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Summary 

 

Reliable monitoring of bacterial contaminations is crucial for the manufacturing and 

safety of biopharmaceutical products. Additional to sterility testing and environmental 

monitoring, microbial safety is usually assessed by testing for the presence of endotoxin, 

using Limulus-based (LAL) test methods (BET), as an indicator for Gram-negative 

bacterial contaminations. Despite of wide acceptance of BET assays as safety and 

release tests, their reliability and relevance are increasingly discussed since the 

discovery of Low endotoxin recovery (LER). This phenomenon describes the inability of 

LAL methods to adequately detect lipopolysaccharides (LPS) due to a matrix associated 

masking effect. While the underlying mechanisms and kinetics of LER in known masking 

formulations and the effect on LAL systems are well described, the biological activity and 

pyrogenicity of masked endotoxin is often neglected. Furthermore, endotoxin 

heterogeneity raised the question how and to which extent, LER depends on the source 

of LPS and on its interaction with complex matrices, such as those present in 

pharmaceutical products. In this study the masking capacity of different buffer 

formulations as well as authorized pharmaceutical products was investigated and 

compared to the pyrogenicity of the masked endotoxin in these systems. To this end, 

purified endotoxin preparation as well as outer membrane vesicles (OMVs, natural 

occurring endotoxins) from different bacterial origin were added to undiluted samples 

and then analyzed for endotoxin recovery and biological activity. The data show that 

isolated LPS as well as natural occurring endotoxins (NOE) are subject to masking, not 

only in artificial buffer systems but also in the more complex matrices of authorized 

pharmaceutical products. The presented data illustrate the great codependency of LER 

on matrix composition and the source and origin of bacterial endotoxin. Additionally, two 

different biophysical detection systems are evaluated for their potential use in the 

detection of masked endotoxin. However, besides first hints and promising results for 

their general use in endotoxin detection, in this study it was not possible to establish a 

functional assay for the detection of masked endotoxin. 
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Zusammenfassung 

 

Eine zuverlässige Überwachung bakterieller Kontaminationen ist entscheidend für die 

Herstellung und Sicherheit biopharmazeutischer Produkte. Die mikrobielle Sicherheit 

wird in der Regel (zusätzlich zu Sterilitätstests und Umweltüberwachung) durch Tests 

auf das Vorhandensein von Endotoxin, mit Limulus-basierten Testmethoden (BET) 

gewährleistet. Endotoxin dient hierbei als Indikator für potenzielle Gram-negative 

bakterielle Kontaminationen. Trotz einer breiten Akzeptanz des BET als Sicherheits- und 

Freigabetest wird dessen Anwendbarkeit seit der Entdeckung des Low-Endotoxin-

Recovery (LER) Effektes intensiv diskutiert. Dieses Phänomen beschreibt die 

Unfähigkeit von Limulus-basierten (LAL) Methoden, Lipopolysaccharide (LPS) aufgrund 

eines Matrix-assoziierten Maskierungseffekts angemessen zu erkennen. Während die 

zugrunde liegenden Mechanismen und die Kinetik von LER-Phänomenen in bekannten 

Maskierungsformulierungen und in Bezug auf ihre Auswirkungen auf LAL-Systeme gut 

beschrieben sind, bleibt die biologische Aktivität und Pyrogenität des maskierten 

Endotoxins oft unbeachtet. Darüber hinaus warf die Endotoxinheterogenität die Frage 

auf, wie und bis zu welchem Umfang LER einerseits durch die Quelle von LPS und 

andererseits durch seine Wechselwirkung mit komplexen Matrizen, wie z. B. 

tatsächlichen pharmazeutischen Produkten, beeinflusst wird. In dieser Studie wurde die 

Maskierungskapazität verschiedener Pufferformulierungen sowie zugelassener 

pharmazeutischer Produkte untersucht und mit der Pyrogenität des maskierten 

Endotoxins in diesen Systemen verglichen. Dazu wurden unverdünnten Proben 

aufgereinigte Endotoxinpräparationen sowie Membranvesikel (OMVs, natürlich 

vorkommende Endotoxine) unterschiedlicher bakterieller Herkunft zugesetzt und 

anschließend auf Endotoxinwiederfindung und biologische Aktivität hin analysiert. Es 

konnte gezeigt werden, dass isoliertes LPS sowie natürlich vorkommende Endotoxine 

(NOE) nicht nur in künstlichen Puffersystemen, sondern auch in komplexeren Matrizen 

zugelassener pharmazeutischer Produkte maskiert werden. Die vorgestellten Daten 

veranschaulichen die große Abhängigkeit von LER in Bezug auf die 

Matrixzusammensetzung und die Quelle und den Ursprung des bakteriellen Endotoxins. 

Zusätzlich werden zwei verschiedene biophysikalische Detektionssysteme auf ihre 

mögliche Verwendung beim Nachweis von maskiertem Endotoxin untersucht. Neben 

ersten Hinweisen und vielversprechenden Ergebnissen für ihre allgemeine Anwendung 
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im Endotoxin-Nachweis war es in dieser Studie jedoch nicht möglich, einen funktionellen 

Test für den Nachweis von maskiertem Endotoxin zu etablieren. 
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1. Einleitung 

 

Ein wichtiger Bestandteil von Herstellung und Qualitätsmanagement pharmazeutischer 

Produkte ist die Überwachung möglicher bakterieller Kontaminationen. Dies ist 

besonders wichtig für biologische Arzneimittel, da diese noch immer bevorzugt mit Hilfe 

von bakteriellen Expressionssystemen hergestellt werden 1,2. Neben der 

Sterilitätstestung mit kulturbasierten - oder mikrobiologischen Schnellmethoden wird die 

Bestimmung des Endotoxingehaltes durch Bakterielle Endotoxintests (BET) zum 

Monitoring potentieller Kontamination verwendet 3–5. Endotoxine sind Hauptbestandteile 

der äußeren Membran Gram-negativer Bakterien. Sie gehören zu den stärksten 

bekannten Stimuli für das angeborene Immunsystem 6,7.  

 

1.1. Endotoxine 

 

Chemisch gesehen handelt es sich bei Endotoxinen um Lipopolysaccharide, deshalb 

werden sie auch als LPS bezeichnet. Sie sind in fast allen Gram-negativen Bakterien 

nachweisbar und erfüllen dort eine Bandbreite biologischer Funktionen. Der 

übergeordnete Aufbau eines LPS-Moleküls ist für fast alle Gram-negativen Bakterien 

identisch (Abb. 1.1). LPS besteht aus einer hydrophilen Polysaccharidkomponente und 

einem kovalent gebundenen, hydrophoben Lipidteil. Der Zuckerteil setzt sich aus sich 

wiederholenden, identischen Oligosacchariden, der O-spezifischen Seitenkette oder 

Abb. 1.1: Schematische Darstellung eines LPS-Moleküls 
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O-Antigen und der verzweigten, mit dem Lipidteil verbundenen, nicht-wiederholenden 

Kernregion zusammen. Neben dieser konservierten Struktur können Variationen sowohl 

auf Spezies- als auch auf Stammniveau der Bakterien auftreten 6–9.  

Die Lipidkomponente, auch Lipid A genannt, ist auf Speziesebene stark konserviert. Sie 

ist kovalent mit den Kernoligosacchariden verknüpft und besteht aus einem β-1‘-6-

Glucosamin-Disaccharide Rückgrat, an dem langkettige Fettsäuren gebunden sind. In 

Escherichia coli (E. coli.) und Salmonella sind die Glucosamine in der Regel an den 

Positionen 1 und 4‘ phosphoryliert und besitzen im Gegensatz zu klassischen 

Phospholipiden einer Membran, keine sn-1,2-Diacylglycerol Einheit, sondern weisen 

eine 2,3-Diacylglucosmine Struktur auf. Die Acylierung an den Positionen 2, 3, 2‘ und 3‘ 

sowie zwei zusätzliche Fettsäureketten am distalen Glucosamine führen zu einer 

üblicherweise hexa-acylierten Lipid A-Struktur. Der stärker konservierte Charakter des 

Lipid A-Teils ergibt sich aus seiner Struktur und der Beteiligung an entscheidenden 

Membranfunktionen, wie Integrität, Stabilität und Fluidität. Der Polysaccharidteil ist 

dagegen weniger stark konserviert und es treten Variationen auf Speziesniveau und 

auch zwischen Stämmen einer Spezies auf. Die Kernregion ist aufgeteilt in einen mit 

den Glucosaminen des Lipid A verbundenen inneren, und einen mit dem O-Antigen 

verknüpften äußeren Kern. Der innere Kern besteht in der Regel aus 3-Deoxy-D-manno-

oct-2-ulosonsäure (Kdo) und L-glycero-D-mannoheptose (L,D-Hep)-Gruppen. Hier 

finden sich aber auch in nur entfernt verwandten Spezies strukturelle Gemeinsamkeiten. 

Nicht stöchiometrische Seitengruppen mit Phosphaten oder anderen Zuckern tragen zur 

Heterogenität bei. Der äußere Kern weist stärkere strukturelle Unterschiede auf ist aber 

basierend auf der Struktur des inneren Kerns immer noch in der Anzahl der Variation 

limitiert. Er besteht im Allgemeinen aus einer Reihe von Hexosen, an deren Ende das 

O-Antigen gebunden ist. Letzteres weist die größte Diversität auch innerhalb eines 

Bakterienstammes auf. Die O-spezifische Seitenkette besteht aus einer Reihe sich 

wiederholender Oligosaccharide-Einheiten, die sich von Molekül zu Molekül in Länge 

und Zusammensetzung sehr stark unterscheiden können. Allein für E. coli  ist ein 

bemerkenswerter Umfang von über 180 verschiedenen O-Antigenen 9 beschrieben. 

Dieser nach außen reichende Teil der LPS-Struktur ist in die Interaktion mit der 

Umgebung involviert. In der Bakterien-Wirt Wechselwirkung spielen die O-Antigene eine 

Rolle bei der Komplementresistenz. Die Hypervariabilität dieser Region resultiert daher 

vermutlich aus dem Druck selektiver Umwelteinflüsse, wie den adaptiven 

Immunreaktionen des Wirtes oder O-Antigen-spezifischen Bakteriophagen 6–11.  
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1.1.1. Biochemische LPS-Synthese und Modifikation 

 

Die LPS-Synthese in Bakterien lässt sich drei übergeordnete Bereiche aufteilen: Kdo-

Lipid A-Biosynthese, Biosynthese der Kernoligosaccharide und Biosynthese des O-

Antigens.  

 

Kdo-Lipid A  

 

Die Lipid A-Synthese findet im Zytosol an der Grenze zur inneren Bakterienmembran 

statt. Es ist ein als Raetz-Reaktionsweg bekannter neunstufiger Syntheseweg (Abb. 

1.2), der ausführlich für E. coli und Salmonella charakterisiert ist. Mit einigen wenigen 

Ausnahmen, gilt er aber als der stärksten konservierte Reaktionsweg in Gram-negativen 

Bakterien 8,9.  

Der erste Schritt der Synthese ist die Acetylierung des Precursormoleküls UDP-GlcNAc, 

ein Uracil-Nukleosid mit einem N-Acetyl-Glucosamin, an der 3-OH-Gruppe des 

Glucosamins durch das Enzym LpxA. Es folgen weitere Acetylierungsschritte, ebenfalls 

katalysiert durch Enzyme aus der Lpx-Familie. Durch die Abspaltung von Uridin-

Monophosphat entsteht die einfach phosphorylierte Zwischenstufe Lipid X. Die Bildung 

der charakteristischen β, 1‘6-Glycosid-Bindung zwischen Lipid X und dem Precursor 

UDP-2,3-Diacyl-GlcN und die anschließende Phosphorylierung resultieren in der 

vierfach acetylierten Lipid A-Vorstufe Lipid IVA 
8,9,11–13

 . Diese Vorstufe ist in die innere 

Membran eingebettet und weist die Bis-phosphorylierte-Disaccharid-Struktur des Lipid 

A-Rückgrates auf 8. Als nächstes werden durch das Enzym WaaA zwei Kdo Gruppen 

zum Lipid IVA hinzugefügt. Obwohl streng genommen Teil der Kernregion, ist das 

Anfügen der Kdo-Zucker Teil der Lipid A-Synthese, und zum Beispiel in E. coli, für die 

nachfolgenden Acetylierungen erforderlich 9,13. Anschließend werden, durch LpxL und 

LpxM, die 2‘- und 3‘-Acylreste durch Lauroyl und Myristoyl respektive ergänzt, was zur 

Bildung des hexa-acetylierten Kdo2-Lipid A führt. Alle Lpx-Enzyme, die Fettsäurereste 

in der Lipid A-Synthese hinzufügen, benutzen Substrate die von speziellen 

Acylträgerproteinen (ACP) bereitgestellt werden. Diese Proteine sind spezies- 

beziehungsweise stammspezifisch und selektiv für bestimmte Acylgruppen. 

Strukturunterschiede zwischen Lpx-Enzymen in verschiedenen Spezies führen also zu 

Unterschieden in der finalen Lipid A-Struktur 8,9,11,13.  
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Abb. 1.2: Raetz Synthese, Kdo-Lipid A-Syntheseweg (Whitfield and Trent, 2014 13) 

 

Kernoligosaccharide 

 

Der erste Teil der Synthese der Kernoligosaccharide hat mit dem Anfügen der Kdo-

Gruppen bereits in der Lipid A-Synthese stattgefunden. Diese werden anschließend 

nach und nach durch Waa-Enzyme mit Heptosen erweitert, um die innere Kernregion 

zu bilden. Hierbei dient in der Regel ADP-L-Glycero-D-manno-Heptose als Donor. 

Anschließend wird der äußere Kern durch das Hinzufügen von Glucose und Galactose 

gebildet. Diese Reaktionen werden ebenfalls durch Waa-Enzyme katalysiert und 

verwenden UDP-gebundene Substrate. Schließlich wird durch WaaU eine Heptose 

hinzugefügt, die als Anker für die O-spezifische Seitenkette dient. Dieser Kern-Lipid A-
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Precursor wird durch die Flippase MsbA auf die Außenseite der inneren Membran 

transportiert 8,9,11.  

 

O-Antigen 

 

Trotz der zuvor erwähnten hohen Variabilität der O-Antigene gibt es eine Reihe 

konservierter Schritte in deren Biosynthese. Im Gegensatz zur bisherigen schrittweisen 

Synthese direkt auf den Precursormolekülen wird die O-spezifische Seitenkette 

vollständig auf dem Lipidträger Undecaprenyl-Phosphat (Und-P) synthetisiert und dann 

auf der periplasmatischen Seite der inneren Membran mit den Kernoligosacchariden 

zum fertigen LPS-Molekül verbunden. Nach dem Start der Synthese durch die 

Kombination von mono-phosphoryliertem Zucker und Und-P wird das O-Antigen 

membranseitig am reduzierenden Ende der Zuckerkette verlängert. Die genauen 

Synthesewege unterscheiden sich zwischen Spezies und sogar Stämmen, folgen aber 

meist einem von drei generellen Wegen: der Wzy-abhängigen Synthese, der ABC-

abhängigen Synthese oder dem Synthase-abhängigen Weg (Abb. 1.3) 8,11,13. Die 

meisten Wildtyp-Bakterienstämme produzieren LPS-Moleküle mit O-Antigenen, 

sogennantes „smooth“ LPS (sLPS). Trotzdem gibt es einige Bakterien, unter anderem 

E. coli und Salmonella, bei denen Mutationen zu einem Fehlen der O-spezifischen 

Seitenkette führen. Diese Mutanten werden als „rough“ bezeichnet, ihr LPS demzufolge 

als „rough“ LPS (rLPS) 8,14. 

 

Abb. 1.3: O-Antigen-Synthesewege, (Bertani und Ruiz, 2018 8) 

 

Nach der Verknüpfung der Kern-Lipid A-Struktur mit dem O-Antigen und etwaigen 

anderen Modifikationen (vgl. 1.1.1.4) wird das LPS-Molekül von der inneren zur äußeren 

Membran transportiert. Hierzu muss das LPS aus der inneren Membran extrahiert, durch 

das Periplasma und schließlich über die äußere Membran transportiert werden. Dieser 
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Prozess wird von dem Lpt-Komplex vermittelt. Der aus sieben unterschiedlichen 

Proteinen bestehende Komplex überspannt alle Zellkompartimente und reicht vom 

Zytosol bis zur äußeren Membran. Er kann so die hydrophobe Lipid A-Region beim 

Transport abschirmen, bis das LPS seine endgültige Position auf der Außenseite der 

Membran erreicht hat 8,9. 

 

Modifikationen 

 

Neben den bereits beschriebenen spezies- und stammbedingten Unterschieden in der 

LPS-Struktur sind Bakterien auch in der Lage diese als Reaktion auf bestimmte 

Umweltfaktoren zu verändern. Die häufigsten auftretenden Modifikationen sind: 

Änderungen in der Anzahl und Art der Acylketten, sowie die Anzahl der Phosphate in 

Lipid A; das Hinzufügen kovalenter Modifikationen an Lipid A, in der Regel an den 1 und 

4' Phosphaten, und den Kernoligosacchariden und die Umwandlung des Typs des O-

Antigens 8,9. So ist E. coli zum Beispiel in der Lage, bei niedrigen Temperaturen durch 

die Expression eines LpxL-Homologes ein 16-C Palmitoyl anstatt des 12-C Lauroyls 

einzubauen, um auf die reduzierte Membranfluidität zu reagieren 8,13. Die meisten 

Modifikationen am Lipid A-Teil betreffen jedoch die Art und Anzahl der Fettsäurereste 

und treten als Reaktion auf die Menge an divalenten Kationen, meist Mg2+, positiv 

geladenen antimikrobiellen Stoffen (CAMP) und bei Wirtswechselwirkungen auf 8,13,15. 

Prominente Veränderungen sind der Wechsel zu einer heptacylierten LPS-Spezies in 

Salmonella durch Hinzufügen eines Palmitoyl-Restes oder das Entfernen von 3‘-Acyl 

und 3-OH-Myristoyl-Gruppen in E. coli 8. Die erhöhte Konzentration an Metallionen, wie 

Fe3+, Al3+ und Zn2+, sowie die Veränderung des pH-Wertes führen dagegen eher zu 

einer Modifikation des Lipid A am Disaccharid-Rückgrat mit 4-Amino-4-Deoxy-L-

Arabinose (L-Ara4N) und Phosphoethanolamine (PEtN) sowie zusätzlichen Phosphaten 

8,9,13,15. Darüber hinaus kann auch die Kernregion des LPS-Moleküls durch Hinzufügen 

zusätzlicher Kdo-, PetN- oder Galactose-Gruppen modifiziert werden. Veränderungen 

in diesem Teil werden häufig durch eine hohe Ca2+-Konzentration ausgelöst 8,15. Bei 

Veränderungen der O-spezifischen Seitenkette, kommt es im Gegensatz zu den bisher 

beschriebenen, punktuellen Modifikationen eher zu einem kompletten Austausch des O-

Antigens durch ein anderes oder eine andere Art von Polysaccharide 8,16. 

Von einer großen Anzahl dieser Veränderungen geht man davon aus, dass diese in 

Resistenzmechanismen gegen CAMPs und komplementvermittelte Lyse involviert sind, 
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indem sie zum Beispiel die Anzahl positiv geladener Komponenten erhöhen und damit 

negativ geladene Bindungsstellen für CAMPs abschirmen 8,15. 

 

1.1.2. Natürlich vorkommende Endotoxine (NOE) und chemische Aufreinigung 

 

Aufgrund der komplexen Struktur und Zusammensetzung und des daraus 

resultierenden amphiphilen Charakters des LPS treten Endotoxine nicht als einzelne, 

freie Moleküle, sondern als fester Bestandteil der Bakterienhülle auf. Eine Form von 

extrazellulärem, „freiem“ Endotoxin wurde bereits in den 60iger Jahren in Form von 

Membranvesikel (OMVs) beschrieben 17,18. OMVs werden von allen Gram-negativen 

Bakterien, sowie Archaea, Gram-positiven und auch eukaryotischen Zellen gebildet 19,20. 

Von besonderem Interesse sind Vesikel von Gram-negativen, pathogenen Erregern, da 

diese klinisch relevante Zustände wie Sepsis hervorrufen können (vgl. 1.2) 21. OMVs 

werden nicht nur in vitro, sondern unter einer Vielzahl von Bedingungen in 

Gewebekulturen, festem Agar, Frischwasserumgebungen, natürlichen Biofilmen und in 

humanen wie auch tierischen Wirten produziert 19. Es handelt sich bei OMVs um 

sphärische Abschnürungen der äußeren Membran mit einer definierten 

Doppellipidmembran und einem Durchmesser von 10-300 nm 19,21. Proteomische 

Untersuchungen haben gezeigt, dass OMVs in ihrer Struktur der der äußeren Membran 

entsprechen und sich aus Membranproteinen und -lipiden, LPS, periplastischen 

Proteinen, DNA, RNA sowie anderen Virulenzfaktoren zusammensetzen 19–23. Die 

Vesikel dienen den Bakterien dazu, mit Ihrer Umgebung zu interagieren und spielen eine 

Rolle bei deren Pathogenese. OMVs können als ein Mechanismus für die Reaktion von 

Bakterien auf extrazellulären Stress betrachtet werden. Vesikelbildung bietet Mittel für 

die Elimination und Neumodellierung der Zellhülle, um auf Veränderungen der 

Temperatur, des pH-Wertes, des Nährstoffangebotes oder auf die Anwesenheit 

potenziell schädlicher Substanzen zu reagieren. Darüber hinaus sind auch 

wachstumsfördernde Funktionen wie Coaggregation, Lyse kompetitiver Organismen 

oder Schutz vor antimikrobiellen Reaktionen in der Umgebung durch Antibiotika, 

Bakteriophagen oder das Wirtsimmunsystem für OMVs beschrieben 19,23.  

Die oben beschriebenen Funktionen und die Virulenzeigenschaften von OMVs haben in 

letzter Zeit auch die Aufmerksamkeit der pharmazeutischen und biotechnologischen 

Industrie erregt. Potentielle Anwendungsgebiete sind der Einsatz als Impfstoff oder 
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Adjuvans in Impfstoffen, als individuell designte Gerüste für die Ausführung und 

Verstärkung gewünschter Enzymreaktionen oder als spezifische Arzneimittel-

Transportsysteme 20,24–27. Für diese Arbeit sind OMVs von Interesse, weil sie aufgrund 

ihrer biologischen Herkunft in Gram-negativen Bakterien und ihrer Ähnlichkeit zu deren 

äußerer Membran eine gut charakterisierbare Variante natürlich vorkommender 

Endotoxine (NOEs) darstellen. Sie lassen sich somit als definierte NOE-Quelle im Labor 

einsetzen. 

Dem gegenüber stehen die für Laboruntersuchungen wesentlich häufiger verwendeten 

chemisch aufgereinigten Endotoxine. Hierbei handelt es sich um stark prozessierte 

Endotoxinpräparationen, mit dem Ziel hochreine Endotoxinlösungen zu erhalten 28,29. 

Diese Präparationen werden als Standardlösungen, Kalibrierstandards und 

Positivkontrollen bei der Entwicklung und Qualifizierung von Bakteriellen Endotoxin-

Tests (BET, vgl. 1.3) verwendet 30. Der Aufreinigungsprozess basiert auf der von 

Westphal beschriebenen hot-phenol Extraktion 31 und beinhaltet neben dem Einsatz 

aggressiver Lösungsmittel wie Phenol oder Chloroform starke Temperaturunterschiede, 

Ultraschallbehandlungen sowie die Behandlung mit Proteasen, DNAsen und RNAsen 

31–34. Darüber hinaus bildet isoliertes LPS in wässriger Lösung supramolekulare 

Aggregate. Form und Struktur dieser Mizellen hängen stark von der chemischen Struktur 

des jeweiligen LPS-Moleküls ab 35. Daher ist es sehr wahrscheinlich, dass natürlich 

vorkommende LPS-Varianten (NOE) eine deutlich andere Zusammensetzung 

aufweisen als aufgereinigte LPS-Präparationen 30,36.  

 

1.1.3. LPS-induzierte Immunreaktion 

 

Aus der bisher beschrieben Fülle an strukturellen Unterschieden in der Architektur der 

LPS-Moleküle als äußerster Verteidigungsline der Bakterien resultiert eine ebenso 

vielfältige Antwort des Immunsystems 37. Im Allgemeinen wird eine mikrobielle Infektion 

von Zellen des angeborenen Immunsystems wie Makrophagen und dendritische Zellen, 

über Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition receptors, PRRs) detektiert 

(Abb. 1.4) 38. Eine wichtige Familie dieser PRRs sind Toll- like Rezeptoren (TLRs). TLRs 

befinden sich sowohl auf der Zelloberfläche als auch in intrazellulären Vesikeln Die 

membrangebundenen TLRs 1, 2, 4, 5, 6 und 11 erkennen hauptsächlich mikrobielle 

Membrankomponenten wie Lipide, Lipoproteine und Proteine. Intrazelluläre TLRs 
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Abb.1.4: TLR-Signalkaskade mit MyD88- und TRIF- abhängigen Signalwegen bis zur 

Transkription Pro-inflammatorischer Zytokine und Typ-I-Interferonen, (McCarthy et al. 

2017 39)  

 

Pro-inlfammatorische 
Zytokine (IL-6, IL-1) 

Typ I Interferone 
(IFN α) 

Zellkern 

Membran 
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3, 7, 8 und 9 erkennen mikrobielle Nukleinsäuren. Diese konservierten mikrobiellen 

Bestandteile werden als Pathogen-assoziierte molekulare Muster (pathogen associated 

molecular patterns, PAMPs) bezeichnet, da es sich um Strukturen handelt, welche für 

das bakterielle Überleben essentiell sind 38,40–42. Es gibt eine große Anzahl an 

verschiedenen TLRs, die sich aus der Bandbreite an PAMPs ergibt 38,43. Die Aktivierung 

von TLRs durch PAMPs führt über einen MyD88- oder TRIF abhängigen Pfad zu einer 

Geninduktion und der Ausschüttung proinflammatorischer Zytokine wie Interleukin 1ß 

und 6 (IL-1ß, IL-6) und Typ-I-Interferonen (IFN), zum Beispiel IFN α. Infolgedessen 

kommt es zu einer unmittelbaren Abwehrreaktion des Wirts in Form einer Entzündung 

38,39,41.  

Ein Beispiel für PAMPs sind bakterielle Endotoxine (LPS). Diese werden auf der 

Zelloberfläche hauptsächlich von TLR-4 unter Zuhilfenahme der kostimulatorischen 

Faktoren und Enzyme, CD14 und Md2, erkannt 40,42,44–48. Zusätzlich zu den 

zellassoziierten Rezeptoren und Faktoren gibt es lösliche, extrazelluläre Komponenten, 

die an der LPS-Erkennung beteiligt sind. Beispiele für diese Faktoren sind: LBP (LPS-

bindendes Protein) ein vor allem von Hepatozyten in den Blutstrom abgegebenes 

Protein, das den Transport und die Bindung von LPS an CD14 vermittelt 49,50; BPI 

(Bactericidal/ permeability-increasing protein) ein von Neutrophilen gebildetes Protein, 

das wegen seiner hohen Affinität zu LPS der Endotoxininaktivierung dient 50,51 sowie 

lösliches CD14 (sCD14), das Zellen ohne membranständiges CD14 bei der LPS-

Erkennung hilft 52.  

Der Lipid A-Teil ist dabei für die cytotoxische und immunstimulatorische Wirkung des 

LPS verantwortlich 53,54. Die hervorgerufene Immunreaktion beinhaltet eine Reihe 

unspezifischer pathophysiologischer Reaktionen wie Fieber, Veränderungen der Anzahl 

weißer Blutkörperchen, intravaskuläre Gerinnung, Hypotonie, Sepsis und septischer 

Schock 55. Dabei hängt die Stärke der hervorgerufenen Reaktion stark von der Struktur 

des Lipid A und damit der Quelle und Herkunft des LPS ab. So führen einige der oben 

beschrieben Veränderungen an Lipid A (vgl. Kapitel 1.1.1) zu einer veränderten 

Immunogenität 8. Im Gegensatz zu der hoch immunogenen, hexa-acetylierten LPS-

Struktur von E. coli und Salmonella führt das Entfernen von Acylgruppen in Salmonella 

zu einer reduzierten Immunreaktion. Gleiches gilt auch für Lipid A aus P. gingivalis, 

dessen hetoregene Mischung aus penta- und tetra-acytelierten Strukturen 

unterschiedlich starke Reaktionen aufweisen und insgesamt weniger immunogen sind 

als E. coli-Lipid A 8,56–58. Ein ähnliches Prinzip ist bei Veränderungen des Lipid A-
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Rückgrades zu beobachten. Mono-phosphorylierte Lipid A -Strukturen weisen zum 

Beispiel eine schwächere TLR4-vermittelte Reaktion auf und werden wegen ihrer 

reduzierten Toxizität als Lipid A-Agonisten eingesetzt 57. Auch wenn die Immunreaktion 

hauptsächlich auf der Toxizität des Lipid A beruht, haben auch die O-spezifischen 

Seitenketten einen Einfluss auf die Immunogenität. Obwohl O-Antigene eher für eine 

antikörpervermittelte, adaptive Immunreaktion verantwortlich sind, gibt es durchaus 

Unterschiede in der TLR-vermittelten Erkennung von smooth und rough LPS. So ist zum 

Beispiel die O-spezifische Seitenkette wichtig für die Md2/CD14 vermittelte Erkennung 

von sLPS, wohingegen rLPS auch eine CD14 unabhängige Reaktion hervorrufen kann 

14,59. 

Zusätzlich hängt die Intensität der Immunreaktion von der Endotoxindosis ab. Bereits 

Kleinstmengen im Pikogrammbereich können ausreichend sein, um diese 

hervorzurufen 6,60,61. Bei der Betrachtung von Endotoxin-ausgelösten Immunreaktionen 

muss man daher immer zwischen lokalen Infektionen, Bakteriämie, bakterieller Sepsis 

und Nebenwirkungen durch mit LPS kontaminierten Arzneimitteln unterscheiden. Lokale 

Infektionen lösen zwar dieselben Reaktionen des angeborenen Immunsystems aus, 

sind aber lokal begrenzt bis Bakterien in die Blutbahn geraten. Als Bakteriämie 

bezeichnet man im engeren Sinne das Vorhandensein lebensfähiger Bakterien im Blut 

und führt unbehandelt, als Folge eines überforderten Immunsystems oder 

antibiotikabedingter Lyse (Jarisch-Herxheimer Reaktion 62), zu den bereits oben 

beschrieben Symptomen 63,64. Da LPS in intakten Bakterien fest in der Membran verbaut 

ist und nur in kleinen Mengen oder in Form von OMVs (vgl. 1.1.2) an die Umgebung 

abgegeben wird, ist der Verlauf einer Bakteriämie bei gesunden Personen 

normalerweise unauffällig. Demgegenüber steht der deutlich seltenere Fall, dass 

Nebenwirklungen durch mit Endotoxin verunreinigten Arzneimitteln auftreten. Diese 

werden auch als pyrogene (fieberauslösende) Nebenwirkungen bezeichnet. Die 

Pyrogenität eines Arzneimittels bezieht sich nicht ausschließlich auf bakterielle 

Verunreinigungen, die aber im Kontext dieser Arbeit von besonderer Bedeutung sind, 

wohingegen auch andere Stoffe und Wirkbestandteile Fieberreaktionen auslösen 

können. Die Sicherheit von Produkten wird durch strenge Richtlinien in Bezug auf die 

Vermeidung bakterieller Kontaminationen gewährleistet 3,36,65,66. Trotz der geringen 

Inzidenz von mit Bakterien oder LPS verunreinigten Produkten ist dies jedoch das 

gefährlichere Szenario, da hier Endotoxine direkt in die Blutbahn gelangen können 

(intravenöse Applikation). Der nachfolgende Abschnitt gibt einen Überblick über die 



 

18 
 

wichtigsten Testmethoden, die zur Vermeidung von Endotoxinkontaminationen 

eingesetzt werden. 

 

1.2. Pyrogen- und Endotoxindetektion  

1.2.1. Standardtestmethoden 

Bakterieller Endotoxin Test (BET) 

 

Pyrogene sind fieberauslösende Verunreinigungen. Die Pyrogenität wurde in der 

Pharmaindustrie standardmäßig mit Hilfe des Kaninchenpyrogentests (RPT) bestimmt. 

Seit der Entdeckung der LPS-induzierten extrazellulären Koagulation des 

Pfeilschwanzkrebses Limulus polyphemus durch Levin und Bang 67 und dem Nachweis 

der Anwendbarkeit für klinische und experimentelle Fragestellungen 68, wurden Limulus 

Amöbozyten-Lysat (LAL)-basierte Testsysteme als Ersatz für den RPT eingeführt 60,69. 

Aktuelle, kommerziell erhältliche Bakterielle Endotoxin Tests (BET) unterscheiden sich 

vor allem im Readout der Endotoxinaktivität, basieren aber fast ausschließlich auf 

demselben Prinzip. Die Aktivierung des Zymogens Faktor C durch LPS und 

infolgedessen der nachgeschalteten Enzymkaskade (Abb. 1.5) wird im Labor mittels 

verschiedener optischer/elektrochemischer Methoden ausgelesen. Bei klassischen 

Lysat-basierten Methoden wird ein Zellaufschluss aus dem Blut des 

Pfeilschwanzkrebses (historisch: Limulus polyphemus) in vitro für eine Endotoxin-

spezifische Koagulation genutzt. Neben manuellen Koagulationstests mit einem semi-

quantitaven Ja/Nein-Ergebnis (z.B. Gel-Clot) sind auch computergestützte kinetische, 

chromogene oder turbidimetrische Tests verfügbar 60,70. Rekombinante BET-Varianten 

(rFc Assay) verzichten auf eine komplette Enzymkaskade und verwenden eine 

synthetische Variante des Faktor C für die direkte Aktivierung einer Fluoreszenzreaktion 

(Abb. 1.5) 70,71 Zusätzlich gibt es Ansätze mehrere Komponenten bis hin zur kompletten 

Kaskade rekombinant abzubilden 72. Die Endotoxinkonzentration wird gegen einen 

international harmonisierten Endotoxinstandard aus E. coli quantifiziert und in der Regel 

in Form von Endotoxin Units (EU) angegeben 60,67,73. Basierend auf der gemessenen 

LPS-Konzentration werden neben der Qualität von Prozessreagenzien auch 

Entscheidungen über die Freigabe von Produktchargen getroffen. 
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Abb. 1.5: BET-Testprinzipien. Enzymkaskade in Limulus Amöbozyten-Lysat-basierten 

Testsystemen mit den nachgeschalteten Ausleseverfahren im Labor und Prinzip 

rekombinanter Faktor C-Tests ohne LAL-Kaskade.  

 

Eine hohe Präzision, hohe Spezifität und Sensitivität für bakterielles Endotoxin und eine, 

im Vergleich zum RPT, relativ einfache Durchführung haben zu breiter Akzeptanz und 

ubiquitärem Einsatz des BET als Sicherheits- und Freigabetest geführt. Trotzdem gibt 

es Nachteile: 1.) Eine starke Sensitivität gegenüber produktspezifischen Störfaktoren. 

Die Beeinflussung der Limulus Enzymkaskade durch Probenbestandteile, pH-Wert und 

Salzkonzentration sowie die Bindung von LPS selbst an Matrixkomponenten kann zu 

Testinterferenzen führen 60,74,75. Diese klassischen Störfaktoren lassen sich in der Regel 

durch einfache Probenvorbehandlung oder Verdünnen umgehen 76,77. 2.) Der 

spezifische Nachweis von Endotoxin ist kein vollwertiger Pyrogentest. Eine Alternative 

zum BET ist der 1995 von Hartung und Wendel entwickelte Monozytenaktivierungstest 

(MAT). 
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Monozyten-Aktivierungstest (MAT) 

 

Beim MAT handelt es sich im Gegensatz zum BET, als Endotoxintest, um einen 

Pyrogentest. In dem Versuch die humane Fieberreaktion zu imitieren, wird im MAT die 

Zytokinausschüttung von Monozyten als Indikator für die biologische und pyrogene 

Aktivität der Testprobe verwendet 78. Der größte Unterschied zwischen BET, mit hoher 

LPS-Spezifität, und MAT besteht darin, dass durch die Verwendung immunkompetenter 

Blutzellen (vgl. 1.1.3) neben der Erkennung von LPS auch die Detektion von Nicht-

Endotoxin-Pyrogenen (NEP) möglich ist 79. Hierbei handelt sich hauptsächlich um 

Monozyten, daher auch der Name. Als Quelle können humanes Frischblut, 

kryopräserviertes Spenderblut, PBMCs, frisch oder gefroren, sowie monozytäre 

Ziellinien verwendet werden 80–85. Der Vorteil von Spenderblut gegen über Zelllinien ist 

die intakte, native Umgebung der Zellen, die Möglichkeit Spendervariabilität durch 

poolen mehrerer Spender auszuschließen, sowie der größere genetische Hintergrund 

der nativen Zellen. Über ihre verschiedenen Oberflächenrezeptoren und Signalwege 

erkennen die Zellen eine Bandbreite von pathogenen Substanzen (vgl. Abb. 1.4, TLRs 

Kapitel 1.1.3). Zusätzlich wird die Ligand-Rezeptor-Interaktion im Vollblutansatz durch 

lösliche Komponenten wie LBP, BPI und sCD14 unterstützt. Der MAT ist damit eine 

sinnvolle Ergänzung zum BET als Endotoxintest, da er Prognosen über die tatsächliche 

Pyrogenität der Proben zulässt 40,47,78,84,86–88. 

 

Alternative wissenschaftliche Ansätze 

 

Über diese beiden Alternativen BET oder MAT hinaus gibt es eine Bandbreite an nicht 

kommerziellen Ansätzen für die Biosensor-basierte Detektion von Endotoxinen, welche 

aufgrund der strikten Regularien der verschiedenen Pharmakopöen vor allem für Proben 

aus der Lebensmittelindustrie verwendet werden 89–91. Für diese Arbeit von besonderem 

Interesse war die mögliche Anwendbarkeit von Oberflächenplasmonenresonanz-

spektrokopie für die Endotoxindetektion (vgl. Kapitel 3.9), wie sie in Biosensor-basierten 

Ansätzen von Manoharan et al. 92 und Wang et al. 93 beschrieben sind, um eine 

mögliche, robuste und störungsfreie Erkennung zu evaluieren. 
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1.2.2. Einflussfaktoren auf die Endotoxindetektion 

 

Die bereits oben und auch im Zusammenhang mit der Immunreaktion beschriebene 

strukturelle Diversität der LPS-Moleküle wirkt sich dem entsprechend auch auf die 

Erkennung im BET und MAT aus 94. Für die Endotoxinbestimmung spielen deshalb auch 

die bakterielle Spezies und Quelle des LPS eine entscheidende Rolle. Hierdurch können 

sowohl Spezifität als auch Sensitivität beeinflusst werden. Die große Heterogenität führt 

dazu, dass Endotoxine aus verschiedenen Bakterienspezies nicht nur zu 

unterschiedlichen Immunreaktionen führen können, sondern auch unterschiedliche 

Aktivitäten im BET aufweisen 6,7,95–97. Die Erkennung verschiedener Endotoxinvarianten, 

auch innerhalb einer Spezies, kann ebenso durch strukturelle und chemische 

Unterschiede beeinflusst werden. So hängt die gemessene Aktivität unterschiedlicher 

Lipid A-Strukturen im BET auch von der Anzahl der Acylgruppen ab 94,98. Darüber hinaus 

gibt es auch Unterschiede in der Erkennung von sLPS und rLPS, auch wenn der 

Unterschied in der Regel geringer ist als bei immunstimulatorischen Reaktionen 97.  

Wie bereits erwähnt, werden in der Forschung im Allgemeinen aufgereinigte LPS-

Präparationen (vgl. Kapitel 1.1.2) verwendet. Da die Struktur des jeweiligen LPS auch 

durch die gewählte Extraktions- bzw. Aufreinigungsmethode beeinflusst werden kann, 

können sich auch durch die Verwendung unterschiedlich aufbereiteter LPS-

Präparationen unterschiedliche BET-Aktivitäten ergeben 99,100. Letzteres betrifft auch die 

NOEs 101. Die bereits zuvor beschriebene supramolekulare Struktur des LPS kann sich 

ebenfalls auf die Stärke der jeweiligen Endotoxizität auswirken, indem sie die Erkennung 

des LPS beeinflusst 35,53,102,103. Schließlich muss man als Ursache der unterschiedlichen 

Aktivitäten im BET auch eine Variabilität zwischen den einzelnen BET-Tests 

verschiedener Hersteller mit unterschiedlichen Reagenzien und Funktionsweisen, sowie 

testinterne Interferenzen (vgl. Kapitel  1.2.1) berücksichtigen 97,104.  

 

Low Endotoxin Recovery (LER) 

 

Neben klassischen Testinterferenzen gibt es einen weiteren Effekt, welcher die 

Quantifizierung von Endotoxin in den Testsystemen selbst beeinträchtigen kann. Dieser 

wurde 2013 von Chen und Vinther beschrieben 105. Low Endotoxin Recovery (LER) 

bezieht sich dabei auf einen zeit- und temperaturabhängigen 106, nicht reversiblen 

Maskierungsprozess, bei dem durch die Bildung makromolekularer Komplexe eine 
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Interaktion zwischen Faktor C und LPS verhindert wird. Hierbei handelt es sich also um 

einen mit der Produktmatrix assoziierten Effekt. Ein möglicher Mechanismus basiert auf 

der Kombination eines Chelators für divalente Kationen und einer amphiphilen Substanz 

(Detergens), zum Beispiel Natriumcitrat und Polysorbat. Das Entfernen divalenter 

Kationen zwischen einzelnen LPS-Molekülen durch den Chelator führt zur 

Destabilisierung der Mizellen und ermöglicht eine Interkalation der Detergenzmoleküle. 

Das führt zur Entstehung von LPS-Monomeren mit abgeschirmtem Lipid A-Teil und 

macht eine Bindung an Faktor C unmöglich 74,103,105,107 (Abb. 1.6).  

 

Abb. 1.6: Mechanismus der Maskierung, ausgelöst durch eine Chelator-Detergens 

Kombination 

 

Dieser Prozess ist im Gegensatz zu den meisten Messinterferenzen nicht dadurch zu 

beheben, dass die Probe vor der Durchführung der Messung verdünnt wird.76,77  

Eine ähnliche, stabile Wechselwirkung und Maskierung kann durchaus auch durch 

andere Mechanismen und/oder eine Kombination aus verschiedenen Mechanismen 
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auftreten. So ist zum Beispiel eine Bindung von LPS an Proteine ebenfalls als mögliche 

Ursache für LER-Effekte beschrieben 74,107 .  

Aufgrund der erst kürzlich erfolgten Beschreibung dieses Effektes, der limitierten Anzahl 

an Studien mit einer teils konträren Datenlage und der großen Heterogenität des 

Endotoxins sowie seiner natürlich vorkommenden Formen (vgl. NOEs, Kapitel 1.1.2) 

gibt der LER-Effekt Anlass zu Diskussionen 74,108–110. Aus dem gleichen Grund ist LER 

die Basis für die in dieser Arbeit beschriebenen Untersuchungen. 
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2. Zielsetzung 

 

Die Entdeckung des LER-Effekts führte in seiner Folge zu einer Neubewertung des BET 

als wichtigem Freigabetest für die pharmazeutische Industrie. Denn obwohl der unter 

LER-Bedingungen bestimmte Endotoxingehalt reduziert bzw. sogar negativ sein kann, 

gibt es Hinweise darauf, dass die pyrogene Wirkung des Endotoxins erhalten bleibt 74,103. 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Relevanz von LER in Bezug auf die 

Chargenfreigabe und die damit verbundene potenzielle Gefahr für die 

Patientensicherheit untersucht. Hierzu wurde der LPS Gehalt mittels BET unter 

Maskierungsbedingungen quantifiziert und mit der im MAT ermittelten pyrogenen 

Aktivität verglichen, um herauszufinden, ob und unter welchen Bedingungen maskiertes 

Endotoxin eine pyrogene Wirkung besitzt. Darüber hinaus wurde der Einfluss von LER-

Effekten auf natürlich vorkommende Endotoxine untersucht, indem 

Bakterienmembranvesikel als Endotoxinquelle verwendet wurden. Schließlich wurden 

zwei biophysikalische Messprinzipien auf Ihre Eignung zur Detektion von maskiertem 

Endotoxin hin untersucht, um festzustellen, ob die Endotoxintestung möglicherweise 

stärker von dessen biologischer Aktivität entkoppelt werden kann. 
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3. Material und Methoden 

3.1. Reagenzien 

 

Im Folgenden sind die Reagenzien und Produkte aufgelistet, die in den dieser Arbeit 

zugrundeliegenden Experimenten verwendet wurden. Alle Produkte wurden auf dem 

freien Markt erworben.  

 

Tab. 3.1: Pharmazeutische Produkte für die Untersuchung auf LER-Effekte. Die 

Produkte wurden aufgrund der für LER relevanten Pufferzusammensetzungen 

ausgewählt. 

Code Produktklasse Pufferzusammensetzung 

A 
Monoklonaler 

Antikörper 
Natriumphosphat und Polysorbat 20 

B 
Monoklonaler 

Antikörper 
Natriumcitrat und Polysorbat 80 

C Blutprodukt Proteinreiche Albuminherstellung, 20% 

D Blutprodukt Proteinreiche Albuminherstellung, 5% 

E Impfstoff 
Natrium-/Kaliumphosphat und Polysorbat 80, 

Octoxinol 10 

F 
Rekombinantes 

Protein 
Natriumphosphat und Polysorbat 20 

Puffer 1 
Pufferlösung, 

selbst hergestellt 
10 mM Natriumcitrat und 0,05% Polysorbat 20 

Puffer 2 
Pufferlösung, 

selbst hergestellt 
10 mM Natriumcitrat und 0,05% Polysorbat 80 
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Tab. 3.2: Liste der sonstigen verwendeten Reagenzien 

Lösung Hersteller 

Anaerobiermedium, Thioglycolate Medium  

+ Vitamin K + Hemin 

Medienküche, Paul-Ehrlich-Institut 

Capture Antikörper Biolegend, USA 

Caso Boullion Medienküche, Paul-Ehrlich-Institut 

Detektions Antikörper Biolegend, USA 

LPS, E. coli O113:H10:K, WHO-LPS, 

 internationaler Standard 

NIBSC 

LPS, P. gingivalis Invivogen, USA 

LRW, Limulus reagent water Associates of Cape Cod, USA 

Meerrettichperoxidase Biolegend, USA 

Natriumcitrat Medienküche, Paul-Ehrlich-Institut 

PBS, Phosphat gepufferte Saline, 

 ohne Mg & Ca, ph 7,1 

Medienküche, Paul-Ehrlich-Institut 

RD, reagent diluent, 1% BSA in PBS Medienküche, Paul-Ehrlich-Institut 

RPMI, Hydrogencarbonat Zellkulturmedium ThermoFisher, Deutschland 

Schwefelsäure, H2SO4 1M Medienküche, Paul-Ehrlich-Institut 

TMB, Tetramethylbenzidine R&D Systems, Inc.,USA 

Tris HCl  Medienküche, Paul-Ehrlich-Institut 

ELISA-Waschpuffer, PBS + 0,05% Tween 20 

(PBST) 

Medienküche, Paul-Ehrlich-Institut 

Wasser, demineralisiert Medienküche, Paul-Ehrlich-Institut 

 

3.2. Präparation der Membranvesikel  

 

Die Membranvesikel aus E. coli O113:H10:K und P. gingivalis W83 wurden nach dem 

Protokoll von Park et al. 21 präpariert. Die Bakterien wurden entsprechend ihrer 

bevorzugten Wachstumsbedingungen kultiviert und bis hinein in die späte exponentielle 

Wachstumsphase beziehungsweise zum Anfang der stationären Phase herangezogen. 
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E. coli Bakterien wurden aus dem Kryo-Vorrat zuerst auf Standard 1-Agarplatten über 

Nacht bei 37°C kultiviert und dann in Flüssigkultur, CASO-Bouillon, überimpft und für 

24-36h bei 37°C im Kolbenschüttler kultiviert. P. gingivalis Bakterien wurden aus dem 

Kryo-Vorrat auf Blutagarplatten unter anaeroben Bedingungen für fünf Tage bei 37°C 

herangezogen. Anschließend wurden von der Platte Flüssigkulturen mit Anaerobier-

Medium (Tab. 3.2) überimpft und für sieben Tage unter anaeroben Bedingungen bei 

37°C im Kolbenschüttler inkubiert. Intakte Bakterien wurden für 15 Minuten bei 8000 bis 

10000x g herunterzentrifugiert. Die Überstände wurden durch Flaschenaufsatzfilter mit 

einer Porengröße von 0,45 µm gefiltert, um verbliebene Bakterienrückstände zu 

entfernen. Anschließend wurden die Filtrate mittels Ultrafiltration durch eine 100 kDa 

Zellulosemembran in einer Amicon Rührzelle (Merk Millipore) aufkonzentriert. Die 

Membranvesikel wurden durch Ultrazentrifugation für 3h bei 120000x g und 4°C (SW32 

Ti Rotor, Beckmann Coulter) gesammelt. Die Vesikel aus P. gingivalis wurden durch 

eine Dichtegradienten-Ultrazentrifugation für 16h bei 100000x g und 4°C (SW41 Ti 

Rotor, Beckmann Coulter) weiter aufgereinigt und anschließend nochmals bei 120000x 

g und 4°C für 3h aufkonzentriert. Der Dichtegradient bestand aus in 5% Schritten 

überschichteten Lagen verschiedener Iodixanol Verdünnungen, von circa 40% Iodixanol 

in der untersten Probenschicht bis 15% in der obersten Schicht. Die Membranvesikel 

wurden in 200 mM Tris-HCl Puffer resuspendiert und bis zur weiteren Nutzung bei -20°C 

gelagert. Der Endotoxingehalt wurde mit der unten beschriebenen chromogenen oder 

turbidimetrischen BET-Variante bestimmt. 

 

3.3. Probenvorbereitung LER 

 

Um den LER-Effekt zu simulieren wurden entweder definierte Mengen aufgereinigten 

Endotoxins von E. coli O113:H10:K und P. gingivalis oder Membranvesikel der 

entsprechenden Spezies verwendet, um verschiedene Maskierungssysteme zu 

kontaminieren. Diese definierte Kontamination wurde als cold spike bezeichnet. Wenn 

nicht anders angegeben, lagen die Konzentrationen für E. coli LPS und OMVs bei 1x106 

pg/ml bzw. bei 1x105 pg/ml und für P. gingivalis LPS und OMVs bei 1x106 pg/ml. Die zur 

Maskierung verwendeten Produkte sind kommerziell erhältliche Arzneimittel und sind in 

Tabelle 2.1 aufgeführt. Zusätzlich wurden zwei verschiedene Maskierungspuffer selbst 

angesetzt. Parallel zu allen Proben wurde eine gleichermaßen behandelte Wasserprobe 
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(LRW) als nicht maskierte Kontrolle mitgeführt. Um ausreichende Maskierung zu 

gewährleisten und eine realitätsnahe Laborsituation zu simulieren, wurden die cold spike 

Proben vor der Analyse für 48h bei 4-6°C inkubiert. Zusätzlich wurden Experimente mit 

einer Probeninkubation bei Raumtemperatur durchgeführt. 

 

3.4. Probenanalyse LER 

 

Anschließend wurde der Endotoxingehalt der inkubierten Proben mittels BET (Kapitel 

3.4.1) gemessen und mit der ermittelten LPS Menge aus der mitgeführten nicht 

maskierten Kontrolle verglichen. Auf die gleiche Weise wurde die Pyrogenität der 

maskierten Endotoxine im MAT (Kapitel 3.4.2) bestimmt, die Ausschüttung 

proinflammatorischer Zytokine, hier IL-6, wurde als Maß für das immunstimmulatorische 

Potential der Proben verwendet. Die IL-6 Werte wurden auch hier mit denen der 

mitgeführten, nicht maskierten Kontrolle verglichen. Wenn nicht anders angegeben, sind 

die in den Diagrammen aufgeführten Werte prozentuale Anteile der nicht maskierten 

LRW Kontrolle. 

 

3.4.1. Bakterielle Endotoxin Tests (BET) 

 

Zur Quantifizierung des Endotoxingehaltes der OMVs und der Evaluation von LER-

Effekten in unterschiedlichen Maskierungssystemen wurden verschiedene BET-

Varianten verwendet: Gel Clot Pyrotell®, die kinetisch turbidimetrische Variante 

Pyrotell®-T (Associates of Cape Cod, USA), der EndoLISA (bioMérieux, Frankreich) und 

der Pyrogene (Lonza Ltd., Schweiz). Die Tests wurden, wenn nicht anders angegeben, 

entsprechend der vom Hersteller vorgegebenen Protokolle durchgeführt. Um LPS aus 

P. gingivalis im BET als Standard-LPS einzusetzen, wurde ein Sensitivitätabgleich der 

verwendeten Lysate (Gel Clot, Tab. 3.3, und kinetisch turbidimetrisch, Abb. 3.1) mit LPS 

aus P. gingivalis durchgeführt, um den quantifizierbaren Bereich zu ermitteln. Für die 

Quantifizierung des P. gingivalis LPS wurde im Gel Clot eine Standardreihe von 125 

pg/ml bis 15,63 pg/ml ausgewählt. Für den kinetisch turbidimetrischen BET wurde eine 

Standardreihe von 1000 pg/ml bis 62,5 pg/ml ausgewählt, da dass der letzte 

Standardwert war, der in beiden Lysaten noch zu einer Reaktion geführt hat. 
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Tab. 3.3: Vergleich der Lysat-Empfindlichkeit des Gel Clot BET zwischen E. coli und P. 

gingivalis LPS, ein repräsentatives Experiment 

E. coli Ergebnis 
 

P. gingivalis Ergebnis 

6,25 pg/ml + + 
  

125 pg/ml + + 

3,13 pg/ml + + 
  

62,5 pg/ml + + 

1,55 pg/ml - - 
  

31,25 pg/ml - - 

0,78 pg/ml - - 
  

15,63 pg/ml - - 

 

 

 

 

Abb. 3.1: Vergleich der Standardkurven von E. coli und P. gingivalis LPS im kinetisch 

turbidimetrischen BET, für P. gingivalis LPS wurden zwei unterschiedliche Lysatchargen 

getestet 

 

3.4.2. Monozyten-Aktivierungstest (MAT) 

 

Der MAT entspricht, mit einigen wenigen Änderungen, dem von Hartung und Wendel 

entwickelten Protokoll zur Detektion von Pyrogenen in humanem Vollblut 78. Als Quelle 
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der Monozyten wurde kein Frischblut, sondern cryo-präserviertes, aus vier Spendern 

gepooltes Blut verwendet. Auf einer 96-Well-Mikrotiterplatte wurden 214µl RPMI mit 

20µl dieses Cryopools vorgelegt. Zusammen mit 26µl Endotoxinstandardlösung und den 

jeweiligen Proben inkubierte dieser Ansatz für 16-20h bei 37°C unter CO2 Atmosphäre. 

Anschließend wurde die Zytokinausschüttung mit einem IL-6 Standard TMB ELISA 

Entwickler Kit (BioLegend, USA) bestimmt. Hierfür wurden die Überstände 1:10 in 

reagent diluent verdünnt und auf eine mit Capture Antikörpern beschichtete 

Mikrotiterplatte übertragen und bei Raumtemperatur unter Schütteln für 2h inkubiert. 

Nach dem Waschen der Platte mit ELISA-Waschpuffer folgte die Inkubation mit dem 

Detektionsantikörper für 1h, gefolgt von der Inkubation mit Avidin-konjugierter 

Meerrettichperoxidase für 30 min bei RT. Die Farbreaktion wurde durch Zugabe von 

TMB Substrat gestartet und mit 1M Schwefelsäure gestoppt. Gemessen wurde die 

optische Dichte bei 450nm in Relation zur Referenzwellenlänge von 590nm. Eine IL-6 

Standardreihe nach Vorgaben des Herstellers wurde verwendet, um die 

Zytokinkonzentration in den entsprechenden Proben zu berechnen. Der Einsatz von aus 

P. gingivalis im MAT als Standard zur Quantifizierung der pyrogenen Aktivität, wurde 

durch einen Abgleich der Standardkurven zwischen E. coli und P. gingivalis LPS 

verifiziert (Abb. 3.2). Aufgrund der reduzierten Empfindlichkeit der Monozyten im MAT 

wurde für P. gingivalis LPS eine Standardkurve von 5*104 pg/ml bis 100 pg/ml festgelegt.  

 

 

 

Abb. 3.2: Vergleich der IL-6 Ausschüttung im MAT zwischen E. coli und P. gingivalis 

LPS, ein repräsentatives Experiment 
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3.5. Test auf Störfaktoren und Spikewiederfindung 

 

Um zu überprüfen, inwieweit die Produkte und Puffer mit den beiden Testmethoden BET 

und MAT interferieren, wurden verdünnte, aber ansonsten unbehandelte, Proben mit 

einer Endotoxinkonzentration aus der Mitte der jeweiligen Standardkurve versetzt, ein 

sogenannter hot spike. Wurde der hot spike unverändert in der unbehandelten Probe 

detektiert ist der Test auf Störfaktoren negativ, bei einer Reduzierung oder Verstärkung 

positiv. Die eingesetzten Verdünnungen der unbehandelten Proben waren, soweit nicht 

anders angegeben gleich oder niedriger als die für den jeweiligen Test notwendigen 

Assayverdünnung der getesteten LER-Proben. Bei klassischen Testinterferenzen geht 

man davon aus, dass sich diese heraus verdünnen lassen. Bei einem negativen Test 

auf Störfaktoren weisen alle höheren Verdünnungen deshalb ebenfalls ein negatives 

Resultat auf. Bei einem positiven Ergebnis wurde die Probe soweit verdünnt, bis der 

Test negativ auf Störfaktoren ausfiel. So wurde die höchste, störungsfrei messbare 

Verdünnung ermittelt.  

Der hot spike wurde nicht nur separat in einem Test auf Störfaktoren verwendet, sondern 

dient bei BET-Tests immer als interne Kontrolle für die Validität der gemessen Werte. 

Zur Berechnung der Spikewiederfindung (PPC) wurde die Differenz aus gemessen 

Spikewert und Probenwert (∆S) in Relation zu dem verwendeten Messwert der 

entsprechend eingesetzten Endotoxinmenge (SE) angegeben. Die Proben wurden als 

nicht interferierend eingestuft, bzw. die Messergebnisse galten als valide, solange die 

PPC, PPC = (∆𝑆 𝑆𝐸⁄ ) ∗ 100, zwischen 50 und 200% lag. 

 

3.6. Elektronenmikroskopie 

 

Elektronenmikroskopische Aufnahmen wurden in Kooperation mit dem Fachgebiet 

Morphologie am PEI durchgeführt. Das verwendete Mikroskop war ein Zeiss EM 109 T 

DPS Mikroskop. Die Proben wurden im Vorfeld einer Negativkontrastierung unterzogen. 

Als Kontrastmittel diente eine lichtempfindliche Uranylacetat (Uac) Lösung. Das 

Kontrastierungsprotokoll umfasste 2 Minuten Probeninkubation auf dem EM-

Objektgitter, 10 sec. Uac Negativkontrastierung und zwei Waschschritte mit H2O dest.. 

Die Bilder wurden mit der mikroskopeigenen Software iTEM (Olympus, Deutschland) 

analysiert, um die Größenverteilung von E. coli O113:H10:K und P. gingivalis W83 
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OMVs (Tab. 4.1) zu bewerten. Der Durchmesser von 14 bzw. 15 Partikeln wurden 

markiert und die Größe auf Basis der Auflösung des entsprechenden EM-Bildes 

berechnet. 

 

3.7. Microscale Thermophorese 

 

Thermophorese beschreibt die gerichtete Bewegung von Teilchen in einem 

Temperaturgradienten 111. Bei der Microscale Thermophorese handelt es sich um einen 

rein optischen Ansatz für die Charakterisierung von Biomolekülen und deren 

Bindungseigenschaften. Die Bewegung der Teilchen wird mit Hilfe von 

Fluoreszenzmarkern an einem der beiden Bindungspartner verfolgt. Ein Infrarotlaser 

wird dazu verwendet einen mikroskopischen Temperaturunterschied genau dort in der 

Probe zu erzeugen, wo die Fluoreszenz überwacht wird. Die Diffusion der Moleküle 

entlang des Gradienten führt zu einer Konzentrationsänderung und wird im 

Gleichgewichtszustand durch Massendiffusion ausgeglichen. Dieser Zustand lässt sich 

über den Sorert Koeffizienten ST beschreiben: ch/ck  = exp(−𝑆𝑇∆𝑇) 112.  

 

 

Abb. 3.3: Mikroscale Thermophorese (A) Aufbau und Funktionsprinzip der Messoptik 

bei MST. (B) Schematisches MST Signal inklusive der für die Auswertung relevanten 

Bereiche  

 

Die Abnahme hängt bei konstanten Pufferbedingungen von einer Vielzahl 

biophysikalischer Eigenschaften ab, darunter Größe, Ladung, Hydratationsschale oder 
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Konformation. Da bei einem Bindungsereignis mindestens einer dieser Parameter 

beeinflusst wird, kann die Thermophorese zur Quantifizierung molekularer Interaktionen 

verwendet werden.  

Zur Analyse der Bindungseigenschaften wird der Gleichgewichtszustand zwischen 

Bindung und Dissoziation genutzt. Hierzu titriert man in einer Verdünnungsreihe den 

nicht fluoreszierenden Partner gegen eine feste Konzentration des markierten Partners. 

Der Konzentrationsbereich sollte so gewählt sein, dass sowohl die Sättigung der 

Bindung als auch der nicht gebundene Zustand abgebildet werden können. Die 

Fluoreszenz wird für jede Konzentration vor, während und nachdem der Infrarotlaser 

eingeschaltet wurde, gemessen und als Verhältnis zwischen initialer Fluoreszenz F0 und 

Fluoreszenz während der Thermophorese F1 angegeben: Fnorm = F1/F0. Plottet man 

Fnorm halblogarythmisch gegen die Konzentration erhält man eine S-Kurve, in der 

deutlich der gebundene und der nicht-gebundene Zustand zu erkennen sind (Abb. 3.4). 

Aus dieser Kurve lässt sich dann die Dissiziationskonstante ermitteln 113. 

Das in dieser Arbeit für MST Messungen verwendete Setup war das Monolith NT.115 

von Nanotemper. Die Thermophorese wurde in einer kleinen Glaskapillare induziert. Es 

können bis zu 16 Kapillaren in einem Durchlauf vermessen werden. Der Infrarotlaser 

erzeugt einen Temperaturgradient von 2-6°C in einem Volumen mit einem Durchmesser 

von ungefähr 50µm. Die Anregung und das Monitoring der Fluoreszenz erfolgen über 

dieselbe Optik wie das Einkoppeln des IR Lasers (Abb. 3.3). Das Setup erlaubt über 

verschiedene feste Farbfilter (rot, blau und grün) eine Detektion von Licht im 

Wellenlängenbereich zwischen 480 und 720 nm.  

 

Abb. 3.4: MST Bindungsexperiment. Messkurven der einzelnen Kapillaren (links) und 

der daraus resultierenden Bindungskurve (rechts) 

 



 

34 
 

Für die erste Testung verschiedener möglicher Targets wurde Alexa488-markiertes 

Endotoxin (ThermoFisher Scientific) verwendet. Die LPS-affinen Proteine BPI 

(Bactericidal Permeability increasing Protein) sowie LBP (Lipopolysaccharid Binding 

Protein) wurden im Anschluss an die ersten Messungen entsprechend des 

Herstellerprotokolls mit dem Monolith Protein Labeling Kit RED-NHS (Amine reaktiv, 

Nanotemper) mit einem roten Farbstoff markiert. Zusätzlich wurde ein vom Hersteller 

mittels Cy5 markiertes BPI (Creative BioMart, USA) verwendet.  

Der Konzentrationsbereich für die jeweiligen Experimente orientiert sich an der 

erwarteten Bindungsaffinität. Als Faustregel gilt hier, dass die höchste eingesetzte 

Konzentration ungefähr dem zwanzigfachen der Dissoziationskonstante entsprechen 

sollte. Zu Beginn jedes Experimentes wurden eine Verdünnungsreihe des 

entsprechenden Liganden in 0,1ml Mikroreaktionsgefäßen vorbereitet. Ausgehend von 

der höchsten Konzentration wurde die Ligandlösung 15mal 1:2 verdünnt. Kurz vor Start 

der Messung werden alle Verdünnungsstufen/Konzentrationen im Verhältnis 1:1 mit 

dem fluoreszierenden Partner gemischt. Die 16 einzelnen Kapillaren wurden in die 

Lösung eingetaucht und durch die auftretenden Kapillarkräfte befüllt. Die gefüllten 

Kapillaren wurden anschließend auf dem Kapillarhalter des Gerätes platziert. 

Nachfolgend wurde die Fluoreszenz in jeder Kapillare automatisch ausgelesen und 

gegen die Konzentration aufgetragen sowie entsprechend der gewählten Parameter 

ausgewertet.  

 

3.8. Oberflächenplasmonenresonanz 

 

Oberflächenplasmonenresonanz ist eine optische Echtzeit-Sensortechnologie, die 

aufgrund ihrer markierungsfreien und nicht-invasiven Eigenschaften vor allem in den 

Bereichen Biochemie, Biologie und Medizin zur Anwendung kommt. Zur Detektion der 

Interaktion zwischen Biomolekülen wird hierbei ein quantenphysikalischer Effekt 

ausgenutzt und über einen Detektor sichtbar gemacht 114,115. Wenn sich Licht einer 

bestimmten Wellenlänge vom optisch dichteren, n1 in ein optischer weniger dichtes 

Material, n2 bewegt und der Einfallswinkel θ größer als der kritische Winkel θ𝐶, mit 

sin(θ𝐶) = 𝑛2 𝑛1⁄ , kommt es zur inneren Totalreflektion (Abb. 3.5). Dabei bilden sich im 

optisch weniger dichten Material evaneszente Wellen aus. Diese stehenden Wellen 

nehmen exponentiell mit der Distanz zur Grenzfläche ab, können aber durch geeignete 
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Wahl einer dielektrischen Schicht, typischerweise ein dünner Gold- oder Silberfilm, ins 

umgebene Medium verstärkt werden. Die evaneszente Welle wiederum kann 

Oberflächenwellen in der Grenzfläche, sogenannte Oberflächenplasmonen, anregen. 

Das führt zu einer deutlichen Intensitätsabnahme des reflektierten Lichtes unter einem 

bestimmten Winkel θSPR welcher von Brechungsindex des umgebenden Mediums n2 

abhängt. 

Abb. 3.5: Funktionsprinzip der Oberflächenplasmonenresonanz Spektroskopie 

 

Dadurch ist es möglich Änderungen in der Nähe der Oberfläche zu messen. Ein 

Biosensor zur Affinitätsbestimmung besteht normalerweise aus einer 

Erkennungseinheit, bei der ein Ligand auf der Oberfläche immobilisiert ist, um über eine 

Flowzelle mit dem Zielmolekül in Kontakt gebracht zu werden. Durch die Bindung des 

Zielmoleküls an den Liganden verändert sich der Brechungsindex in der Nähe der 

Oberfläche und damit der Winkel, unter dem SPR auftritt. Die Überwachung von 

Veränderungen des Reflektionswinkels kann zur Untersuchung von 

Bindungsereignissen an der Oberfläche genutzt wurden 114,116,117.  
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In Abbildung 3.6 A ist ein typisches Sensorgramm dieser Echtzeitreaktion dargestellt. 

Die Bindung, Dissoziation und Regeneration stellt sich im Diagramm als ein 

Signalverlauf dar und wurde in Resonanzeinheiten (RU) angegeben. Der Verlauf 

entspricht dabei der Verschiebung des Resonanzwinkels aufgrund der Ligand-Analyt-

Wechselwirkung. Die Oberfläche kann regeneriert und auf den Ausgangszustand 

zurückgesetzt werden, um für weitere Experimente verwendet zu werden. Aus der 

Kurvenform während Assoziations- und Dissoziationsphase sowie aus der maximalen 

RU können die Bindungsrate kon, die Dissoziationsrate koff sowie die Bindungsaffinität 

KD bestimmt werden 115,116.  

 

Abb. 3.6: SPR Signal (A) Schematische Darstellung der Messkurve und dem 

entsprechenden Bindungsverhalten. (B) Verschiebung des kritischen Winkels. 

 

Das in dieser Arbeit verwendete Gerät für SPR Experimente war ein Biacore T200 von 

GE Healthcare. Für die Immobilisierung wurde ein CM5 Sensor Chip mit Dextran-

Funktionalisierung verwendet. Immobilisierung und Messungen wurden nach dem 
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Herstellerprotokoll durchgeführt. Für die Funktionalisierung des CM5 Sensor Chips mit 

Polymyxin B (siehe Tab. 5.1 & Kapitel 5.2) wurde eine Amine-reaktive Kopplung in 

Flowzelle 2 gewählt. Um eine optimale Wechselwirkung zwischen Ligand und 

Dextranmatrix zu erreichen wurde ein pH-Scouting durchgeführt. Hierzu wurde der 

Ligand mit einer Konzentration von ~ 25 µg/ml in 10mM Natriumacetat Puffern 

verschiedener pH-Werte (pH 5.5, pH 5.0, pH 4.5 und pH 4.0) gelöst und bei einer 

Flussrate von 10 µl/min und 120s Kontaktzeit in die Zelle injiziert. Nach jeder 

Ligandlösung wurde der verbleibende Ligand mit PBST vom Sensor Chip gewaschen. 

Alle pH-Werte zeigten eine vergleichbare Reaktion, deshalb wurde pH 5 mit der 

höchsten maximalen RU für die Immobilisierung ausgewählt. Die Dextranoberfläche 

wurde mit einer Mischung aus 1-Ethyl-3- (3- Dimethylaminopropyl) Carbodiimid (EDC) 

und N-Hydroxysuccinimid (NHS) aktiviert, um reaktive Succinimid Ester zu erhalten. 

Anschließend wurde der Analyt mit einer Flussrate von 10 µl/min und 420s Kontaktzeit 

auf die Oberfläche aufgebracht. Nach Deaktivieren der verbliebenen freien Ester mit 

Ethanolamine und einem letzten Waschschritt lag die endgültige Immobilisierung bei 

~149 RU. 

Für die Durchführung der einzelnen Bindungsexperimente wurden maximal fünf 

unterschiedliche LPS-Proben in einem Experiment verwendet. In der Steuerungs-

Software des Biacore T200 wurden die Parameter Kontaktzeit, Flussrate, 

Dissoziationszeit und Regenerationsprotokoll für jeden einzelnen Durchlauf in einem 

automatisierten Ablaufprotokoll festgelegt (Abb. 3.7). Die entsprechenden 

Endotoxinverdünnungen wurden in speziellen Reaktionsgefäßen mit durchstechbaren 

Verschlusskappen vorberietet. Diese wurden zusammen mit den benötigten Lauf- und 

Regenerationspuffern auf dem Probenhalter des Biacore T200 platziert. 

Probenentnahme und -mischung sowie Injektion in die Flowzelle und die anschließende 

Messung wurden von dem Biacore T200 entsprechend des vorher festgelegten 

Protokolls vollautomatisch durchgeführt. 
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4. Ergebnisse 

 

4.1. Maskierung von Standard Endotoxin-Präparationen 

 

LER-Phänomene sind für eine Vielzahl verschiedener Puffer- und Maskierungssysteme 

sowie für verschiedene LPS Spezies beschrieben. Dabei ist eine Reduktion der 

messbaren LAL-Aktivität von über 50% entscheidend, um diese Messabweichung als 

pharmakologisch relevanten LER-Effekt einzustufen 74,103. In dieser Arbeit wurde das 

Auftreten von LER-Phänomenen hinsichtlich des Einflusses häufig eingesetzter 

Pufferzusammensetzungen, verschiedener LPS Spezies und der Nachweisbarkeit in 

unterschiedlichen LAL Methoden untersucht.  

Abbildung 4.1 A zeigt die Wiederfindung von E. coli WHO-LPS (Tab. 3.2) in zwei 

pharmazeutisch relevanten Puffersystemen für Proteinlösungen 118,119. Bei beiden 

Puffern handelt es sich um Chelator-Detergenz-Kombinationen, welche für das 

Auftreten von LER bekannt sind (vgl. Tab.3.1). In diesem Fall wurden 104 pg/ml E. coli 

LPS als cold spike verwendet, um den Einfluss der Testmatrix auf LER-Effekte zu 

untersuchen. Nach der Inkubation für 48h bei 4-6°C wurde der Endotoxingehalt mittels 

des kinetisch-turbidimetrischen Tests bestimmt. Beide Pufferlösungen wiesen eine hohe 

Maskierungskapazität von über 90% auf. Der gewählte Versuchsaufbau war somit 

geeignet LER-Phänomene in verschiedenen Pufferzusammensetzungen zu 

identifizieren.  

LPS aus E. coli wird als Standardendotoxin in den BET-Methoden verwendet Es wird 

deshalb auch häufig als Referenz für die Analyse BET-assoziierter Phänomene benutzt. 

Um herauszufinden ob auch andere aufgereinigte LPS-Präparationen LER-Effekte 

zeigen, wurde LPS aus E. coli und P. gingivalis unter Maskierungsbedingungen im BET 

getestet. (Abb. 4.1 B). Das LPS wurde mit einer Konzentration von 104 pg/ml 

beziehungsweise 106 pg/ml in den oben beschriebenen Maskierungspuffer 1 (Tab. 3.1) 

gespiked. Nach der Inkubation für 48h bei 4-6 °C wurde der Endotoxingehalt mittels des 

LAL Gel Clot-Tests bestimmt. In beiden Fällen lag die gemessene LAL-Aktivität bei unter 

50%. Die Stärke der Maskierung war jedoch für das LPS aus P. gingivalis deutlich 

ausgeprägter als für das E. coli LPS. Trotzdem waren Endotoxinpräparationen beider 

Stämme potenziell durch Maskierungseffekte betroffen und konnten daher zur 

Untersuchung verschiedener LER-Proben verwendet werden. Der Einfluss der 
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Pufferzusammensetzung auf die Maskierungskapazität wurde auch für isoliertes P. 

gingivalis LPS untersucht (Abb. 4.1 C). Im Vergleich zu Abbildung 4.1 B ist der 

Unterschied der Maskierung in Puffer 1 zwischen E. coli und P. gingivalis LPS im 

kinetisch turbidimetrischen BET mit 4% und 1% Wiederfindung nicht so ausgeprägt und 

könnte auf den semiquantitaiven Charakter des Gel Clot und die unterschiedliche 

Sensitivität des Lysates zurückzuführen sein. Ein deutlich stärkerer Unterschied war 

dagegen für die Maskierung der unterschiedlichen LPS Varianten in Puffer 2 zu 

beobachten. Die gemessene Wiederfindung lag für P. gingivalis bei 62% im Vergleich 

zu 16% bei E. coli. Trotz statistisch signifikanter Reduktion fällt diese vorerst nicht unter 

die Definition eines pharmakologisch relevanten LER.  

Um auszuschließen, dass die beobachteten Resultate auf testspezifische Interferenzen 

oder Messartefakte zurückzuführen sind, wurde die LPS-Wiederfindung unter 

denselben Maskierungsbedingungen in drei verschieden BET-Varianten, darunter Gel 

Clot, kinetisch-chromogen sowie kinetisch-turbidimetrisch bestimmt (Abb. 4.1 D). In 

allen drei verwendeten Testmethoden war die gemessene LAL-Aktivität des maskierten 

Endotoxins im Vergleich zur nicht maskierten Kontrolle stark reduziert. Mit einer 

Aktivitätsminderung von über 50% konnte in allen Methoden ein LER-Effekt 

nachgewiesen werden. Die hier verwendeten Standardtests waren somit prinzipiell dazu 

geeignet, um LER-Phänomene zu identifizieren. 

 

Abb. 4.1: Standardendotoxin-Wiederfindung unter LER-Bedingungen. (A) E. coli LPS-

Wiederfindung in unterschiedlichen Puffersystemen (vgl Kapitel 3.1, Tab. 3.1). (B) 

Wiederfindung von LPS verschiedener bakterieller Herkunft in Maskierungspuffer 1. (C) 

Wiederfindung von LPS verschiedener bakterieller Herkunft in unterschiedlichen 

Puffersystemen. (D) LPS-Wiederfindung in verschiedenen BET-Methoden. Die Proben 

wurden mit 104 pg/ml E. coli LPS und 106 pg/ml P. gingivalis LPS gespiked, für 48h bei 

4-6 °C inkubiert und dann in verschiedenen BET-Assays untersucht, (A) kinetisch 

turbidimetrischer Test, Pyrotell-T, (B) LAL Gel Clot-Test, Pyrotell, (C) kinetisch 

turbidimetrischer Test, Pyrotell-T (D) wie angegeben. Die dargestellten Werte sind 

Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten. Statistische Analysen sind 

zweifaktorielle ANOVA Tests mit: *p < 0,0332; **p < 0,0021; ***p < 0,0002; ****p < 

0,0001; ns - nicht signifikant. 
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4.2. Pyrogenität von maskiertem Endotoxin 

 

Aus regulatorischer Sicht ist jedoch nicht nur wichtig, ob das Endotoxin zuverlässig 

detektiert wird, sondern auch welche Wirkung eventuell nicht detektiertes LPS auf das 

Immunsystem eines Patienten hätte. Um die pyrogene Wirkung von maskiertem 

Endotoxin festzustellen, wurde unter LER-Bedingungen gelagertes LPS im Monozyten-

Aktivierungstest (MAT) untersucht. Die Ausschüttung proinflammatorischer Zytokine, in 

diesem Fall IL-6, diente dabei als Maß für das fieberauslösende Potential der 

untersuchten Probe. Abbildung 4.2 zeigt die IL-6 Sekretion von mit maskiertem LPS 

stimuliertem Kryo-Blut. Die Zytokinausschüttung war auf ein mit der Negativkontrolle 

vergleichbares Niveau herabgesetzt (Abb. 4.2 A). Nichtsdestotrotz war die biologische 

Abb. 4.2: Pyrogene Aktivität von maskiertem Endotoxin. (A) Relative IL-6 Level der 

maskierten Probe in Bezug zur unmaskierten Kontrolle. Mittelwert der Relationen der 

einzelnen Konzentrationen. (B) IL-6 Ausschüttung in Abhängigkeit der LPS-

Konzentration, nicht maskierte Kontrolle (schwarze Balken) versus maskierte Probe 

(graue Balken). 104pg/ml LPS aus E. coli O113:H10:K wurden in den Maskierungspuffer 

1 (Tab. 3.1) gespiked. Nach der Inkubation für 48h bei 4-6°C wurde ein Monozyten-

Aktivierungstest durchgeführt. Die IL-6 Ausschüttung wurde mittels ELISA bestimmt. Die 

dargestellten Werte sind Mittelwerte und Standardabweichung aus drei unabhängigen 

Experimenten. 
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Aktivität nicht komplett verschwunden (Abb. 4.2 B). Setzte man dieselben, maskierten 

Proben bei niedrigeren Verdünnungen, also höheren Konzentrationen, ein, erreichte  

man Zytokinlevel, die wieder der Stimulation mit der nicht maskierten Kontrolle 

entsprachen. Letzteres zeigt sich in einer Verschiebung der LPS-Kurve auf der x-Achse. 

Bei einer 25-fach höheren Konzentration als im Assay üblich wurde hier eine starke 

pyrogene Reaktion gemessen. Dabei war die Kinetik der Reaktion, also die Kurvenform, 

identisch mit der der nichtmaskierten Kontrolle. In beiden Fällen hatte die Kurve eine S-

Form mit steilem Anstieg zu einem Plateau und einem kleinen dynamischen, linearen 

Bereich. Diese pyrogene Restaktivität impliziert eine potenzielle Reaktion in Patienten. 

 

4.3. Einfluss der Produktmatrix auf die Maskierung von Standard LPS 

 

Nach der erfolgreichen Identifikation von LER-Effekten und pyrogener Restaktivität in 

reinen Pufferzusammensetzungen blieb die Frage nach dem Einfluss tatsächlicher 

Produktformulierungen. Bisherige Veröffentlichungen zum Thema LER setzten den 

Fokus meist auf die Untersuchung dieser artifiziellen, idealisierten Puffersysteme 

74,76,103. Um den Einfluss der tatsächlichen Produktmatrix auf LER-Phänomene zu 

untersuchen, wurden, basierend auf den über den EPAR (European public assessment 

report) zugänglichen Produktinformationen, sechs zugelassene Produkte entsprechend 

Ihrer Pufferzusammensetzung für die Experimente ausgewählt. Die potentiell 

betroffenen Kandidaten stammten aus unterschiedlichen Produktklassen (Monoklonale 

Antikörper (Produkte A, B), proteinreiche Albumin-Präparationen (Produkte C, D), 

Impfstoffe (Produkt E) und ein rekombinant hergestelltes Protein (Produkt F). Sie sind 

in Tabelle 3.1 im Methodenkapitel aufgelistet. Um einen LER-Effekt in den ausgesuchten 

Produkten nachzuweisen, wurden Proben mit 104 pg/ml E. coli LPS gespiked und 

entsprechend des vorher beschriebenen Protokolls auf ihren Endotoxingehalt getestet 

(Abb. 4.3 A). Als Kriterium für die positive Identifizierung von LER in den jeweiligen 

Produkten galt auch hier wieder eine Aktivitätsminderung im BET von über 50%. Bei der 

Messung im kinetisch-chromogenen BET konnte ein starker LER-Effekt für Produkt B 

nachgewiesen werden. Die detektierte Restaktivität im BET lag bei knapp 9%. In allen 

anderen Produkten lag die LPS-Wiederfindung bei über 50%. Produkt A wies zwar eine 

leichte Reduktion der LAL-Aktivität auf etwa 70% auf, diese wurde entsprechend der 

Definition nicht als pharmakologisch relevanter LER eingestuft. Für Produkt C wurde 

konstant eine Wiederfindung von über 100% gemessen. Ein erhöhtes LAL-Signal kann 
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ein Hinweis auf die unspezifische Aktivierung der Enzymkaskade sein 77. Der Wert lag 

aber immer noch im zulässigen Rahmen für Messungenauigkeiten von 50 – 200% 120 

und könnte auch auf Konzentrationsänderungen beim Verdünnen zurückzuführen sein. 

Letzteres wäre auch eine mögliche Erklärung für die hohen Standardabweichungen bei 

den Messungen für die Produkte D und E. In beiden Fällen lagen die gemessen LAL-

Aktivitäten jedoch nahebei 100% und ein LER für diese Produkte wurde verworfen. 
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Abb. 4.3: Maskierungskapazität verschiedener zugelassener Produkte. 104 pg/ml LPS 

aus E. coli O113:H10:K wurden als Spike verwendet. Nach der Inkubation für 48h bei 4-

6°C wurden die Proben (A) mittels zweier unterschiedlicher BET-Methoden auf LER und 

(B) auf ihr immunstimulatorisches Potential im MAT untersucht. Die IL-6-Ausschüttung 

wurde mittels ELISA bestimmt. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte und 

Standardabweichung aus drei unabhängigen Experimenten. Zur statistischen Analyse 

wurde ein ungepaarter t-Test verwendet, *p < 0,0332; **p < 0,0021; ***p < 0,0002; ****p 

< 0,0001; ns - nicht signifikant.  

 

Um testspezifische Interferenzen der Produkte mit der BET-Methode, die eine 

Identifizierung von LER überlagern würden, auszuschließen und die beobachteten 

Effekte zu verifizieren, wurden die Proben außerdem in einer kinetisch-turbidimetrischen 

BET-Variante untersucht. Mit einer Maskierung von 83% konnte der LER-Effekt für 

Produkt B bestätigt werden. Wie zuvor auch war in Produkt B nur eine minimale 

Aktivitätsminderung auf etwa 80% zu messen. Im Vergleich zum kinetisch-chromogenen 

Ergebnis war ein ähnlicher Trend auch für Produkt D sichtbar. Aufgrund der hohen 

Standardabweichung in beiden Methoden und einer LPS-Wiederfindung von immer 

noch über 50% wurde diese Reduktion für Produkt D jedoch nicht als LER eingestuft. 

Für Produkt C war im kinetisch-turbidimetrischen LAL keine Verstärkung mehr zu 

beobachten und die LPS-Wiederfindung war vergleichbar mit der nicht maskierten 

Kontrollprobe, weswegen auch hier kein LER angenommen wurde. Im Gegensatz zu 

den Werten aus den kinetisch-chromogenen Messungen war die im kinetisch-

turbidimetrischen Test gemessene LAL-Aktivität für Produkt E deutlich reduziert. 

Tatsächlich wurde in diesem Fall nur knapp 46% der initialen Endotoxinkonzentration 

wiedergefunden. Zusammengenommen mit der hohen Messungenauigkeit aus dem 

kinetisch-chromogenen Test handelte es sich hierbei auch um ein LER-Phänomen. 

Schließlich konnte ein LER-Effekt auch für Produkt F nachgewiesen werden. Die 

Aktivitätsminderung war etwa so stark wie für Produkt E. Damit konnten LER-Effekte in 

unterschiedlichen Produktklassen und deren unterschiedlichen Pufferformulierungen 

(vgl. Tab 3.1) nachgewiesen werden. Eine Maskierung in den Proteinpräparationen 

konnte in dem gewählten Setup zwar nicht beobachtet werden, die Ähnlichkeit zwischen 

den Produktformulierungen der LER-positiven Proben bestätigt aber den beschriebenen 

Maskierungsmechanismus aus Chelator und Detergenz. 
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4.4. Pyrogene Aktivität von maskiertem LPS in biopharmazeutischen Produkten 

 

Die in Abbildung 4.2 dargestellten und andere bereits veröffentlichte Daten deuten 

darauf hin, dass maskiertes Endotoxin immer noch cytotoxisch sein kann 103. Um die 

biologische Aktivität der mit LPS gespikten Produkte zu erfassen, wurden die Proben im 

MAT getestet (Abb. 4.3 B). Die IL-6-Ausschüttung wurde, wie die LAL-Ergebnisse auch, 

in Bezug auf eine nicht maskierte Kontrolle angegeben.  

Alle Produkte A, C und D, die nicht positiv auf LER getestet wurden, zeigten auch im 

MAT keine besonderen Auffälligkeiten in Form eines verstärkten oder reduzierten 

Signals. Für Produkt C waren die gemessenen Zytokinkonzentrationen vergleichbar mit 

der Kontrollprobe. Die schwache Reduktion der LAL-Aktivität bei den Produkten A und 

D zeigte sich auch im MAT durch eine leicht verminderte Zytokinausschüttung auf 74 

bzw. 62% der nichtmaskierten Kontrolle. Im Gegensatz zu dieser starken Ähnlichkeit 

zwischen BET und MAT Ergebnis zeigten die Produkte B, E und F jedoch 

unterschiedliches Verhalten in beiden Methoden. Trotz LER in den Proben E und F 

zeigten beide intermediäre Aktivität im BET von immerhin noch 46% bzw. 34% (Abb. 4.3 

A) der nicht maskierten Kontrolle. Diese Aktivität war aber nicht prädiktiv für die 

gemessene pyrogene Aktivität. In beiden Fällen war die Zytokinausschüttung deutlich 

niedriger, 11% der nicht maskierten Probe für Produkt E, beziehungsweise 2% der nicht 

maskierten Probe für Produkt F (Abb. 4.3 B). Ein komplett gegensätzliches Muster 

wurde für Produkt B gemessen. Trotz ausgeprägter Maskierung im BET behielt das in 

dieser Matrix maskierte LPS seine volle pyrogene Aktivität und war in der Lage die 

Immunzellen im MAT in ähnlicher Stärke zu stimulieren wie die nicht maskierte Kontrolle. 

Als mögliche Erklärung für diese sehr unterschiedlichen Maskierungsmuster könnte 

man die direkte Interaktion zwischen Produktkomponenten und den verwendeten 

Testmethoden anführen. Eine unspezifische Reaktion durch aktive Substanzen in den 

Produkten könnte eine Verstärkung oder Reduktion des Signals hervorrufen. Um 

auszuschließen, dass Messinterferenzen der getesteten Formulierungen mit den 

Testmethoden zu einer falsch positiven oder negativen Identifizierung von LER-Effekten 

führen, wurden separate Spike-Kontrollen von unbehandelten Puffer- und 

Produktproben mitgeführt (Abb. 4.4 A und B). Kriterium für eine valide und 

interferenzfreie Messung war eine Wiederfindung dieses „hot“ Spikes zwischen 50 und 

200% in der jeweiligen Messmethode. Sowohl für BET als auch MAT lagen alle 

Spikewiederfindungen im validen Bereich. Alle beobachten Phänomene sind also auf 
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LPS-Matrix-Wechselwirkungen und alle Maskierungseffekte tatsächlich auf LER zurück 

zu führen.  

 

 

Abb. 4.4: Spike-Wiederhindung im BET (A) und MAT (B) von unbehandelten LER-

Proben. Die Grauzonen weisen auf eine ungültige Spike-Wiederfindung von unter 50 % 

und über 200 % hin. Getestete Verdünnungen 1:10, mit Ausnahme von Produkt B im 

MAT = 1:100. Man geht davon aus, dass alle höheren Verdünnungen ebenfalls eine 

valide Wiederfindung aufweisen. Die getesteten Verdünnungen lagen im Bereich von 

LER-Proben/Testverdünnungen oder sind niedriger. 
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4.5. Herstellung und Isolation der OMV Chargen 

 

Ein Argument gegen die Relevanz von LER-Effekten ist die Tatsache, dass viele Studien 

mit aufgereinigten Endotoxinpräparationen bzw. Standardendotoxinen durchgeführt 

werden und damit keine Bedeutung für natürlich vorkommende bakterielle 

Kontaminationen haben. Nach der Identifizierung von zugelassenen Produkten die LER 

zeigten, blieb also die Frage in welchem Maße die Quelle des Endotoxins das Auftreten 

und die Ausprägung von LER-Effekten beeinflusst. Zum Nachweis ob auch natürlich 

vorkommende Formen von Endotoxinen (NOE) von der Maskierung betroffen sind, 

wurden Vesikel der äußeren Bakterienmembran (OMV) für Spike-Experimente 

verwendet. OMVs werden von Gram-negativen Bakterien unter einer großen Bandbreite 

von Bedingungen produziert 19,20. LPS ist als einer der Hauptbestandteile der äußeren 

Bakterienhülle auch in den OMVs enthalten 121. Aus demselben Grund sind OMVs auch 

für die Impfstoffentwicklung interessant und werden bereits in zugelassenen Produkten 

als Wirkverstärker oder aktive Komponente eingesetzt 24,122. 

OMVs wurden nach dem in 3.2 beschriebenen Protokoll aus zwei verschieden 

Bakterienstämmen, Escherichia coli O113:H10:K0 und Porphyromonas gingivalis W83, 

isoliert. Das Besondere hierbei ist die Tatsache, dass der verwendete E. coli Stamm der 

gleiche Stamm ist, aus dem auch der Internationale E. coli-Endotoxinstandard isoliert 

wird. Die aufgereinigten OMVs wurden mittels Elektronenmikroskopie analysiert, um 

einen Überblick über Struktur, Größe und Verteilung der Partikel zubekommen. 

Außerdem wurde damit bestätigt, dass die Präparationen nicht mit intakten Bakterien 

und Debris (z.B. Flagellen) verunreinigt waren (Abb. 4.5). Im Allgemeinen wiesen die 

OMVs beider Stämme eine sphärische Struktur und relativ homogene Größenverteilung 

auf. Die gemessenen Durchmesser lagen im Einklang mit der Literatur und variierten 

zwischen 20 und 74 nm für E. coli beziehungsweise 49 und 164 nm für P. gingivalis 19.  

 

Tab. 4.1: Eigenschaften der OMV-Präparationen. Die Vesikelgröße wurde mit der iTem-

Software bestimmt. Der Endotoxingehalt wurde mittels EndoLISA und kinetisch- 

turbidimetrischem LAL bestimmt. 

Bakterienstamm Durchmesser [nm] Endotoxingehalt [pg/ml] 

Escherichia coli WHO 113 42 1,6 *109 

Porphyromonas gingivalis W83 79 2,25*108 

 



 

48 
 

 

Die Präparationen waren bis auf vereinzelte Membranfragmente frei von 

Kontaminationen. Der im BET bestimmte Endotoxingehalt der OMVs ist in Tabelle 4.1 

aufgelistet. Die Vesikel beider Stämme wurden basierend auf den quantifizierten LPS-

Werten als definierte Quelle von NOEs für die folgenden Experimente verwendet.  

 

 

Abb. 4.5: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Membranvesikel (OMVs) aus (A) 

Escherichia coli O113:H10:K und (B) Porphyromonas gingivalis W83. Die Proben der 

OMVs wurden mit Uranylacetat negativ kontrastiert. Die Bilder wurden mit einem Zeiss 

EM 109 T DPS-Elektronenmikroskop aufgenommen. 

 

4.6. Maskierung der OMVs unterschiedlicher bakterieller Herkunft 

 

Um die Frage zu beantworten, ob auch natürlich vorkommende Formen von Endotoxin 

von LER-Effekten betroffen sind, wurden die Matrixsysteme, bei denen ein LER-Effekt 

zu beobachten war, erneut in Kombination mit NOEs untersucht. Nach Inkubation für 

48h bei 4-6 °C wurde die Endotoxinwiederfindung im BET und die pyrogene Aktivität im 

MAT erfasst (Abb. 4.6). Zuerst wurden OMVs beider Bakterienspezies in dem Puffer aus 

Citrat und Polysorbat 20 untersucht. Die E. coli Vesikel zeigten ausgeprägte LER-Effekte 

mit stark reduzierter Wiederfindung des ursprünglichen LPS-Gehaltes. Die detektierbare 

Endotoxinaktivität lag bei unter 5%. Die geringe Aktivität im BET ging mit einer 

Verminderung der pyrogenen Wirkung im MAT auf ebenfalls circa 5% einher (Abb. 4.6 



 

49 
 

A). Auch die Vesikel aus P. gingivalis wurden in der Puffermatrix für den BET maskiert. 

Hier lag die Endotoxinwiederfindung bei nur 16%. Im Unterschied zu den E. coli OMVs 

war im MAT die pyrogene Aktivität der P. gingivalis Vesikel jedoch nicht beeinflusst. Die 

gemessene Zytokinausschüttung nach Stimulation mit den maskierten P. gingivalis 

OMVs entsprach der unmaskierten Kontrolle (Abb. 4.6 B).  

Bei Verwendung der Produkte B und F als Maskierungsmatrix zeigte sich ein ähnliches 

Bild. Im Gegensatz zur ausgeprägten Maskierung der E. coli Vesikel in der Puffermatrix 

waren diese weniger stark von den LER-Effekten in den Produkten betroffen (Abb. 4.6 

A). Für Produkt B wurde zwar eine stabile Minderung der LAL-Aktivität auf etwa 66% 

gemessen, aufgrund des Akzeptanzbereiches von 50 - 200% wurde diese Beobachtung 

aber vorerst nicht als pharmazeutischer relevanter LER eingestuft. Für Produkt F wurde 

keine Maskierung beobachtet und eine Wiederfindung von 100% gemessen. Wie zu 

erwarten zeigte sich die weniger stark ausgeprägte Maskierung aus den BET 

Messungen auch in den MAT-Ergebnissen. Im direkten Vergleich zwischen LAL und 

pyrogener Aktivität waren jedoch deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen 

Formulierungen zu erkennen. Die Wiederfindung des LPS-Spikes war im MAT, wie 

bereits oben geschildert (vgl. Abb. 4.2), für Puffer 1 ebenfalls um über 90% sehr stark 

reduziert. Für Produkt B war die Endotoxinwiederfindung tendenziell etwas höher als im 

BET, wenn auch statistisch nicht signifikant. Produkt F hingegen zeigte als Reaktion auf 

die Stimulation mit darin inkubierten OMVs sogar eine leicht reduzierte IL-6-

Ausschüttung. Aufgrund der an dieser Stelle zu berücksichtigenden hohen 

Standardabweichungen sollte man bei der Interpretation vorsichtig agieren.  

Für die OMVs von P. gingivalis waren die Unterschiede in der Maskierung zwischen 

Puffer- und Produktmatrix weniger stark ausgeprägt (Abb. 4.6 B). Bei den beiden 

Produkten B und F konnte durch die reduzierte Spikewiederfindung von nur 22% 

beziehungsweise 49% die Maskierung von NOEs bestätigt werden.  

Auch im Fall der komplexeren Zusammensetzungen der pharmazeutischen Produkte 

behielten die Vesikel ihre volle pyrogene Aktivität und führten zu einer 

Zytokinausschüttung, vergleichbar mit der der nicht maskierten Kontrolle. Auch wenn 

die Kombination Vesikel und Produkt B tendenziell sogar zu einer höheren 

Zytokinfreisetzung geführt hat, war diese Verstärkung aufgrund der hohen 

Standardabweichung nicht statistisch signifikant. Dieser bereits bei der Kombination von 

LPS-Produkt B und jetzt bei den P. gingivalis OMVs beobachtete Effekt, starke  
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Abb. 4.6: Einfluss von LER-Effekten auf die Wiederfindung von NOEs. OMVs von E. coli 

O113:H10:K wurden mit einer Konzentration von 104 pg/ml in 10 mM Natriumcitrat + 

0,05% Polysorbat 20 Puffer und Produkt B und F gespiked (A). OMVs von P. gingivalis 

W83 wurden mit einer Konzentration von 106 pg/ml in 10 mM Natriumcitrat + 0,05% 

Polysorbat 20 Puffer und Produkt B und F gespiked (B). Nach der Inkubation für 48h bei 

4-6 °C wurden die Proben mit dem EndoLISA (A - Puffer 1 und Produkt B) und kinetisch 

turbidimetrischen Test (A - Produkt F und B - alle Formulierungen) auf LER-Effekte und 

mit MAT auf ihr immunstimulierendes Potenzial hin untersucht. Die IL-6-Ausschüttung 

wurde mittels ELISA bestimmt. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte und 

Standardabweichungen aus drei unabhängigen Experimenten. Statistische Analysen 
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sind zweifaktorielle ANOVA Tests mit: *p < 0,0332; **p < 0,0021; ***p < 0,0002; ****p < 

0,0001; ns - nicht signifikant. 

 

Maskierung im BET bei gleichzeitig annähernd unveränderter Pyrogenität im MAT, ist 

aus regulatorischer Sicht das schlimmstmögliche Szenario, da es bei möglicherweise 

negativem BET zur Freigabe potenziell pyrogener Produkte kommen könnte. 

 

4.7. Einfluss kinetischer Parameter auf die Maskierung von NOEs 

 

Über die in dem für diese Arbeit gewählten Setup hinaus gibt es eine Reihe weiterer 

Faktoren, die die Maskierung beeinflussen können. Da es sich bei dem beschriebenen 

LER-Mechanismus um einen kinetisch getriebenen Prozess handelt, sind Temperatur 

und Zeit zwei bisher unberücksichtigte Parameter. Die Beobachtungen aus Abbildung 

4.3 und 4.6 zeigen, dass für Produkt F sowohl bei isoliertem LPS als auch beim Einsatz 

der OMVs die Maskierung im MAT ausgeprägter ausgefallen ist als im BET. Dies könnte 

durch die verlängerte Inkubationszeit bei einer höheren Temperatur im MAT Assay 

selbst hervorgerufen werden. Um diese Hypothese zu überprüfen, wurden erste 

Maskierungsexperimente mit einer initialen Inkubation für 48h bei RT durchgeführt. Als 

Spike wurden sowohl Standard-LPS aus E. coli O113:H10:K als auch OMVs aus diesem 

E. coli Stamm verwendet. Zusätzlich zu Produkt F wurde Produkt A für diese 

Experimente ausgewählt, da es bei Lagerung bei 4-6 °C keine Maskierung zeigte, 

aufgrund seiner Zusammensetzung aber LER-Effekte vermuten lässt. Produkt B wurde 

als zusätzliche Kontrolle ausgewählt, da hier eine starke Maskierung für das Standard-

LPS beobachtet wurde. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.7 dargestellt. Bei der 

Inkubation von E. coli LPS für 48h Stunden bei RT (Abb. 4.7 A) ist im Gegensatz zur 

Inkubation bei 4-6 °C auch in Produkt A ein pharmakologisch relevanter LER zu 

beobachten. Die Endotoxinwiederfindung betrug hier nur noch 49%. Trotz hoher 

Standardabweichung war die pyrogene Wirkung des LPS in Produkt A hier ebenfalls um 

ein vergleichbares Maß vermindert. Wie erwartet konnte die starke Maskierung von 

Standard-LPS in Produkt B bestätigt werden. Interessanterweise hatte die Erhöhung der 

Lagerungstemperatur auch drastische Auswirkungen auf die pyrogene Wirkung des in 

Produkt B gespikten Endotoxins. Im Gegensatz zur Lagerung im Kühlschrank war hier 

auch die IL-6-Ausschüttung auf ein Minimum reduziert. Gleiches gilt für die gemessenen 



 

52 
 

 

Abb. 4.7: Einfluss der Lagertemperatur auf die Maskierung von verschiedenen LPS 

Spezies. Verschiedene Produkte wurden mit (A) LPS aus E. coli O113:H10:K und (B) 

OMVs aus E. coli O113:H10:K bei einer Konzentration von 104 pg/ml gespiked und für 

48h bei RT inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Proben mit dem kinetisch 

turbidimetrischen BET auf LER-Effekte und mit dem MAT auf ihr immunstimulierendes 

Potenzial hin untersucht. Die IL-6-Ausschüttung wurde mittels ELISA bestimmt. Die 

dargestellten Werte sind Mittelwerte und Standardabweichung aus drei unabhängigen 

Experimenten. Statistische Analysen sind zweifaktorielle ANOVA Tests mit: *p < 0,0332; 

**p < 0,0021; ***p < 0,0002; ****p < 0,0001; ns - nicht signifikant.  
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Effekte in Produkt F. Wie vermutet konnte auch hier durch die erhöhte Temperatur die 

Maskierung im BET verstärkt werden, dies hatte aber ebenfalls eine starke Reduktion 

der IL-6-Ausschüttung zur Folge. Die Verwendung der E. coli OMVs (Abb. 4.7 B) als 

Spike zeigte, wie auch schon in Abbildung 4.6, den weniger starken Einfluss der Matrix 

auf die Maskierung von NOEs. Im Schnitt war die Endotoxinwiederfindung der OMVs im 

BET in allen Produkten höher als für Standardendotoxin. Mit 67 bzw. 52% für Produkt A 

und B, lag die Endotoxinwiederfindung zwar knapp außerhalb der LER-Definition, war 

für Produkt B aber deutlich niedriger als im Vergleich zur Maskierung bei 4-6 °C. Noch 

stärker ist der Unterschied für die Maskierung der OMVs in Produkt F. Im Gegensatz zu 

keinerlei Maskierung bei Lagerung im Kühlschrank (vgl. Abb. 4.6 A) war für die Lagerung 

bei RT eine Reduktion von 63% zu beobachten. Damit konnte auch für die E. coli NOEs 

ein pharmakologisch relevanter LER nachgewiesen werden. Darüber hinaus hatte die 

Erhöhung der Lagertemperatur auch einen weniger starken Einfluss auf die pyrogene 

Aktivität der OMVs in den jeweiligen Produkten. Mit Ausnahme der sehr niedrigen IL-6-

Ausschüttung für Produkt B war die Pyrogenität der OMVs in den Produkten B und F 

höher als die entsprechende LPS-Wiederfindung. Für Produkt F war diese sogar 

vergleichbar mit der nicht maskierten Kontrolle.  

 

Eine weitere Untersuchung der kinetischen Parameter wie Lagertemperatur, 

Lagerdauer und Probenvorbehandlung durch Vortexen (oder eine Kombination aus 

diesen) hat vor Ende dieser Arbeit nicht stattgefunden. Bis zu diesem Zeitpunkt ebenfalls 

nicht genauer untersucht wurde der Einfluss dieser Parameter auf die OMVs aus P. 

gingivalis.  
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5. Neue Detektionsmethoden für maskierte Endotoxine 

 

Zweiter Teil der Arbeit war der Versuch neue Testprinzipien zu identifizieren, die 

Endotoxine auch unter LER-Bedingungen detektieren und idealerweise auch 

quantifizieren können. Mit Hilfe der Fachliteratur wurden potenzielle Kandidaten und 

Bindungspartner für eine solche alternative Herangehensweise ausgewählt. Diese sind 

in Tabelle 5.1 aufgeführt.  

 

Tab. 5.1: Auflistung potenzieller Kandidaten für einen neuen Bindungsassay zur 

Erkennung von Endotoxin, inklusive Dissoziationskontante und der entsprechenden 

Bakterienspezies. 

Kandidat für 

Bindungsassay 

Dissoziation- 

konstante Kd 

LPS - 

Spezies 

Strukturdaten 

vorhanden 

Quellen 

BPI (Bactericidal/ 

permeability-increasing 

protein) 

3,75 nM  

(2,6-4,3nM) 

Salmonella 

minesota 

ja 50,51,73,123 

LBP (LPS-bindendes 

Protein) 

12 nM mehrere 

Spezies 

ja 124,125 

CAP18 0,58 nM Salmonella 

minesota 

ja 73,123,126  

Polymyxin B (PMB) 122-813 nM mehrere 

Spezies 

ja 73,127,128 

Aptamere 12-20 nM E. coli 055:B5 ja (Sequenzen) 129,130 

NTA-Cu-Komplex n.b. E. coli 055:B5 ja 131 

Lactoferrin 0,5 nM mehrere 

Spezies 

ja 132–134 

ENP/LALF (Endotoxin-

neutralisierendes 

Protein) 

≈ 6 nM Salmonella 

minesota / 

Lipid A 

ja 135 

Lysozym 10 nM mehrere 

Spezies 

ja 136 
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Tab. 5.1: Auflistung potenzieller Kandidaten für einen neuen Bindungsassay zur 

Erkennung von Endotoxin, inklusive Dissoziationskontante und der entsprechenden 

Bakterienspezies. (Fortsetzung) 

SAP (Serum Amyloid 

Protein) 

3,9 nM mehrere 

Spezies 

ja 123,137 

(high densitiy) 

Lipoproteine 

n.b. n.b. 
 

138,139 

 

5.1. Microscale Thermophorese (MST) 

 

Um geeignete Bindungspartner für eine Endotoxindetektion zu identifizieren, wurde 

Fluoreszenz-markiertes Endotoxin verwendet, um Bindungskurven von LPS an 

verschiedene Targets aufzunehmen (Abb. 5.1). Für die beiden Proteine BPI 

(bactericidal/permeability-increasing protein) und LBP (LPS bindendes Protein) konnte 

eine konzentrationsabhängige Änderung im Bindungsverhalten an LPS gemessen 

werden (Abb. 5.1 A und B). Für Polymyxin B und ein LPS-bindendes Aptamer hingegen 

war das Signal zu Rausch-Verhältnis zu klein, um eine Aussage über die Bindung an 

LPS machen zu können (Abb. 5.1 C und D). Obwohl die Bindungskurven für BPI und 

LBP bei hohen Ligandkonzentrationen noch keine Sättigung erreicht hatten, war die 

Signalintensität ausreichend, um beide Targets für die folgenden 

Detektionsexperimente zu verwenden. 

Hierfür wurde das Setup invertiert und die beiden Proteine über ein Amine-reaktives 

Labelingprotokoll mit einem roten Fluoreszenzfarbstoff markiert. Ergebnisse der 

Experimente für BPI und LBP sind in Abbildung 5.2 A und B dargestellt. Im Gegensatz 

zu den ersten Experimenten war hier die Signalintensität deutlich reduziert. Trotz der 

hohen Standardabweichung entsprach die Kurve der zu erwartenden S-Form. Die aus 

dem Fit, durch einen exponentiellen Abfall erster Ordnung ermittelte 

Dissoziationskonstante lag für beide Proteine mit ungefähr 20 nM in der richtigen 

Größenordnung (vgl. Tabelle 5.1). Aber gerade auf Grund der schlechten Datenlage 

sind diese Werte mit Vorsicht zu interpretieren, da deshalb auch die Qualität und 

Aussagekraft der Fitkurve nur sehr gering ist. 

Die anfänglich vielversprechenden Ergebnisse ließen sich jedoch nicht reproduzieren. 

Grund dafür war die Instabilität und Denaturierung der Proteine. Auch mit der 
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Anschaffung bereits vom Hersteller markierter Proteine waren die Experimente nicht mit 

den gleichen Resultaten zu wiederholen. Aufgrund der fehlenden Reproduzierbarkeit 

und der initial sehr schlechten Signalqualität wurden keine Maskierungsexperimente 

durchgeführt und die MST-Experimente eingestellt. 

 

 

 

Abb. 5.1: Identifikation geeigneter LPS-Bindungspartner mittels MST. Dosis-Antwort-

Kurven unterschiedlicher Ligand-LPS-Kombinationen (A) Bactericidal / Permeability 

Increasing Protein, (B) LPS bindendes Protein, (C) Polymyxin B und (D) ein LPS 

bindendes Aptamer. Alexa488 markiertes E. coli O55:B5 LPS von Thermo Fischer 

Scientific wurde mit einer Konzentration von 1 mM als Zielmolekül verwendet. Die 

dargestellten Messpunkte sind Mittelwerte aus mindestens zwei unabhängigen 

Experimenten. Die Fitkurve (schwarz) entspricht einem exponentiellen Abfall erster 

Ordnung.  
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Abb. 5.2: MST-Bindungsexperimente mit den zuvor Identifizierten Bindungskandidaten. 

Dosis-Antwort-Kurven unterschiedlicher Ligand-LPS-Kombinationen (A) BPI, (B) LBP, 

(C) denaturiertes BPI und (D) im Handel erworbenes BPI. BPI und LPS wurden mit 

einem roten aminreaktiven Farbstoff markiert. Das im Handel erworbene Protein wurde 

mit einem roten Cy5 Fluorophor markiert. Die dargestellten Messpunkte sind Mittelwerte 

aus mindestens zwei unabhängigen Experimenten. Die Fitkurve (schwarz) entspricht 

einem exponentiellen Abfall erster Ordnung  

 

5.2. Oberflächenplasmonenresonanzspektroskopie 

 

Zur Etablierung eines Testsystems zur Erkennung von LPS-Ligand-Interaktionen mittels 

SPR-Spektroskopie wurde Polymyxin B (PMB) als Ligand ausgewählt. Nach 

erfolgreicher Immobilisierung von PMB auf einem dextranfunktionalisierten Goldchip 
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wurde zuerst ein Regenerationsprotokoll für die Oberfläche ermittelt (Abb. 5.3 A, B). Bei 

einer festen Ligandkonzentration wurden Konzentration und Einwirkdauer 

verschiedener in der Literatur 140,141 (Tab. 5.2) verwendeter Lösungsmittel getestet.  
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Abb. 5.3: Überprüfung verschiedener Regenerationsprotokolle für die PMB beschichtete 

Oberfläche 

 

Tab. 5.2: Übersicht der verschieden Regenerationsprotokolle 

 Lösungsmittel / Konzentation Zeit [s] Flussrate [µl/min] 

A Natriumhydroxid / 10 mM 10 50 

B Deoxycholsäure Natriumsalz / 1% 10 50 

C Natriumhydroxid / 1 mM 10 50 

D Deoxycholsäure Natriumsalz / 1% 60 50 

E Deoxycholsäure Natriumsalz / 2% 10 50 
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Für eine optimale Regeneration sollten Basisline und Probensignal möglichst stabil sein. 

Das Standardregenerationsprotokoll mit 10 mM NaOH für 10 s bei einer Flussrate von 

50 µl/min führte zu einer konstanten Basislinie, über 5 Zyklen war aber eine starke 

Abnahme des Probensignals zu beobachten. Letzteres sprach für einen Abbau der 

Oberflächenbeschichtung und damit für eine zu aggressive Regenerationslösung. Der 

Anstieg der Basisline bei gleichzeitiger Abnahme des Probensignals spricht für eine 

unzureichende Regeneration und die Akkumulation des Liganden auf der Oberfläche. 

Dies war bei allen anderen getesteten Protokollen der Fall. Lediglich für die 2%ige DOC 

Lösung waren Basislinie und Probensignal stabil genug, um von ausreichend 

schonender Regeneration der Oberfläche auszugehen. Zur weiteren Kontrolle wurde 

anschließend über einen Zeitraum von 20 Zyklen bei fester Ligandkonzentration die 

Stabilität der Funktionalisierung überprüft. Nach fünf Zyklen begann die Signalintensität 

abzunehmen, lag nach 20 Zyklen aber im immer noch über 50% (Abb. 5.4) und wurde 

damit als stabil genug erachtet, um Bindungsexperimente durchzuführen.  
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Abb. 5.4: Überprüfung der Oberflächenstabilität unter dem Regenerationsprotokoll E: 

2% Deoxycholsäure Natriumsalz für 10 s bei 50 µl/min. 

 

In Abbildung 5.5 ist ein Sensorgramm für die Bindung von LPS aus E. coli an die mit 

PMB funktionalisierte Oberflache dargestellt. Für den Konzentrationsbereich zwischen 

0,25 und 2500 nM konnte ein Dosis-abhängiger Anstieg des Signals beobachtet werden. 

Je höher die Konzentration der injizierten LPS-Testlösung (Pfeile Abb. 5.5), desto größer 

das Signal im Sensorgramm. 
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Abb. 5.5: Sensorgramm der Bindung von E. coli O113:H10:K LPS an PMB beschichtete 

Oberfläche für die Konzentrationen 0,25 nM, 2,5 nM, 25 nM, 250 nM und 2500 nM. 

Messprotokoll mit 120 s Kontaktzeit, 30 µl/min Flussrate, 600 s Dissoziationszeit und 

ohne Regeneration. Die Pfeile zeigen die Injektion der Testlösung in steigender 

Konzentration in die Flowzelle an. 

 

Fügte man dem Messprotokoll die Oberflächenregeneration hinzu, nahm die 

Signalintensität ab, da der Analyt nicht mehr auf der Oberfläche akkumuliert (Abb. 5.6 

A). Dies führte zu einer Reduktion von etwa 200 Relativen Einheiten (RU) beim ersten 

Bindungstest (Abb. 5.5) auf nur etwa 30 RU bei maximaler Endotoxinkonzentration (Abb. 

5.6 A, rot) in den darauffolgenden Experimenten. Auch hier war ein Dosis-abhängiger 

Signalanstieg zu erkennen, der aber viel schwächer war. Ein deutlicher Unterschied 

zwischen den einzelnen Konzentrationen war erst ab 25 nM zu erkennen. 

Um festzustellen ob auch eine Detektion von maskiertem Endotoxin mittels der PMB 

funktionalisierten Oberfläche möglich ist, wurden zusätzlich dieselben Konzentrationen 

aus einer Stammlösung maskierten Endotoxins mit 2500 nM hergestellt und nach 

demselben Protokoll getestet (Abb. 5.6 A, blau). Im direkten Vergleich zwischen 

maskiertem und nicht maskiertem Endotoxin zeigte sich, dass der verwendete  
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Abb 5.6: Sensorgramme für die Bindung von LPS unter Maskierungsbedingungen. (A) 

E. coli O113:H10:K LPS, 0,25 nM, 2,5 nM, 25 nM, 250 nM und 2500 nM (von links nach 

rechts), und (B) E. coli O113:H10:K LPS 2500 nM, 1250 nM, 625 nM, 312,5 nM und 

156,25 nM (von links nach rechts), in LRW (rot) und Maskierungspuffer (NaCitrat und 

Polysorbate 20, blau). Das Signal von Maskierungspuffer ohne LPS (schwarz). 

Messprotokoll mit 120 s Kontaktzeit, 30µl/min Flussrate, 600 s Dissoziationszeit und mit 

Regeneration. Regenrationsprotokoll: Deoxycholsäure Natriumsalz / 2%, 10 s, 50 

µl/min. 

 

Maskierungspuffer mit der Messung interferiert. Im niedrigen Konzentrationsbereich gab 

es keinen Unterschied zwischen maskierter und nicht maskierter Probe. Ab 250 nM kam 

es jedoch zu einem Abfall in der Signalintensität, der bei maximaler Pufferkonzentration 

in den negativen Bereich ausschlug, was darauf hindeutete, dass sich der Einfluss des 

Puffers herausverdünnt hatte. Um auszuschließen, dass das maskierte LPS selbst für 

diese Reduktion verantwortlich ist, wurde der Puffer unverdünnt und ohne Endotoxin in 

die Flowzelle gegeben. Es wurde das gleiche negative Signal gemessen (Abb. 5.6 A, 

schwarz). Um die konzentrationsabhängigen Interferenzen des Maskierungspuffers zu 

bestätigen, wurde das Experiment aus Abbildung 5.6 A wiederholt. Das entsprechende 

Sensorgramm ist in Abbildung 5.6 B dargestellt. Ausgehend von 2500 nM wurde in einer 

1:2-Verdünnungsreihe eine nicht maskierte LPS-Probe (rot), eine maskierte LPS-Probe 

(blau) und zusätzlich eine identisch verdünnte Pufferlösung ohne LPS (schwarz) 

getestet. Die Proben wurden im Unterschied zu A jedoch in absteigender Konzentration 

in die Flowzelle injiziert. Die durch den Puffer hervorgerufenen Artefakte sind in hohen 

Konzentrationen identisch zu den Signalen der maskierten LPS-Proben und nehmen mit 

zunehmender Verdünnungsstufe ab. Darüber hinaus hatte sich in diesem Experiment 

jedoch die Signalform für das nicht maskierte Endotoxin verändert. Im Vergleich zum 

ersten Experiment (vgl. Abb. 5.6 A) war hier anstelle eines positiven Signals ein 

negativer Ausschlag zu messen. Letzteres spricht für eine weitere Degradation der 

Oberfläche. Aus diesen Gründen wurden die SPR-Experimente im Zusammenhang mit 

der LER-Problematik eingestellt. 
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6. Diskussion 

 

Die vorgelegte Arbeit beschäftigt sich mit dem LER-Effekt, einem Phänomen, das die 

sichere Detektion von Endotoxinen in Arzneimitteln mit den klassischen Methoden 

erschwert. Die erzielten Ergebnisse zeigen die Vorteile und Limitationen des MAT und 

möglicher Alternativen auf. Diese Arbeit wurde im Paul-Ehrlich-Institut (PEI) 

durchgeführt, das als Bundesoberbehörde für die Zulassung von biologischen 

Arzneimitteln zuständig ist.  

Das PEI ist mit dem Bundesministerium für Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM) 

eine von zwei Behörden in Deutschland, die im Geschäftsbereich des 

Bundesministeriums für Gesundheit (BMG) für Arzneimittelsicherheit verantwortlich 

sind. Das Paul-Ehrlich-Institut prüft und bewertet Nutzen und Risiko biomedizinischer 

Human-Arzneimittel und immunologischer Tier-Arzneimittel im Rahmen der klinischen 

Entwicklung, Zulassung und danach. Die Aufgaben des PEI umfassen dabei die 

Genehmigung klinischer Studien, die Erfassung und Bewertung möglicher 

Nebenwirkungen (Pharmakovigilanz), die Staatliche Chargenprüfung, wissenschaftliche 

Beratungen und regulatorische Inspektionen. Für dieses vielfältige Aufgabengebiet ist 

eine eigene experimentelle Forschung von entscheidender Bedeutung. 

Forschungsschwerpunkte liegen in den Bereichen regulatorische und innovative 

Produktprüfung, Pathogen-Wirt Interaktion, Biomedizin und Organismus sowie der 

Entwicklung experimenteller Impfstoffe, Therapien und Diagnostika 142. Darüber hinaus 

erfüllt das PEI eine Reihe von Aufgaben auf europäischer und internationaler Ebene bei 

der Gestaltung internationaler Richtlinien und Gesetze (z.B. Europäische 

Arzneimittelagentur (European Medicines Agency, EMA), Europäisches Direktorat für 

die Qualität von Arzneimitteln (European Directorate for the Quality of Medicines, 

EDQM)) 143. Aus der engen internationalen Zusammenarbeit mit anderen 

regulatorischen Behörden (z.B. Food and Drug Administration (FDA), USA) ergibt sich 

aber auch die Verantwortung des PEI auf international angeregte Veränderungen zu 

reagieren und zu prüfen, ob diese auf europäischer Ebene (EMA, EDQM) bzw. 

nationaler Ebene (BMG, PEI, BfArM) implementiert werden sollten. Ein Beispiel hierfür 

ist gerade die Debatte rund um den LER-Effekt und seine Bedeutung für die 

Arzneimittelsicherheit. Die FDA kürzlich einen technischen Bericht zum Thema LER 

veröffentlicht. Auch wenn nicht Teil kompendialer Endotoxintestmethoden stellt dieser 

eine Informations- und Orientierungsquelle dar, einschließlich wissenschaftlicher 
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Erkenntnisse über Mechanismen, klinischer Relevanz sowie empfohlenen Strategien 

zur Analyse und Minderung von Endotoxinmaskierung 144. Diese Arbeit leistet damit 

einen Beitrag zur regulatorischen Bewertung der Testsysteme rund um das LER-

Phänomen. 

 

6.1. Low Endotoxin Recovery 

 

Durch geringe Wachstumsanforderungen können viele Gram-negative 

Bakterienspezies in sehr vielen unterschiedlichen Umgebungen wachsen. In der Regel 

bevorzugen diese Spezies aufgrund ihrer Lipidhülle eine feuchte Umgebung, die sie vor 

dem Austrocknen schützt. Das ubiquitäre Vorkommen der Bakterien zusammen mit der 

chemischen Stabilität und dem außerordentlich hohen immunstimulatorischen Potential 

des LPS (Endotoxin) 6,37,141 erfordern stringente Qualitätskontrollen von Arzneimitteln, 

um eine Kontamination und die damit verbundene systemische inflammatorische 

Reaktion im Menschen zu vermeiden. Eine verlässliche Detektion des LPS Gehalts ist 

daher für die pharmazeutische Industrie unumgänglich. Bekannterweise wurde 

zunächst der Pyrogentest im Kaninchen etabliert. Die Korrelation der Fieberreaktion im 

Tier mit der potenziellen inflammatorischen Nebenwirkungsreaktion im Menschen 

erschien damit greifbar. Erst in jüngster Zeit zeichnet sich ein verstärkter Trend zum 

Wechsel zum in vitro Nachweis von Endotoxinen und von Pyrogenen ab. Er ist bedingt 

durch Praktikabilitätsüberlegungen im Rahmen von verschlankten Prozessen in der 

Herstellung, durch eine veränderte Tierschutzgesetzgebung in der EU und durch die 

langjährige Erfahrung mit dem BET, der zunächst für in-Prozess Kontrollen verwendet 

wurde und mit den Pyrogenitätstestergebnissen korreliert werden konnte. Für viele 

Produkte konnte in der Folge die Umstellung auf die BET-Kontrolle statt des 

Tierversuchs erreicht werden.  

Im Vergleich zum traditionellen Kaninchenpyrogentest sind BET-Methoden wegen ihrer 

hohen Spezifität, Präzision, Sensitivität und Praktikabilität und aufgrund von 

Tierschutzbestrebungen (3R) oft das Mittel der Wahl 65,145. Trotzdem gibt es bekannte 

Beeinträchtigungen, wie die Anfälligkeit für produktspezifische Interferenzen 146–149 Ein 

solches produktspezifisches Phänomen ist der Low Endotoxin Recovery Effekt (LER). 

Wie bereits dargestellt, kommt es beim LER aufgrund einer speziellen 

Zusammensetzung der Produktmatrix, bestehend aus Chelator und Detergenz, zu einer 
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verminderten LPS-Wiederfindung in den entsprechenden BET-Tests (Abb. 4.1 A). Es 

stellte sich heraus, dass Standard-Pufferlösungen aus der Pharmaindustrie (vgl. Kapitel 

3.1, Tab. 3.1) die detektierbare Endotoxinmenge von LPS aus E. coli um mehr als 90% 

bzw. 80% in Puffer 1 bzw. Puffer 2 reduzierten. Dass dabei die Maskierungskapazität 

des Polysorbat 80 Puffers niedriger war deckt sich mit Literatur 107. Dieser Verlust der 

Sensitivität birgt daher die Gefahr falsch negativer Testresultate und damit ein Risiko für 

den Patienten. Da das Risiko eines LER-Effekts bei biologischen Arzneimitteln höher 

ist, ist grundsätzlich zu erwarten, dass diese Messungenauigkeiten zunehmend häufiger 

auftreten. Man kann anführen, dass eine steigende Falschnegativrate, die durch den 

LER verursacht wäre und nicht erkannt würde, zu einer entsprechend hohe Anzahl an 

„LER-assoziierten“ Pharmakovigilanzmeldungen führen könnte. Dies zeichnet sich 

momentan in der Praxis allerdings nicht ab und könnte aufgrund des bekannten 

„Underreportings“ in der Pharmakovigilanz grundsätzlich übersehen werden. Vieles 

spricht allerdings eher für die Effektivität der in der Industrie vorgeschriebenen 

Sicherheitsmaßnahmen, d.h. die Kombination unterschiedlicher Tests, z.B. BET mit 

RPT oder BET mit MAT. Der zusätzliche Nutzen der MAT Methode ergibt sich auch aus 

den oben dargestellten Ergebnissen. In Abbildung 4.2 B ist deutlich eine, wenn auch 

reduzierte, pyrogene Restaktivität von maskiertem Endotoxin zu erkennen. Rein auf 

Basis eines LAL Test wären diese Proben jedoch als negativ einzustufen gewesen.  

Gleiches gilt für die Daten aus den Maskierungsexperimenten der verschiedenen 

Produkte (Abb. 4.3). In einem realen Chargentestungsszenario wäre Produkt B im BET 

als nicht-pyrogen eingestuft worden und nur in Kombination mit dem MAT wäre die 

pyrogene Aktivität aufgefallen. Letzteres gilt auch für die Daten aus den NOE 

Experimenten (Abb. 4.6). Hier hätten „reale“ Proben von der Ergänzung des BET, als 

Endotoxintest, mit dem MAT als Pyrogentest profitiert. Auch wenn der Fokus dieser 

Arbeit auf LPS liegt, zeigt sich der Nutzen des MAT nicht nur im Zusammenhang mit 

LER-Effekten, sondern auch in der Industrie bei der Erkennung von nicht 

Endotoxinpyrogenen (NEP) 150–152. Eine Reihe von Fallstudien über unerwünschte 

Arzneimittelwirkungen (adverse drug reaction, ADR) 153,154, bei denen sowohl RPT als 

auch BET bei der Erkennung der pyrogenen Aktivität versagten, die mit Hilfe des MAT 

jedoch auf NEPs zurückzuführen waren, unterstreicht die Bedeutung des MATs als 

zusätzlichem Sicherheitstest. 

Darüber hinaus ist das Zurückführen eventueller Nebenwirkungen auf das LER-

Phänomen aufgrund ähnlicher Symptomatik bei Infekten, Impfreaktionen oder 
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Grunderkrankungen, die mit Entzündungen einhergehen, schwierig. Vor diesem 

Hintergrund sollte der LER-Effekt, der häufig als Messartefakt betrachtet wird, 108,109 

jedoch nicht unterschätzt werden. Dem entgegengehalten wird bisweilen die Tatsache, 

dass sich die LER-Problematik nicht auf eine bestimmte BET-Variante beschränkt, 

sondern sich auf verschiedene BET-Testsysteme erstreckt, wie z.B. Lysat-basierte und 

rekombinante Verfahren, in denen er mit vergleichbarer Intensität auftrat, wie dieses 

auch in der vorliegenden Arbeit beobachtet werden konnte (Abb. 4.1 D). Im 

Umkehrschluss lässt sich das Problem nicht durch die Verwendung eines alternativen 

LAL-Testsystems lösen, sondern betrifft die komplette Palette der BET. Die Suche nach 

neuen Nachweissystemen muss daher auch auf neue technologische Prinzipien 

zurückgreifen. In dieser Arbeit wurden zwei neuartige Detektionsmethoden, Microscale 

Thermophorese und Oberflächenresonanzspektroskopie, erprobt. Beide Ansätze und 

deren Resultate werden in Abschnitt 6.2 genauer diskutiert. 

Ein interessantes Ergebnis ist auch, dass die Ausprägung des LER-Phänomens 

abhängig von der LPS Variante und seiner chemischen Struktur ist (Abb. 4.1 C und D). 

Die gemessene Maskierungskapazität im GelClot ist für LPS aus P. gingivalis wesentlich 

größer als die für E. coli. Da dieser Unterschied bei Messungen im kinetisch 

turbidimetrischen BET jedoch weniger stark ausgeprägt war müssen hier die 

unterschiedlichen Empfindlichkeiten des GelClot Lysats für die unterschiedlichen LPS 

Varianten und die semiquantitative Auswertung des GelClot berücksichtigt werden. 

Deutlicher war der Unterschied jedoch für die Maskierung in Puffer 2. Hier lag die 

Reduktion der BET-Aktivität für das P. gingivalis Endotoxin, im Vergleich zu E. coli, nicht 

mehr im pharmakologisch relevanten Bereich für LER-Effekte. Trotzdem bestätigen 

diese Ergebnisse zwei wichtige Eigenschaften und Einflussfaktoren für das Auftreten 

von LER-Effekten. Auf der einen Seite die Abhängigkeit von der biologischen Herkunft 

verschiedener Endotoxine 155 und auf der anderen Seite die Abhängigkeit von der 

Testmatrix selbst 74,108,156. 

Anzumerken wäre an dieser Stelle auch, dass die Immunogenität und Pyrogenität der 

LPS Spezies zwar unterschiedlich ausfällt, dass aber der fehlende Nachweis von LPS 

über die Pyrogenitätsproblematik hinaus auch als Qualitätskriterium für den 

Herstellungsprozess herangezogen werden kann. Um eine gleichbleibende Qualität und 

Wirksamkeit der Arzneimittel zu gewährleisten sollte ein negativer Endotoxinnachweis 

daher idealerweise konstant bleiben. Im Englischen wird dies im Zusammenhang mit 

biologischen Arzneimitteln und deren Chargenprüfung als consistency bezeichnet.  
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Für das Auftreten eventueller Nebenwirkungen ist natürlich nicht nur die fehlende 

Sensitivität eines Tests, sondern auch die tatsächliche, pyrogene Aktivität des 

Endotoxins entscheidend. Da es sich beim BET aber um einen Endotoxinnachweis und 

damit nicht um einen vollwertigen Pyrogentest handelt, kann die Frage nach dem 

inflammatorischen Potential mit seiner Anwendung nicht beantwortet werden. Deshalb 

wurden in dieser Arbeit maskierte LPS Proben auch im MAT untersucht (Abb. 4.2). Zwar 

war auch hier eine deutliche Reduzierung der pyrogenen Aktivität von maskiertem LPS 

im Vergleich zur nicht maskierten Kontrolle zu beobachten, aber die pyrogene Wirkung 

war nicht komplett verschwunden. Bei entsprechend hohen Konzentrationen an 

maskiertem Endotoxin, hier die 25-fache Menge im Vergleich zur nichtmaskierten 

Kontrolle, war die induzierte Zytokinausschüttung genauso groß wie bei der Stimulation 

mit nicht komplexiertem LPS. Dieses Ergebnis bestätigt die Beobachtungen in bereits 

veröffentlichten Daten 103, und spricht dafür, dass durch den LER-Effekt in Arzneimitteln 

maskiertes Endotoxin in Patienten zu einer Reaktion führen könnte. Letzteres wird auch 

durch bereits veröffentlichte, vergleichende Studien untermauert, die eine starke 

Korrelation zwischen RPT und MAT 79,81,84,86,87,157, bzw. der Fieberreaktion in Kaninchen 

und Menschen 158, beschreiben. Zur Fortsetzung dieser Arbeit und zur Bestätigung des 

beobachteten immunstimulatorischen Potentials von maskiertem Endotoxin könnten 

demnach RPT Experimente herangezogen werden. 

Zusätzlich wurden in dieser Arbeit Maskierungseffekte auch in zugelassen Produkten 

nachgewiesen (Abb. 4.3 A). Im Vergleich zu den Pufferlösungen, wurde bei den 

getesteten Produkten eine starke Abhängigkeit von der tatsächlichen 

Produktzusammensetzung beobachtet. Erstens zeigten Produkte aus derselben 

Produktklasse (Produkt A und B) mit ähnlicher Zusammensetzung ein konträres 

Maskierungsverhalten. Zweitens wiesen Produkte, die aufgrund eines hohen 

Proteingehaltes durch LPS-Protein-Interaktion LER-ähnliches Verhalten erwarten 

lassen, keinerlei Maskierungseffekte auf. Dieser Umstand erschwert es, die Ursachen 

für LER-Effekte zu definieren und zu verallgemeinern, sowie Vorhersagen allein auf der 

Basis der verwendeten Pufferlösung zu treffen.  

Noch komplexer erscheint auf dem Hintergrund der erhobenen Daten eine Aussage 

über die Pyrogenität von in den Produkten maskiertem LPS mit den heute eingesetzten 

Methoden (Abb. 4.3 B). Auch hier wurde die Abhängigkeit von der Produktmatrix 

deutlich. Neben der klassischen und erwarteten Übereinstimmung zwischen BET und 

MAT für nicht, oder nur schwach maskiertes LPS (Produkte A, C und D) waren auch 
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große Unterschiede zwischen den beiden Tests zu beobachten. Besonders gravierend 

war dieser Unterschied für Produkt B. Bei stark ausgeprägter Maskierung im BET war 

im MAT kein Unterschied in der Pyrogenität zwischen der nicht maskierten Kontrolle und 

dem in Produkt B gespikten Endotoxin nachweisbar. Zwar ist die systematische 

Untersuchung neuer Produkte auf LER-Effekte von den Zulassungsbehörden 

(FDA/EMA) gefordert, dies gilt aber nicht für bereits zugelassene Produkte 144. Die 

Ergebnisse bekräftigen aber die Vermutung, dass das maskierte Endotoxin bei 

Patienten pyrogene Reaktionen hervorrufen könnte. Ob es dafür eine besondere 

Prädisposition bei den Patienten geben könnte, lässt sich heute nicht beantworten; 

allerdings sind Patienten mit starken inflammatorischen Reaktionen auf z.B. Impfungen 

beschrieben 159–161. 

Die Überlegung, dass das LPS im Körper demaskiert werden könnte, wird in der 

Literatur zu LER verworfen, weil einige Studien 108,109 den LER-Effekt als ein Artefakt 

beschreiben, das nur in Zusammenhang mit künstlichen Puffersystemen und hoch 

aufgereinigtem LPS-Standard-Präparationen auftritt und damit keine Bedeutung für 

natürlich auftretende Kontaminationen (NOE) hat. Da es jedoch keine einheitliche 

Definition für diese natürlichen Kontaminationen gibt, und auch die Standard-

Endotoxinpräparationen nicht zwangsläufig aus der gleichen bakteriellen Spezies 

stammen, ist es nicht verwunderlich, dass der Einfluss von Quelle und 

Herstellungsprozess auf LER-Effekte immer noch stark diskutiert wird 76,162,163. In dieser 

Arbeit wurden Membranvesikel (OMV) verschiedener Bakterienspezies als 

Modellsystem für natürlich vorkommende Endotoxine (NOE) verwendet (Abb. 4.5). Als 

Ursprungsorganismus wurde E. coli O113 verwendet, weil daraus der WHO LPS 

Standard hergestellt wird und P. gingivalis W83, weil das LPS eine alternative 

chemische Struktur besitzt, die als weniger inflammatorisch gilt (siehe zur Erläuterung 

auch Abschnitt 1.1.1). So konnte der Einfluss von künstlichen Maskierungssystemen, 

isolierten Pufferlösungen und zugelassenen Produkte, auch für NOE untersucht werden. 

Von Bedeutung ist, dass LER-Effekte für alle OMVs ungeachtet der bakteriellen Spezies 

nachweisbar waren (Abb. 4.6 A und B, BET). Auch hier konnte die Abhängigkeit der 

LER-Phänomene von der Komplexität der untersuchten Testmatrix dargestellt werden. 

OMVs beider verwendeter Spezies wurden stärker in den Pufferlösungen als in den 

Produkten selbst maskiert. Basierend auf dem beschriebenen zweistufigen 

Mechanismus ist es möglich, dass die chemische Gleichgewichtsreaktion, die die 

Maskierung verursacht, 106 in dem isolierten System der Puffer besser funktioniert, da 
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es keine kompetitiven Reaktionen mit anderen Matrixkomponenten gibt. Denkbar wäre, 

dass die beabsichtigte Pufferwirkung, Verhinderung der Aggregatbildung, mit der 

Maskierungsreaktion konkurriert oder Kreuzreaktionen mit anderen 

Produktkomponenten zum LPS die Maskierung beeinflussen. 

Interessanterweise war dieser Effekt für Vesikel aus E. coli deutlicher ausgeprägt als für 

Vesikel aus P. gingivalis, was wiederum dafür spricht, dass die Maskierung nicht nur 

durch die Zusammensetzung der Matrix, sondern auch durch wechselseitige 

Interaktionen mit der Struktur beeinflusst wird, die natürlich abhängig vom Spezies-

spezifischen LPS-Syntheseweg und der jeweiligen posttranslationalen Modifikation ist. 

Dieser Befund zeigte sich auch im Vergleich der NOE Daten mit denen der 

aufgereinigten Standard-LPS-Präparationen. OMVs aus E. coli O113 wurden im Puffer 

wesentlich stärker maskiert als in Produkt B und F. Die beobachtete starke Maskierung 

des Standard-LPS war bei Einsatz der OMVs nicht nachweisbar, da lediglich eine 

Reduktion, aber kein pharmazeutisch relevanter LER beobachtet wurde. Eine 

Maskierung von NOEs konnte aber für die OMVs aus P. gingivalis in allen Produkten 

bestätigt werden. 

Vor dem Hintergrund, der in Abbildung 4.6 dargestellten Daten, kommt ein weiterer 

Umstand hinzu der die LER-Problematik zusätzlich komplizierter macht. Das für diese 

Arbeit gewählte Maskierungssetup basierte auf prüfungsbegleitenden Überlegungen bei 

denen der LER-Effekt vornehmlich zwischen Eintreffen der Probe in der Chargentestung 

und der eigentlichen Durchführung der Chargentestung auftritt. Hierbei wurden die 

kinetischen Parameter, Temperatur und Zeit, der beschriebenen Maskierungsreaktion 

weniger stark berücksichtig. Die Überlegung einige Proben auch in einem Setup mit 

höherer Temperatur zu untersuchen ergab sich aus Beobachtungen, bei denen die 

Endotoxinwiederfindung im MAT niedriger war als im BET. Die höhere Temperatur im 

MAT selbst könnte eine Erklärung für die eine Fortsetzung der LER-Phänomene bei 

nicht ausgeschöpften Maskierungspotential sein. In allen Maskierungssystemen konnte 

die Abhängigkeit von der Lagertemperatur durch Experimente mit der Inkubation bei RT 

anstatt im Kühlschrank bestätigt werden (Abb. 4.7). Bei allen Produkten mit stark 

ausgeprägter Maskierung bei 4-6°C war diese ebenfalls bei RT zu beobachten. 

Interessanterweise verstärkte die erhöhte Temperatur auch die im MAT gemessene 

Reduktion der Endotoxinwiederfindung. Für Produkt B konnte die starke pyrogene 

Restaktivität bei RT nicht beobachtet werden. Produkt F zeigte ebenfalls starke 

Maskierung in beiden Methoden. Darüber hinaus konnte jedoch in allen Fällen in denen 
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bei der Lagerung bei 4-6°C keine oder nur schwache Maskierung gemessen wurde, 

nach der Lagerung bei RT eine stärke Reduktion der LPS Aktivität verzeichnet werden. 

Dies gilt besonders für die OMVs aus E. coli und führte dazu, das LER-Effekte auch für 

dieses NOE in Produkten bestätigt werden konnten, die bisher nicht positiv auf LER 

getestet wurden. Die Problematik der überlegten Wahl der Parameter für eine LER-

Studie wird durch diese Daten untermauert. Als Konsequenz geht aus dem PDA Bericht 

zum Thema LER hervor, dass sich die Parameter zum Aufsetzen einer 

produktspezifischen Studie an den Prozess und Produktionsparametern des selbigen 

orientieren sollen 144. 

Zusammengenommen bestätigen die Daten die Komplexität der durch die LER-

Problematik verursachten Zweifel an der Messgenauigkeit und Verlässlichkeit der 

klassischen BET-Methoden. Sie unterstützen auch die These, die in aktuellen 

Publikationen dargelegt wurde, dass die NOE-Detektion ebenfalls von den bekannten 

Maskierungsbedingungen beeinflusst werden kann 76,103. Letzteres bedeutet aber auch, 

dass die LAL basierte Endotoxintestung von einer Neubewertung der verwendeten 

Endotoxinstandards profitieren würde. Neben der oben beschrieben Korrelation 

zwischen RPT und MAT, musste für die Etablierung von BET und MAT als Ersatz für 

den RPT zwangsläufig auch die Vergleichbarkeit zwischen RPT und BET 164 und MAT 

und BET 85 nachgewiesen werden. Diese Vergleichbarkeitsstudien werden historisch 

bedingt immer mit in den Pharmakopöen und Richtlinien beschriebenen, aufgereinigten 

Endotoxinpräparationen durchgeführt 66. Auch im Report der PDA LER-Arbeitsgruppe 

und der FDA wird für die LER „hold time“ Studien RSE empfohlen. Hier werden NOEs 

zwar erwähnt, sollen laut Bericht aber eher zur Akquise ergänzender Daten verwendet 

werden 144. Auch wenn ein nativer Ersatz für die existierenden Endotoxinstandards von 

den regulatorischen Behörden nicht gefordert ist, ist die NOE Problematik dennoch 

bekannt. Letzteres hat immerhin dazu geführt, dass die USP 2016 eine Abfrage zum 

Thema NOE Referenz Standard durchführte und generelle Eigenschaften eines solchen 

Standardendotoxins festgelegt 30,165. Zu den allgemeinen Anforderungen eines solchen 

Standards gehören eine allgemeine und ausreichende Verfügbarkeit, ein zentraler 

Vertrieb, Analysezertifikate sowie kontrollierte Ausgangs- und Herstellungsbedingungen 

165. All diese Punkte müssen aber noch genau definiert und mit entsprechenden 

wissenschaftlichen Daten unterlegt werden, um zum Beispiel eine geeignete Wahl der 

bakteriellen NOE Herkunft zu treffen, ist ein NOE Standard aus E. coli immer noch 
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sinnvoll. Die genaue Zusammensetzung und die Herstellungsverfahren müssen 

festgelegt und charakterisiert werden, um eine Standardisierung möglich zu machen. 

Zusätzlich unterstreichen die Daten auch die Notwendigkeit einer Debatte darüber, ob 

es gerechtfertigt ist, dass der BET als Pyrogentest eingesetzt wird. Die in Abbildung 4.6 

(A und B, MAT) dargestellten Ergebnisse bestätigen, dass über die reine Maskierung 

hinaus maskierte, natürlich vorkommende Endotoxine zumindest teilweise ihre 

pyrogene Aktivität behalten können 103. Daraus ergeben sich unmittelbare 

Konsequenzen an die Anforderungen, die an ein Endotoxinnachweissystem gestellt 

werden müssen (vgl. Kapitel 6.2). 

Zwar lässt sich auch dieses Phänomen aufgrund der zuvor beschriebenen Komplexität 

von LPS nicht verallgemeinern und hängt stark von der Quelle, Zusammensetzung und 

Erscheinungsform des Endotoxins ab, die Daten, die in dieser Arbeit erhoben wurden, 

zeigen jedoch die grundsätzliche Bedeutung auf und lassen den Sensitivitätsverlust, der 

durch den LER-Effekt verursacht wird, als kritisch erscheinen. Besonders deutlich wird 

das Problem, wenn man die Maskierungsdaten der OMVs und den Vergleich zwischen 

BET und MAT betrachtet. Für die OMVs aus E. coli O113 war die pyrogene Reaktion 

auf das maskierte Endotoxin zwar vermindert, die Wiederfindung des LPS-Spikes im 

MAT aber tendenziell höher als im BET, wenn auch statistisch nicht signifikant. 

Wesentlich ausgeprägter war diese Beobachtung für die OMVs aus P. gingivalis, da hier 

trotz starker Maskierungseffekte im BET die pyrogene Aktivität im MAT unverändert 

nachweisbar war. Nichtsdestotrotz muss man an dieser Stelle beachten, dass die OMVs 

durch ihren Ursprung in der äußeren Zellmembran der Bakterien neben ihrem 

Hauptbestandteil LPS auch noch andere bakterielle Komponenten, wie zum Beispiel 

Lipoproteine und Peptidoglykan, enthalten und auch mit anderen bakteriellen 

Gefahrensignalen, wie bakterieller DNA oder RNA beladen sein können 20, die durch 

Immunrezeptoren erkannt werden können und unter Umständen einen wesentlichen 

Beitrag zur Pyrogenität der Vesikel leisten könnten. Obwohl mit der angewandten 

Isolationsmethode in den OMVs aus P. gingivalis ein hoher DNA/RNA-Gehalt der 

Vesikeln ausgeschlossen wurde 166, liegen Berichte vor, dass in OMV-Präparationen 

häufig Nukleinsäuren nachweisbar sind 20,167,168. Die bakteriellen Nukleinsäuren 

unterscheiden sich chemisch und strukturell von humanen Nukleinsäuren und werden 

daher durch spezifische Nukleinsäurerezeptoren als fremd detektiert. Dazu gehören 

unter anderem die endosomalen Toll-like Rezeptoren TLR3, TLR7, TLR9 sowie 

zytosolische Sensoren wie AIM2, RIG-I 38,41,169. Zudem wurde in P. gingivalis OMVs eine 
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hohe TLR2-Aktivität nachgewiesen, die auf di- und triacylierte Lipoproteine 

zurückzuführen ist, die über TLR2 in Kollaboration mit seinen Korezeptoren TLR1 und 

TLR6 detektiert werden und eine proinflammatorische Zytokinsekretion hervorrufen 166. 

Auch residuales Peptidoglykan kann als Zellwandbestandteil als PAMP wirken und über 

Nod Rezeptoren erkannt werden 41,42. An diesen Ausführungen wird deutlich, dass man 

hier nicht davon ausgehen kann, dass die Maskierung mit einer biologischen 

Inaktivierung des maskierten Endotoxins gleichbedeutend ist und die Präsenz anderer 

Liganden für Mustererkennungsrezeptoren ebenfalls für diese Reaktionen 

verantwortlich sein kann. Dies unterstreicht allerdings auch die in dieser Arbeit 

propagierte Aufrechterhaltung einer Kombination aus BET und Pyrogenitätsnachweis, 

z.B. mit dem MAT, in den pharmazeutischen Qualitätskontrollen.  

 

6.2. Neue Detektionmethoden 

 

Die Komplexität von LER-Phänomenen und die Diskussion über BET und MAT drängen 

fast zwangsläufig die Frage auf, ob es Alternativen gibt, für die der LER-Effekt bei der 

Endotoxinerkennung keine Rolle spielt. Zusammengenommen sprechen die Befunde 

dafür, dass differenziertere technologische Ansätze entwickelt werden müssen, die das 

LPS unterschiedlicher Herkunft mit vergleichbarer Sensitivität detektieren können. 

Idealerweise sollte es sich dabei nicht um einen Substanznachweis, wie dem BET, 

sondern um einen Pyrogennachweis, wie dem MAT, handeln. Da beide Testvarianten 

jedoch immer noch auf biologischer Aktivität basieren, wäre auch ein chemischer oder 

biophysikalischer Substanznachweis, der ohne die Übersetzung der biologischen 

Aktivität in ein Konzentrationsverhältnis auskommt, vorstellbar. 

Trotz der Tatsache, dass es einige Publikationen mit vielversprechenden Ansätzen zum 

Thema alternative Endotoxin-Detektionsverfahren gibt 89,91,131,170–172, ist es auch in 

dieser Arbeit nicht gelungen, ein alternatives, sensitiveres System für die Erkennung von 

maskierten Endotoxinen zu etablieren.  

 

Microscale Thermophorese (MST) 

 

Erste Erfolge konnten bei der Identifizierung möglicher Bindungspartner mittels 

Microscale Thermophorese erzielt werden. Die Proteine LBP und BPI, die auch im 
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menschlichen Organismus für die Bindung von LPS und seine Inaktivierung 

verantwortlich sind (vgl. Kapitel 1.1.3) zeigten, dass die Detektion der Bindung von LPS 

an die Proteine mit dieser Methode prinzipiell möglich ist (Abb. 5.1 A und B). In den 

ersten Experimenten mit fluoreszenzmarkiertem LPS konnte für beide Proteine eine 

ausreichend starke Signalintensität der Bindungskurve gemessen werden. Für die 

anschließende Evaluation der LPS Detektion mittels Microscale Thermophorese im 

invertierten Setup (vgl. Kapitel 3.8) ließen sich diese anfänglich vielversprechenden 

Resultate unter realen Testbedingungen jedoch nur mit sehr niedriger Signalintensität 

und hohen Standardabweichungen (Abb. 5.2 A und B) oder gar nicht (Abb. 5.2 C) 

reproduzieren. Ein Grund dafür könnte unter anderem die komplexe Struktur und das 

damit verbundene Lösungsverhalten von LPS sein. Die von LPS in wässriger Lösung 

gebildeten Mizellen sind in Größe und Struktur von der Konzentration abhängig 173–175. 

Konzentrationsbedingte Veränderungen der Aggregatstruktur in der LPS Lösung 

könnten eine Erklärung für die niedrige Signalintensität in den MST Experimenten sein. 

Konzentrationsabhängige Größenunterschiede in den Aggregaten könnten zu einer 

Wechselwirkung mit verschiedenen Strukturen, von Monomeren bis hin zu Teilen oder 

gar ganzen Mizellen, führen, welche die Detektion der Bindung über die MST 

charakteristischen Parameter verzerren würde. Eine Möglichkeit diesem Umstand 

entgegen zu wirken, wäre die Untersuchung verschiedener Schritte zur 

Probenvorbehandlung mit dem Ziel der LPS Monomerisierung, um eine 1:1 Stichometrie 

bei der Bindung zu erreichen. Mögliche Schritte wären intensiveres Vortexen oder die 

Verwendung anderer Detergenzien im Assaypuffer. Solche Untersuchungen wurden vor 

Ende der Arbeit nicht durchgeführt, könnten aber in zukünftigen Experimenten zu einer 

Verbesserung der Signalqualität führten. Aufgrund der zu diesem Zeitpunkt jedoch nicht 

weiter definierten, unspezifischen Einflussfaktoren auf das Messprinzip wurden keine 

weiteren Experimente mit dieser Methode durchgeführt und stattdessen ein anderer 

technischer Ansatz verfolgt. 

 

Oberfläscheresosnazspektroskopie (SPR) 

 

Dieser weitere Versuch der biophysikalisch ausgerichteten Erkennung von LPS war die 

Nutzung von Oberflächenresonanzspektroskopie. Nach anfänglich positiven Resultaten 

war dieser Ansatz jedoch ebenfalls nicht von Erfolg. Die Daten aus den ersten 

Bindungsexperimenten von E. coli LPS an eine PMB funktionalisierte Oberfläche (Abb. 
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5.5) bestätigten, dass ein solches Setup generell dazu geeignet wäre LPS-PMB 

Interaktionen zu detektieren 176. Den Schlussfolgerungen aus den MST Experimenten 

bezüglich des Bindungsverhaltens der Proteine an LPS folgend wurde für diesen Ansatz 

PMB als Bindungspartner ausgewählt, da dieser bereits für SPR Untersuchungen 

genutzt wurde 140 und in anderen Veröffentlichungen als robustes Endotoxin-bindendes 

Molekül beschrieben wird 91,127,128,140,170,176. 

Bei dem Versuch maskiertes Endotoxin auf einem PMB-SPR Sensor zu detektieren 

wurde eine direkte Interferenz des Maskierungspuffers (hier Puffer 1, mit Polysorbat 20) 

mit dem Messverfahren (Abb. 5.6) beobachtet. Eine mögliche Erklärung könnte die 

kationische Natur des PMB selbst sein. Zwar ist auch für PMB Lipid A als Bindungsstelle 

beschrieben 128,176, aber aufgrund der geladenen Struktur sind bei Bindung auch 

Wechselwirkungen mit den Phosphatgruppen am Lipid A-Rückgrat wahrscheinlich. Die 

strukturelle, makromolekulare Ähnlichkeit zwischen LPS und Polysorbat 20 

(amphiphiles Molekül, polare Kopfgruppe) könnte also eine Erklärung für die 

beobachteten Interferenzen sein. Aufgrund dieser direkten Wechselwirkung des Puffers 

mit der Messmethode, war der Einsatz dieses Setups zur möglichen Lösung der LER-

Problematik nicht mehr praktikabel. 

Vor Ende der Thesis konnten hier keine weiteren Experimente durchgeführt werden. Die 

einfache Handhabung bei dem Aufsetzten eines Setups auf der SPR Plattform, 

bedeutet, dass in möglichen zukünftigen Experimenten ein einfacher Austausch des 

LPS bindenden Liganden durchgeführt werden könnte, um die Interferenzprobleme zu 

umgehen. 

 

Letztendlich lenken die Ergebnisse aus den Bindungsexperimenten jedoch das 

Augenmerk nur zusätzlich auf die Komplexität der LPS Detektion. Es konnte hier gezeigt 

werden, dass ein komplexes Zusammenspiel zwischen Herkunft des LPS (engl. strain 

origin) und Zusammensetzung des Testmediums bzw. der Matrix die Wiederfindung in 

den klassischen Standardmethoden stark beeinflusst. Die Ergebnisse bestätigen, dass 

die LER-Problematik sich nicht auf hoch aufgereinigte Standardpräparationen 

beschränkt, sondern auch für natürlich vorkommende Endotoxine von Bedeutung ist. 

Zusätzlich sind LER-Effekte und deren Abhängigkeit von der tatsächlichen 

Produktzusammensetzung zum ersten Mal in bereits zugelassenen Arzneimitteln 

nachgewiesen. Darüber hinaus zeigen zum ersten Mal Daten aus dem Vergleich von 
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BET und MAT, dass das in pharmazeutischen Produkten maskierte Endotoxin seine 

pyrogene Wirkung teilweise oder sogar vollständig behält.  

Zusammengenommen beuteten diese Erkenntnisse, dass LER-Phänomene weiterhin 

ein wichtiges Thema im pharmazeutischen und regulatorischen Umfeld sind und sein 

sollten. Die fehlende Korrelation und teilweise große Diskrepanz zwischen BET und 

MAT machen deutlich, dass eine Gleichsetzung von gemessenem Endotoxingehalt und 

biologischer bzw. pyrogener Aktivität nicht zweckmäßig ist.  

Einen Beitrag dazu könnten weiterführende Experimente leisten, wie zum Beispiel die 

eingehende Untersuchung kinetischer Aspekte der Maskierung. In Zusammenhang mit 

den beobachtenden LER-Effekten der NOEs und Produkte wären weitere 

Untersuchungen zum Einfluss der Temperatur und der Lagerdauer auf die Ausprägung 

und Stabilität der Maskierung im BET sinnvoll. Darüber hinaus könnte die Bandbreite an 

untersuchten NOE Quellen erweitert werden.  

Um die beobachteten pyrogenen Reaktionen zu bestätigen könnten RPT Versuche oder 

andere TLR Reporter Experimente durchgeführt werden. Zwar stand hier im Rahmen 

des prüfungsbegleitenden Charakters der Promotion das proinflammatorische Zytokin 

IL-6 im Vordergrund, eine breitere immunologische Charakterisierung von, vor allem 

maskierten, NOEs könnte wichtige Erkenntnisse zur Standardisierung eines NOE-

Standards beitragen. In diesem Zusammenhang könnte eine Überlegung sein, die NOE-

Produktion von lebenden Bakterien zu entkoppeln und biochemische/biophysikalische 

Synthesewege zu nutzen. Denkbar wären hier zum Beispiel Liposomen, die zwar aus 

bakteriellen Lipidkomponenten bestehen, in ihrer Herstellung aber nicht auf bakterielle 

Kulturmethoden angewiesen sind und durch Veränderung der Ausgangsbedingungen 

individuell designbar sind. 

All diese Punkte bedeuten aber auch, dass im Hinblick auf die Produkt- und 

Patientensicherheit noch wichtige Arbeit geleistet werden muss, um die LER-

Problematik endgültig zu lösen.  
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