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1
Historisches zu Pyrogenen und Endotoxinen

Der Begriff ,,pyrogen” leitet sich vom griechischen Wort pyr = Feuer ab. Pyrogen be-
deutet feuererzeugend. Damit ist Fieber gemeint. Hippokrates von Kos (ca. 460/459
bis ca. 375v. Chr.) sieht im Fieber ein gutes Zeichen wihrend einer Erkrankung,
ebenso Paracelsus (1499-1541), der dem Fieber eine reinigende Wirkung zuschreibt.
Thomas Sydenham (1624-1689), der von nachfolgenden Arztegenerationen den
Beinamen ,,Der englische Hippokrates® bzw. ,,Der zweite Hippokrates“ bekommt,
studiert und beschreibt ab 1661 sehr genau Fille von epidemisch auftretendem
Fieber. Im Jahre 1676 veroffentlicht er seine Erkenntnisse in dem Buch ,,Observa-
tiones medicae“. Seiner Meinung nach sind Krankheiten durch eine Anhidufung
von Zeichen charakterisiert. Fieber wertet er als Zeichen fiir Abwehrreaktionen des
menschlichen Korpers [1].

Ein Zeitgenosse Sydenhams ist Thomas Willis (1621-1675), der in Oxford Medi-
zin studiert und in Kreisen bekannter Naturwissenschaftler verkehrt. Fieber ist fiir
Willis eine Folge von Fehlmischungen (,,Dyskrasien) des Blutes, die durch eine ge-
storte Fermentation der Korpersifte entstehen sollen [2].

Mitte des 18. Jahrhunderts injiziert Albrecht von Haller (1708-1777) Tieren fauli-
ge Fliissigkeiten; dies ruft in den Versuchstieren schwere Fieberreaktionen hervor.

Weitere Experimente erfolgen mit Beginn des 19. Jahrhunderts. Die franzdsischen
Forscher Gaspard und Cruvelbier injizieren Hunden ebenfalls faulige Fliissigkeiten
und schmutziges Hafenwasser; die Tiere erkranken und bekommen hohes Fieber.
Der dédnische Mediziner Peter Ludvig Panum (1820-1885) untersucht Patienten mit
Sepsis und prigt den Begriff ,,putrides Gift“ (putrid = faulig), womit aus heutiger
Sicht Endotoxine gemeint sind. Seine Forschungsergebnisse verdffentlicht er 1874
in Virchows Archiv unter dem Titel ,,Das putride Gift, die putride Infektion oder
Intoxikation und die Septikamie®. Richard Friedrich Johann Pfeiffer (1858-1945),
ein Schiiler von Robert Koch, entdeckt 1892 bei dem gramnegativen Bakterium Vi-
brio cholerae ein hitzeunempfindliches Toxin, von dem er annimmt, dass es aus dem
Inneren der Zellen stammt; er nennt dies Endotoxin, auch um es von den damals
schon bekannten exkretorischen Toxinen, den Exotoxinen, abzugrenzen (siehe auch
Abschn. 1.4). Damit ist der bis heute verwendete Begriff ,,Endotoxin® geboren.

W.H. Howell (1860-1945) forscht iiber Blutkoagulation und die Wirkung von He-
parin. Er publiziert 1886 in den Mitteilungen der Johns Hopkins University erste
wissenschaftliche Beobachtungen, dass die Haemolymphf{liissigkeiten der Tiere Li-
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Abb. 1.1 Jack Levin mit Limulus polyphemus am Strand (Pickering Beach, Delaware, USA)
Anfang Juni 2019. Foto: Mit freundlicher Genehmigung der Labor LS SE & Co. KG, Bad
Bocklet und von Prof. Jack Levin, University of California School of Medicine, San Francisco.

mulus polyphemus (engl. horseshoe crab), Cucumaria spec. (Seegurke) und Callinec-
tes hastatus (engl. blue crab) koagulieren konnen (siehe auch Tab. 2.5). L. Loeb fiihrt
die Arbeiten von Howell fort und publiziert seine Ergebnisse in den Jahren zwi-
schen 1903 und 1927. E.C. Hort und W.J. Penfold untersuchen das sogenannte ,,In-
jektionsfieber” an Kaninchen und vertreten die Theorie, dass Pyrogene bakteriellen
Ursprungs seien. Sie finden, dass pyrogene Substanzen filtrierbar und hitzestabil
sind und einen quantitativen Effekt zeigen. Die intravendse Injektion von pyrogen-
freien Salzlosungen in Kaninchen fiihrt zu keinem Anstieg der K6rpertemperatur.
Hort und Penfold publizieren ihre Ergebnisse im Jahre 1912 [5, 6]. Ihre Erkennt-
nisse geraten in Vergessenheit, aber die Arbeiten werden in der 1920er-Jahren von
Florence Barbara Seibert wieder aufgenommen und fortgefiihrt [7].

Nach den frithen Arbeiten von Howell und Loeb iiber die Haemolymphe dauert
es bis Anfang der Fiinfzigerjahre des 20. Jahrhunderts, als Frederik B. Bang die Un-
tersuchungen am ,,blauen Blut® des Limulus polyphemus wieder aufnimmt und in
den 1960er-Jahren zusammen mit Jack Levin an dem Thema weiterarbeitet.

1.1 Chronologie ab 19. Jahrhundert

1822  Eine der ersten Fossilien der Schwertschwinze wird in Bayern (Solnhofen)
gefunden und von Desmarest als Mesolimulus walchii beschrieben.

1862  Carl F.J. Zincken findet einen fossilen Schwertschwanz (Tachypleus deche-
ni).

1856  Peter Ludvig Panum verwendet den Begriff ,,putrides Gift*.
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1.1 Chronologie ab 19. Jahrhundert

Theodor Billroth benutzt die Bezeichnung ,,pyrogen®.

William Henry Howell beschreibt die Koagulation der Haemolymphe u. a.
beim Limulus.

G. Roussy isoliert aus gramnegativen Bakterien eine pyrogene Substanz [3].
Richard Friedrich Pfeiffer entdeckt in Vibrio cholerae ein hitzeunempfind-
liches Toxin, das er Endotoxin nennt.

Eugenio Centanni entdeckt in Salmonella typhi ebenfalls ein Toxin, dem er
den Namen Piritoxina gibt [4].

E.C. Hort und W.J. Penfold berichten iiber die pyrogene Wirkung toter
gramnegativer Bakterien [5, 6].

Aufnahme des Kaninchen-Pyrogentests in die British Pharmacopeia.
Florence B. Seibert entwickelt in den USA den Kaninchen-Pyrogentest [7].
Aufnahme des Kaninchen-Pyrogentests in die USP XII.

Frederik B. Bang entdeckt die Auslésung der Koagulation der Haemolym-
phe des Limulus polyphemus durch gramnegative Bakterien [8, 11].
Zusammenarbeit von Frederik B. Bang und Jack Levin; sie publizieren ge-
meinsam mehrere Fachartikel, in denen sie den Mechanismus der Koagu-
lation und seine Lokalisation in den Amoebocyten beschreiben und Endo-
toxine als Ausloser erkennen [9].

Nobelpreis fiir Physik fiir H.K. Hartline fiir Studien am optischen System
des Limulus.

Frederik B. Bang und Jack Levin beschreiben eine standardisierte Methode
zum Nachweis von Endotoxinen. Dieser urspriingliche Test beruhte auf der
qualitativen Endpunktbestimmung der Gelbildung [10].

Beginn der Entwicklung des kommerziellen LAL-Tests durch James F. Coo-
per und Henry N. Wagner.

Vergleichsuntersuchungen von Jack Levin, James F. Cooper und Henry N.
Wagner zwischen LAL-Test und Pyrogentest [12].

Cooper et al. setzen den LAL-Test zum Endotoxinnachweis in Radiophar-
mazeutika ein [13].

FDA publiziert Guidelines fiir die Herstellung von Limulus-Amoebocyten-
Lysat und schlégt Standards vor.

Travenol Laboratories (jetzt Baxter) startet Lysatherstellung fiir eigene Test-
zwecke.

Kobayashi gewinnt Lysat aus Tachypleus (TAL-Reagenz).

Associates of Cape Cod (ACC), gegriindet von James Sullivan und Stanley
Watson, starten ebenfalls die Lysatherstellung.

Mahalanabis gewinnt Lysat aus Carcinoscorpius rotundicauda.

Aufnahme des LAL-Tests in die USP XX, Monografie ,,Bacterial Endotoxins
Test®, als Referenzstandard wurde Endotoxin aus E. coli O113:H10:K fest-
gesetzt.

Griindung von Pyroquant, jetzt ACC Europe GmbH, in Morfelden-Walldorf.
Iwanaga entdeckt den alternativen Aktivierungsweg durch Glucane [15].
Aufnahme des LAL-Tests ins DAB 9.

FDA-Guideline, die die verschiedenen Methoden beschreibt, im Juli 2011
zuriickgezogen [16].
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FDA Interim Guidance, ebenfalls 2011 zuriickgezogen [17].
Bundesanzeiger Nr. 2 v. 6. Januar 1993: Bekanntmachung zur Moglichkeit
des Ersatzes der Priifung auf Pyrogene durch die Priifung auf Bakterienen-
dotoxine nach DAB 10 [18].

Vollblutmodell, Hartung und Wendel, Universitit Konstanz.

Ph. Eur., USP und JP harmonisieren den RSE aus E. coli 0113:H10:K (10 000
IE/Vial).

Monografie zum Endotoxintest ist zwischen Ph. Eur., USP, JP harmonisiert.
Rekombinantes Reagenz (Faktor C) kommt auf dem Markt (Fa. Cambrex,
jetzt Lonza).

Portable Test System (PTS) als Kartuschensystem wird von Fa. Charles River
zur Marktreife entwickelt.

MAT wird in die Ph. Eur. unter der Kapitelnummer 2.6.30 aufgenommen.
Nobelpreis fiir Physiologie oder Medizin fiir die Entdecker der Toll-like Re-
zeptoren Jules Hoffmann und Bruce Beutler.

Jules Hoffmann entdeckt, dass Fruchtfliegen (Drosophila melanogaster) mit
Mutationen im Toll-Gen wehrlos gegeniiber Bakterien- und Pilzinfektionen
sind. Das Toll-Gen ist fiir die Synthese von Rezeptoren zustdndig. Diese Re-
zeptoren binden u. a. LPS und 16sen so Abwehrreaktionen des Organismus
gegeniiber den mikrobiellen Eindringlingen aus. Beutler findet diese Rezep-
toren auch in Sdugetieren; bei Mdusen beschreibt er den Toll-like receptor 4,
TLR 4, an den LPS bindet. Dadurch wird eine molekulare Aktivierungskas-
kade ausgeldst, die den nukledren Faktor Kappa-B (NF-kB) aktiviert. Die-
ser Faktor wiederum schaltet Gene fiir Immunaktivatoren wie den Cytoki-
nen an, sodass schlussendlich B- und T-Zellen aktiviert werden und Ent-
ziindungsreaktionen und Fieber vorliegen [20].

Fa. Hyglos bringt neuartigen ELISA-Test zum Nachweis von Endotoxinen
unter Verwendung eines LPS-selektiven Phagenproteins heraus.

Verstirkt anhaltende Forschungen zum LER-Effekt (low endotoxin recovery)
und zur Maskierung.

Hyglos bringt den Endotoxin Recovery Kit (Endo-RS) auf den Markt sowie
zusammen mit Microcoat Biotechnologie GmbH einen zellbasierten MAT
zur Pyrogendetektion.

Haemochrom bringt den Haemotox™ rFC Kit auf den Markt.

Ph. Eur. publiziert das iiberarbeitete Kapitel 5.1.10 im Supplement 8.8; in
diesem Kapitel wird der rFC als Alternative zum herk6mmlichen LAL-Test
vorgestellt.

Kikuchi et al. publizieren Vergleichsstudien zwischen drei LAL-Tests und
drei rFC Tests und kénnen weitgehend Aquivalenz aufzeigen [21].
Hyglos/bioMerieux bringen als weiteren rFC Test den ENDOZYME II GO
auf den Markt

Die FDA genehmigt als erstes Arzneimittel den monoklonalen Antikdrper
Emgalty™ von Eli Lilly, welcher fiir die Chargenfreigabe mittels rFC auf
Endotoxine gepriift wird.
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1.2 Fieber
Tab. 1.1 Fieber und Hypothermie beim Menschen.
Hypothermie Hypothalamus Fieber
)
Istwert < 35 °C Sollwert: um 37 °C Erh6hung des Sollwerts auf
>38°C
Wirmeabgabe — Wirmeproduktion
Schwitzen, — Zittern,
starke Durchblutung der “Ginsehaut”,
Haut Verengung der peripheren
Gefifle

1.2 Fieber

Die normale und auch ideale Kérpertemperatur des Menschen, die Basaltempera-
tur, liegt zwischen 36,0 und 37,2 °C. Der menschliche Korper reagiert auf Infektio-
nen mit Fieber, d.h. mit einer Erh6hung der Korperkerntemperatur. Sie entsteht
durch die Sollwertdnderung der Temperatur im Warmeregulationszentrum der Re-
gio praeoptica des Hypothalamus. Der Hypothalamus ist Teil des Zwischenhirns.
Zu den Symptomen des Fiebers gehoren — neben der Erh6hung der Kérpertempe-
ratur - weitere physiologische Reaktionen wie Komplementaktivierung, hypotoner
Schock, Verbrauchskoagulopathie und Induktion von Entziindungsfaktoren. Diese
Symptome treten bei Endotoxindosen im Nanogrammbereich auf; auf Dosierungen
im Mikrogrammbereich folgt der septische Schock. Die Bundesédrztekammer defi-
niert Fieber ab einer Temperatur von 38,5 °C. Bei einer Korpertemperatur < 35 °C
liegt Hypothermie (Unterkiihlung) vor. Der Betroffene beginnt zu zittern, hat eine
kalte Haut sowie Schmerzen (siehe Tab. 1.1).

1.3 Pyrogene

In der Tab. 1.2 sind die bekannten fiebererzeugenden Agenzien (endogene und exo-
gene Pyrogene) zusammengefasst.

1.4 Endotoxine, Exotoxine und Enterotoxine

Endotoxine oder LPS sind Bestandteile der dufleren Membran der gramnegativen
Bakterienzellen. Ihre Eigenschaften werden in Tab. 1.3 denen der Exotoxine gegen-
iibergestellt.

Enterotoxine sind Exotoxine, die ihre schidigende Wirkung im Verdauungssystem
entfalten. Enterotoxine werden z. B. von Staphylococcus aureus, E. coli, Shigellaar-
ten, Pseudomonas aeruginosa, Clostridiumarten, Bacillus cereus, Yersinia enteroco-
litica, und Vibrio cholerae gebildet. Hier finden sich sowohl grampositive als auch
gramnegative Bakterien.

5
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Tab. 1.2 Herkunft und Natur der Pyrogene.

Endogene Hormone Steroide

Pyrogene

Prostaglandine

Cytokine

Interleukine
TNF alpha

Interferone

Colony Stimulating Factor (CSF)
Wachstumsfaktoren

Herkunft
Mikrobiell

Exogene
Pyrogene

Molekiile

Organismen Gram(-)-Bakterien

Gram(+)-Bakterien
Pilze

Viren
Plasmodien
Endotoxin (LPS)
Lipid A

LTA
Peptidoglykane
Nucleinsduren
Tuberkulin
Flagelline

Exotoxine von Streptokokken und Staphylo-
kokken

Porine
Phosphoinositole
Glucane
Mannoproteine

Herkunft
Nichtmikrobiell

Antigene

Abiotisch

Serumalbumin, human
y-Globulin, bovin
Polynucleotide
Steroide

Gallensalze
Lithocholinsdure
Colchicin

Bleomycin

(Nano-)Partikel, z. B. Kunststoff, Gummi,
Staub
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1.4 Endotoxine, Exotoxine und Enterotoxine

Exotoxine sind toxische Proteine, die von Bakterien synthetisiert und in die Um-
gebung ausgeschieden werden. Auch in Abwesenheit der Bakterien kdnnen diese
Proteine schidigend auf Mensch und Tier einwirken. Die Proteine werden durch
Futter oder Lebensmittel aufgenommen, beispielsweise Botulinustoxin von Clostri-
dium botulinum. Ein anderer Weg ist die Aufnahme von Bakterien, die dann im
Korper (Magen, Darm) ihre Exotoxine freisetzen. Dies ist z. B. bei Cholera der Fall:
Vibrio cholerae lebt im Wasser und kann iiber Trinkwasser oder rohe Fische und
Meeresfriichte aufgenommen werden. Die Choleratoxine ctxA und ctxB und der to-
xinkoregulierte Pilus werden im Diinndarm freigesetzt und aktivieren das Enzym
Adenylatcyclase an den Membranen der Diinndarmschleimhaut. Dadurch steigt die
Konzentration von cAMP an, wodurch eine erhéhte Sekretion von Chloridionen bei
gleichzeitiger Inhibition der NaCl-Resorption und verstdrkter Wasserabgabe erfolgt.
Folgen sind starke wissrige Durchfille (,,Reiswasserstuhl®). Damit sind die Exoto-
xine dieses Bakteriums auch Enterotoxine [22].

Exotoxine werden in drei Gruppen eingeteilt [23] (siehe Tab. 1.4):

« Superantigene aktivieren die Interaktion des MHC-Komplexes mit dem T-Zell-
Rezeptor.

« Porenbildner permeabilisieren die Cytoplasmamembranen.

« AB-Toxine wirken als Enzyme im Cytosol von Mensch- und Sdugetierzellen.

Zu den Superantigenen gehoren das toxische Schocksyndrom - Toxin 1 (Staphylo-
coccus aureus), Enterotoxin B (Staphylokokken) und die pyrogenen Exotoxine aus
Streptococcus pyogenes (hier ist der interessante Fall, dass ein Exotoxin aus einem
grampositiven Bakterium fiebererzeugend wirkt).

Die Porenbildner binden an die Sdugetierzellen und bilden Transmembranpo-
ren. Zu den Porenbildnern gehoren z.B. Hamolysin aus Bacillus cereus, EHEC-
Hémolysin aus enterohdmorrhagischen E. coli-Zellen, Enterotoxin aus Clostridium
perfringens, Aerolysin aus Aeromonas spp., cytotoxi-assoziiertes Gen A (CagA) aus
Helicobacter pylori.

Tab. 1.3 Gegenliiberstellung der Eigenschaften von Endotoxinen und Exotoxinen.

Charakteristikum Endotoxin Exotoxin
Chemische Natur LPS Proteine
Teil der dufleren Membran gramnegativer Bakterien Ja Nein
Meist von grampositiven Bakterien Nein Ja
Gewdhnlich extrazelluldr Nein Ja
Phagen- oder plasmidcodiert Nein Viele
Antigene Wirkung Schwach Ja
Umwandlung zum Toxoid Nein Viele
Neutralisation durch Antikorper Schwach Ja
Verschiedene pharmakologische Wirkungen Nein Ja
Stabil bei hohen Temperaturen Ja Nein®

> 60 °C — Denaturierung

a) Ausnahme: Enterotoxin von Staphylococcus aureus widersteht Kochen bei 100 °C [25].
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Tab. 1.4 Medizinisch bedeutsame Toxine, nach [23]; sv=Serovar.

Toxin Bakterium Toxingruppe
Enterotoxine Staphylococcus aureus Superantigen
Pyrogene Enterotoxine Streptococcus pyogenes Superantigen
Streptolysin S Streptococcus pyogenes Porinbildner
Himolysin BL Bacillus cereus Porinbildner
Nichthdmolytisches Entero-  Bacillus cereus Porinbildner
toxin

Cytotoxin K Bacillus cereus Porenbildner
Cereulide Bacillus cereus Porenbildner
Enterotoxin Clostridium perfringens Porenbildner
Aerolysin Aeromonas spp.

EHEC-Hémolysin Enterohdmorrhagische E. coli Porenbildner
Cytotoxinassoziiertes Gen A Helicobacter pylori Porenbildner
(CagA)

Vakuolenbildendes Cytoto-  Helicobacter pylori Porenbildner
xin (VacA)

Cytotoxin Plesiomonas spp. Porenbildner
Hitzestabiles direktes Himo- Vibrio parahaemolyticus Porenbildner

lysin (TDH)

Cytotoxisch nekrotisierender
Faktor 1

Shiga-like Toxin
Cytolethales Distending To-
Xin

Lethaler Faktor

Neurotoxin
Plasmidcodiertes Protein Pet
Subtilase Cytotoxin
Shigellaenterotoxin 1
Enterotoxin C2

C3-Toxin

Iotatoxin

Diphtherietoxin
Pertussistoxin

Hitzelabiles Toxin

Enteroaggregatives
hitzestabiles Toxin

Exotoxin A
Typhustoxin
Choleratoxin
Odemfaktor
Adenylylcyclase
Hitzestabiles Toxin
Alphatoxin
Cytotoxin ExoU
Shigatoxin

E. coli

E. coli
E. coli, Campylobacter spp.

Bacillus anthracis
Clostridium botulinum
E. coli

E. coli

E. coli

Clostridium botulinum
Clostridium botulinum
Clostridium perfringens
Corynebacterium diphtheriae
Bordetella pertussis

E. coli

E. coli

Pseudomonas aeruginosa
Salmonella enterica sv. Typhi
Vibrio cholerae

Bacillus anthracis

Bordetella pertussis

E. coli

Clostridium perfringens
Pseudomonas aeruginosa
Shigella dysenteriae

AB-Toxin: Deamidase

AB-Toxin:
AB-Toxin:

RNAse
DNAse

AB-Toxin:
AB-Toxin:
AB-Toxin:
AB-Toxin:
AB-Toxin:
AB: ADP-Ribosyltransferase
AB: ADP-Ribosyltransferase
AB: ADP-Ribosyltransferase
AB: ADP-Ribosyltransferase
AB: ADP-Ribosyltransferase
AB: ADP-Ribosyltransferase
AB: ADP-Ribosyltransferase

Protease
Protease
Protease
Protease
Protease

AB: ADP-Ribosyltransferase
AB: ADP-Ribosyltransferase
AB: ADP-Ribosyltransferase
AB: Adenylylcyclase

AB: Adenylylcyclase

AB: Adenylylcyclase

AB:
AB: Phospholipase C
AB-Toxin

Phospholipase C
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AB-Toxine binden {iber ihre Bindungsdoméne B an Rezeptoren von Sdugetierzel-
len und gelangen daraufhin in das Zellinnere, wo ihre Untereinheit A, die enzy-
matisch aktiv ist, zelleigene Substrate angreift und verdndern kann. AB-Toxine 16-
sen eine Vielzahl von schweren Erkrankungen aus: Diphtherie, Cholera, Pertussis
(Keuchhusten), Anthrax (Milzbrand), Gasbrand, Tetanus, Botulismus; die drei letzt-
genannten Krankheiten werden von Clostridiumarten verursacht [24].
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