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Zusammenfassung
Die Wirksamkeitspriifung von Tetanus-Immunglobulin (Ig)-Priipara-
tenfor den Menschen wird nach Monographie 398 der Europaischen
Pharmakopoe (Ph Eur.) in einem Toxin-Neutralisations-Test in
Mdusen (MNT) oder Meerschweinchen durchgefohrt. Diese
Monographie erlaubt jedoch auch den Einsat; serologischer
Methoden, sofern deren Eignung zuvor belegt werden konnte.
Nach den ersten Untersuchungsergebnissen dieser Studie kann
gezeigt werden, daj3 sowohl ein indirekter Enzyme-Linked-

30

Immunosorbent-Assay (ELISA), eine Rocket-Immunelektrophore-
se (RIE) als auch ein Toxin-Bindungs-Inhibitionstest (ToB1) als
mogliche Altemativmethoden zum in vivo MNT einsetzbar sind.
Die Reproduzierbarkeit der in vitro Methoden kann derzeit mil
inter-assay- Variationskoejfizienten von 2 bis 27% angegeben
werden. Der ELISA ist mit einer Nachweisgrenze von 0,005 Ili/ml
am sensitivsten, gefolgt vom ToBI (Nachweisgrenze van 0,04 lEi
ml) und der RIE (Nachweisgrenze von 5,0 IElml). Bislang konnte
die Transferierbarkeit des ELISA-Systems in andere Laboratorien
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eindeutig gezeigt werden. Die Ubertragbarkeit der RIE und des
ToBI- Tests muj3 noch nachgewiesen werden.

ty. The first results of our study verify that an indirect enzyme
linked immunosorbeni assay (EliSA). a rocket immunelectropho-
resis (RIE) and a toxin binding inhibition test (ToB!) could be
used as serological altemativ methods to the MNT. Studies on the
reproducibility of the in vitro methods resulted inter-assay
coefficients of variation between 2 and 27%. The EliSA is more
sensitive (limit of detectability: 0,005 IElm!) than the ToBI (0,04
IElml) and the RIE (5 IElml). The transferability of the EliSA to
other labs is proofed. The transferability of the RIE and the ToBI
will be tested in the near future.

Summary: Optimisation and establishing of serological methods for
the potency testing of immunglobulins against Clostridium tetani-toxin
The quality control of human tetanus immunglobulin requires
animal experiments according to European Pharmacopoeia
monograph 398. The potency estimation has to be done in a toxin
neutralisation test in mice (MNT) or guinea pigs. Immunoassays
could also be used if they show a suitable sensitivity and specifici-

1 Einleitung

Keywords: human tetanus immunglobulin, potency, alternative methods, ELISA, RIE, ToBI

Fur die Wirksamkeitsprtifung bei der Char-
genkontrolle von Tetanus-Immunglobuli-
nen (Ig) werden jahrlich allein in Deutsch-
land mehr als 1000 Mause in Neutralisati-
onstests (MNT) eingesetzt (Weisser und
Hechler, 1997). Bei dem nach Ph. Eur. Mo-
nographie "human tetanus immunglobulin"

durehgeftihrten Tierversueh wird Mausen
eine Misehung aus dem zu tiberprtifenden
Praparat in unterschiedlichen Verdtinnun-
gen mit einer hestimmten Menge Tetanus-
Toxin verabreieht. Lahmungserscheinungen
der Tiere sind bei 96 stiindigen Beobach-
tungen das Auswertungskriterium. Nach
einem zusatzlich aufgenommenen Absatz
in dieser Monographie ist es aueh erJaubt,
serologische Methoden fur die Wirksam-
keitsprufung einzusetzen. Die Eignung die-
ser Ersatzmethoden mub zuvor in Form von
Spezifitats- und Sensitivitatsuntersuchun-
gen belegt werden.

In der vorgestellten Studie wurden drei
unterschiedliche serologische Methoden
fur den quantitativen Nachweis Yon Teta-
nus-Ig etabliert und optimiert. In einer er-
sten Vergleichsstudie wurde ihre Eignung

untereinander sowie im Vergleich zum
Tierversuch untersucht. Das Ziel dieser
Untersuchungen ist es, der Arzneibuch-
kommission ein geeignetes Testsystem als
serologische Referenzmethode fur den
Ersatz des MNT vorschlagen zu konnen,

2 Material und Methode

Urn die Vergleichbarkeit der eingesetz-
ten in vitro Methoden gewahrleisten zu
konnen, wurde sowohl ein einheitliches
Tetanus-Toxoid (TEFT, 1000 Lf pro Am-
puUe) als auch ein Tetanus-Ig-Standard
(Human Tetanus Ig, 120 IU pro Ampul-
Ie), beides biological reference prepara-
tions (BRPs) der WHO, eingesetzt.
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2.1 Aufbau des indirekten enzyme
linked immunosorbent assay (ELISA)
96-well Mikrotiterplatten werden zu-
nachst uber 16 h mit dem Tetanus-Toxoid
beschichtet. In diesen Kavitaten werden
die zu testenden Praparate sowie die Stan-
dardlosung austitriert und uber 2 h inku-
biert. Die gegen Tetanus-Toxoid gerich-
teten Ig aus derTest- und StandardlOsung
binden spezifiseh an dem Toxoid und wer-
den im folgenden durch einen enzymmar-
kierten, gegen Human-IgG gerichteten
Zweitantikorper detektiert. Die Auswer-
tung erfolgt uber einen parallel-line-as-
say, bei dem die Dosis- Wirkungs- Kurven
der Testpraparate und des Standards auf
ein und derselben Mikrotiterplatte zuein-
ander in Bezug gesetzt werden.

2.2 Aufbau der Rocket Immunelek-
trophorese (RIE)
Fliissiges Agarosegel, dem Tetanus- Toxo-
id zugefligt ist, wird auf eine Glasplatte
gegossen. In ausgestanzte Depots werden
danach in mindestens 4 Verdtinnungsstu-
fen die Standardlosung sowie jeweils in
einer Verdtinnungsstufe die zu testenden
Praparate gegeben. Unter Anlegen einer
Spannung findet uber 5 h eine elektropho-
retische Wanderung der Ig aus den De-
pots in das toxoidhaltige Agarosegel statt.
Dabei bilden sich spezifische Immunpra-
zipitate aus, deren Flache proportional zu
dem Antigen/ Antikorper- Verhaltnis ist.
Die Hohe der angefarbten Prazipitate aus
den Proben wird mit denen der Standard-
losung uber Regressionsanalyse direkt in
Beziehung gesetzt.

2.3 Aufbau des Toxin Bindungs
Inhibition Testes (ToBI)
Sowohl die zu priifenden Praparate als
auch die Standardlosung werden in einer
96-well Mikrotiterplatte austitriert und
16 h mit einer konstanten Tetanus-Toxo-

id Menge inkubiert. Jede dieser Mischun-
gen wird in eine zweite, mit anti -Tetanus-
Toxoid besehichtete Mikrotiterplatte uber-
flihrt. Ungebundenes (nicht .neutralisier-
tes") Tetanus- Toxoid aus den zugeflihrten
Mischungen bindet an diese Fangantikor-
per und wird uber einen zweiten zugefug-
ten enzymmarkierten anti-Tetanus-Toxo-
id-Antikorper detektiert. Die Auswertung
erfolgt wie beim indirekten ELISA uber
einen parallel-tine-assay.

3 Ergebnisse

Die Nachweisgrenze fur den indirekten
ELISA kann mit 0,005 intemationalen Ein-
heiten pro Milliliter (IE/ml), fur den ToBI
mit 0,04 IE/ml und fur die RIB mit 5 IE/ml
angegeben werden. Naeh der Optimierung
aller drei Methoden wurden acht Ig-Prapa-
rate parallel in den in vitro Methoden wie-
derholt auf ihren spezifischen Tetanus-Ig-
Gehalt tiberpriift. In Abbildung 1 sind die
jeweiligen arithmetischen Mittelwerte aus
drei Bestimmungen der in vitro Methoden,
im Vergleich zu den Tierversuchsdaten aus
dem MNT, in IE/ml aufgetragen. Die Buch-
staben (A bis D) stehen fur die Herstellerl
Praparate, die Zahlen (1 und 2) fur unter-
schiedliche Chargen. Die unter Al bis B2
aufgefiihrten Proben sind Tetanus-Ig-Pra-
parate mit einem produktspezifischen
Grenzwert yon ~ 250 IE/ml. Die tibrigen
vier Prodnkte sind Ig-Praparate, die ledig-
lich einen geringen Tetanus-Ig-Anteil be-
sitzen. Fur Praparat D sind keine MNT-
Daten in der Abbildung aufgeflihrt, da sich
hier derTetanus-Ig-Gehalt zwischen 5 und
10 IE/ml bewegt.
AIle drei in vitro Methoden sind in der

Lage, die ersten vier Testprodukte als Teta-
nus- Ig-Praparate mit hohen spezifischen Ig-
Mengen von den letzten vier allgemein Ig-
Praparaten mit niedrigen Tetanus-Ig-Men-
gen zu unterscheiden. Mittels RIE konnten
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in Produkt D keine Tetanus-Ig bestirnmt
werden. Der indirekte ELISA bewertet die
Tetanus-Ig-Praparate (AI bis B2) niedriger
als der Tierversuch, die RJE hingegen stets
etwas hoher, Der ToBI liegt mit seiner Be-
wertung der Tetanus-Ig-Praparate in drei
von vier Proben sehr eng am MNT. Nach
den Ergebnissen dieser Studie kann die
Reproduzierbarkeit der in vitro Methoden
mit den in Tabelie 1 aufgefuhrten inter-as-
say-Variationskoeffizienten angegeben wer-
den. Diese bewegen sich je nach Methode
und Testpraparat zwischen 2 und 27%.

4 Diskussion und Aussicht

Es konnte gezeigt werden, daB aIle drei
untersuchten in vitro Methoden in der Lage
sind, Ig-Praparate mit hohen spezifischen
anti-Tetanus Mengen von allgemeinen Ig-
Produkten zu unterscheiden. Nach der Ph.
Eur. Monographie 398 mlissen gultige Te-
tanus-Ig-Produkte mindestens 100 IE/ml
enthalten. In Bezug auf diesen Grenzwert
konnte mittels aller drei Methoden die Wirk-
sarnkeit der vier entsprechenden Praparate
(AI bis B2) bestatigt werden. Es ist alier-
dings zu bedenken, daB der produktspezifi-
sche Grenzwert der untersuchten "giiltigen"
Produkte bei ;:::250 IEJmllag. In Bezug auf
diesen Grenzwert konnte jedoch lediglich
mittels RIE und ToBI diese Spezifikation
fur die Praparate A und B bestatigt werden.
Produkt D konnte nur mittels ELISA und
ToBI bestirnmt werden, da die Nachweis-
grenze der RIE mit 5 !E/ml zu hoch ist, urn
diese geringen Tetanus-Ig-Mengen noch
detektieren zu konnen. Es muB jedoch be-
dacht werden, daB es bei der Wirksarnkeits-
priifung von Tetanus-Ig-Praparaten uner-
heblich ist, ob eine Methode soleh niedrige
Mengen noch zu detektieren vermag. Vie1
wesentlicher ist es, zwischen Produkten
unterscheiden zu konnen, deren Tetanus-Ig-
Menge iiber bzw. unter der geforderten
"Mindestmenge" von 100 IE/mlliegt. Die
Reproduzierbarkeit der in vitro Methoden
liegt nach den ermittelten Variationskoeffi-
zienten der Literatur entsprechend in einem
akzeptablen Bereich fur RIE und ToBI, soll-
te aber insbesonders fur den ELISA verbes-
sert werden (TIJSSEN 1988, KEMENY
1994, DAB 10). An dieser Stelle muB auch
erwahnt werden, daB fur den MNT Vertrau-
ensgrenzen zwischen 80 und 125% nachArz-
neibuch akzeptiert sind. Dies entspricht einem
Variationskoeffizienten von 25%, dervon zwei
in vitro Methoden unterboten wird.
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Abbildung 1: Vergleichende in vivo und in vitro Bestimmung von Tetanus-Ig. Die Pro-
dukte A und B sind Tetanus-Ig-Priiparate, Produkte C und D allgemein Ig-Praparate,
wobei die Zahlen unterschiedliche Chargen kennzeichnen. Angegeben sind die ermit-
telten in vitroErgebnisse als arithmetische Mittelwerte mit Standardabweichungen (aus
3-fach Bestimmungen) sowie die in vivo Daten nach Herstellerangaben.

Tabelle 1: Sensitivitiit und Reproduzierbarkeit der in vitroMethoden

Methode Nachweisgrenze Inter-assay-Variationskoeffizient

ELISA 0,0005 !E/m! 8 - 27 % (meist > 15 %)

RIE 5,0 IElm! 3 - 17% (meist < 15%)

ToBI 0,04 !E/m! 2 - 21 % (meist < 5 %)

Standardarbeitsanweisungen und aJle
benotigten Materialien fur die Durchfiih-
rung von ELISA und RIE wurden an ein
zweites Labor verschickt. Acht Tetanus- Ig-
Praparate wurden mehrfach im Entwick-
lungs- und im Testlabor parallel untersucht
und verglichen. Die Variationen der ermit-
telten Daten im ELISA lagen zwischen den
Labors durchweg unter 10%. In! Vergleich
zum MNT wurden mittels ELISA in bei-
den Labors die Produkte stets niedriger be-
wertet. Die Ubertragbarkeitsstudie fur die
RIE ist derzeit noch nicht abgeschlossen.
Untersuchungen zur Transferierbarkeit des
ToBI stehen noch aus.

Aile drei in vitro Methoden sollen kiinf-
tig mit einem Testpanel, das insbesonders
auch grenzwertige Produkte enthalt, in ei-
ner Pravalidierungsstudie liberpriift werden,
urn danach die am besten geeignete Metho-
de als serologische Referenzmethode fur die
Wirksarnkeitspriifung von Tetanus-Ig vor-
zuschlagen.
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