtzt werden, dass der neue Test fiir
die Priifung biologischer Arzneimittel
auf Pyrogenfreiheit sehr gut geeignet ist.
M. Fischer, T. Montag,

Paul-Ehrlich-Institut, Langen

Untersuchungen zur Eignung
des Humanen Vollbluttests als
Pyrogenpriifmethode bei
Parenteralia

Als Goldstandard zur Pyrogenpriifung
von Arzneimitteln dient seit iiber 50 Jah-
ren der Tierversuch am Kaninchen. Da-
neben existiert ein quantitatives in-vi-
tro-Verfahren, der LAL-Test, der nur die
pyrogenen Zellwandbestandteile gram-
negativer Bakterien (Endotoxin) nach-
weist. Wir verglichen diese beiden Ver-
fahren mit dem oben vorgestellten neu-
en Vollblutpyrogentest. Bei der Charak-
terisierung des Vollbluttests mit Blut von
43 verschieden Spendern konnten wir
folgendes zeigen: unstimuliertes Blut
schiittet kein Interleukin-1f (IL-1B) aus.
ADb einer Minimalkonzentration von 5
bis 50 pg/ml Endotoxin von E. coli Os5:
Bs reagiert der Vollbluttest mit einer
konzentrationsabhéngigen IL-1B-Aus-
schiittung. Die absolute Menge an aus-
geschiittetem IL-1P variiert und hiangt
unter standardisierten Bedingungen
hauptsichlich vom jeweils verwendeten
Blutspender ab.

Anhand von 23 Fertigarzneimitteln
wurde die Eignung des Vollbluttests als
Pyrogenpriifmethode bei Parenteralia
untersucht und mit dem LAL- und Ka-
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ninchenpyrogentest verglichen. Das Eu-
ropdische Arzneibuch schreibt bei Prii-
fungen mit dem LAL-Test Endotoxin-
grenzwerte fiir Arzneimittel vor. Der
Vollbluttest war bei allen Arzneimitteln
sensitiv genug, um diese Endotoxin-
grenzwerte einzuhalten. 19 Fertigarznei-
mittel wurden mit Endotoxin versetzt.
Diese Proben waren im Vollbluttest auf-
tallig, und es gelang die quantitativ rich-
tige Wiederfindung. Im Gegensatz dazu
wurden fiinf von 19 endotoxinhaltigen
Proben im Kaninchentest nicht erkannt.
Von einem Kooperationspartner wurde
uns eine Probe eines biotechnologisch
hergestellten Fertigarzneimittels iiber-
lassen, die in der Klinik pyrogene Neben-
wirkungen hervorgerufen hatte, obwohl
sie im LAL-Test und Kaninchenpyrogen-
test unauffillig war. Unsere Priifung im
Vollbluttest ergab allerdings eine deutli-
che Pyrogenbelastung der Probe.
Unsere Ergebnisse zeigen, dass 1.
aufgrund der bisherigen Untersuchun-
gen der Vollbluttest die Anforderungen
an eine moderne Pyrogenpriifmethode
erfiillt und 2. der Kaninchentest als bis-
heriger Goldstandard der Pyrogenprii-
fung eine Sicherheitsliicke aufweist.
M. Weigandt, H.-G. Sonntag,
Universitit Heidelberg

Priifung von Parenteralia im
humanen Vollblut -
Pyrogentest PyroCheck®

Injizierbare Arzneimittel (Parenteralia)
miissen nachweislich frei von fieberin-
duzierenden Verunreinigungen chemi-
scher oder biologischer Herkunft sein.
Zur Uberpriifung der Produktqualitit
werden in den aktuellen Versionen der
europdischen (EP) sowie amerikani-
schen Pharmakopde (USP) der Limulus
Amoebozyten Lysat (LAL)-Test und der
Pyrogentest am Kaninchen beschrieben.
Mit dem Testsystem PyroCheck® steht
nunmehr ein Routinetest zur Priifung
auf fieberinduzierende Substanzen in
humanem Vollblut zur Verfiigung, der
im Rahmen von Evaluierungsstudien an
vielfiltigen Produkten eingesetzt wurde.
Der humane Vollbluttest PyroCheck®
wurde vergleichend zum LAL- und In-
vivo-Pyrogentest zur Priifung parenter-
aler Arzneimittel eingesetzt.

Die Untersuchung einer Arneimit-
telprobe wird inklusive eines Interfe-
renztests in frisch entnommenem Voll-
blut nach den Angaben des PyroCheck®-
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Testsystems durchgefiihrt. Parenterale
Arzneimittel verschiedenen Herstel-
lungschargen wurden in méglichst allen
drei genannten Testmethoden zur Qua-
litatskontrolle auf fieberinduzierende
Substanzen untersucht. Dazu werden
Priifmuster jeweils vom Beginn, der Mit-
te und dem Ende der Arzneimittelabfiil-
lung gewonnen.

In Summe wurden 96 Chargen pa-
renteraler Arzneimittel aus 21 Arneimit-
telkategorien iiberpriift. Daten aus dem
In-vivo-Pyrogentest, dem LAL-Test so-
wie dem PyroCheck®-Vollbluttest wur-
den direkt verglichen. Stoffwechselbe-
einflussende Arzneimittel oder Suspen-
sionen sowie Betdubungsmittel lieffen
sich nicht im In-vivo-Pyrogentest iiber-
priifen. Auch im LAL-Test konnten we-
gen storender Einfliisse verschiedene
Chargen wegen extremer pH-Werte
oder Suspensionen nicht gepriift wer-
den. Im Vollbluttest PyroCheck® waren
hingegen alle eingesetzten Arzneimittel,
teilweise nach einem Ausschluss von In-
terferenzen (Verdiinnung), priifbar. Im
Fall dopaminhaltiger Arzneimittel war
eine starkere Verdiinnung als die auf der
Basis des LAL-Tests zuldssige maximal
zuldssige Verdiinnungskonzentration
(MZV) nétig. In einem Fall wurde eine
pyrogenhaltige Charge sicher in allen
drei Priifsystemen erkannt.

Das PyroCheck®-Testsystem stellt
ein homologes Priifsystem dar. Endoto-
xine chemischen, gramnegativen und
grampositiven bakteriellen Ursprungs
werden im humanen Vollblut nachge-
wiesen. Das Testsystem zeichnet sich
durch eine vergleichbar einfache metho-
dische Durchfiihrbarkeit aus. Spezielle
Zellkulturtechniken und Inkubatoren
sind nicht notwendig. Die Resultate im
Rahmen der Priifung parenteraler Arz-
neimittel auf potentiell fieberinduzie-
rende Substanzen waren vergleichbar
mit den iiblichen, pharmakopdalen Test-
methoden.

M. Jahnke, Pharma Hameln GmbH,
Hameln

Erste Erfahrungen mit Pyro-
Check beim Test von injizierba-
ren Arzneimitteln pflanzlichen
und tierischen Ursprungs

Im Rahmen der Validierung von Pyro-
Check wurden von Phytos, Labor fiir
Analytik von Naturheilmitteln GbR und
Sensotest, Biologische Testsysteme GbR,



22 Arzneimittel auf das Vorhandensein
pyrogener Verunreinigungen getestet.
Bei den ausgesuchten Arzneimitteln
handelt es sich um Injektionslosungen
pflanzlichen und tierischen Ursprungs,
die von Phytos routineméflig mit dem
LAL-Test untersucht werden. Die Voll-
blutstimulation und Durchfiithrung des
ELISAs erfolgte nach Testvorschrift. Ei-
ne Interferenztestung wurde fiir zwei
Arzneimittel, die im LAL-Test verstir-
kende Wirkung zeigen, durchgefiihrt. Im
ELISA fiihrten diese Préparate zu einem
negativen Ergebnis und Interferenz mit
dem verwendeten Vollblut. Von den rest-
lichen 20 getesteten Arzneimitteln zeig-
ten drei Préparate ein positives Ergeb-
nis im ELISA. Diese drei Proben wurden
weiter untersucht und einer Interferenz-
testung unterzogen. Zwei dieser Proben
zeigten Interferenz mit dem Vollblut,
aber abschwichende Wirkung im
ELISA.Eines der Priparate jedoch fiihr-
te im ELISA zu einem positiven Nach-
weis von IL-1f3, ohne mit dem Vollblut zu
interferieren.

J. Bonenberger, J. Bohnacker, A. Hofmann,
Sensotest GbR, Ulm und Phytos GbR,
Neu-Ulm

Dialysefliissigkeiten — eine
neue Anwendung zur Testung
auf Pyrogenfreiheit mit dem
human Vollbluttest

Die Qualitit von Dialysefliissigkeiten in
der Nierendialyse stellt eine besondere
Herausforderung dar. Die Mengen der
verwendeten Fliissigkeiten, die mit dem
Patienten in Kontakt kommen, die
Herkunft des notwendigen (Dialyse)
Wassers und die direkte Zubereitung
der gebrauchsfertigen Losung am Pati-
enten direkt vor Dialysebeginn stellen
einige kritische Groéflen dar. Ein Qua-
litditsmerkmal ist die Pyrogenfreiheit.
Als Leitpyrogen wird auf Endotoxinfrei-
heit (Lipopolysaccharid, LPS) in der
Regel mit dem Limulus-Améobozyten-
Lysat-Test (LAL-Test) gepriift. Der neue
humane Vollblutpyrogentest zeigte sich
in ersten Versuchen auch fiir diesen
Problembereich anwendbar, sowohl fiir
das Dialysewasser, als auch fiir Dia-
lysierfliissigkeit und Konzentratlosun-
gen.

Der dialysepflichtige Patient kommt
in der Himodialyse pro Dialysetag mit
ungefihr 20 bis 25 | Dialysierfliissigkeit
in Kontakt, dies dreimal pro Woche. Im

Dialysezentrum wird diese Fliissigkeit
vor Ort aus drei Komponenten zusam-
mengemischt: Dialysewasser, Konzen-
tratlosung (Variable u.a. die Kaliumkon-
zentration) und Bikarbonatpuffer. Die
fertige Dialyselosung kommt mit dem
Patienten entweder indirekt iiber die
Dialysemembran, an der es zum Stoff-
austausch mit dem Blut kommt, in
Kontakt oder sie wird nach einem wei-
teren Sterilfiltrationsschritt als Infusat
direkt dem Patienten (online) intrave-
nos infundiert. Als mogliche Konta-
minationen nehmen neben Partikeln
und Mikroorganismen auch deren Se-
krete und Abbauprodukte in Form von
Pyrogenen eine wichtige Stellung ein.
Der Materialkontakt (Dialysemembran,
Schlduche, Filtereinheiten) hat fiir die
Biokompatibilitdt eine weitere wichtige
Bedeutung.

Das Spektrum der beteiligten Kei-
me bei der Kontamination ist sehr hete-
rogen; der Anteil der Bakterien verteilt
sich mit ca. 94% auf gramnegative (zu-
meist Pseudomonas) und ca. 6% auf
grampositive. Etwas seltener kommen
Hefen und Fadenpilze vor. Nicht zu ver-
nachléssigen sind Kontaminationen, die
in mit Leitungswasser zubereiteten Des-
infektionslosungen bei der vielerorts
iiblichen Wiederaufbereitung von Dia-
lysatoren, die zudem mit unsterilem
Wasser durchspiilt werden, {ibertragen
werden kénnen. Trotz Desinfektion blei-
ben an die Membran gebundene Pyro-
gene biologisch aktiv. Augenfillige kli-
nische Konsequenzen (Hiufigkeit in
verschiedenen Studien 0,5 bis 22% der
Dialysen) sind die Kurzzeitfolgen mit
den bekannten pyrogenen Reaktionen
wie Fieber, Hypotonie, Schock und im
Extremfall Multiorganversagen. Als spa-
ter Schaden treten Langzeitfolgen auf
wie Immunschwiche, Amyloidose (z.B.
Karpaltunnelsyndrom), Arteriosklerose
und vermindertes Ansprechen auf Ery-
thropoetin.

Die Priifung auf Pyrogenfreiheit hat
somit eine besondere Relevanz. Der
neue humane Vollbluttest mit seinen
Vorteilen der Speziesrelevanz und Prii-
fung eines groflen Pyrogenspektrums
konnte sich in der Klinik als besonders
attraktiv erweisen, da Blut in diesem Be-
reich unkompliziert vorhanden ist. Es ist
sogar denkbar, patientenrelevant mit in-
dividuellem Blut auf mégliche pyrogene
Reaktionen zu testen. Fiir die verschie-
denen Fliissigkeiten Wasser (Qualitét
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der Wasseraufbereitung), Dialysierfliis-
sigkeit und in ersten Versuchen Konzen-
tratldsungen wurden die bekannten Pro-
tokolle des Vollbluttests soweit optimiert
und adaptiert, dass die empfohlenen
Grenzwerte von 0,25 IU internationalem
Referenzendotoxin detektiert werden
kénnen. Die Probenstellung erfolgte in
Kooperation mit dem Caritaskranken-
haus Bad-Mergentheim (Dialysezen-
trum, Prof. Kult). Weitere Versuche sol-
len insbesondere die Priifbarkeit von
verschiedenen Rezepturen der Konzen-
tratlésungen ermdéglichen und weitere
relevante Keime (Pseudomonaden) wie
auch Nicht-Endotoxine (grampositive
und Pilze) fokussieren.

S. Fennrich, L. Kindinger, I. Seuffert, T. Har-
tung, A. Wendel, Universitit Konstanz

Medical Devices als neues An-
wendungsgebiet der Priifung
auf Pyrogene mit dem Huma-
nen Vollbluttest

Die Vielfalt von Medizinprodukten hin-
sichtlich Grof3e, Form, Material, Art der
Anwendung etc. ist auflerordentlich
grof3. Biologische Priifungen an derarti-
gen Produkten konnen Schwierigkeiten
bereiten, da eine einheitliche Vorgehens-
weise aufgrund der Produktvielfalt nicht
gegeben ist. Dies wirkt sich auch auf die
Priifung von Medizinprodukten auf Py-
rogene aus. In Abhédngigkeit von der Ap-
plikationsart ist die Priifung auf Pyroge-
ne bei den nachfolgenden Medizinpro-
dukten als Endproduktpriifung vorge-
schrieben oder empfehlenswert:

» Produkte mit direktem/indirektem
Kreislaufblut-Kontakt z.B. Katheter,
GefafSimplantate, Blutbeutel,

» ophthalmologische Produkte z.B. Si-

likonél, Hyaluronsdure, Kontakt- und

Intraokularlinsen,

invasive Implantate z.B. chirurgische

Implantate, Dentalimplantate,

» kraniale Produkte z.B. Sonden, Ka-

theter,

Produkte mit indirektem Blutkon-

takt z.B. Verbandstoffe, Bauchtiicher,

Tupfer, Handschuhe.

Weiterhin sind Priifungen auf Pyrogene
in der Herstellung, der Produktentwick-
lung und Biokompatibilitdtspriifung, als
Inprozess-Kontrolle und im Rahmen der
Validierung von Entpyrogenisierungs-
verfahren ein wichtiger Bestandteil der
Qualititskontrolle. Die bestehenden



Testmethoden (LAL-Test und Kanin-
chenpyrogentest) sind in den Arzneibii-
chern wie z.B. der Europdischen Phar-
makopoe und der United States Phar-
macopoeia genau beschrieben. Einzelne
ISO-, EN- und DIN-Normen sowie di-
verse Leitfdden z.B. der FDA machen
Angaben zu Grenzwerten, Probenvorbe-
reitung und Probenzahlen. Eine zentra-
le Richtlinie, die die Pyrogenpriifung
von Medizinprodukten unter Beriick-
sichtigung der Vielfalt dieser Produkte
detailliert regelt, gibt es bislang jedoch
nicht. Die Arbeitsgruppe ISO TC 198
plant daher ein neues Normungsvorha-
ben, das sich mit dieser Thematik be-
schiftigen wird.

Neben dem Kaninchenpyrogentest
und dem LAL-Test steht nun der huma-
ne Vollbluttest als weiteres Testsystem
zur Erfassung von Pyrogenen zur Verfii-
gung. Dieser wurde auf ausgewahlte Me-
dizinprodukte (Hyaluronsdure, Glyce-
rin, Glucosepolymere und Gelatine als
Inhalts- oder Rohstoffe) angewendet,
um erste Erfahrungen zu sammeln. Die
ausgewdhlten Produkte erwiesen sich im
LAL-Test als problematisch. Die Ergeb-
nisse lassen sich wie folgt zusammenfas-
sen: Die Produkte waren mit dem huma-
nen Vollbluttest auf Pyrogene priifbar.
In einzelnen Tests ergaben sich Hinwei-
se auf Stérungen, wie sie auch im LAL-
Test auftreten konnen. Fiir solche Fille
miissen Methoden zur Beseitigung die-
ser Interferenzen entwickelt werden. Ei-
ne produktspezifische Validierung zu
Beginn der Priifungen ist, wie auch fiir
den LAL-Test, weiterhin notwendig.

“Mit dem humanen Vollbluttest
ergeben sich fiir die Priifung
von Medizinprodukten eine
Reihe neuer interessanter
Maglichkeiten.”

Die Produkte kénnen im Vollblut
direkt inkubiert werden. Damit verein-
facht sich die fiir den LAL- und Kanin-
chenpyrogentest oft sehr schwierige und
aufwendige Probenvorbereitung. Es
konnen zudem Pyrogene, die nicht
durch Extraktion vom Material ablosbar
sind, detektiert werden. Wie im Kanin-
chenpyrogentest werden mittels des hu-
manen Vollbluttests nicht nur die Endo-
toxine der gramnegativen Bakterien,
sondern die Gesamtheit der Pyrogene
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erfasst. Dies ist um so bedeutungsvoller,
da bei Medizinprodukten grampositive
Bakterien und Pilze, die keine Endotoxi-
ne bilden, die Hauptkontaminanten dar-
stellen.

A. Friedrich, H. Noll, K. Schiinemann,

W. Riedel, Bioservices, Planegg

Verbesserter Nachweis pyro-
gener Kontaminationen auf
Polymeroberflachen mit Hilfe
des neuen PyroCheck®Assays
im Vergleich zum LAL Test

Die Pyrogenfreiheit von Verbrauchsma-
terialien ist ein wesentliches Qualitéts-
merkmal, denn sowohl die Kultivierung
von Zellen als auch die Aufbewahrung
medizinischer Produkte muss frei von
Pyrogenen erfolgen. Pyrogene umfassen
u.a. die Endotoxine aus der Zellwand
Gram-negativer Bakterien und die Lipo-
teichonsduren aus der Zellwand Gram-
positiver Bakterien.

Gegenwirtig werden Endotoxine in
Plastikgefdflen mit dem Limulus-Améo-
bozyten-Lysat-(LAL)Test nachgewiesen,
indem die Gefdfle mit Wasser gespiilt
und die Spiillésung anschlieSend im
LAL untersucht wird. Diese Methode hat
jedoch verschiedene Nachteile. So ist
zum einen die Wiederfindung von Pyro-
genen sehr insuffizient [Roslansky et al.,
J. Parental Sci. Techn. 1991; 45: 83-87]
und zum anderen kénnen mit dem LAL
nur die Endotoxine gramnegativer Bak-
terien nachgewiesen werden. Zudem
hiangt der LAL auch von der Qualitit
des verwendeten Wassers ab [Duner, J.
Pharm. Sci. Techn. 1995; 49: 119-121].

Durch die Entwicklung des neuen
PyroCheck®-Assays (PCA) konnten die-
se Nachteile umgangen werden. Beim
PCA wird humanes Vollblut in Kontakt
mit der zu testenden Oberfliche inku-
biert. Sollte eine pyrogene Kontaminati-
on vorliegen, erfolgt die Stimulation der
Sekretion verschiedener an der Fieber-
antwort beteiligter Zytokine. Zu diesen
zéhlen der Tumor-Nekrose-Faktor alpha
(TNF alpha) und die Interleukine IL-6
und IL-1beta. Diese genannten Zytokine
kénnen dann mit spezifischen ELISAs
gemessen werden. Wir konnten in meh-
reren Ansitzen die Uberlegenheit des
neuen Pyrocheck®-Assays gegeniiber
dem LAL darstellen. Die Vorteile umfas-
sen in Kiirze:

» hohere Sensitivitdt fiir den Pyrogen-
nachweis auf Polymeren wie Polysty-
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rol (PS) und Polypropylen (PP): Stei-
gerung der Sensitivitdt auf PS min-
destens um den Faktor 2, auf PP
mindestens um den Faktor 8,
erweiterter Nachweis (z.B. auch

von Pyrogenen grampositiver Bakte-
rien); damit sind die Produkte nicht
nur endotoxin- sondern wirklich py-
rogenfrei.

Anwendung eines humanen Test-
systems fiir in der Humanmedizin
verwendete Produkte (keine
Speziesvariation z.B. bei der
Fieberantwort).

Eine Erkldrung fiir die hohere Sensitivi-
tit des PCA scheint unseres Erachtens in
dem direkten Kontakt des Testsytems
(humanes Vollblut) mit der Polymero-
berfliche zu liegen. Daher werden unse-
re Produkte fiir die Zellkultur zukiinftig
mit dem neuen PyroCheck®-Assay ge-
testet.

E. Petri, A. van de Ploeg, B. Habermaier,

S. Fennrich, Greiner, Frickenhausen und
Universitdit Konstanz

Pyrogene im Staub-Marker zur
Beurteilung einer aerogenen
Belastung mit organischen
Stauben?

Belastungen mit luftgetragenen, organi-
schen Stauben kénnen zu verschiedenen
respiratorischen Krankheitserscheinun-
gen fiihren. Zur Einschdtzung einer Be-
lastung mit organischen Stduben wird
neben der Konzentration an luftgetrage-
nem Staub, wodurch vor allem die un-
spezifischen Wirkungen des Staubes
charakterisiert werden, sein Endotoxin-
gehalt herangezogen. Hierfiir wurde ein
Richtwert von 50 EU/m3 sowie ein ent-
sprechendes Messverfahren, das auf
dem Limulus-Test basiert, durch das
“Berufsgenossenschaftliche Institut fiir
Arbeitssicherheit” zur Diskussion ge-
stellt.

Endotoxine zur Beurteilung des ge-
sundheitsgefdhrdenden Potentials durch
luftgetragene organische Stdube heran-
zuziehen, ist vor allem durch zwei Punk-
te begriindet. Erstens spielen Endotoxi-
ne bei der Pathogenese verschiedener
respiratorischer Erkrankungen, welche
durch organische Stdube verursacht
werden, eine Schliisselrolle. Zweitens
geht die endotoxische Aktivitdt weit
iiber den bakteriellen Zelltod hinaus, so
dass es in verschiedenen Stduben zu ei-



ner Akkumulation dieses Toxins kom-
men kann. Neben den von gramnegati-
ven Bakterien abstammenden Endoto-
xinen kommen in organischen Stduben
regelmidflig noch eine Vielzahl von an-
deren Substanzen vor, welche ebenfalls
Atemwegsaffektionen hervorrufen kon-
nen, aber nicht durch den Limulus-Test
nachgewiesen werden (z.B. Zellwandbe-
standteile von Schimmelpilzen oder
grampositiven Bakterien). Um neben
Endotoxinen auch diese Substanzen
quantitativ zu erfassen, kénnte die Pyro-
gentestung mittels Vollblut eine mogli-
che Alternative darstellen. Ebenfalls
konnte dieses Testsystem die Moglich-
keit erdffnen, synergistische Effekte von
verschiedenen biologischen Inhaltsstof-
fen bei der Entstehung von Atemwegs-
erkrankungen zu untersuchen, da viele
dieser Stoffe wie Endotoxin ihre patho-
physiologischen Wirkungen iiber die
Aktivierung von Alveolarmakrophagen
entfalten.

Hinsichtlichder praktischen Durch-
fithrung des Vollbluttestes zur Beurtei-
lung organischer Staubbelastungen wur-
den zwei Varianten getestet. Erstens
wurde Staub durch Filtration gesammelt
und die pyrogene Aktivitit (IL-1B-Aus-
schiittung) des auf Filtern niederge-
schlagenen Staubes im Vollbluttest be-
stimmt. Hierbei ist eine Direktinkubati-
on der beaufschlagten Filter moglich.
Ein Extraktionsschritt wie er zur Be-
stimmung der Endotoxinkonzentration
des Staubes im Limulus-Test notig ist,
braucht hierbei nicht zu erfolgen. Zwei-
tens wurden luftgetragene Staubpartikel
mittels Impingement (AGI-30 Impinger)
in pyrogenfreiem Wasser gesammelt
und deren pyrogene Aktivitdt mittels
Vollbluttest ermittelt. Dieses Sammel-
verfahren bietet die Moglichkeit, gleich-
zeitig noch andere lufthygienische Para-
meter wie z.B. die Konzentration an luft-
getragenen Bakterien oder Endotoxin in
der Sammlerfliissigkeit zu bestimmen.

Mittels beider getesteten Methoden
war es moglich, die pyrogene Aktivitat
in den gesammelten Staubproben zu
quantifizieren. Weitere systematische
Untersuchungen haben zu zeigen, inwie-
weit die pyrogene Aktivitdt von luftge-
tragenem Staub das gesundheitsgefdhr-
dende Potential von organischen Staub-
belastungen widerspiegelt.

B.-A. Zucker, S. Fennrich, T. Hartung,
A. Wendel, Freie Universitit Berlin und
Universitdt Konstanz

Fiir die technische Durchfithrung Dank an:
Gregor Pinski, Ina Seuffert,
Astrid Leja, Ilona Kindinger, Karin Burger

Ausblick

Der humane Vollblutpyrogentest wurde
in verschiedenen Anwendungen evalu-
iert und pravalidiert. Er ist mittlerweile
auch in einer Kit-Version von DPC Bier-
mann, Bad Nauheim, erhiltlich. Die viel-
versprechenden Befunde insbesondere
der Evaluierungen fiir Biologika am
Paul-Ehrlich-Institut und fiir Pharma-
zeutika an der Universitdt Heidelberg je-
weils unter Beteiligung von Industrie-
partnern haben die Grundlage fiir die
néchsten Schritte hin zu einer im Arz-
neibuch verankerten Methodik gelegt:

ADb Januar 2000 beginnt eine inter-
nationale Validierungsstudie im Ring-
versuch unter Beteiligung von zehn eu-
ropdischen Partnern. Hierbei sollen die
Transferierbarkeit und Reproduzierbar-
keit der Methode untersucht werden.
Nach Absprachen mit Vertretern von Eu-
ropdischer Pharmakopoe und amerika-
nischer FDA auf einem kiirzlich durch-
gefithrten ECVAM (European Centre for
the Validation of Alternative Methods)-
Workshop zu “Advanced Pyrogen Tes-
ting” sollen in diese Validierung auch Re-
ferenzlaboratorien dieser Behorden ein-
bezogen werden.

Das European Directorate for the
Quality of Medicine (EDQM) hat der
Pharmakopoe die Einrichtung einer Ex-
pertenkommission zur Erarbeitung ei-
ner Verfahrensmonographie vorgeschla-
gen.
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Im Rahmen eines Fortsetzungsan-
trages an das BMBF soll erarbeitet wer-
den, ob auch standardisiertes, kryopra-
serviertes Blut fiir den Test verwendet
werden kann, ein Schnelltest entwickelt
werden und die Validierung fiir erste
Biologika erfolgen. Fiir die sich abzeich-
nenden neuen Anwendungen entstehen
zur Zeit Netzwerke fiir die Evaluierung
der Methodik, nimlich insbesondere fiir
die Priifung von Medical Devices, die
Dialyse und den Nachweis luftgetrage-
ner Pyrogene. Dies wird erginzt durch
Einzelprojekte zur Priifung von Blutkon-
serven, Phytopharmaka und Impfstoffe.

“Die Einfiihrung von Vollblut als
Zellsystem It den Traum von
der menschlichen Fieberreaktion
im Reagenzglas Wirklichkeit
werden.”

Insgesamt besteht der Eindruck,
dass die Einfithrung von Vollblut als
Zellsystem den Traum von “der mensch-
lichen Fieberreaktion im Reagenzglas”
Wirklichkeit werden ldfit. Auch wenn
sich der zukiinftige Stellenwert und die
Anwendungméglichkeiten gerade erst
abzeichnen, so besteht schon jetzt
Grund zu der Hoffnung, dass bald eine
Ergdnzung zum Limulus-Test und ein
Ersatz fir den Kaninchen-Pyrogen-Test
verfiigbar ist.

A. Wendel, T. Hartung, Universitdit Konstanz



