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Praca ujmuje przeglgdowo zastosowania testu Limulus Amoebocyte Lysate
LAL do oznaczania zawartosci endotoksyny w preparatach biologicznych.
Omowiono rozwdj badan nad endotoksyna, jej chemicznymi i biologicznymi
whasciwosciami, oraz efekty dziatania. Podano charakterystyke Limulus potyphe-
mus, zasady testu LAL, oraz jego zastosowanie do wykrywania endotoksyny
w réznych rodzajach preparatow.

WSTEP

Uzycie testu LAL do wykrywania i kontroli obecnosci substancji pirogennych w pro-
duktach farmaceutycznych i sprzecie medycznym jest odkryciem ostatnich pietnastu
lat. Jednakze zwigzek miedzy reakcjg a iniekq'a dozylng ptynéw infuzyjnych jest znany
od ponad 100 lat. W 1862 r. Billroth [4] po raz pierwszy uzyt stowa ,pyrogen”
w odniesieniu do substancji wywotujacych goraczke.

Nazwa ,.endotoksyng” odnosi sie do specyficznego pirogenu zwigzanego ze $ciang
Gram(-) bakterii, a okresSlenie ,lipopolisacharyd” (LPS) zwigzane jest ze strukturg
biochemiczng endotoksyny. Zazwyczaj endotoksyny uwalniajg sie podczas lizy komdrek
bakteryjnych [2, 3].

Endotoksyng sktada sie z komplekséw lipidow i polisacharydéw o réznym sktadzie
chemicznym.

Wywiera ona liczne i bardzo rézne efekty patofizjologiczne na zywe organizmy
e poszczegdlne narzady. Reakcja organizmu na endotoksyne jest zwykle uktadowa
lobjawia sie podwyzszong temperaturg, dreszczami, tachykardig, bélami glowy, obnize-
niem ci$nienia, biegunka, bdélami mie$niowymi, nudno$ciami, wymiotami i innymi
objawami [8]. W najciezszych przypadkach, gdy dochodzi do uwolnienia w organizmie
duzych ilosci endotoksyny, lub w wyniku podania ptyndw infuzyjnych czy preparatéw
zawierajgcych duze dawki endotoksyny moze wystapi¢ tzw. szok endotoksyczny, ktory
2 kolei moze zakonczy¢ sie zejsciem S$miertelnym [10, 30]. W zwigzku z powyzszym
mstnieje konieczno$¢ kontroli wszelkiego rodzaju ptyndéw i preparatow do iniekcji,
a takze sprzetu medycznego w kierunku obecnosci endotoksyny [1, 18].
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BUDOWA CHEMICZNA ENDOTOKSYN

Endotoksyny bakterii Gram-ujemnych sg lipopolisacharydami (LPS), ich masa
czgsteczkowa waha sie od 900.000 do 1.000.000, sg substancjami odpornymi na ciepto
(tzw. cieptostatymi). Antygenowe wiasciwosci lipopolisacharydéw sa zwigzane z ich
cze$cig wielocukrowa, a wiekszo$¢ aktywnosci biologicznych wigze sie z czeScig lipidowsa.

Mozna wyrézni¢ zasadnicze trzy czesci w budowie przestrzennej LPS [24]:

1. Polisacharyd swoisty dla antygenu O (np. Antygen somatyczny O Salmonella)
danego szczepu bakterii ztozony z powtarzajacych sie kombinacji oligosacharyddw (np.
mannoza-ramnoza-galaktoza) tworzacych swoistg determinante haptenows.

2. Polisacharyd rdzeniowy (N-acetyloglukozoamina, glukoza, galaktoza, heptoza)
jednakowy u wszystkich bakterii Gram-ujemnych.

3. Lipid A jest zbudowany z dwusacharydowego rdzenia, powigzanego z pewng
liczbg reszt acylowych, ktorymi moga sie rézni¢ lipidy A pochodzace z réznych bakterii.

Czasami u niektorych drobnoustrojéw (np. Salmonella minnesota), lipid A wystepuje
w kilku wersjach jednocze$nie. Rdzen polisacharydowy potgczony jest z lipidem A za
pomocg kwasu 3-dezoksy-D-mannooktulozowego. Rdzen  polisacharydowy i lipid A
moga byé potgczone 2-keto-3-dezoksytréjsacharydem [24, 29].

Struktura chemiczna lipidu A poszczeg6lnych bakterii wykazuje swoisto$¢ gatun-
kowa. W przypadku niektérych drobnoustrojow lipid A jest mieszaning kilku zwigzkéw
0 zblizonej strukturze (Rye. 1).

Rye. 1. Chemiczna budowa lipidu A.
The chemical structure of Lipid A.

Lipopolisacharydy bakteryjne sg tak rozpowszechnione i majg tak wielostronne
dziatanie np. immunostymulujace z jednej strony, a toksyczne z drugiej strony, ze przy
stosowaniu preparatdw pochodzenia biologicznego (surowice, szczepionki, ptyny infu-
zyjne i inne) nalezy okresli¢ zawarto$¢ LPS i wykluczyé zanieczyszczenie nim tychze
preparatow.

Biologiczna reaktywnos$¢ lipopolisacharydéw bakteryjnych jest bardzo réznorodna
[24]. Endotoksyny dziataja na uktad odpornosciowy, wywierajg dziatanie na kom 6rki
bezposrednio i posrednio. Wigzanie LPS do btony komérkowej jest podstawowym
etapem interakcji LPS z komdrkami. Interakcja ta wyzwala kaskade reakcji wewnatrz
komdrkowych. Wiaze sie z receptorami na btonie komérkowej w formie kompleksu
LPS-binding protein (LBP), ktéry jest glikoproteing surowiczg majacg powinowactwo
do receptora CD18 (,scarenger receptor”). Innymi mechanizmami dziatania LPS na
monocyty i makrofagi sg absorpcja, pinocytoza i fagocytoza.

Lipopolisacharydy indukuja szerokie spektrum reakcji biologicznych [22, 31].
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Efekt dziatania endotoksyny (LPS) jest zalezny od dawki. W zaleznosci od niej rézny
jest udziat poszczeg6lnych reakcji bezposrednich i posrednich sktadajacych sie na calg
odpowiedz.

W Polsce od szeregu lat produkowany byt preparat lipopolisacharydu z hodowli E.
coli szczep Kroegera 08 otrzymywany zmodyfikowang metodg Westphala i Leudentza,
noszacy nazwe Pyrogen Standard. Byt to preparat stuzacy do: 1) badania wrazliwosci
zwierzat doSwiadczalnych (krélikéw) na dziatanie ciat goraczkotwdrczych, a takze 2)
stuzacy do nieswoistego pobudzenia odpornosci w stanach nawracajgcych zakazen
uktadu oddechowego. Wykorzystanie tego preparatu wymagato jednak dalszych badan.
W Centrum Szkolenia Kadry Wojskowej Akademii Medycznej byty prowadzone bada-
nia, na podstawie ktérych stwierdzono, ze preparat jest nietoksyczny. Nawet cala
amputka (500 j) Pyrogenu podana myszy nie powodowata jej $mierci. Z kolei Pyrogen
podawany cztowiekowi podskdrnie w ilosci 50-450 j byt przyczyng zaczerwienienia i
obrzeku utrzymujacego sie w miejscu wstrzykniecia przez 2 dni oraz manifestowat sie
wzrostem temperatury do 38°C.

W wielu krajach do tej pory prawnie obowigzujagcym testem na obecno$¢ ciat
pirogennych jest tzw. test kréliczy. W 1985 r. zostat przez Farmakopee USA wprowa-
dzony test LAL (Limulus amoebocyte lysate) jako oficjalnie stosowany test do okreslania
stezenia endotoksyn bakteryjnych w wodzie [27, 28].

CHARAKTERYSTYKA LIMULUS POLYPHEMUS

Odczynnikiem stosowanym w tescie LAL jest lizat amebocytéw (komoérek krwi)
jednego z przedstawicieli stawonogdw (Arthropoda), nalezagcego do gromady starorakéw
(Merostomata) w podtypie szczekoczutkowcéw (Chelicerata) o nazwie Limulus polyphe-
mus. Potocznie zwany jest on ,krabem” podkowiastym, cho¢ nie ma nic wspélnego z
krabami czy skorupiakami. Wiasciwg nazwg jest skrzyptocz. Zyje na wybrzezu atlantyc-
kim Ameryki Pin. Od Maine po Jukatan a takze w wodach Pacyfiku od Zatoki Bengal-
skiej po ptd.-zach. Japonie, na Sumatrze, Borneo i Filipinach (Ryc. 2).

Ryc. 2. Fotografia Limulus polyphemus.
Photography of Limulus polyphemus.
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Zetkniecie sie krwi skrzyptocza z endotoksyng bakteryjng (LPS) prowadzi do agre-
gacji amebocytéw, ich degranulacji i rozerwania, efektem tego jest tworzenie sie
skrzepu pozakomorkowego. Bakterie Gram (-) zostajg w ten sposéb unieruchomione
w skrzepie. W naturze reakcja ta ma za zadanie chroni¢ Limulus przed inwazja bakterii
Gram (-).

Wiasciwosci koagulacji endotoksyn bakterii Gram (-) przez amebocyty Limulus
zostaty wykorzystane in vitro do testu okreslajagcego stezenie endotoksyn w badanych
preparatach.

ZASADA TESTU LAL (LIMULUS AMOEBOCYTE LYSATE)

Test LAL wykorzystuje zdolno$¢ endotoksyny do aktywacji kaskadowej reakcji od
proenzymu-koagulogenu do enzymu koagulazy przy uzyciu lizatu Limulus amoebocyte
(LAL). W diagnostyce jest szeroko stosowany do wykrywania endotoksyn przy endo-
toksemii, w surowicach pacjentéw, zanieczyszczeniach endotoksyng preparatéw poda-
wanych w iniekcjach, a takze w skazeniach nig sprzetu medycznego. Do testu LAL
stosuje sie odpowiednie zestawy odczynnikéw réznych firm (np. Chromogenix-Sweden).

Odroznia sie trzy podstawowe metody postepowania (ryc. 3).

Ryc. 3. Modyfikacje testu LAL.
The modifications of basic LAL test.

e Metoda zelowa (gel-clot) - opiera sie na zasadzie reakcji endotoksyny z krwig
skrzyptocza powodujacej koagulacje poprzez uruchomienie tafcucha reakcji enzy-
matycznych w wyniku ktérych powstaje zel. Reakcja ta jest pdt ilosciowa. W reakcji
tej wyznacza sie ,punkt koncowy” powstajgcego zelu wobec krzywej standardowej
ustawionej w granicach miedzynarodowych jednostek aktywnosci endotoksyny (EU):
od 0,03 EU/mI do 1,2 EU/mI (Ryc. 4).

* Metoda turbidymetryczna polega na podobnym postepowaniu tylko, ze oznacza sie
zmetnienie wobec krzywej standardowej przy dt. fali 405 nm.

e Test LAL z uzyciem substratu chromogenicznego S-2423, KABI (tzw. zestaw Endo
LAL Coatest Endotoxin). Reakcja polega na uaktywnianiu enzyméw obecnych
w odczynniku LAL, ktére dziatajgc na substrat S-2423 uwalniajg z niego p-nitroani-
ling (PNA) wg schematu:

S-2423 -> peptyd + p-Nitroanilina
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rzeta doswiadczalne. | tak np. epinefryna, btekit metylowy amfoteryna B, kontrasty sg
z natury rzeczy gorgczkotwoércze [6, 7]. Ponadto stwierdzono, ze roztwory fosforanowe
wolne od pirogenéw moga wywotaé gorgczke u krolikéw, jezeli sg wstrzykniete
w duzych ilo$ciach [27, 28], w przeciwienstwie do niektérych $rodkéw uspokajajacych
takich jak pochodne fenotiazyny, kortykosteroidy, preparaty przeciw gorgczkowe (pa-
racetamol, APAP i in.), mogace obnizy¢ temperature ciata krolika, maskujac w ten
spos6b pirogenny potencjat badanych roztworéw [2, 3]. Z tego wynika, ze pewne grupy
preparatow (chemioterapeutyki, antybiotyki, ptyny infuzyjne i dooponowe) sg trudne
do badan testem na krélikach na obecno$¢ substancji pirogennych ze wzgledu na ich
rézne wiasciwosci [6, 7, 11, 16, 17, 19, 32]. Szczegdlnie w przypadku preparatow
dooponowych obecno$¢ pirogenéw jest wyjatkowo niebezpieczna ze wzgledu na droge
ich podawania i powinna zostaé wykluczona.

Jak wspomniano wczes$niej w 1985 r. do badania stezenia endotoksyny bakteryjnej
w wodzie jako potencjalnego wskaznika pirogennosci Farmakopea USA wprowadzita
oficjalnie test LAL [33].

W 1987 r. Farmakopea Europejska [12] zatwierdzita LAL do oznaczania endotok-
syny w wodzie. FDA US w tym samym roku podaje dopuszczalng zawarto$¢ endotok-
syny w lekach, niektérych produktach biologicznych i sprzecie medycznym [15].

Pfeiffer [26] podaje, ze 12 laboratoriéw w réznych krajach nalezacych do przemystu
farmaceutycznego juz rutynowo stosuje powyzszy test zamiast testu na krolikach.
Dotyczy to zaréwno badan w trakcie procesu produkcyjnego jak tez oznaczen pirogen-
nosci produktéow koncowych np. ptynéw do wlewek pozajelitowych [23], szczepionek
bakteryjnych i wirusowych [20], ekstraktow alergenowych [5], plazmy i frakcji osocza
[9, 14, 25, 27, 28] oraz wielu innych preparatow [11, 17, 32].

Jezeli chodzi o zastosowanie testu LAL do oznaczania endotoksyny w osoczu krwi
to niektérzy badacze [10, 25] twierdza, ze aktywacji enzymow i powstawaniu reakcji
zelowej w tescie LAL przeszkadzajg naturalne inhibitory [21].

WHO w 1990 r. zaakceptowata ten test obok tradycyjnego testu na krélikach oraz
elektroforetycznego testu za pomocg barwienia srebrem [34-36].

W ubiegtym roku niektore firmy (SmithKline-Beecham, Merck-Sharp-Dohme) wpro-
wadzity test LAL do kontroli pirogennosci szczepionek (np. Engerix, Pedvax) obok
dotychczas stosowanego testu na krélikach.

Farmakopea Polska - FP V - [13] wprowadzita test LAL jako obowigzujacy do
badania pirogenow w antybiotykach i wodzie zamiast wytacznie do tej pory stosowa-
nego testu biologicznego.

W Zakladzie Badania Surowic i Szczepionek PZH wykonano wstepne badania
zawartosci endotoksyny w wybranych grupach preparatéw biologicznych stosujac test
LAL [1]. Zbadano zawarto$¢ endotoksyny w 44 biopreparatach w tym 20 serii szcze-
pionek wirusowych i bakteryjnych, 10 serii ludzkich immunoglobulin do stosowania
dozylnego i 14 serii antybiotykow. Wykazano przydatno$é testu LAL do wykrywania
endotoksyn w preparatach biologicznych. Prowadzone sg dalsze badania zmierzajace
do okres$lenia limitu endotoksyny w preparatach dla ktérych dotychczas nie ma wy-
mogow.

Autorzy dziekujg dr A. Fenton za pomoc w poszukiwaniu niektérych pozycji piSmiennictwa
i dr B.l. Piotrowicz za opracowanie charakterystyki Limulus polyphemus.
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