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Zusammenfassung

Es wird ein in vitro Modell zur Erfassung von fieberer-
zeugenden Substanzen auf der Basis von menschlichem
Voliblut vorgestellt. Gemessen wird die Freisetzung der
von den Leukozyten gebildeten Botenstoffe (endogene
Pyrogene), die die Fieberwirkung vermitteln: Tumor
Nekrose Faktor (TNF), Interleukin-1 (IL-1), Interleukin-
6 (IL-6) und Prostaglandin E, (PGE,). Tatsdchlich
lassen sich bereits durch geringe Pyrogenmengen gut
mefibare Mengen dieser Botenstoffe freisetzen. Aufier
Endotoxinen konnen auch andere bakterielle Komponen-
ten eine entsprechende Reaktion auslosen. Anhand des
fiebersenkenden Stoffes Aspirin wurde im Blut von
Freiwilligen ex vivo demonstriert, daf} die stimulierte
PGE,-Bildung taisdchlich iiber mehrere Stunden ge-
hemmt war.

Das Modell weist Vorteile im Vergleich zum Kaninchen-
Pyrogentest oder der Endotoxin-Bestimmung mittels
Limulus-Assay auf. Es wird vorgeschlagen, das Modell
als in vitro Ersatzmethode zur Testung auf Pyrogene zu

Summary: Detection of pyrogens using human whole
blood.

The use of human whole blood as an in vitro model for
detection of compounds with the potential to induce fever
is described. As a readout, mediators (endogenous
pyrogens) released from leukocytes such as tumor
necrosis factor (TNF), interleukin 1 (IL-1), interleukin 6
(IL-6) and prostaglandin E, (PGE,) are quantitated. In
Jact, minute concentrations of pyrogens induced the
release of mediators in amounts that were easily detecta-
ble. Endotoxins as well as other bacterial components
induce this reaction. We used the antipyrogenic drug
aspirin to show that in blood of volunteers the ex vivo
stimulated PGE, release was inhibited for several hours.
This model seems superior to the rabbit pyrogen test or
the Limulus assay for endotoxin. We propose to evaluate
this system as an alternative in vitro method for pyrogen
testing.

Keywords: pyrogen testing, whole blood model, tumor

evaluieren.

1 Einleitung und Fragestellung

Die Problematik der Pyrogentestung
ist wohl bekannt: Einerseits besteht
das dringende Bediirfnis einer Pro-
duktsicherheit bei intravends anzu-
wendenden Medikamenten. Ande-
rerseits ist eine groBe Zahl von
Einzelpriifungen am Versuchstier
notwendig, wobei nur als seltene
Ausnahme tatsdchlich eine Charge
eines Medikamentes als kontaminiert
auffallt. Als wichtigste fiebererzeu-
gende Komponente gilt Endotoxin
(Lipopolysaccharid, LPS) aus der
Bakterienwand gramnegativer Kei-
me (Moltz, 1993; Tilders et al.,
1994; Rothwell, 1994; Zeisberger
und Roth, 1993). Es lag deshalb
nahe, den Tierversuch, der im allge-
meinen am Kaninchen durchgefiihrt
wird, durch eine direkte Endotoxin-
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necrosis factor, interleukin, prostaglandin, endotoxin

bestimmung (Limulus-Test, LAL) zu
ersetzen. Dieser Ansatz ist naturge-
mal beschrinkt:

* Es werden nur Endotoxine als
potentielle Fieberausloser erfafit;
andere Stimulatoren der Leukozy-
ten, die ebenfalls zur Freisetzung
von endogenen Pyrogenen fiihren,
entziehen sich der Erfassung.

* Der Test ist sehr storanfillig ge-
geniiber Endotoxin-bindenden
Komponenten wie sie z.B. im Blut
reichlich vorkommen (Harris et al.
1991, Emancipator et al., 1992;
Read et al., 1993); einige dieser
Endotoxin-bindenden Komponen-
ten entziechen das LPS der Mes-
sung im LAL-Test, wihrend sie im
Gegenteil die Reaktion mit Leuko-
zyten, also die eigentliche pyroge-
ne Primédrreaktion, verstirken; ge-

rade die Pyrogenbestimmung in
Blutprodukten ist jedoch ein héufi-
ger Testfall.

e Der LAL-Test ist so empfindlich,
daf} es sehr leicht durch Verunrei-
nigungen, die nicht fiir die Pro-
duktqualitit relevant sind, zu Fehl-
bestimmungen kommen kann (Fu-
jiwara et al., 1990).

Andererseits ist auch der Kaninchen-
versuch, abgesehen vom Anliegen
des Tierschutzes, nicht unproblema-
tisch. Die Immunantwort (Fieber)
auf einen gegebenen Reiz unter-
scheidet sich von Spezies zu Spezies
erheblich. In wieweit das Kaninchen
fiir den Menschen représentativ ist,
ist durchaus fraglich, da z.B. die
Endotoxin-Empfindlichkeit ver-
schiedener Spezies um den Faktor
10.000 variieren kann. Fiir andere
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pyrogene Komponenten gibt es keine
vergleichbaren Untersuchungen.

Wiinschenswert wire deshalb ein
biologisches System, das auf eine
Bandbreite pyrogener Wirkstoffe
iiber deren physiologische Erken-
nung (Rezeptoren) reagiert. Dazu
bieten sich unmittelbar zelluldre Mo-
delle an, die vorzugsweise aus
menschlichen Zellen aufgebaut sein
sollten, um relevante Aussagen fiir
die Exposition des Menschen zu
liefern. Da als immunkompetente
Zellen, z.B. Makrophagen als primir
fiir die Reaktion auf bakterielle Pyro-
gene zustindige Zellen, nur Zell-
Linien mit eingeschriinkter metaboli-
scher Kompetenz verfiigbar sind
(Taktak et al. 1991), bietet es sich an,
frisch gewonnene Blutzellen des
Menschen zu verwenden. Als MeB-
parameter liegen die sogenannten
endogenen Pyrogene nahe (Hansen
und Christensen, 1990). Dies sind
Botenstoffe des Immunsystems, die
die Fieberreaktion vermitteln und
sozusagen die Ubersetzung des Or-
ganismus fiir ,ich habe ein Pyrogen
geschen® darstellen. Die wichtigsten
bekannten endogenen Pyrogene sind
die Proteine Interleukin-1 (IL-1), In-
terleukin-6 (IL-6) und der Tumor-
Nekrose-Faktor (TNF) sowie der
niedermolekulare Lipidmediator
Prostaglandin E, (PGE,).

Es gibt ausreichende Erfahrungen
fiir die Isolierung von Leukozyten
aus menschlichem Blut. Die meisten
Prozeduren sind jedoch fiir eine Rou-
tinetestung von Substanzen viel zu
aufwendig. Unser Ansatz war es
deshalb, menschliches Vollblut ohne
weitere Trennung von Einzelkompo-
nenten fiir diesen Zweck zu verwen-
den. Die Leukozyten liegen so in
ihrer natiirlichen Zusammensctzung
und Umgebung vor. Gleichzeitig
sind alle Serumkomponenten anwe-
send, die auf die Wirkung eines
Pyrogens Einfluf} haben kénnten.

Tatséchlich konnte in diesem Mo-
dell die Freisetzung der vier genann-
ten Pyrogene durch verschiedene
Bakterienbestandteile von gramne-
gativen und grampositiven Bakterien
gemessen werden (Hartung et al,
1995). Das Modell war gegeniiber
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Endotoxinen hoch empfindlich (we-
nige pg/ml fiihrten zu Freisetzung
von endogenen Pyrogenen). Gleich-
zeitig war die Reaktion weitgehend
unabhingig vom Blutspender.

Es wird vorgeschlagen, dieses Mo-
dell im Vergleich zum Pyrogenitats-
test am Kaninchen zu validieren mit
dem Ziel, diesen Tierversuch durch
ein menschliches Zellmodell zu er-
setzen.

2 Material und Methoden

Zitratblut gesunder Spender wurde
unmittelbar nach Abnahme mit Zell-
kulturmedium RPMI 1640 (Bio-
chrom, Berlin) 1:5 verdiinnt. Heparin
[2 IE/ml als Endkonzentration] (Li-
quemin®, Hoffmann LaRoche,
Grenzach-Whylen) wurde dem Sy-
stem zugesetzt, um eine Gerinnung
durch Rekalzifizierung auszuschlie-
Ben. Stimuli wurden zeitgleich zuge-
setzt bzw. bereits mit dem Zellkul-
turmedium vorgelegt. Im einzelnen
wurden folgende Substanzen in den

angegebenen maximalen Konzentra-
tionen verwendet: LPS von Salmo-
nella abortus equi [10ug/ml], Ente-
rotoxin A (SEA) und B (SEB) von
Staphylococcus aureus [1pg/ml], Li-
poteichonsiure (LTA) von S. aureus
[10ug/ml], hitze-getotete S. aureus
[0.001% Zellen v/v], Streptolysin O
(SLO) von Streptococcus pyogenes
[2.5 Einheiten/ml], Muramyldipeptid
(MDP) [10pg/ml], Phytohdmaggluti-
nin M (PHA) [15pg/ml] und Phorbo-
lester (PMA) [100nM]. Alle Stimuli
auler MDP (Bachem, Heidelberg)
wurden von Sigma (Deisenhofen)
bezogen. Die Inkubationen wurden
in offenen Polypropylen-Reaktions-
gefifen (Eppendorf, Hamburg) bei
37°C und 5% CO, fiir standardmiBig
24h  durchgefiihrt (Wilson et al.,
1991). Die zellfreien Uberstinde
wurden nach Zentrifugation (3000g,
Imin) abgenommen und bei —80°C
bis zur Zytokin- bzw. Prostaglandin-
messung aufbewahrt.

Die freigesetzten Mediatoren wur-
den mit kommerziellen ELISAs ge-
messen: IL-1, IL-6 und TNF wurden
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Abbildung 1: Zeitverlauf der Endotoxin-induzierten Bildung endogener Pyrogene im

Vollblut

Blut von sieben gesunden Spendern wurde mit Zellkulturmedium 1:5 verdlnnt und mit
10pg/ml LPS stimuliert. Die Inkubation wurde fir die angegebenen Zeiten bei .37°C
durchgefiihrt. Die Bestimmung der Freisetzung endogener Pyrogene erfolgte im

ELISA. Die Daten sind Mittelwerte £ SEM.
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mit Assays von R und D Systems (H.
Biermann, Bad Nauheim) bestimmt,
wihrend fiir PGE, ein Assay von
Cayman (SPI-Bio Europe, Frank-
reich) verwendet wurde.

Die Wirkung von Aspirin auf die
Freisetzung von Pyrogenen wurde
im Selbstversuch nach Einnahme ei-

ner 500mg Aspirintabletie (Bayer,
Leverkusen) ermittelt, indem drei
Freiwilligen zu verschiedenen Zeiten
(Oh, 10min, 30min, 1h, 2h, 4h, 6h
und 8h) relativ zur Medikamentenga-
be Blut entnommen und einer Stan-
dardstimulation mit 10ug/ml LPS
unterzogen wurde.
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Abbildung 2: Konzentrationsabhangigkeit der Endotoxin- und Lipoteichonsédure-
induzierten Bildung endogener Pyrogene in Vollblut

Blut von fiinf gesunden Spendern wurde 1:5 verdiinnt und fir 24h in Gegenwart der
angegebenen Endotoxin- bzw. Lipoteichonsdure-Konzentration inkubiert. Die Zytokin-
Bestimmung erfolgte im ELISA. Die Daten sind Mittelwerte £ SEM.
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3 Ergebnisse

Zunichst wurde die Kinetik der Frei-
setzung von IL-1, TNF und PGE, bei
Stimulation von Vollblut mit einer
hohen LPS-Konzentration [10pg/ml]
ermittelt (Abb.1). Alle Faktoren wa-
ren mit kommerziellen ELISAs nach
dieser Inkubation nachweisbar, wih-
rend unstimuliertes Blut diese Fakto-
ren nicht freisetzte. Die gefundene
I1-1B-Menge erreichte nach ca. 6h
ein Plateau. PGE, nahm bis 24h
Inkubationszeit kontinuierlich zu.
Ebenso stieg die induzierbare IL-6-
Menge (gemessen nach 4, 10 und
24h) stets an (Daten nicht gezeigt).
Hingegen zeigt die TNF-Freisetzung
nach LPS-Stimulation ein Maximum
bei ca. 12h. Da jedoch auch zum
Zeitpunkt 24h noch der groBite Teil
der TNF-Menge vorhanden war,
wurde dies als Standardinkubations-
zeit gewihlt.

Um die Empfindlichkeit des Sy-
stems gegeniiber LPS zu testen, wur-
de eine Konzentrations/Wirkungs-
Kurve fiir die Freisetzung von IL-1
und TNF ermittelt (Abb. 2). Tatsdch-
lich fiihrte bereits die kleinste einge-
setzte LPS-Menge von lpg/ml zu
einer signifikanten Bildung dieser
endogenen Pyrogene, wihrend der
Zusatz des LPS-Losungsmittels ohne
Effekt war. Es wird daraus geschlos-
sen, da menschliches Vollblut sehr
empfindlich und konzentrationsab-
hiingig auf LPS reagiert.

Es sollte nun festgestellt werden,
ob auch andere Immunstimulatoren
als Freisetzer von endogenen Pyro-
genen in dem Modell erfalit werden
konnen. Tatséchlich fiihrten auch
hitzegette grampositive Bakterien
(Staphylococcus aureus) oder deren
Bestandteile (Muropeptid, Lipo-
teichonsiure, Enterotoxine, Strepto-
lysin O) zu einer dhnlichen Reaktion
(Abb. 3). Interessanterweise #hnelt
sich das induzierte Muster der ver-
schiedenen endogenen Pyrogene
durch die verwendeten Stimuli.
Auch andere Immunstimulatoren wie
das von Pflanzen gewonnene Phyto-
himagglutinin oder Phorbolester 16-
sten eine entsprechende Mediator-
freisetzung aus. Die Konzentrations-
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abhiingigkeit der Bildung von IL-1
und TNF von Lipoteichonsiure (S.
aureus) ist in Abb. 2b dargestellt. Es
wird geschlossen, daffi das Modell
weit mehr als nur Endotoxine er-
kennt und durch die Freisetzung von
endogenen Pyrogenen beantwortet.

SchlieBlich interessierte uns als
Testfall am Menschen, ob auch die
Auswirkung einer fiebersenkenden
Therapie in dem Modell nachvollzo-
gen werden kann. Drei gesunde Pro-
banden erhielten deshalb je eine Ta-
blette Aspirin (500 mg), und es
wurde Blut unmittelbar vorher sowie
zu verschiedenen Zeiten danach ab-
genommen. Tatsichlich nahm die
LPS-induzierbare PGE,-Menge in
Folge der Einnahme des Medika-
mentes rasch ab (Abb. 4) und erholte
sich erst nach einigen Stunden. Die
Freisetzung von TNF war im Blut
dieser Probanden unverindert.

4 Diskussion

Die Messung pyrogener Wirkungen
ist eine wichtige Frage der Qualitits-
sicherung und Produktsicherheit bei
der Herstellung von Medikamenten,
die injiziert werden sollen. Durch die
iibliche Produktion nach den Richtli-
nien der Good Manufacturing Prac-
tice (GMP) kommt es jedoch nur
sehr selten zu relevanten Verunreini-
gungen der Medikamente. Umso un-
befriedigender muf es sein, daBl eine
groBe Anzahl von Versuchstieren fiir
diese Routineuntersuchung mit im
allgemeinen negativem Ergebnis
verwendet wird.

Die Verwendung des Limulus-Te-
stes als Ersatzmethode ist dadurch
limitiert, daB nur Endotoxine erfafit
werden (Schlievert, 1993). Diese
Komponente hat zwar eine besonde-
re Bedeutung, da sie hitzestabil ist,
aber fiir Endotoxine gibt es langst
andere wirkungsvolle Eliminations-
methoden. Gleichzeitig wird der Li-
mulus-Test durch verschiedene Sub-
stanzen, insbesondere Blutkompo-
nenten, gestort.

Das hier vorgestellte Modell weist
verschiedene Vorziige fiir die Be-
stimmung von Pyrogenen auf:
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Cytokin [ng/ml Blut], PGE2 [ng/100ul]
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Abbildung 3: Freisetzung von endogenen Pyrogenen in Vollblut durch diverse Stimuli
in 24h

Blut von funf gesunden Spendern wurde flr 24h in Gegenwart der verschiedenen
Stimuli inkubiert (Konzentrationen s. Material und Methoden). Die endogenen Pyroge-
ne wurden im ELISA bestimmt. LPS = Endotoxin, S. aur. = hitzegetdteter Staph.
aureus, LTA = Lipoteichonsaure, SEA/SEB = Staphylokokken Enterotoxin A/B, MPD =
Muramyldipeptid, SLO = Streptolysin O, PHA = Phytohdmagglutin, PMA =Phorboles-
ter, TNF = Tumornekrosefaktor, PGE, = Prostaglandin E2, IL-1/IL-6 = Interleukin-1/6
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Abbildung 4: Endotoxin-induzierbare PGE,-Freisetzung in Vollblut nach Aspirin-Gabe
p.o. ¥z

Drei gesunde Freiwillige erhielten zum Zeitpunkt 0 (8.00 Uhr morgens) je eine Tablette
Aspirin 500 mg. Blut wurde unmittelbar vorher und zu den angegebenen Zeiten
danach abgenommen und die innerhalb von 4h Inkubation durch 10 pg/ml Endotoxin
freisetzbare Menge an PGE, durch EIA bestimmt. Die Daten sind Mittelwerte + SEM.

73



HarTUNG UND WENDEL

* Bs wird die korpereigene Primér-

reaktion der Bildung von endoge-

nen Pyrogenen auf die Gabe von
exogenen Pyrogenen hin unter-
sucht.

Es werden menschliche Zellen

verwendet.

* Es sind alle Blutkomponenten vor-
handen, die gegebenenfalls fiir
eine Interaktion des Pyrogens mit
den Leukozyten notwendig sind
wie z.B. LPS-bindendes Protein
LBP (Tobias und Ulevitch, 1993),
bakterizides permeabilitits-erho-
hendes protein BPI (Marra et al.,
1992), losliches CD14 (Schutt et
al., 1992), Defensine (Kagan et al.,
1994) und andere.

¢ Die Zellen liegen in ihrer natiirli-
chen Mischung und Umgebung
vor; es sind gegebenenfalls Inter-
aktionen moglich.

* Es entstehen kaum Préiparationsar-
tefakte wie bei isolierten Leukozy-
ten und Dedifferenzierungen wie
bei Zell-Linien.

* Das Modell ist sehr sensitiv (pg-
Mengen von LPS); es bleibt zu
zeigen, ob diese Sensitivitit durch
Verwendung von unverdiinntem
Blut und hochsensitiven ELISAs
nicht sogar noch gesteigert werden
kann.

» Es wird eine Vielzahl von potenti-
ellen Pyrogenen neben Endotoxi-
nen erfal3t.

¢ Es konnen auch pharmakologische
fiebersenkende Wirkungen in vitro
oder ex vivo (wie hier fiir Aspirin
gezeigt) studiert werden.

Die Verwendung von Blutspendern
fiir Routinetestungen ist sicherlich
problematisch. Die bisher in unse-
rem Labor getesteteten knapp 50
Spender zeigten jedoch ein ausge-
sprochen homogenes Ansprechen
gegeniiber Endotoxinen. Tatsichlich
hitte ein Spender-abhingiger Unter-
schied in der Menge freigesetzter
Zytokine aber wenig Einfluf3 auf den
Test, da allein die qualitative Infor-
mation ,es sind Ausldser einer Frei-
setzung endogener Pyrogene in der
Probe enthalten® gewertet wird.
Trotzdem kann nie ausgeschlossen
werden, daB ein Spender deutlich
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von der Norm abweicht und z.B.
nicht auf Pyrogene anspricht. Durch
die Verwendung von Positiv-Kon-
trollen (z.B. Endotoxin-Priparatio-
nen) und Negativ-Kontrollen (pyro-
genfreie Losungen) sowie den Ein-
satz mehrerer Spender kdnnten diese
Probleme vermutlich umgangen wer-
den. Eine Substanzpriifung 146t sich
sinnvoll mit weniger als einem Milli-
liter Spenderblut durchfiihren, sodal3
auch hier praktisch keine Limitatio-
nen bestehen.

Da auch Feststoffe (Plastik, Mem-
branen, Prothesen) in das Vollblutsy-
stem eingebracht werden konnen, ist
auch eine Sicherheitspriifung fiir me-
dizinische Werkstoffe moglich. Zur
Zeit wird dazu in Kooperation mit
der Firma ANAWA (Miinchen) ein
entsprechendes Priifsystem nach den
Standards der Good Laboratory
Practice (GLP) aufgebaut.

Ein wichtiger Aspekt ist die Ko-
stenfrage: Eine ELISA-Bestimmung
mit kommerziellen Testkits kostet
zwischen 5~ und 12, DM. Bei
selbst aufgebauten ELISAs lassen
sich diese Kosten um ca. 90% sen-
ken. Die Beobachtung, da die ver-
schiedenen Stimuli ein #hnliches
Muster fiir alle vier endogenen Pyro-
gene induzierten (Abb. 3), legt nahe,
dal} fiir Routinetestungen ein bis
zwei MeBparameter ausreichen (z.B.
IL-18 und PGE,). Selbst bei Mehr-
fachtestungen einer Substanz werden
die Kosten fiir den Tierversuch also
bei weitem unterschritten. Im Ver-
gleich kostet eine Bestimmung im
Limulus-Assay an Material ca. 8,-
DM. Angesichts des Aspektes des
Tierschutzes sollten die pekunidren
Aspekte jedoch von vornherein zu-
riicktreten. Trotzdem sei angemerkt,
daB auch eine erheblich einfachere
Handhabung des Zellkulturexperi-
mentes im Vergleich zum Tierver-
such fiir diese Methode spricht.

Die Praxis mufl nun zeigen, ob
dieses Modell relevante Aussagen im
Vergleich zum Tierversuch machen
kann. Zur Zeit werden Kooperations-
partner fiir eine vergleichende Priva-
lidierung gesucht. Damit wird sich
herausstellen, ob ein solches System
eine wichtige Liicke zwischen Tier-

y
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versuch und Limulus-Test schlieBen
kann.
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