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Die Geschichte der Validierung des LAL-Tests

Manfred Liebsch
ZEBET (ZentralsteIle zur Erfassung und Bewertung yon Ersatz- und Erganzungsmethoden zum Tierversuch),
D-Berlin

Zusammenfassung

Unter den fiebererzeugenden Stoifen (Pyrogenen) haben
die bakteriellen Endotoxine gram-negativer Bakterien
die grojJte Bedeutung. Da Endotoxine als Verunreini-
gungen im Produktionsprozefi in pharmazeutische
Produkte gelangen konnen, wird als Prufung auf Rein-
heit seit etwa 50 Jahren der Test auf Pyrogene (Fieber-
test) am Kaninchen weltweit gesetzlicn verlangt. Der
LAL-Test nutzt als in vitro Test eine Gerinnungsreaktion
der Blutzellen des Pfeilschwanzkrebses Limulus polyphe-
mus, die Zellen beim Kontakt mit bakteriellen Endotoxi-
nen zeigen. Diese Reaktion ist der auch beim Menschen
bei Belastung mit Endotoxinen auftretenden Blutgerin-
nung sehr ahnlich. Obwohl der LAL-Test Endotoxine
Endotoxinen sehr viel empfindlicher nachweist als der
Kaninchen-Test, hat der Test erst 25 Jahre nach seiner
Entwicklung behordliche Akzeptan: als Ersatz des
Kaninchen-Tests erreicht. Verzogert wurde die rasche
Einfiihrung des LAL-Tests, weil einige Stoife die LAL-
Reaktion storen konnen, und weil es fiebererzeugende
Stoife gibt, die keine Endotoxine sind. Der LAL-Test mujJ
daher auch heute noch fiir jedes neue Produkt als
Ersatzmethode for den Fiebertest am Kaninchen pro-
duktbezogen validiert werden, z.B. in Deutschland nach
einer seit 1993 gultigen Richtlinie. Nach den Erfahrun-
gen der Letzten 10 Jahre kann der LAL-Test etwa 95%
der Kaninchen Tests ersetzen, dabei wird das Risiko fur
den Verbraucher nicht erhoht.

Keywords: LAL-test, bacterial endotoxin, rabbit pyroge-
nicity test, validation, regulatory acceptance, product
safety, alternatives to animal testing

1 Einleitung

Summary: History of the LAL-test: validation and
regulatory acceptance

Bacterial endotoxins gram-negative bacteria are the
most relevant substances inducing hyperthermia in
humans(pyrogens). Since endotoxins may contaminate
pharmaceutical preparations during production process,
purity is assured by monitoring the increase in body
temperatur of rabbits exposed to such preparations. This
bioassay can be replaced by the LAL-test in which the
clotting reaction of blood cells of the hordeshoe crab
limulus poLyphemus is measured after contact with
bacterial endotoxins. Although this reaction is signifi-
cantly more sensitive to endotoxins than hyperthermia in
rabbits, the LAL-test had to undergo 25-30 years of
validation to achieve regulatory acceptance. Although
endotoxin induced blood clotting in Limulus is quite
similar to the same reaction in humans, acceptance of
the assay as an alternative to testing in rabbits was
delayed, since chemicals present in pharmaceutical
preparations may interfere with the LAL clotting reac-
tion. In addition, fever can be induced also by sub-
stances other than enodtoxins. Therefore it has to be
proven for each new preparation that the LAL-test can
replace the rabbit pyrogen test in a case by case valida-
tion according to guidelines, as e.g. the German guideli-
ne, which was released in 1993. During the past decade
some laboratories of the pharmaceutical industry in
Germany were able to, replace 95% of the rabbit pyro-
gen tests by the LAL-test without increasing the riskfor
humans.

AIle pharmazeutischen Substanzen,
Zubereitungen und biologischen Pro-
dukte, die dem Menschen unter Um-
gehung des Verdauungstraktes ver-
abreicht werden, d.h. parenteral
durch Injektion oder Infusion (sog.
Parenteralia), miissen auf Unbedenk-
lichkeit hinsichtlich moglicher fie-
bererzeugender (sog. pyrogener) Ei-

genschaften gepriift werden. Das gilt
auch fur Medizinprodukte, die direkt
oder indirekt mit dem Blut des Men-
schen in Kontakt kommen. Die be-
hordlich geforderte Priifung auf Py-
rogene (d.h. auf fiebererzeugende
Stoffe) erfolgt im Tierversuch am
Kaninchen, und zwar durch die Be-
stimmung des Anstiegs der Korper-
temperatur nach intravenoser Injekti-
on der zu priifenden Substanz. Die

Prufung auf Pyrogene ist weltweit in
Arzneibiichern beschrieben, z.B. fur
Deutschland im Deutschen Arznei-
buch (DAB), fur Europa in der EU
Pharmakopoe und fur die USA in der
US Pharmakopoe. Dieser biologi-
sche Test wird sowohl im Rahmen
der Zulassung eines neuen Arznei-
mittels, als auch sparer bei Chargen-
kontrollen des bereits zugelassenen
Arzneimittels verlangt.
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Durch eine spezifische Reaktion

der Blutkorperchen (Amobozyten)
des Pfeilschwanzkrebses (Limulus
polyphemus) konnen bakterielle En-
dotoxine, die die wichtigste Gruppe
der Pyrogene bilden, im sogenannten
Limulus Amobozyten Lysat (LAL)
Test sehr empfindlich und spezifisch
nachgewiesen werden. Die Amobo-
zyten werden fur diesen Test durch
schonende, tierschutzgerechte Punk-
tion aus Pfeilschwanzkrebsen ge-
wonnen. Da die Endotoxine die ge-
fahrlichsten Pyrogene sind - und
in vielen Parenteralia auch als einzi-
ge -, wurde der LAL-Test bereits
kurz nach seinerEntwicklung vor ca.
25 Jahren als in vitro Methode zum
Ersatz des Pyrogentests am Kanin-
chen vorgeschlagen. Seit dieser Zeit
wurde der LAL-Test in vielen welt-
weit durchgefuhrten Studien opti-
miert, seine Brauchbarkeit und Rele-
vanz fur die Testung verschiedener
Produkte gepruft und fur eine standig
zunehmende Anzahl yon Produkten
behordlich akzeptiert.
Die Geschichte der Entwicklung

des LAL-Test ist besonders interes-
sant. Einerseits hat sie zum weitge-
henden Ersatz eines Tierversuches in
der sicherheitstoxikologischen Risi-
kobewertung gefuhrt, andererseits
sind die dem Test zugrunde liegen-
den Mechanismen wissenschaftlich
gut untersucht und wurden fur rele-
vant befunden. Sie ist weiterhin aus
wissensehaftlichen Grunden bei-
spielhaft, da der Pyrogenitatstest am
Kaninchen nicht generell ersetzt
werden konnte. Es muB auch heute
noch fur jedes neue Produkt durch
den Hersteller belegt werden, daB
der LAL-Test geeignet ist, den Test
auf Pyrogene am Kaninchen voll-
standig zu ersetzen. Die Validierung
erfolgt also produktbezogen. Auslo-
send fur Entwicklung und Validie-
rung des LAL-Tests waren ursprung-
lich nieht der tierschutzerische Grun-
de, sondern die offenkundigen Gren-
zen des Tierversuches bei der Te-
stung bestimmter Produkte. Die fol-
gende Ubersicht stutzt sieh zum Teil
auf Gedanken, die Flint kiirzlich in
einer Ubersicht dargestellt hat
(1994).
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2 Der Test auf Pyrogene am
Kaninchen

Naeh der Einfuhrung der Injekti-
onspritze vor etwa 150 Jahren finden
sieh in der Literatur erste Berichte
uber injektions-bedingtes Fieber,
darunter auch Fieber nach Injektion
yon destilliertem Wasser (Billroth,
1865; Burdon-Sanderson, 1876).
Spater wurde nachgewiesen, daB die
Pyrogenitat nicht durch Hitzesterili-
sation der Injektionslosungen zu be-
seitigen war und somit keine direkte
Folge der Kontamination mit leben-
den Keimen darstellte. Als pyrogene
Komponente wurde in Injektionslo-
sungen eine "nicht-protein-artige",
hitzestabile Substanz beschrieben
(Centanni, 1894), mit der in mehre-
ren Studien zu Beginn dieses Jahr-
hunderts bei Kaninchen Fieber aus-
gelost werden konnte. Die erste Be-
schreibung des Pyrogenitatstests am
Kaninchen mit Injektion yon inakti-
vierten, gram-negativen Bakterien
erfolgte durch Hort & Penfold
(1912). Der standardisierte Pyroge-
nitatstest am Kaninchen wurde aber
erst Anfang der 40er Jahre in den
USA durch Ringversuehe validiert
(z.B. McCloskey et aI., 1943) und in
die US Pharmakopoe (USP) aufge-
nommen. Zwischen den ersten Fie-
bertests am Kaninchen und der Auf-
nahme dieses Tests in behordliche
Richtlinien lagen also etwa 30 Jahre.
Nach der im Europaischen Arznei-

buch (EP) und im Deutschen Arznei-
buch (DAB) identischen Vorsehrift
V.2.1.4 (DAB 10, 1991) werden im
Pyrogenitatstest zunachst drei Ka-
ninchen intravenos behandelt. Liegt
der Anstieg der rektalen Korpertem-
peratur pro Kaninchen unter O.4°C,
ist die Charge unverdachtig, liegt er
uber 0.9°C, ist die Charge abzuleh-
nen; liegt der Wert dazwischen, ist
die Prtifung mit drei weiteren Kanin-
chen zu erganzen. Die Hinzunahme
yon jeweils drei weiteren Tieren
kann bis zu maximal 12 Tieren
erfolgen. Liegt bei 12 Tieren die
Summe der Korperternperatur-Zu-
nahmen iiber 6.6°C (= 0.55°C/Tier),
ist die Charge endgiiltig abzulehnen.
Die Kaninchen durfen fur eine er-

neute Prufung bedingt wiederver-
wendet werden.
Ungeachtet der Fragen des Tier-

schutzes (z.B. Fixierung der Kanin-
chen wahrend des Versuches), zeigt
diese Beschreibung, daf sich der
Pyrogenitatstest je nach Ausgang der
ersten Prufungen zu einer zeitauf-
wendigen, kostenintensiven Proze-
dur entwickeln kann. Ais problema-
tisch hat sich aber die Tatsache
erwiesen, daB bestimmte Stoffe im
Pyrogenitatstest nieht prufbar sind.
Dies sind z.B. Substanzen, zu deren
pharmakodynamischen Eigensehaf-
ten eine Senkung (z.B. Sedativa,
Narkotika) oder Steigerung (z.B. Zy-
tokine) der Korpertemperatur gehort,
aber auch aIle Molekule, die allergi-
sche Reaktionen hervorrufen kon-
nen, wie Antibiotika, Plasmaproteine
und Antigene. Mit der Einfuhrung
der radioaktiven Arzneimittel (Ra-
diopharmazeutika) urn 1970 entwik-
kelte sich rasch ein dringender Be-
darf zum Ersatz des Kaninchentests.
Radiopharmazeutika sind Arzneimit-
tel oder Zubereitungen, die Radionu-
klide (radioaktive Elemente) enthal-
ten und meistens zu diagnostisehen
Zweeken eingesetzt werden. Radio-
nuklide haben oft kurze Halbwertzei-
ten, sie sind also kurzlebig und in der
oben beschriebenen, zeitaufwendi-
gen Prozedur am Kaninchen nieht
testbar. Diese Unzulanglichkeit des
Kaninchentests war die wesentliche
Ursache fur erste Validierungen des
LAL-Tests, der zufallig zu diesem
Zeitpunkt als standardisierter Test
zum Nachweis bakterieller Endoto-
xine beschrieben wurde (Cooper et
al.,1971).

3 Endotoxin

Ais Endotoxin wird ein Gemiseh aus
der Wand gram-negativer Bakterien
bezeichnet, das fur die Fieberreakti-
on bei Infektionen mitverantwortlich
ist. Diese Endotoxine bestehen ubcr-
wiegend aus Lipopolysaeehariden
(LPS) sowie aus Proteinen und Spu-
ren yon weiteren Komponenten. Die
LPS-Komponente des Endotoxins
umfaBt eine groBe Zahl weiterer
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Molektile yon unterschiedlicher Gro-
Be. Gelangt Endotoxin in das Blut
des Menschen, so wird abhangig yon
der Menge ein klinisches Krank-
heitsbild hervorgerufen, das von ein-
facher Temperaturerhohung bis hin
zum dramatischen Endotoxinschock
mit hohem Fieber und Gerinnung des
Blutes mit Todesfolge (DIC = disse-
minated intravascular coagulation)
reicht.
Durch Endotoxin aktiviert, setzen

Makrophagen Botenstoffe frei, ne-
ben andern Interleukin-l (IL-I) und
Tumor-Nekrose-Faktor (TNF). Wah-
rend IL-I Reaktionen verschiedener
Organe hervorruft (u.a. Fieber durch
den Hypothalamus), leitet TNF in
den Endothelzellen der Gefalse den
Prozef der Blutgerinnung ein. Dane-
ben kann Endotoxin uber die Akti-
vierung des Gerinnungsfaktors XII
direkt die Blutgerinnung auslosen.
Die zuletzt genannte, direkte Wir-
kung ahnelt in iiberraschender Weise
dem Ablauf der Gerinnung des Blu-
tes des Pfeilschwanzkrebses, der die
Grundlage des LAL- Tests bildet
(Flint, 1994).

4 Der LAL- Test auf bakterielle
Endotoxine

Durch die Untersuchungen yon
Howell (1885) waren schon Ende
des vorigen Jahrhunderts die Ahn-
lichkeiten zwischen der Gerinnung
des Blutes beim Menschen und der
Gerinnung der Harnolymphe
("Blut") beim Limulus nachgewie-
sen worden. Diese Untersuchungen
wurden dann iiber 70 Jahre nicht
weiter verfolgt, bis Bang (1956) eine
bakterielle Infektion in einer Pfeil-
schwanzkrebs-Population beschrieb,
die zur Gerinnung (= Koagulation)
des Blutes der Pfeilschwanzkrebse
fuhrte. Untersuchungen der Ursa-
chen fur diese Reaktion brachten die
Erkenntnis, daB die Koagulation des
Limulus-Blutes eine Reaktion der
Amobozyten auf bakterielle Endoto-
xine darstellte (Levin und Bang,
1964). Nach griind1ichen Untersu-
chungen dieses Phanomens wurde
eine standardisierte Methode zum
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Nachweis von Endotoxinen be-
schrieben (Levin & Bang, 1968), die
auf dem Prinzip beruhte, daB ein
Lysat (= gewaschene Zellen des Blu-
tes) von Amobozyten des Pfeil-
schwanzkrebses bei Kontakt mit En-
dotoxinen gerinnt und ein Gel bildet.
Zu dieser urspriinglichen Testvarian-
te, die auf einer qualitativen End-
punktbesimmung der Gelbildung
nach 60 Minuten beruhte, wurden
spater noch sensitivere Methoden
entwickelt.
Obwohl die an der Blutgerinnung

beteiligten Mechanismen beim Men-
schen komplizierter sind als beim
Pfeilschwanzkrebs, sind sie prinzipi-
ell ahnlich (Reaktionskaskade mit
Verstarkungsfunktion) und haben
ahnliche funktionelle Komponenten.
So miissen die Gerinnungsfaktoren C
und 0 bei Limulus zum Auslosen der
Kaskade ebenso aktiviert werden wie
der Faktor XII bei der Blutgerinnung
des Menschen. Die Blutgerinnung
bei Limulus und beim Menschen
kann mit den gleichen Enzym-inhibi-
toren gehemmt werden und syntheti-
sche Substrate zum Nachweis der
Gerinnungsfaktoren des Menschen
bilden ebenso Substrate fur die Kom-
ponenten des Gerinnungssystems
von Limulus (Flint, 1994).
Selbstverstandlich gibt es auch

Substanzen, die den LAL- Test sto-
ren. Nach Pericin (1986) sind die
wichtigsten Stoffgruppen, die sich
nicht im LAL- Test priifen lassen,
Antikoagulantien (EDT A, Citrat,
Heparin, u.a.), Enzym-Inhibitoren
(SH Gruppen), einige Plasmaprotei-
ne (z.B. g-Globuline, Albumin und
alle Gerinnungsfaktoren), Rauwolfia
Alkaloide, und Zubereitungen, die
einen Gehalt von mehr als 2% Etha-
nol aufweisen. AIle heute gtiltigen
Richtlinien fur die Validierung des
LAL- Tests beinhalten daher eine
Prufung der moglichen Interferenzen
des LAL Tests mit Bestandteilen des
Priifproduktes in Form einer gleich-
zeitigen Prutung (sog. .spiken") des
Produktes mit Zugabe einer definier-
ten Menge internen Endotoxin-Stan-
dards.

5 Grenzen beim Nachweis yon
Pyrogen en, die keine Endotoxine
sind (sog. nieht-endotoxin
Pyrogene), im LAL- Test

Der LAL- Test erfaBt Pyrogenitat, die
auf einer Kontamination mit Endoto-
xinen beruht, mit viel hoherer Sensi-
tivitat als der Kaninchentest. Anders-
artige fiebererzeugende Stoffe wer-
den jedoch nicht erkannt. Zu diesen
Stoffen zahlen Alkaloide, Steroide,
Redoxfarbstoffe, kolloide Metalle,
Weichmacher, Antigen-Antikorper-
komplexe und Botenstoffe, wie das
Cytokin Interleukin-I (selbst endo-
genes Pyrogen). Sofern solche Stoffe
als geplante Bestandteile eines Pro-
dukts Pyrogenitat erwarten lassen,
sollten uber einen Zeitrum beide
Tests (Kaninchentest und LAL- Test)
parallel durchgefiihrt werden. Be-
sondere Vorsicht ist geboten, wenn
nicht der Hauptwirkstoff, sondern
produktionsbedingte Verunreinigun-
gen Pyrogene enthalten, die keine
Endotoxine sind (sog. nicht-endoto-
xin Pyrogene), wie z.B. Weichma-
cher. Die heute vorgeschriebene Si-
cherung der Qualitat der Produktion
nach den Richtlinien der "good manu-
factoring practice" (GMP) schlieBt
diese Faile allerdings nahezu aus. So
berichtet Muller-Calgan (1993), daB
bei 29 000 Priifungen in den Labora-
torien der Firma Merck nur bei 2
Produkten mit je einer Rohstoffchar-
ge Pyrogenitat auftrat, die durch den
Endotoxingehalt nicht erklarbar war.
Es ist dabei zu unterstreichen, daf

Produkte, die nicht-endotoxin-Pyro-
gene enthalten, als unerwunschte
Nebenwirkung beim Menschen zwar
Fieber erzeugen konnten, nicht aber
den gefurchteten Endotoxin Schock.
Wie bereits dargestellt, wurde urn
die Jahrhundertwende das Endotoxin
gramnegativer Bakterien als Auslo-
ser yon Fieber und sehr viel schwere-
rer Symptome bis hin zum LPS-
Schock entdeckt. Historisch gesehen
diente dcr Pyrogen test am Kanin-
chen in erster Linie dem Schutz des
Menschen vor endotoxin-kontami-
nierten Produkten und weniger vor
anderen, moglicherweise Fieber er-
zeugenden Substanzen.
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Der LAL-Test kann nach den vor-

angehenden Ausfuhrungen sicher
den Pyrogentest am Kaninchen nicht
vollstandig ersetzen. Umgekehrt ist
der Pyrogentest am Kaninchen zum
Nachweis bakterieller Endotoxine
unempfindlicher als der LAL-Test.
Nach Flint (1994) erfassen beide
Tests jeweils ein Teilgeschehen des
gefurchteten Endotoxin-Schocks. So
ist die Blutgerinnung (DIC) nicht die
einzige Reaktion auf Endotoxine, sie
tritt jedoch bei jeder hohen Bela-
stung mit Endotoxinen auf. 1m LAL-
Test wird diese spezifische Reaktion
zum aufierst empfindlichen Nach-
weis yon Endotoxinen verwendet,
und zwar bis hinunter in den pg-
Bereich, in dem Endotoxine fur den
Menschen noch vollig ungefahrlich
sind. Die im Kaninchentest erfaBte
Fieberreaktion ist ebenso nur eine
wichtige Reaktion auf Endotoxine,
die bei jeder Belastung mit Endoto-
xinen auftritt. Betrachtet man also
die Empfindlichkeit beider Tests, so
wird deutlich, daB sich beide Tests in
der Hinsicht gleichen, daB sie we-
sentliche Teilreaktionen (Fieber und
Blutgerinnung) der komplexen Re-
aktion des Korpers auf Endotoxin
erfassen.

6 Produktbezogene Validierung
des LAL- Tests - Unterschiede
zwischen den USA (FDA) und
Europa (EP)

Gemaf den derzeit gultigen Richtli-
nien zur Validierung des LAL-Tests
rnuf sichergestellt werden, daB sich
der LAL-Test fur die Testung eines
Produktes eignet. Dies gilt fur neuar-
tige Produkte ebenso wie fur die
Umstellung der regelrnafsigen Char-
genkontrollen eines im Verkehr be-
findlichen Produktes vom Kaninchen
Test auf den LAL-Test. Die Validie-
rung ist also fur jedes Produkt vom
jeweiligen Hersteller einzeln durch-
zufuhren und nicht in Ringversuchen
wie in der Toxikologie. Weiterhin ist
zu beriicksichtigen, daB nach den
bisherigen Erfahrungen mit Paren-
teralia Endotoxine grampositiver
Bakterien und anderer Keime prak-
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tisch nicht mehr vorkommen und
daher kein Sicherheitsrisiko fur den
Menschen darstellen (Muller-Cal-
gan, 1993). Somit ist der LAL-Test
in der Lage, bei voller Wahrung der
Prinzipien des maximalen Verbrau-
cherschutzes den Test auf Pyrogeni-
tat schrittweise zu ersetzen.
Es gibt einen grundsatzlichen Un-

terschied bei der Validierung des
LAL-Test zum Ersatz des Tests auf
Pyrogenitat am Kaninchen in den
USA und in Deutschland. Nach der
heute gultigen FDA Richtlinie
(FDA, 1987) rnussen fur das zu
prufende Produkt folgende Nachwei-
se experimentell gefuhrt werden:
1. Es muB die Sensitivitat des ver-

wendeten LA-Lysates und der
verwendeten Testvariante (Gel-
bildung, Turbidimetrie oder
"Chormogen-Substrat-Methode")
durch mehrfache Testung einer
Verdunnungsreihe eines Endoto-
xin Standards nachgewiesen wer-
den.

2. Es ist nachzuweisen, daB in dem
Praparat keine Storfaktoren ent-
halten sind, die das Ergebnis des
LAL-Tests positiv oder negativ
verfalschen konnen. Dies ge-
schieht durch gleichzeitige Te-
stung des fertigen Produktes mit
einer bekannten Menge an Endo-
toxin (engl. "spiken").
In Deutschland muB entsprechend
der derzeit gultigen Richtlinie zur
Validierung des LAL-Tests (Bun-
desanzeiger 2: 6.01.1993, Seite
67) zusatzlich zu diesen zwei
Nachweisen experimentell nach-
gewiesen werden, daB

3. das Produkt keine nicht-endoto-
xin-Pyrogene enthalt. Auch wenn
die pharmakologisch-toxikologi-
sche Charakterisierung des Pro-
duktes solche Pyrogene nicht er-
warten laBt, muB dieser Nachweis
durch Paralleltestung im Kanin-
chen-Test und LAL-Test erbracht
werden. Vorgeschrieben sind da-
bei drei verschiedene Produkti-
onschar-gen, wenn aus der Ent-
wicklung des Produktes keine Da-
ten mit Paralleltestung vorliegen,
oder an mindestens einer Produkt-
ionscharge, wenn schon wahrend

der Produktentwicklung parallel
getestet wurde.

4. Bei jeder wesentlichen Anderung
des Herstellungsverfahrens muB
die Validierung des LAL-Tests
gemali Punkt 1-3 nochmals erfol-
gen (sog. Revalidierung).

7 Behordliche Akzeptierung des
LAL-Test

Ausland
In den USA begann das Bureau of
Biologics der FDA erstmalig 1973
den Gebrauch des LAL-Tests zu
regulieren (Federal Register, 1973)
und propagierte den Test fur die
Anwendung bei Radiopharmazeutika
im Jahr 1976. Zwar wurde der LAL-
Test als Methode in die US Pharma-
copoe (USP XX) bereits 1980 aufge-
nommen, aber erst 1987 wurde die
endgiiltige Richtlinie der FDA fur
die Anwendung das LAL-Tests an-
stelle des Tests auf Pyrogenitat ver-
offentlicht (FDA, 1987). Seit Verof-
fentlichung des 5. Nachtrages der
USP XXII am 15.11.1991 ist die
Zahl der Beschreibungen der Her-
stellung einzelner Arzneimittel in
sog. "Monographien" auf uber 200
angestiegen, in denen der "BET' (=
Bacterial Endotoxin Test = LAL-
Test) den Test auf Pyrogene am
Kaninchen ersetzt hat.

Deutschland
Seit Erscheinen des DAB 9,2. Nach-
trag im Jahre 1991, darf jeder Her-
steller gemaf dcr allgcmcincn Mo-
nographie .Parenteralia" den LAL-
Test anstelle der Prufung auf Pyroge-
ne am Kaninchen anwenden "...wenn
dies in einer Monographie des Arz-
neibuches vorgeschrieben oder van
der zustdndigen Behorde zugelassen
ist", In Fallen der Neuzulassung oder
Nachzulassung war dies unproble-
matisch, da die zustandige Behorden
BGA und PEl (Paul Ehrlich Institut)
nut der Beurteilung von Zulassungs-
unterlagen nach dem neuesten Stand
wissenschaftlicher Erkenntnis gemafs
§2 AMG vertraut waren. Ftir Her-
steller, die jedoch die regelmalsig
geforderten Qualitatskontrollen eines
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zugelassenen, bereits im Verkehr be-
findlichen Produktes vom Kanin-
chentest auf den LAL-Test umstellen
wollten, waren die Uberwachungs-
behorden der Lander zwar zustandig,
aber mit der Beurteilung derartiger
Unterlagen nicht vertraut. 1m DAB
10 wurde daher Anfang 1992 der
Terminus .zustandige Behorde"
durch .zustandige Bundesoberbehor-
de" ausgetauscht, d.h. seit dieser Zeit
werden die im Zuge yon Anderungs-
anzeigen eingereichten Unterlagen
der Hersteller im BGA und seit dem
1.7 .1994 im Nachfolgeinstitut
BfArM (Bundesinstitut fur Arznei-
mittel und Medizinalprodukte), so-
wie im PEl im Rahmen der Amtshil-
fe beurteilt. Es solI in diesem Zusam-
menhang nicht unerwahnt bleiben,
daB diese Tatigkeit trotz der Ande-
rung im DAB 10 nicht ganz unpro-
blematisch ist, da die oberen Bun-
desbehorden formaljuristisch nicht
zustandig sind fur die Zulassung yon
Testverfahren, sondern fur die Zulas-
sung yon Produkten.
Die Anderung des DAB war fur

viele Hersteller van Parenteralia
noch nicht befriedigend, da gleich-
zeitig in Deutschland noch keine
offizielle Richtlinie veroffenlicht
vorlag, in der der Umfang und die
Art der Untersuchungen fur die Vali-
dierung des LAL- Tests als Ersatz
zum Pyrogen test am Kaninchen ge-
nau definiert war. Basierend auf der
im Bundesverband der Pharmazeuti-
schen lndustrie erarbeiteten Richtli-
nie zur Validierung des LAL- Tests
(Kiltz-Schwalm et aI., 1991) verof-
fentlichten daher die beiden zustan-
digen Bundesoberbehorden BGA
und PEl (Bundesanzeiger 2:
6.01.1993, Seite 67) eine .Bekannt-
machung zur Moglichkeit des Ersat-
zes der Priifung auf Pyrogene durch
die Prufung auf Bakterien Endotoxi-
ne nach DAB 10 (Parenteralia; Prii-
fung auf Reinheit)", Aus dieser
Richtlinie kann seitdem jeder Her-
steller entnehmen, wie er den LAL-
Test fur sein Produkt validieren
kann.
Bei der abschlieBenden Wertung

ist festzuhalten, daB zwar das DAB
die Umstellung vom Test auf Pyro-

80

gene auf den LAL Test nicht zwin-
gend verlangt, daB aber das Tier-
schutzgesetz immer dann die An-
wendung einer versuchstierfreien
Methode zwingend vorschreibt,
wenn mit ihr das gleiche Ziel erreicht
werden kann. Bei sorgfaltiger, pro-
duktbezogener Validierung trifft das
fur den Ersatz des Pyrogen test am
Kaninchen durch den LAL- Test in
den meisten Fallen zu.

Literatur

Bang, F. B. (1956). A bacterial disease of
Limulus polyphemus. Bulletin of the
Johns Hopkins Hospital 98, 325-351.

Billroth, T. (1865). Beobachtungs-Studi-
en uber Wundfieber und accidentelle
Wunderkrankungen. Archiv fur klini-
sche Chirurgie 6, 372-495.

Burdon-Sanderson, 1. (1876). On the
process of fever. Practitioner 16, 257-
280,337-358,417-431.

Centani, E. (1984). tIber Infektions-Fie-
ber. Chern. Zentralblatt 6,597-604.

Cooper, J. F., Levin, J. and Wagner, H.
W. (1971). Quantitative comparison of
in vitro and in vivo methods for the
detection of endotoxin. Journal of La-
boratory and Clinical Medicine 78,
138-148.

Deutsches Arzneibuch, 10. Ausgabe
(1991). V.2.1A Priifung auf Pyrogene.
Stuttgart: Deutscher Apotheker Verlag.
FrankfurtlEschborn: Govi-Verlag
GmbH

Federal Register Notice, Limu1us Ame-
bocyte Lysate (Additional Standards)
(38 FR 180), September 18, 1973.
Washington: National Archives of the
U.S ..

Flint, O. (1994) A timetable for repla-
cing, reducing and refining animal use
with the help of in vitro tests: the
Limulus amebocyte lysate test (LAL)
as an example. In: Ch. A. Reinhardt
(Hrsg.), Alternatives to Animal Te-
sting. New Ways in the Sciences,
Trends and Progress. (27-43). Wein-
heim: Verlag Chemie (VCH).

Food and Drug Administration (1987).
U.S. Department of Health and Human
Services, Public Health Service, "Gui-
deline on Validation of the Limulus
Amebocyte Lysate Test as an End-
product Endotoxin Testfor Human and
Animal Parenteral Drugs, Biological
Products, and Medical Devices."

Hort, E. and Penfold, W. 1. (1912). The

reaction of salvarsan fever to other
forms of injection fever. Proceedings
of the Royal Society of Medicine (Pt
III. Pathology) 5,131-139.

Howell, W. H. (1885). Observation upon
the chemical composition and coagu-
lation of the blood of Limulus poly-
phemus, Callinectes hastatus, and Cu-
cumaria sp. Johns Hopkins University
Circ. 5,45.

Kiltz-Schwalm, R., Muller-Calgan, H.
und Rosenberg, U. (1992) Richtlinie
(RL) des Bundesverbandes der Phar-
mazeutischen Industrie (BPI): Validie-
rung des LAL-Testverfahrens im Rah-
men der Zulassung und Nachzulas-
sung fur Parenteralia. Pharm. Ind. 10,
832.

Levin, J. and Bang, F. B. (1964). The
role of endotoxin in the extracellular
coagulation of Limulus blood. Bulletin
of the Johns Hopkins Hospital 115,
265-274.

Levin, J. und Bang, F. B. (1968). Clotta-
bIe protein in Limulus: Its localization
and kinetics of its coagulation by
endotoxin. Thrombosis et Diathesis
Haemorrhagica 19,186-197.

McCloskey, W. T., Price, C. W., Van
Winkle, W., Welch, H. und Calver, H.
O. (1943). Results of first USP colla-
borative study of pyrogens. Journal of
the American Pharmaceutical Asso-
ciation (Scientific edition) 22, 69-73.

Muller-Calgan, H. (1993). LAL-Test:
Bestandsaufnahme und Ausblick
(Moglichkeiten und Grenzen) beim
Ersatz des Kaninchen-Pyrogentests.
In H. Schoffl, H. Spielmann,
F.-P. Gruber, B. Koidl, Ch. A. Rein-
hardt (Hrsg.): Alternativen zu Tierver-
suchen in Ausbildung, Qualitdtskon-
trolle und Herz-Kreislauf-Forschung.
pp. 183-197. Wien, New York: Sprin-
ger-Verlag.

Pericin, C. (1985). Der Limulustest: Ein
in-vitro-Pyrogennachweis. Alternati-
ven zu Tierexperimenten 2, 21-34.

Kontaktadresse
Manfred Liebsch
ZEBET, Zentralstelle zur Erfassung
und Bewertung von Ersatz- und
Erganzungsmethoden zum Tier-
versuch, Bundesinstitut fur
gesundheitlichen Verbraucher-
schutz (BgVV)
Diedersdorfer Weg 1, 12277 Berlin

ALTEX 12,2/95


	altex_1995_2_l0010.pdf
	altex_1995_2_r0011.pdf
	altex_1995_2_l0011.pdf
	altex_1995_2_r0012.pdf
	altex_1995_2_l0012.pdf

