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3.1 Einleitung

3.1.1 Impfstoffadjuvantien

Impfungen bieten die kostengunstigste Mdglichkeit, Infektionskrankheiten zu bekampfen.
Der Zusatz von Adjuvantien zu einer Vakzine kann die Menge des notwendigen Antigens
reduzieren. Somit wird der Preis der Vakzine verringert, wenn das relativ teure Antigen
durch ein billiges Adjuvans ersetzt wird. Ebenso lafit sich die Anzahl der fir einen ausrei-
chenden Infektionsschutz notwendigen Impfungen reduzieren, wodurch die Compliance
gefordert und die Kosten fur die Arztkonsultationen gesenkt werden. Mittels rekombinan-
ter DNA-Technologie hergestellte Subunit-Vakzinen sind zwar sicherer als lebende at-
tenuierte oder abgetotete Mikroorganismen, zeigen aber auch eine geringere Immunogeni-

tat [Vogel 2000] und erfordern den Zusatz von potenten Adjuvantien.

Die BezeichnungAdjuvans kommt vom lateinischen Wort ,adjuvare”, was helfen und
unterstitzen bedeutet. Ein immunologisches Adjuvans ist eine Substanz, die wenn sie einer
Vakzine zugesetzt ist, die spezifische Immunantwort des Organismus auf das Antigen ver-
starkt, verlangert oder verandert. Neue Adjuvantien sollten also eine starkere Immunant-

wort induzieren und bzw. oder die Dauer des Infektionsschutzes verlangern.

Die Wirkweise von Adjuvantien beruht auf unterschiedlichen Mechanismen. Adjuvantien
kdnnen einen sogenannt®epot-Effekt bewirken. Dieser ist flr gelartige Adjuvantien,

wie Aluminiumhydroxid oder Emulsionen wie Freunds unvollstandiges Adjuvans (engl.
Freund’s incomplete adjuvant, FIA) nachgewiesen [Shirodkar et al. 1990]. Der Depoteffekt
fuhrt zu einer verlangerten biologischen und immunologischen Halbwertszeit. Besonders
kleine Antigene, die schnell von der Einstichstelle abtransportiert werden, kdnnen durch
die Assoziation mit diesen Adjuvantien effektiver zu den Lymphknoten gebracht werden.
Des weiteren wird sowohl die Antigen-Aufnahme als auch die Prozessierung und Prasen-

tation durch antigenprasentierende Zellen (APC) gefordert [Lindbald et al. 1997].
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Adjuvantien kénnen auch eine gesteigerte Produkitiomunmodulierender Zytokine
induzieren. Sie fordern die verschiedenen durch T-Helferzellen vermittelten Immunant-
worten [Mosmann und Coffman 1989]. Man unterscheidet die T-Helferzell-Reaktion
Typ 1 (Thl) und Typ 2 (Th2). Bei Thl wird tGberwiegend Interfeyamd Interleukin-2
gebildet, bei Th2 Uberwiegend Interleukin-4 und —5. Die Th1-Reaktion flhrt zu verstarkter
zellularer Immunitét (zytotoxische T-Zellen) wahrend die Th2-Reaktion durch Induktion
hoher Antikorpertiter die humorale Immunitat unterstitzt. Aluminium-Adjuvantien stimu-
lieren vorwiegend die Th2-Reaktion [Mosman und Coffman 1989]. Saponin-Adjuvantien
und Lipopolysaccharide fihren vorwiegend zu einer Thl-Reaktion [Ulrich und Myers
1995]. Die zellvermittelte Immunitat tragt wesentlich zur Bekampfung von intrazellularen
Pathogenen, wie Mycobakterien, Listerien, Leishmanien und HIV bei. Die antikorperver-

mittelte Immunitat dagegen schitzt gegen extrazellulare Pathogene.

Der Gesamteffekt eines Adjuvans resultiert aus dem Zusammenspiel multipler Faktoren
und Iaft sich nicht auf einen einzigen Mechanismus reduzieren [Donnelly 1997]. Aufgrund

dessen ist die Anwendbarkeit von in vitro Tests zum Screenen und Entwickeln neuer Ad-
juvantien begrenzt [O"Hagan et al. 1997]. Der Einsatz beschrankt sich wenn Uberhaupt auf
Versuche zur Aufklarung der Wirkmechanismen.

Die geschichtliche Entwicklung von Impfstoffadjuvantien beginnt in den Zwanziger Jahren
des letzten Jahrhunderts. Ramon beobachtete, dal? Pferde, die an der Einstichstelle einer
Diphtherie-Impfung einen Abszel? bildeten, starkere Antitoxintiter entwickelten als Tiere,
bei denen dies nicht auftrat [Ramon 1926]. Im selben Jahr beschrieb Glenny die adjuvante
Wirkung vonAluminiumhydroxid in Diphtherie-Toxoid Vakzinen [Glenny et al. 1926].

In den Drei3iger Jahren entwickelte Freund die Formulierung die bis heute zu den stark-
sten Adjuvantien zahlt [Freund et al. 1937]. Er mischte zu einer W/O-Emulsion aus wal3ri-
ger Antigen-Suspension und Paraffindl abgetotete Mycobacterien tuberculosis. Diese Zu-
bereitung wird al$-reunds vollstandiges Adjuvansbezeichnet (FCA). Ein groRer Nach-

teil sind aber die starken lokalen Entziindungen an der Einstichstelle, die zur Entwicklung
von Granulomen oder sterilen Abszessen fuhren [Allison und Byars 1991]. Aufgrund der
starken Gewebereaktionen, darf FCA bei Menschen nicht angewendet werden. Bei Tieren
wird FCA nur zu experimentellen Zwecken eingesetzt. Freunds unvollstandiges Adjuvans
(FIA), daRR keine Mycobacterium tuberculosis enthélt, wird in einigen veterindren Vakzi-
nen eingesetzt. FIA hat eine geringere adjuvante Wirkung als FCA. Die lokalen Nebenwir-

kungen von FIA sind geringer als bei FCA, aber noch immer erheblich [Schmidt et al.
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1996]. Die Vertraglichkeit kann durch andere Kombinationen von Olen und Tensiden in
Hinblick auf das verwendete Antigen optimiert werden [Chang et al. 1998]. Heutzutage
wird FIA wegen der noch immer erheblichen Nebenwirkungen, wie Granulomen oder Zy-
stenbildung an der Injektionsstelle, nicht mehr beim Menschen eingesetzt [Murray et al.
1972, Gupta et al. 1993]. Die Wirkung von FIA basiert auf Depotbildung, denn die Injekti-

on von FIA und Antigen an unterschiedlichen Stellen erhéht die Immunantwort nicht

[Freund 1956].

Johnson entdeckte 1956 die adjuvante Wirkung von Endotoxinen gram-negativer Bakteri-
en [Johnson et al. 1956]. Ellouz identifizierte 1974 Muramyldipeptid (MDP) als die klein-
ste adjuvantwirkende Komponente von Mycobacterium tuberculosis [Ellouz et al 1974].
Erst in letzter Zeit fand man heraus, dal’ die unmethylierte CpG-Sequenz der mycobacteri-

ellen DNA fur die starke immunstimulierende Wirkung verantwortlich ist [Sun 1998].

Die bisher einzigen fir die humane Anwendung zugelassenen Adjuvantien sind Alumini-
umverbindungen [Shirodkar et al. 1990] und MF59 [Ott et al. 1995].

Die zumeist eingesetzten Aluminium-Adjuvantien bestehen aus Aluminiumhydroxid oder
Aluminiumphosphat. Das Antigen ist dabei durch elektrostatische Bindung an die Partikel
adsorbiert und so in das Gel inkorporiert. Die Vakzine wird physikalisch und chemisch
stabilisiert und es kommt zur Depotbildung. Des weiteren wird die Aufnahme in APC ge-
fordert und immunkompetente Zellen durch Aktivierung des Komplementsystems stimu-
liert [Gupta 1998]. Dies fuhrt zu einer schnelleren, starkeren und langer anhaltenden Im-
munitét. [Gupta et al. 1995]. Allerdings zeigt sich dieser Vorteil nur bei der ersten Immu-
nisierung und nicht mehr bei den Boosterungen [Aprile und Wardlaw 1966, Gupta et al.
1995]. Probleme bereiten lokale Reaktionen wie Erytheme [Collier et al. 1979], subkutane
Knoten [Frost et al. 1985] und Granulome [White et al. 1955, Erodohazi und Newman
1971], die besonders bei den Boosterungen auftreten [Blennow et al. 1994]. Ebenfalls
kommt es zur Stimulation von IgE Antikérpern, was IgE-vermittelte allergische Reaktio-
nen fordern kann [Nagel et al. 1977, Odelram et al. 1994, Mark et al. 1995]. Aluminium-
Adjuvantien sind nicht bioabbaubar [Gupta et al. 1997]. Sie kdnnen auch keine zellver-
mittelte Immunantwort induzieren und sind deshalb ungeeignet fur Vakzinen gegen intra-

zellulare Parasiten und virale Infektionen, wie z. B. das HI-Virus [Cox und Coulter 1997].
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MF59 ist eine O/W-Emulsion aus 4.3 % (w/v) Squalen, 0,5 % (w/v) Tween 80 und 0,5 %

(w/v) Span 85. Squalen ist ein Triterpen, das in Sdugern als natirliche Vorstufe des Chole-
sterols vorkommt. Die Kombination von Tween 80 und Span 85 stabilisierte schon die
Emulsionen nach Woodard [Woodard 1989]. Er fand heraus, dal3 Tween 80 in O/W-
Emulsionen eine adjuvante Wirkung zeigt. Die Wirkung und Stabilitat konnte durch den
Zusatz von Span 85 noch erhoht werden. Bei der Optimierung der Formulierung von MF59
zeigte sich, daf3 ein Zusatz von Muramylpeptid nicht notwendig war, da ohne diesen Zu-
satz die gleiche Effizienz erreicht werden konnte [Ott et al. 1995]. Ebenso erkannte man,
dall Emulsionen mit einer mittleren Partikelgré3e von 200-300 nm effektiver sind als gro-
Bere mit bis zu 1000-2000 nm [Ott et al. 1995]. Vermutet wird, dal3 die kleineren besser in
Makrophagen aufgenommen werden. Da zum Erreichen einer adjuvanten Wirkung das
Adjuvans und das Antigen auch an unterschiedlichen Stellen injiziert werden kénnen,
wirkt MF59 nicht durch Bildung eines Depots [Valensi et al. 1994]. MF59 wird zu den
Lymphknoten transportiert und induziert die Bildung von Interleukin-2, -4, -5, -6 und In-
terferony [Valensi et al. 1994]. MF59 stimuliert sowohl die humorale als auch die zellula-
re Immunantwort. Die Wirksamkeit und Sicherheit von MF59 als Adjuvans von Vakzinen
mit rekombinanten viralen Antigenen wurde in praklinischen Tierstudien [Ott et al. 1995]
und in zahlreichen klinischen Studien [Langenberg 1995, Kahn 1994, Wang 1996] bewie-
sen. Getestet wurden Vakzinen gegen intrazellulare Parasiten wie HI, Zytomegalie, Hepa-
titis B, Herpes simplex und Influenza Viren. Als Nebenwirkung treten gelegentlich vor-
rubergehende Erytheme an der Einstichstelle und influenzaartige Symptome auf [Langen-
berg 1995]. MF59 ist bereits in Form zweier Influenza-Vakzinen auch auf dem deutschen
Markt (Fluad®, Chiron Behring und ADDIGRIP™, MSD).

Weitere sich in der Entwicklung befindene Adjuvantien sind: Lipopolysaccharide [Johnson
et al. 1956], Liposomen [Fortin und Therien 1993], Zytokine [Nunberg et al. 1989], Sapo-
nine [Espinet 1951] und Polymere [Hunter und Bennett 1984].

Lipopolysaccharide kommen in der au3eren Membran von gramnegativen Bakterien vor.
Seit 1956 ist bekannt, dal3 diese Lipopolysaccharide einen adjuvanten Effekt haben [John-
son et al. 1956]. Es konnte gezeigt werden, daf} die in FCA enthaltenen Mycobakterien
durch Bausteine der Kapselsubstanz ersetzt werden konnten, was zu besserer Vertraglich-
keit fihrte. Besonders oft beschrieben wurde MDP (N-Acetylmuramyl-L-alanyl-D-
isoglutamin, syn. Muramyldipeptid) [Adam und Lederer 1984] und das GMDP (N-

Acetyglucosaminyl-N-Acetylmuramyl-Dipeptid) [Grubhofer 1995]. Diese Verbindungen
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steigern zwar die Immunantwort, doch treten gravierende Nebenwirkungen, wie Pyroge-

nitat, Leukozytose, Uveitis und Adjuvans-Arthritis auf. Die Einarbeitung in Liposomen
[Alving et al. 1992] oder O/W-Emulsionen [Sanchez-Pescador et al. 1988] reduziert die
Toxizitat. Der adjuvante Effekt konnte gleichzeitig sogar erhéht werden. Die Mischung
von GMDP mit kolloidalen Feststoffpartikeln fuhrt zu einer starkeren humoralen Im-
munantwort [Grubhofer 1955]. Ein weiteres molekulares Adjuvans ist Dimethyldioctade-
cylammoniumbromid (DDAB) [Hilgers und Snippe 1992].

Als Adjuvantien eingesetzieiposomen bestehen in der Regel aus bioabbaubaren Verbin-
dungen wie Phospholipiden und kdénnen mit neutralen Helferlipiden, wie zum Beispiel
Cholesterol kombiniert werden. Die adjuvante Wirkung beruht zum einem auf einem De-
pot-Effekt [Fortin und Therien 1993]. Hydrophile Antigene lagern sich in die wasserge-
fullten, von Lipiddoppelschichten umgebenen Innenrdume der Liposomen ein, amphiphile
und lipophile befinden sich in der Lipiddoppelschicht. Zum anderen werden die Antigene
den Makrophagen prasentiert und leichter phagozytiert [van Rooijen 1992]. Liposomen
fordern sowohl die zellvermittelte als auch die humorale Immunantwort [Pietrobon 1995,
White et al. 1995]. In die Liposomen eingeschlossene Immunstimulatoren wie Lipopoly-
saccharide, Muramyl-Dipeptid oder Monophosphoryl-Lipid A [Alving 1993] férdern Uber-
dies die adjuvante Wirkung. Ahnliche Effekte wurden fur den Zusatz von Interleukin 12
und 4 beschrieben [Lachman et al. 1995]. Liposomen weisen einige bedeutsame Nachteile
auf: Ihre Produktion ist teuer, sie sind wenig lagerstabil und das Scaling-up ist — je nach
Verfahren - schwierig. In Abhangigkeit vom Herstellungsverfahren kénnen Losungsmittel-
ruckstande enthalten sein. Schlie3lich wurden Empfindlichkeiten gegenuber kérpereigenen
Phospholipasen beobachtet. Das alles wird wohl dazu beigetragen haben, dafl3 noch kein
Produkt mit liposomalen Adjuvantien auf dem Markt ist.

Saponine sind eine heterogene Gruppe von Sterol- und Triterpenglycosiden. Seit den
Funfziger Jahren werden Saponine als immunstimulierendes Adjuvans in Tiervakzinen
eingesetzt [Espinet 1951]. Saponine formen mit Cholesterol und Phospholipiden kafigarti-
ge Partikel von etwa 40 nm Durchmesser [Morein et al. 1987]. Die Wirkweise setzt sich
aus verschiedenen Effekten zusammen: Depotbildung, Targeting zu den lymphatischen
Organen, verbesserte Aufnahme durch die APC und andere immunmodulierende Effekte
[Cox und Coulter 1997]. Formulierungen fiur die humane Anwendung gibt es noch nicht,
denn die Komplexitat der Saponine und eine zu hohe Toxizitat [George 1965] hat ihren

Einsatz bisher limitiert.
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Mikropartikel aus bioabbaubaren Polymeren wie Poly-laktid-co-glykolid (PLGA) oder
Block-Copolymeren bilden ein Antigendepot. Durch den Abbau des Polymers wird das
Antigen verzogert freigesetzt [Cleland et al. 1996]. Manchen der Polymere, wie nichtioni-
sche Block-Copolymere, wird auch eine eigene immunstimulierende Wirkung zugeschrie-
ben [Hunter und Bennett 1984]. Ein entsprechendes Produkt gibt es noch nicht. Dies ist auf
eine Reihe von Problemen, wie der geringen Stabilitdt des Antigens wahrend der Herstel-
lung der Mikropartikel, der mangelnden Lagerstabilitdt und der Hydrolyse der Mikroparti-

kel zuriickzufihren.

Fur Zytokine, wie Inerleukin-2, Interleukin-12 und Interfergnkonnte in Tiermodellen

eine adjuvante Wirkung nachgewiesen werden [Odean et al. 1990, Nunberg et al. 1989,
Luis et al. 1994]. Diese auch naturlich vorkommenden Zytokine werden in der Ge-
websflussigkeit jedoch sehr schnell inaktiviert. Diese Substanzen missen also vor dem zu
schnellen Abbau geschitzt werden [Jankovic et al. 1997].

Als Ergebnis der vorstehenden Betrachtungen lafidt sich festhalten, dafl3 die Anforderungen
an ein optimales Adjuvans, wie die Sicherheit, Effizienz, Stabilitat, Kostengtinstigkeit und

universelle Einsetzbarkeit bisher nicht in einem Adjuvans vereinigt werden konnten.

3.1.2 SLN alsImpfstoffadjuvantien

Vor dem Hintergrund der bisherigen Uberlegungen lag es nahe, die Anwendbarkeit von
SLN als Impfstoffadjuvans zu untersuchen. Beim Vergleich mit bestehenden Systemen
fallen die Ahnlichkeiten zu MF59 auf. Beide Systeme sind Dispersionen mit innerer Fett-
phase und aufRerer Wasserphase. Es handelt sich in beiden Fallen um biokompatible und
bioabbaubare Zubereitungen. Eine Formulierung mit PartikelgroRen im selben GrolRenbe-
reich wie MF59 ist ohne weiteres mdglich. Ebenfalls ist eine Sterilisierung leicht durchzu-
fuhren. Vorteilhafte Unterschiede sind die einfache Mdglichkeit, die Oberflache dieser fe-
sten Teilchen nach Wunsch zu modifizieren und die Option, durch diese Mal3hahmen An-
tigene auf der Oberflache binden zu kénnen. Dies wiirde zu einem Depoteffekt fuhren, den
MF59 nicht bietet. Des weiteren werden die festen Fettpartikelchen langsamer abgebaut als
eine flissige Emulsion. SLN kénnen sehr einfach und billig produziert werden und sind
lyophilisierbar [Schwarz und Mehnert 1997].
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In Hinblick auf die Verringerung der Toxizitat molekularer Adjuvantien durch die Integra-
tion in Liposomen oder Emulsionen und der gleichzeitigen Effektivitatssteigerung, lag es
nahe, diese Eigenschaften auch fir SLN zu untersuchen. Eine dem DDAB chemisch sehr
ahnliche Substanz ist N,N-Df-stearoylethyl)-N,N-dimethyl-ammoniumchlorid (syn.:
Esterquat 1, EQ1). Diese ist auch in den Produkten Adjuvahtin® Veterinary Vaccine
Adjuvant® der Firma Gerbu Biotechnik GmbH enthalten. Diese zu veterindren Zwecken

verwendeten Adjuvantien zeigen ebenfalls Ahnlichkeiten zu SLN-Systemen.

In ersten Versuchen wurden bereits zwei SLN Formulierungen auf ihre Eignung als Adju-
vans getestet [Olbrich et al. 2000, Olbrich et al. 2001a]. Hierbei handelte es sich um SLN
aus 4 % Paraffin und 4 % Tween 80/Span 85 (7:3) (S1). Die Menge des Lipids und die
Tensidmischung entsprach der Zusammensetzung von MF59. Die Menge und das Mi-
schungsverhaltnis der Tenside orientierte sich an den Emulsionen von Woodard [Woodard
1989]. Die zweite Formulierung enthielt zusatzlich noch 1 % EQ1 (S2). Diese beiden
SLN-Zubereitungen wurden in jeweils 5 Schafen mit einer Mycoplasma bovis Vakzine im
Vergleich zu FIA getestet. Als Ergebnis zeigte sich, daf3 S1 43 % und S2 79 % der Effekti-
vitdt von FIA zeigten. In einem zweiten Versuch wurden beide Formulierungen gegen
Aluminiumhydroxid und eine Vakzine ohne Adjuvans getestet [Olbrich et al. 2001a]. Hier
zeigten S1 und S2 fast identische Titer, die etwa gleich hoch waren, wie die mit Alumini-
umhydroxid. Alle drei Formulierungen zeigten aber signifikant hohere Titer als ohne Ad-
juvans. Muller und Olbrich fihrten auch die Bezeichnung ,Stabiles Biokompatibles Adju-
vans" (SBA) fur Adjuvantien auf Basis von SLN ein [Miiller et al. 2000c]. Obwohl beide
Studien eher experimentellen Charakter aufwiesen, zeigten sie eindeutige empirische An-
haltspunkte fur die Eignung von SLN als Impstoffadjuvantien.

3.1.3 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Einsatzmoglichkeiten von SBA als immunologisches
Adjuvans grundlegend zu erforschen. Zum einen sollten die fur eine adjuvante Wirkung
optimalen Parameter ermittelt werden. Zum anderen sollte die Formulierung hinsichtlich
der Biokompatibilitat und Stabilitat optimiert werden. Des weiteren sollte untersucht wer-

den, mit welchen Antigenen SLN besonders gut als Adjuvantien eingesetzt werden kon-
nen. Schliel3lich sollten Hypothesen zur Wirkweise aufgestellt werden.
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3.2 SLN als Adjuvans fir die Vakzinierung von Hennen

3.2.1 Versuchsplanung

Dieser Vorversuch diente der Etablierung des Testverfahrens an Hennen. Untersucht wer-

den sollte, inwiefern sich die Immunisierung von Hennen zur Bearbeitung unserer Frage-
stellungen eignet. Zusatzlich erfolgte ein Vergleich zweier SLN Formulierungen. Die eine
bestand aus Hartparaffin (4 %) und Tween 80/Span 85 im Mischungsverhaltnis von 7:3
(4 %) (Al). Die zweite enthielt zusatzlich noch EQ1 (A2) (Tabelle 3.1). Der Gehalt an Li-
pid ist dem Adjuvans MF59 nachempfunden. Das Tensidgemisch wurde ebenfalls in An-
lehnung an MF59 gewabhlt. Die Tensidmenge und das Mischungsverhaltnis orientierte sich
an den Emulsionen von Woodard [Woodard 1989]. Zur Beurteilung des immunstimulie-
renden Effektes wurden die Antikdrper aus dem Eidotter bestimmt. Die Gewebevertrag-
lichkeit wurde durch die pathologischer Beurteilung des Gewebes um die Einstichstelle

herum beurteilt.

3.2.2 Herstellung der Adjuvantien

Die Formulierungen wurden von Herrn Dr. Carsten Olbrich produziert. Hartparaffin wurde
auf etwa 10°C oberhalb seines Schmelzpunktes erwarmt und mit der waldrigen Tensidlo-
sung versetzt. Die Homogenisation erfolgte im beheizbaren kontinuierlich arbeitenden
LAB 60 Homogenisator. Pro Charge wurden 1,5 kg produziert. Die Temperatur betrug
85°C. Als Haupthomogenisationsdruck wurde 500 bar gewahlt. Am zweiten Homogenisa-
tionsventil herrschte ein Druck von 50 bar. Die Dispersionen wurden 30 min lang im Um-
lauf homogenisiert. Anschlieend wurde in der Warme mit einem 0,22 um Filter sterilfil-

triert. Die Isotonisierung erfolgte mit wasserfreiem Glycerol.
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Tabelle 3.1: Zusammensetzung der SLN-Formulierungen A1 und A2. Die Prozentanga
ben beziehen sich auf Massenprozent.

Lipid Tensid Quart. Verbindung
Al Hartparaffin 4 % Tween80/Span85  keine
(7:3) 4%
A2 Hartparaffin 4 % Tween80/Span85  EQ11 %
(7:3) 4%

3.2.3 Partikelgréfien und Zetapotentialbestimmung

Die PartikelgroRe wurde mittels Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) und Laserdif-
fraktometrie (LD) bestimmt. Durch die Bestimmung des Zetapotentials wurden die Unter-
schiede der Oberflachenladung zwischen den beiden Partikeln bestimmt (Tabelle 3.2).

Tabelle 3.2: Ergebnisse der Partikelgrof3en- und Zetapotentialbestimmung der Adjuvans-
formulierungen Al und A2.

PCS Durch- Pl LD (99 %) Zetapotential
messer

Al 102 nm 0,140 0,152 pm - 25,0

A2 103 nm 0,150 0,147 pm +44.8

Die Messungen wurden nach drei Monaten wiederholt. Dabei konnte keine Veranderung
der Partikelgrof3e festgestellt werden. Der Zusatz von EQ1 induzierte eine positive Ober-
flachenladung. Diese hat offensichtlich aber keinen Einflu? auf die unter den gegebenen
Homogenisationsbedingungen entstehende Partikelgrof3e. Beide Formulierungen waren
Uber einen Lagerungszeitraum von 12 Monaten bei Raumtemperatur stabil. Dies ist durch

den im Verhaltnis zum Lipidgehalt hohen Tensidgehalt begriindet.
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3.2.4 Testung an Hennen

3.24.1 Immunisierungsschema

Als Vorversuch wurde pro Formulierung eine Henne immunisiert. Die Zusammensetzung
der Vakzinen ist in der folgenden Tabelle dargestellt.

Tabelle 3.3: Zusammensetzung der Vakzinen

Antigenlésung PBS Adjuvans Henne
Vakzine 1 100 pl 200 pl 300 pl A1 Al
Vakzine 2 100 pl 200 pl 300 pl A2 A2

Die Antigenldsung besteht aus inaktivierten Mycoplasma bovis (siehe 2.2.5.1). Den Hen-
nen wurde jeweils 0,6 ml in den Pektoralmuskel injiziert. Die Boosterungen erfolgten am

Tag 34 und am Tag 69 nach der Grundimmunisierung.

3.2.4.2 Probennahme

Zur Verfolgung des Verlaufs der Antikérperentwicklung wurde von beiden Hennen jeweils

jeden zweiten Tag ein Ei prapariert.

3.24.3 EntwicklungdesELISA-Tests

Zur Antikdrperbestimmung mufdte ein ELISA entwickelt werden. Folgende Parameter

muften daflur experimentell ermittelt werden:

Menge des Antigens mit der die Platte beschichtet wird
» Konzentration mit der die Proben vermessen werden

» Konzentration des enzymmarkierten Antikorpers

* Menge des Substrates

* Entwicklungsdauer.
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Zu diesem Zweck wurden sogenannte Schachbrettplatten angefertigt, auf denen die ver-
schiedenen Komponenten in unterschiedlichen Konzentrationen aufgetragen wurden
(Abbildung 3.1).

V erschiedene Dotter- bzw. Antikérper
Verdinnungen z. B.

1:40 320:1
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Abbildung 3.1: Beispiel einer sog. Schachbrettplatte (96 Well Mikrotiterplatte) zur Er-
mittlung der optimalen Antigenkonzentration und Antikérperverdinnung.

Durch die systematische Variation der verschiedenen Parameter lie3en sich die geeigneten
Konzentrationsverhaltnisse ermitteln. Das Beschichtungsantigen, der enzymmarkierte An-
tikorper und das Chromogensubstrat muRten auf jeden Fall im UberschuR zugegeben wer-
den, damit einzig der zu bestimmende Antikorper die limitierende Komponente war. Die
Entwicklungszeit muf3te immer genau eingehalten werden, da die Ergebnisse sonst stark
verfalscht werden konnten. Wichtig war ebenfalls, in dem Bereich zu arbeiten, wo eine
Verdunnungsreihe der Proben einen linearen Zusammenhang zwischen Verdinnungsgrad
und Extinktion offenbart. Wird dies nicht sichergestellt, so kann es sein, dal3 sehr hohe
Antikdrperkonzentrationen falschlich als geringer angesehen werden. Fir jedes Huhn
muf3te in Abhangigkeit vom Zeitpunkt der Eiablage (Praimmun, nach der Grundimmuni-
sierung, nach der 1. Boosterung und 2. Boosterung) jeweils die optimale Antikbrperver-
dunnung gefunden werden. Bei Verdinnungsreihen zeigte sich, dal3 Proben beider Hennen
im gleichen Konzentrationsbereich lagen. Somit konnten sie in der selben Verdinnung

vermessen werden.
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Fur diesen Assay wurde folgende Arbeitsvorschrift erstellt:

Beschichtung der Platten mit Antigenldésung (20 mg/ml), jeweils 100 pl pro Well
Inkubation flr zwei Stunden bei 37°C

Inkubation Gber Nacht bei 2-8°C

Dreimaliges Waschen mit ELISA-Puffer

Abblocken unspezifischer Bindungen mit 200 pl Gelatinelésung pro Well
Inkubation fur eine Stunde bei 37°C

Dreimaliges Waschen mit 100 pl ELISA-Puffer

Zugabe der zu bestimmenden Antikérperprobe (Arbeitsverdinnung 1:20) 50 pl
Inkubation fur eine Stunde bei 37°C

Dreimaliges Waschen mit 100 ul ELISA-Puffer

Zugabe des enzymmarkierten Antikdrpers (Arbeitsverdiinnung 1:10000) 50 pl
Inkubation fir eine Stunde bei 37°C

Dreimaliges Waschen mit 100 pl ELISA-Puffer

Zugabe des Chromogensubstrats o-Phenylendiamin (OPD) 100 pl

Abstoppen der enzymatischen Reaktion nach 12 min mit 50 pl ein molarer Schwefel-
saure

Vermessung im Mikrotiterplattenreader bei 492 nm
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3.2.4.4 Vergleich der Antikorpertiter gegen die Zeit

Durch die Darstellung der im ELISA-Test gemessenen Extinktionen gegen den Zeitpunkt
der Eiablage erhielt man die (Abbildung 3.2).
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Abbildung 3.2 Hohe der im ELISA-Test gemessenen UV-VIS-Extinktionen der Dotterpro-
ben in Abhangigkeit vom Tag der Eiablage. Je grofl3er die Extinktion, je hoher war die
Konzentration des gegen Mycoplasma bovis gerichteten IgY. Die Henne Al ist mit einer
Vakzine immunisiert worden, der das SLN-Adjuvans Al zugesetzt worden ist und Henne
A2 bekam eine Vakzine unter Zugabe von A2. Die senkrechten Striche kennzeichnen die
Zeitpunkte der Immunisierungen.

Bei beiden Hennen erkennt man einen deutlichen Anstieg der Titer zwischen dem 10. und
12. Tag nach der Grundimmunisierung (Gl). Bei A2 war der Anstieg wesentlich starker
ausgepragt als bei Al. Bis zum Zeitpunkt der ersten Boosterung (B1) fielen die Titer wie-
der leicht ab. Ebenfalls 10 bis 12 Tage nach B1 stieg der Titer bei Huhn Al und A2 auf
annahernd gleich Werte. Diese entsprachen etwa der Extinktion, die A1 schon nach der Gl
erreicht hat. Es kam zu einer Plateaubildung auf hohem Niveau. Die zweite Boosterung

(B2) fuhrte zu keiner weiteren Erhéhung der Titer.

Des weiteren laf3t sich erkennen, dafld es bei beiden Hennen sowohl nach der B1 als auch
nach der B2 zunachst zu einem leichten Abfall der Titer kam. Ob dies auf die Vakzine oder

auf den Strel3 bei der Impfung zurtickzufuhren ist, liel3 sich nicht feststellen. Aus der Be-

42



3 SLN als Impfstoffadjuvantien

trachtung der beiden Profile lassen sich leichte rhythmische Schwankungen der Titer able-

sen.

3.2.45 Gewebeschnitte

Vier Wochen nach der letzten Boosterung wurden die Hihner euthanasiert. Bei der makro-
skopischen Betrachtung des Injektionsorts im Pektoralmuskel konnte man bei Al keine
Lasionen finden. Bei A2 sah man drei gelbliche Herde von etwa 2x2x1 mm, 6x3x1 mm

und 3x2x2 mm (Abbildung 3.3). Von diesen Veranderungen wurden Praparate angefertigt.
Histologisch wurden diese Foci als sterile kérperfremde Granulome eingestuft (Abbildung

3.4). Ahnlich, doch in wesentlich schlimmeren AusmaR treten solche Lasionen nach An-
wendung von FCA auf (vgl. Abbildung 3.14).

Abbildung 3.3: Gewebsverédnderungen im Pektoralmuskel in der Umgebung der Injekti-
onsstelle bei Huhn A2
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Abbildung 3.4: Gewebepréparat (200fache VergréRerung) von der Einstichstelle im Pekto-
ralmuskel bei Huhn A2. Dabei erkennt man, daf3 es sich bei der Lasion um ein kérperfrem-
des steriles Granulom handelt.
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3.2.5 Zusammenfassung

Zusammenfassend |aRt sich konstatieren, daf’ sich das Huhnmodell gut zur Testung der
Adjuvanswirkung eignet. Mit minimaler Belastung der Tiere kénnen Erkenntnisse tber die
Kinetik der Antikdrperproduktion, die Hohe der Antikorpertiter und die Gewebevertrag-
lichkeit gewonnen werden. Die Zubereitung Al war sehr gut vertraglich. Die Zubereitung
A2 erzeugte leichte Gewebeveranderungen, die jedoch weniger stark als bei Aluminum-

Verbindungen ausfielen.

Schon 1926 erkannte man, dafld Tiere, die an der Einstichstelle einer Immunisierung eine
Gewebsreaktion entwickelten, oftmals eine starkere Immunantwort zeigten [Ramon 1926].
Bei FCA, FIA und Aluminiumhydroxid ist das noch immer der Fall. Allerdings ist die
durch A2 hervorgerufene Schadigung wesentlich geringer als bei FCA. Trotzdem ist es zur
Etablierung eines neuen Adjuvans unerlaflich, dal’ dieses keine oder nur sehr geringe Ge-
webereizungen verursacht. Weitere Untersuchungen werden zeigen, ob sich diese Gewebe-
reizungen durch Modifizierung der Formulierung vermeiden lassen. Ein Vergleich gegen-
Uber anderen Adjuvantien und einer Vakzine ohne Adjuvans kann sicherlich genauere

Aussagen zur Effizienz dieser Adjuvantien ermdglichen.
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3.3 Untersuchung zum Einflul3 der Adjuvansmenge und der

Partikelgrof3e auf die Immunantwort am Huhnmodell

3.3.1 Versuchsplanung

Der erste Versuch diente der Etablierung des Huhnmodells. In einem zweiten Schritt soll-

ten die Auswirkungen der Veranderung verschiedener Partikeleigenschaften auf die Anti-
korperentwicklung und die Gewebevertraglichkeit untersucht werden. Als modifizierbare
Parameter wurden die Menge, die Zusammensetzung und die Partikelgrof3e von SLN aus-

gewahlt.

Grundlegend fur das weitere Vorgehen war die Veranderung in der Zusammensetzung der
SLN. Im ersten Versuch zeigte sich, dafl3 das Huhn, welches die SLN aus Hartparaffin mit

EQ1 erhalten hat, leichte Gewebeveranderungen aufwies. Nun soll untersucht werden, in-
wiefern man das durch Veranderung der Rezeptur unterbinden kann. Zu diesem Zwecke
wurde das nicht bioabbaubare Hartparaffin durch das bioabbaubare Lipid Compritol 888

ATO ersetzt.

Die Konzentration des Adjuvans in der Vakzine war beim ersten Versuch 2 %. In diesem
Versuch wurde die Konzentration variiert. Sie wurde auf rund 4 % erhoéht, auf rund 1 %
erniedrigt und bei ca. 2 % gehalten. Untersucht werden sollte, ob diese Konzentrationsver-
anderungen einen Einflul auf die Effizienz der Immunantwort oder auf die Gewebever-

traglichkeit haben.

Ebenfalls sollte der EinfluR der Gré3e der SLN auf die Immunantwort und die Gewebe-
vertraglichkeit untersucht werden. Dazu wurden neben SLN, die etwa gleiche Partikelgro-
Ben zeigten, wie die Partikel aus dem ersten Versuch, Partikel verwendet deren mittlerer

PCS-Durchmesser deutlich Giber 100 nm lag.

3.3.2 Formulierungsentwicklung und Her stellung der Adjuvantien

Das Hartparaffin wurde durch Compritol 888 ATO ersetzt. Die Menge und das Mi-

schungsverhaltnis der Tenside wurde beibehalten (Tabelle 3.4).
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Tabelle 3.4: Zusammensetzung der SLN-Formulierungen (Die Prozentangaben beziehen
sich auf Massenprozent.)

Lipid Tensidmischung Kationisches Lipid
SLN Compritol 4 % Tween80/Span85 EQ1 1%
(7:3) 4%

Hergestellt wurden die kleinen SLN [A(kl)] mit dem beheizbaren kontinuierlich arbeiten-

den LAB 60 Homogenisator. Hierbei wurde eine Temperatur von 85°C, ein Druck von
500 bar und eine Chargengrof3e von 1,5 kg gewéhlt. Am zweiten Homogenisationsventil
lag ein Druck von 50 bar an. Nach Vereinigung des geschmolzenen Fettes und der heil3en
Tensidlésung mittels eines Ruhrwerkes wurde im Produktbehélter zunachst eine Praemul-
sion hergestellt, welche anschlielend unter den genannten Bedingungen 30 min lang im
Umlauf homogenisiert wurde. Eine Sterilfiltration der warmen Dispersion erfolgte im An-
schluf3 mit einem 0,22 um Filter. Die abschliel3ende Isotonisierung wurde durch Zusatz

von wasserfreiem Glycerol erreicht.

Die Herstellung der groReren SLN [A(gr)] erfolgte am Micron LAB 40 Homogenisator,
der durch einen Heizring beheizt wurde. Das Produktionsvolumen betrug hier nur 40 ml.
Vor der Homogenisation mufdte eine Praemulsion aus geschmolzenem Fett und heil3er
Tensidlésung mittels eines Ultraturrax hergestellt werden. Die Homogenisation wurde in
drei Zyklen bei 500 bar und 85°C durchgeflhrt. Die Isotonisierung erfolgte wie bei der an-

deren Formulierung.

Tabelle 3.5: Ergebnisse der PartikelgroRen- und Zetapotentialbestimmung der SLN-
Formulierungen A(kl) und A(gr)

PCS Durchmesser Pl Zetapotential
A(KI) 101 nm 0,101 +42,3 mV
A(gr) 750 nm 0,406 +40,3 mV
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3.3.3 Testung an Hennen

3.3.3.1 Immunisierungsschema

Pro Formulierung wurden jewells zwei Hennen vakziniert (Tabelle 3.6). Als positiver Ver-

gleich fungierte FCA. Bei den Boosterungen wurde aus Griunden des Tierschutzes FIA
verwendet. Als Kontrollgruppe dienten zwei Hennen, die nur mit dem Antigen in phos-
phatgepufferter Natriumchloridlosung (PBS) vakziniert wurden. Als Antigen diente
Méauseimmunglobulin G (Mause-1gG), welches in PBS verdinnt wurde. Pro Immunisie-
rung wurde jedem Huhn 1 ml der Vakzine in den Pektoralmuskel injiziert. Der angegebene

Gehalt der SLN-Zubereitungen in den Vakzinen bezieht sich auf den Lipidgehalt.

Tabelle 3.6: Ubersicht tber die Zusammensetzung der verschiedenen Vakzinen und Zu-
ordnung zu den damit immunisierten Hennen (Die Prozentangaben beziehen sich auf Mas-
senprozent.)

Adjuvans Antigen Hennen
Vakzine 1 A(kl) 3,8 % MauslgG 0,1mg/ml 72 + 73
Vakzine 2 A(kl) 1,8 % MauslgG 0,Img/ml 74 + 75
Vakzine 3 A(kl) 0,9 % MauslgG 0,1mg/ml 76 + 77
Vakzine 4 A(gr) 1,8 % MauslgG 0,1mg/ml 78 + 79
Vakzine 5 FCA/FIA MauslgG 0,1mg/ml 80 + 81

(0,1 mi/1,1 ml)
Vakzine 6 keins MauslgG 0,1mg/ml 82 +83

Die Grundimmunisierung (GI) wurde den Hennen verabreicht, nachdem alle Junghennen
begonnen hatten, Eier zu legen. Die Immunisierungen erfolgten am 55. und 120. Tag nach
der GlI.
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3.3.3.2 Probennahme

Von jeder Henne wurden mindestens zwei Praimmuneier gesammelt. Weitere Dotter wur-

den, soweit es der Legerhythmus der Tiere zuliel3, von jedem zweiten Tag prapariert.

3.3.3.3 Auswertung der Dotterproben

3.3.3.3.1 Entwicklung desELISA-Tests

Die Auswertung der Dotterproben erfolgte wiederum mittels ELISA-Testverfahren. Wegen
des neuen Antigens muf3te auch der Assay neu entwickelt werden. Des weiteren wurde das
Substrat ausgetauscht. Das mutagene und kanzerogene o-Phenylendiamin (OPD) wurde
durch Tetramethylbenzidin (TMB) ersetzt. TMB ist ein wesentlich empfindlicheres Sub-
strat und nicht mutagen oder kanzerogen [Mc Kimm-Breschkin 1990]. Das hatte zur Folge,
dal3 die Dotterproben wesentlich starker verdinnt werden mufiten, da geringere Konzen-
trationen detektiert werden konnten. Die Arbeitskonzentrationen aller Substanzen wurden

wieder mittels Schachbrettplatten ermittelt (vgl. 3.2.4.3).

Anschliel3end war es erforderlich, die Arbeitsverdiinnungen der Dotterproben zu bestim-
men. In diesem Verdinnungsbereich muf3 ein linearer Zusammenhang zwischen dem Ver-
dunnungsgrad der Dotterextrakte und der Extinktion bestehen. Durch Verdinnungsreihen
mit beispielhaften Dotterproben von jeder Gruppe, wurde der jeweilige Verdinnungsgrad

ermittelt.

Der ELISA-Test wurde nach folgendem Schema durchgefinhrt:

» Beschichtung der Platten mit Antigenldsung (0,625 pg/ml), jeweils 100 pl pro Well

* Inkubation fur zwei Stunden bei 37°C

* Inkubation Uber Nacht bei 2-8°C

* Dreimaliges Waschen mit 100 ul ELISA-Puffer

» Abblocken unspezifischer Bindungen mit 200 pl Gelatinelésung pro Well

* Inkubation fur eine Stunde bei 37°C

» Dreimaliges Waschen mit 100 pl ELISA-Puffer

* Zugabe der zu bestimmenden Antikdrperprobe (Arbeitsverdinnung fir die Antikorper-
Zeit-Profile: Hennen 72-79, 82 + 83: 1:7508, Hennen 82+83: 1:164728, jeweils 50 pul
pro Well)

* |Inkubation fir eine Stunde bei 37°C
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Dreimaliges Waschen mit 100 pl ELISA-Puffer

* Zugabe des enzymmarkierten Antikorpers (Arbeitsverdiinnung 1:10000) 50 ul

* Inkubation fur eine Stunde bei 37°C

» Dreimaliges Waschen mit 100 pl ELISA-Puffer

* Zugabe des Chromogensubstrats Tetramethylbenzidin (TMB) 200 pl

* Abstoppen der enzymatischen Reaktion nach 20 min mit 50 pl ein molarer Schwefel-

saure

* Vermessung im Mikrotiterplattenreader bei 450 nm und der Referenzwellenlange
650 nm

3.3.3.3.2 Vergleich der Antikorpertiter gegen die Zeit

Um die Schwankungen der Antikorpertiter auch wirklich detektieren zu kdénnen, war es
wichtig im Bereich der linearen Abhangigkeit von Verdinnungsgrad und Extinktion zu ar-

beiten.

Bei den Hennen 72 - 79 und 82 + 83 konnte die Arbeitsverdiinnung zur Darstellung im

Antikorper-Zeit-Profil auf 1:7508 festgelegt werden.

Fir die Hennen 81 und 82 mulf3te eine Verdiinnung von 1:164728 gewahlt werden. Von je-
dem Huhn wurde von jedem zweiten Tag eine Probe vermessen und die Extinktionswerte

im Verhaltnis zum Zeitpunkt der Eiablage aufgetragen.

Fur die einzelnen Huhngruppen ergaben sich die folgenden Profile:
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Abbildung 3.5: Entwicklung der Antikdrpertiter in Abh&ngigkeit von der Zeit und den
Vakzinierungen bei den Hennen 72 + 73 (beide 3,8 % A(kl)). Die Zeitpunkte der Immuni-
sierungen sind mit einem senkrechten Strich in der Grafik gekennzeichnet.
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Abbildung 3.6: Entwicklung der Antikdrpertiter in Abhangigkeit von der Zeit und den
Vakzinierungen bei den Hennen 74 + 75 (beide 1,8 % A(kl)). Die Zeitpunkte der Immuni-
sierungen sind mit einem senkrechten Strich in der Grafik gekennzeichnet.
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Abbildung 3.7: Entwicklung der Antikorpertiter in Abh&angigkeit von der Zeit und den
Vakzinierungen bei den Hennen 76 + 77 (beide 0,9 % A(kl)). Die Zeitpunkte der Immuni-
sierungen sind mit einem senkrechten Strich in der Grafik gekennzeichnet. Huhn 76 ist vor

der B2 gestorben.
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Abbildung 3.8: Entwicklung der Antikorpertiter in Abhangigkeit von der Zeit und den
Vakzinierungen bei den Hennen 78 + 79 (beide 1,8 % A(gr)). Die Zeitpunkte der Immuni-
sierungen sind mit einem senkrechten Strich in der Grafik gekennzeichnet.
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Abbildung 3.9: Entwicklung der Antikdrpertiter in Abhangigkeit von der Zeit und den
Vakzinierungen bei den Hennen 80 + 81 (beide FCA / FIA). Die Zeitpunkte der Immuni-
sierungen sind mit einem senkrechten Strich in der Grafik gekennzeichnet.
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Abbildung 3.10: Entwicklung der Antikdrpertiter in Abhangigkeit von der Zeit und den
Vakzinierungen bei den Hennen 82 + 83 (beide kein Adjuvans). Die Zeitpunkte der Immu-
nisierungen sind mit einem senkrechten Strich in der Grafik gekennzeichnet.

Bei allen Hennen, die ein Adjuvans bekommen haben, sind charakteristische Anstiege der

Antikorpertiter nach allen drei Immunisierungen sichtbar. Die Kontrollhennen ohne Adju-
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vans zeigten keinen Anstieg nach der Grundimmunisierung. Dieser wurde also nur durch

den Zusatz eines Adjuvans induziert.

Die Antikorper-Zeit-Profile der SLN-HUhner zeigten alle einen schmalen, steilen Anstieg
der Titer nach der B1, der bei den Kontrollhiihnern ohne Adjuvans und den FCA-HUhnern
nicht in dieser Form auftrat. Nach diesem Peak, fielen die Titer wieder bis fast auf den An-
fangswert ab, um nach der B2 wieder anzusteigen. Der Effekt der B1 war allerdings starker
ausgepragt als bei der B2. Fur Aluminium-Adjuvantien wurde schon ahnliches berichtet,
namlich, dal’ der Effekt des Adjuvans auf die Immunantwort am ausgepragtesten bei den
ersten Immunisierungen ist, und dann abnimmt [Aprile und Wardlaw 1966, Gupta et al.

1995]. Andererseits sollte man in Erwagung ziehen, nach der B2 langer abzuwarten.

Dieser Verlauf, mit dem Vorkommen eines kleineren Anstiegs schon nach der Gl und dem
schmalen, steilen Peak nach der B1 scheint charakteristisch fir das SLN-Adjuvans zu sein.
Diese Verlaufe unterscheiden sich signifikant von denen ohne Adjuvans und von denen mit

FCA. Dies zeigt eine vorhandene immunmodulierende Wirkung des SLN-Adjuvans.

Der Titerverlauf unter FCA unterschied sich von diesem Profil. Nach der Gl traten sogar
zwei Peaks auf: Ein erster kleinerer und ein zweiter groRerer. Nach der B1 war der Anstieg
nicht so schmal und die Titer fielen vor der B2 auch nicht wieder bis fast auf die Anfangs-

extinktion ab.

Einzig Huhn 78 (1,8 % A(kl)) zeigte einen Titerverlauf, der mehr FCA ahnelte, als den an-
deren SLN-Huhnern. Der Anstieg nach der B1 war hier nicht so schmal und steil, sondern
auch breiter und die Werte fielen nicht mehr bis auf die Ausgangsextinktion ab. Bei Henne
79, die die gleiche Vakzine bekommen hat, war das leider nicht zu erkennen. Es laf3t sich
also mutmalf3en, dald die Zunahme der Grol3e der SLN einen Einfluf3 auf die immunmodu-
lierende Wirkung hat. Dieser ahnelt eher FCA/FIA als dem Einflul3 der kleineren SLN.

Einen Einflul der Konzentration der SLN in der Vakzine auf den Verlauf der Immunant-
wort liel3 sich hingegen nicht erkennen. Einzig Henne 77 zeigte einen geringeren Profit von
der Immunisierung als die anderen. Bei Henne 76, die das gleich bekommen hat, war das
nicht der Fall.
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Um zu beiden Fragestellungen genauere Aussagen treffen zu kénnen, miuf3te naturlich die
Anzahl der Tiere pro Formulierung erhéht werden, um die vorhandenen interindividuellen

Schwankungen auszugleichen.

Des weiteren lieRen sich leichte rhythmisch wiederkehrende Schwankungen der Antikor-

perproduktion erkennen.

Zwischen den weifl3en und den braunen Hennen war kein Unterschied im Ansprechen auf
die Vakzinen ersichtlich. Mal reagierte die eine Rasse starker, mal die andere oder beide
gleich. Es bestand also kein detektierbarer Rassenunterschied im Hinblick auf die unter-

suchten Parameter.

3.3.3.3.3 Vergleich der Antikorpertiter

Fur jedes Huhn wurde jeweils eine Probe von der Spitze des Antikdrperanstieges nach der
Gl, der B1 und der B2 ausgewahlt. Die Zeitpunkte von denen die Proben stammen mussen,
wurden in den Antikorper-Zeit-Profilen ermittelt (Abbildung 3.11).
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Abbildung 3.11: Ermittlung der Proben, von denen Verdinnungsreihen angefertigt werden
sollten (hier beispielhaft an den Antikérper-Zeit-Profilen von den Hennen 72 und 73 dar-
gestellt). Fur jedes Huhn wurde jeweils eine Probe von der Spitze des AntikGrperanstiegs
nach der GlI, der B1 und der B2 gewahlt.
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Von diesen Proben wurden Verdinnungsreihen gemacht und mittels des unter 3.3.3.3 be-

schriebenen ELISA-Tests vermessen (Abbildung 3.12).
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Abbildung 3.12: Verdiinnungsreihen zum Titervergleich. Die Dotterproben der verschie-
denen Hennen wurden so lange verdiinnt, bis die Extinktionen der Verdinnungsreihen im
linearen MelRbereich des ELISA-Tests lagen. Eine Verdiinnung von 1:1000 wird z. B. als
eine Verdunnung von 0,001 angegeben. Von jeder Henne wurden insgesamt drei Proben
(und zwar je eine von den Antikdrperpeaks nach der Gl, B1 und B2) gemessen. In der Le-
gende bedeutet z. B. die Bezeichnung ,,72, GI* den Antikorpertiter im Eidotter von Henne
72 zum Zeitpunkt des IgY-Peaks nach der Grundimmunisierung (Gl). Man erkennt auf
dieser Grafik, dal’ die Proben von den mit FCA immunisierten Hennen (80 + 81) wesent-
lich starker verdiinnt werden muf3ten als die der anderen.

Beim willkurlich festgelegten Extinktionswert von 1,0 wurde verglichen, wie stark die ein-
zelnen Proben verdiinnt werden muften, um diese Extinktion zu zeigen (vgl. Abbildung
3.12). Je starker verdinnt werden mufdte, um diese Extinktion zu erreichen, um so hdher
war die Antikbrperkonzentration der Probe. Die reziproken Werte der Verdinnungen wur-

den miteinander verglichen (vgl. Abbildung 3.13).
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Abbildung 3.13: Vergleich der Antikdrpertiter in den Eidottern der unter Zusatz von ver-
schiedenen (oder keinen) Adjuvantien immunisierten Hennen. Der erste Wert von 72 be-
zeichnet z. B. den Antikorpertiter im Eidotter von Henne 72 zum Zeitpunkt des IgY-Peaks
nach der Grundimmunisierung (Gl), der zweite Wert den Titer nach der B1 und der dritte
Wert den Titer nach der B2. Auf der y-Achse ist die Konzentration, bis zu der verdiinnt
werden muf3te, um eine Extinktion von 1,0 zu erreichen reziprok aufgetragen.

In dieser Grafik erkennt man, dal® die durch FCA stimulierten Antikorpertiter (Hennen 80
+ 81) 30 bis 160 mal hoher waren, als die durch SLN-Zusatz hervorgerufenen. Die H6he
des durch FCA stimulierten Antikdrpertiters variierte aber auch zwischen den beiden Hih-
nern der Gruppe stark. Der Titer der Henne 80 war finf mal héher als der Titer der Henne
81. Die Titer der GlI, der B1 und der B2 zeigten bei Henne 80 einen stufenférmigen An-
stieg. Bei Henne 81 dagegen, wurden durch die Gl und die B1 quantitativ gleiche Titer wie
bei Huhn 80 induziert, doch fiel der Titer nach der B2 wieder ab. Dies entsprach dem Ver-
lauf der SLN-Adjuvantien.

Beziglich dieses Antigens war der Vergleich mit FCA fur diese SLN-Formulierung nicht

geeignet. Eine solche starke immunstimulierende Wirkung wurde nicht erreicht.

Da die Titer der SLN-HUhner und der Kontrollhiihner ohne Adjuvans in diesem MalRstab
nicht verglichen werden konnten, wurden die Werte der Hennen 80 und 81 in der
Abbildung 3.14 nicht dargestellt.
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Abbildung 3.14: Antikorpertitervergleich zwischen Hennen mit SLN als Adjuvans und den
Kontrollhennen ohne Adjuvans. Der erste Wert von 72 bezeichnet z. B. den Antikérpertiter
im Eidotter von Henne 72 zum Zeitpunkt des IgY-Peaks nach der Grundimmunisierung
(GI), der zweite Wert den Titer nach der B1 und der dritte Wert den Titer nach der B2. Auf
der y-Achse ist die Konzentration, bis zu der verdiinnt werden muf3te, um eine Extinktion
von 1,0 zu erreichen, reziprok aufgetragen.

Die Hennen ohne Adjuvans (82 + 83) zeigten beide eine stufenférmige Titerentwicklung,
d. h. die Titer nahmen von der Gl uUber die B1 zur B2 hin zu. Bei Hennen, die ein SLN-
Adjuvans bekommen haben, zeigte der Titer nach der B2 allerdings niedrigere Werte als
nach der B1l. Dieser Verlauf scheint charakteristisch fur das SLN-Adjuvans zu sein. Es
deutet auf eine die Immunantwort modulierende Wirkung hin. Eine Ausnahme war nur

Huhn 78. Hier waren die Titer nach der B1 und der B2 gleich.

Die Werte schwankten innerhalb eines Paares von Hennen, die die selbe Vakzine bekom-
men haben, zum Teil stark. Zum Beispiel war der Titer nach der B2 bei Henne 83 achtmal

hoher als bei Henne 82. Fast das gleiche galt fur die Hennen 76 und 77. Der Test wurde al-
so noch von einer extern nicht zu beherrschenden GroRRe beeinfluf3t. Aufgrund dessen ist
auch eine Aussage uber den Effekt der unterschiedlichen Groéf3en der SLN und deren ver-
schiedenen Konzentrationen schwierig. Es lafdt sich allerdings mutmalR3en, daf3 eine Gro-
Benzunahme den Effekt verandert, wahrend die Konzentrationséanderung im Bereich von

3,8 % bis 0,9 % nicht zu wahrnehmbaren Unterschieden fihrt.
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Bei den SLN-Hennen waren die Titer nach der B1, mit Ausnahme bei Huhn 77, héher als
bei den Kontrollhennen. Bei der B2 war diese Aussage nicht mehr moglich. Allerdings ist
zu bedenken, dal® diese Titerunterschiede relativ gering sind, im Vergleich zu den Ti-

ternunterschieden, die zwischen diesen Hiihnern und den FCA-HlUhnern bestanden.

3.3.3.4 Gewebeschnitte

Vier Wochen nach der letzten Boosterung wurden die Hihner euthanasiert. Die Injektions-
stellen im Pektoralmuskel wurden makroskopisch beurteilt. Zur histologischen Beurteilung

wurden Gewebeschnitte angefertigt.

Die Befunde der beiden Hennen, die unter Zusatz von FCA immunisiert worden waren,
unterschieden sich nicht. Deshalb wird in Abbildung 3.15 und Abbildung 3.16 beispielhaft

nur Henne 81 dargestellt.
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Abbildung 3.15: makroskopische Abbildung der Injektionsstelle bei Henne 81 (FCA/FIA).
Hier zeigte sich ein 2,6x12 mm grol3er, gelblich-weil3er Abszel3, der eine rahmige Flussig-
keit enthielt. Dabei handelte es sich um ein steriles Granulom.
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100 pm

Abbildung 3.16: Gewebeschnitt (100fache Vergréf3erung) von Henne 81 (FCA). Auf dieser
mikroskopischen Abbildung sind hochgradige entzindliche Veréanderungen an der Injekti-
onsstelle zu erkennen. Das Granulom ist nicht abgekapselt und das umliegende Gewebe in-
filtriert.
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Abbildung 3.17: Makroskopische Abbildung der Injektionsstelle bei Henne 83 (kein Adju-
vans). Die makroskopische Beurteilung der Kontrollhiihner zeigte, bis auf eine kleine Nar-
be im Bereich des Stichkanals bei Huhn 83, keine Auffalligkeiten. Das Gewebe wurde
nicht geschadigt.
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Abbildung 3.18: Gewebeschnitt (400fache Vergrol3erung) von Henne 83 (kein Adjuvans).
Die histologische Untersuchung bestétigte, dal? das Gewebe nicht geschadigt worden ist.
Man sieht hier einen unbeeintrachtigten Zellenverband.

Bei den Hennen, die A(kl) erhalten haben, konnten keine Veranderungen entdeckt werden.
Der makroskopische Befund glich den Kontrollhiihnern. Einzig bei den Hennen, die A(gr)
erhalten haben, konnten nach ausfihrlicher Suche leichte Gewebeaufféalligkeiten gefunden
werden. Diese sind in Abbildung 3.19 und Abbildung 3.20 dargestelit.
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Abbildung 3.19: Makroskopische Abbildung der Injektionsstelle bei Henne 79 (A(gr)

1,8%). Man erkennt eine leichte Gewebeauffalligkeit. Dabei handelte es sich um unauffal-
lige 1,5 mm x 8 mm grol3e, blaschenartige Verdnderungen. Diese unterschieden sich signi-
fikant von den sterilen Granulomen der FCA-Hennen.
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Abbildung 3.20: Die mikroskopische Ansicht (200fache Vergrof3erung) des Gewebepréapa-
rates von Henne 79 (A(gr) 1,8 %). Man erkennt, dal3 die Veranderungen (unten links) ein-
gekapselt waren. Umliegendes Muskelgewebe (oben rechts) war nicht beeintrachtigt.
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Die neuen SBA-Formulierungen zeigten also keine gewebeschéadigenden Eigenschaften.
Der Austausch von Hartparaffin gegen Compritol fiihrte zu einer Zunahme der Vertrag-
lichkeit und Abnahme der gewebeirritierenden Wirkung, bei sonst gleichbleibender Zu-

sammensetzung des Adjuvans.

3.3.4 Ergebnisse

Die Ergebnisse dieses Versuchs lassen sich folgendermalRen zusammenfassen:

Zum einen war eine immunmodulierende Wirkung des SLN-Adjuvans klar zu erkennen.

Die Antikorper-Zeit-Profile unterschieden sich deutlich von denen der Hennen, die ohne

Adjuvans immunisiert worden sind. Mit Ausnahme von Huhn 78 (welches unter Zusatz

von 1,8 % der grol3en SLN A(gr) vakziniert worden ist) unterschieden sich die Profile auch

von denen, die durch FCA-Zusatz erhalten worden sind. Das Profil von 78 &hnelte diesem
mehr. Da das Huhn 79 die selbe Formulierung A(gr) erhalten hat, und diesen Effekt nicht
zeigte, lalt sich nur spekulieren, ob der Grund die Grof3e der SLN war. Auch die Antikor-

pertiter, die durch das SBA stimuliert worden sind unterschieden sich von denen ohne
Adjuvans. Ohne Adjuvans ergab sich ein stufenférmiger Anstieg der Titer von der Gl Uber

die B1 zu B2. Nach der B2 wurde der héchste Wert erreicht. Mit SLN als Adjuvans ist der

Titer nach der B1 der hochste. Die Titer nach der B1 und oftmals auch nach der Gl sind
hoher als ohne Adjuvans. Einzig bei Huhn 78 ist es wieder anders, denn hier waren die Ti-
ter nach der B1 und der B2 gleich hoch.

Des weiteren laRt sich feststellen, dalR durch die Veranderung der Formulierung Gewebeir-
ritationen verhindert werden konnten. Im ersten Versuch zeigten sich bei dem Huhn, wel-
ches die Formulierung aus Hartparaffin, Tween 80/Span 85 und EQ1 bekommen hat,
leichte Lasionen. Diese konnten durch den Austausch des nicht bioabbaubaren Hartparaf-
fin gegen das bioabbaubare Compritol und sonst gleichbleibender Zusammensetzung ver-
hindert werden. Die Kombination von EQ1 mit Compritol statt mit Hartparaffin reduzierte
diese Lokalreaktionen stark. Es konnte also gezeigt werden, daf? SLN ohne Zusatz von
EQ1 sehr gut gewebevertraglich waren und keine Lokalreaktionen an der Einstichstelle in-
duzierten. Durch die Optimierung der Formulierung liel3 sich die selbe gute Vertraglichkeit
auch fur Formulierungen mit EQ1 erreichen. Allerdings waren die Gewebereaktionen nicht

nur abhéngig von der Zusammensetzung der Formulierung, sondern auch von der Partikel-
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grolRe. Die grolReren Partikel induzierten leichte Gewebereaktionen, die nicht gravierend
waren, sie aber von den kleineren Partikeln unterschieden. Die optimierten SLN-
Formulierungen zeigten eine bessere Vertraglichkeit als die Adjuvantien nach Freund und

auch als Aluminiumadjuvantien.

Es konnte gezeigt werden, daf3 es sich bei A(kl) um eine lagerstabile, lyophilisierbare und
sterilisierbare Formulierung handelt. Dies sind zusammen mit der kostenglnstigen Her-
stellung ideale Voraussetzungen fur den Einsatz in der Praxis. Die Formulierung A(gr)

muf3 hinsichtlich der Stabilitat noch optimiert werden.

Die Antikorpertiter der einzelnen Hennen unterlagen externen, nicht beeinfluBbaren in-
terindividuellen Schwankungen. Aufgrund der Gruppengrof3e von n = 2 waren keine signi-
fikanten Effekte der Adjuvansmenge und -gré3e zu erkennen. Dies war jedoch auch nicht
das Ziel dieser orientierenden Studie, sondern es sollte untersucht werden, ob mit bioab-
baubaren Lipiden Gewebereaktionen vermieden werden kdnnen und ob Parameter vorhan-
den sind, auf die das untersuchte System empfindlich mit Effizienzsteigerung oder
-minderung reagiert. Allerdings a3t sich vermuten, dal3 eine Gro3enzunahme Auswirkun-
gen hat, wahrend eine Veranderungen der Konzentration im Bereich von 3,8 % uber 1,8 %
bis 0,9 % eher keine zu haben scheint. Die gro3eren Partikel induzierten leichte Gewebere-
aktionen, die kleineren dagegen bei keiner der untersuchten Konzentrationen. Wie schon
erwahnt konnen leichte Gewebereaktionen auch ein Zeichen fir eine adjuvante Wirkung
sein. Ebenso zeigte ein Huhn der Gruppe, die mit Zusatz von A(gr) immunisiert wurde, ei-
nen Titerverlauf, der sich von denen der anderen SBA Hiihnern unterschied und eher FCA
ahnelte. Ein Einflul} der Konzentration auf die Antikdrper-Zeit-Profile, die Titerentwick-
lung und die Gewebevertraglichkeit konnte nicht festgestellt werden.

Die beobachteten Titersteigerungen fielen geringer aus als erwartet. Dies kann zum einen
darin begriindet liegen, dal3 das Vakzinierungsprotokoll noch nicht optimal war. Anderer-
seits liefert die Studie aber auch wertvolle Informationen tber den mdglichen Wirkmecha-
nismus. Als Antigene wurden Mykoplasma bovis (in Analogie zu den vorausgegangenen
Schafstudien) und Mauseimmunglobulin G (die erzeugten Antikdrper wurden von einem
kooperierenden Partner in einem anderen Projekt benotigt) eingesetzt. Gegen solche Anti-
gene bildet sich vorwiegend eine Immunreation vom Th2-Typ, die vor allem durch die
Bildung von Antikérpern gekennzeichnet ist. Das System MF59 dagegen induziert vor-

wiegend eine Immunreation vom Th1l-Typ, die zur Verstarkung der zellularen Immunitat
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fuhrt und sich gegen intrazellulare Krankheitserreger richtet. Da das SBA-System MF59
nachempfunden ist, hat es offenbar auch einen ahnlichen Wirkmechanismus. Die weitere

Testung des Systems hat daher analog zu Experimenten mit MF59 zu erfolgen.

Als Ergebnis dieses ersten Teiles laldt sich festhalten, da’ eine exellente Gewebevertrag-
lichkeit des SBA-Systems aufgezeigt worden ist, eine die Immunantwort modulierende
Wirkung anhand der Kurvenverlaufe nachgewiesen werden konnte und Informationen tber

den potentiellen Wirkmechanismus erhalten wurden.

3.4 Ausblick

Aufgrund der Uberlegungen zum Wirkmechanismus des SLN-Adjuvans, ergeben sich fol-

gende Perspektiven.

Um eine bessere Effizienz zu erreichen, sollte zum einen das Antigen gewechselt werden.
Vakzinen mit viralen Subunit-Antigenen, bei denen auch MF59 die Immunantwort stark
stimuliert [Ott 1998], erscheinen vielversprechend. Es steht zu vermuten, dal3 SBA &hnlich
wie MF59 eher die zellulare, gegen intrazellulare Parasiten gerichtete Immunitat fordert als
die humorale und deshalb in Verbindung mit viralen Vakzinen eine héhere Effektivitat
zeigen durfte. Dieser Fragestellung sollte nachgegangen werden.

Eine weitere Perspektive bietet der Einsatz von SBA als Adjuvans fiir DNA-Vakzinen.

Durch den Zusatz von kationischen Lipiden wie z. B EQ1 oder DOTAP kann DNA auf der
Partikeloberflache kondensiert werden. Die Eignung der Formulierung A(kl) als Gentrans-
fervektor zur nicht-viralen in vitro Transfektion konnte bereits gezeigt werden [Olbrich et

al. 2001b].
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