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Vergleich kommerziell erhéltlicher Adjuvantien
bei BALB/c-Méusen mit einem schwach
immunogenen Peptid als Antigen

Christine Zwerger, Roland Plesker, Kyriakos Papadopulos, Klaus CuBler und Joachim Hartinger

Paul-Ehrlich-Institut, D-Langen

Zusammenfassung

Kommerziell erhéltliche Adjuvantien wurden mit dem immun-
suppressiven Peptid (ISU-Peptid) von HIV I als Antigen auf
hervorgerufene Nebeneffekte und auf ihre antikdrperinduzie-
renden Eigenschaften in BALB/c-Mdiusen getestet. Die
Belastung und Schmerzen der Tiere wurden mit klinischen,
pathologisch-histologischen Parametern sowie mit dem
Verhalten der Tiere beurteilt. Komplettes Freundsches Adju-
vans (FAk) diente als Positiv- und PBS (Phophat buffered
saline) als Negativkontrolle. Die dlhaltigen Adjuvantien
Montanide ISA 51° (M 51), Specol® und Hunters TiterMax
Gold® (HTMG) wurden mit dem ISU-Peptid-Napfschneckenhdi-
mozyanin-Konjugat verwendet, das wasserlisliche Gerbu
Adjuvans® wurde zudem noch mit ISU-Peptid-Choleratoxin B-
Konjugat (ChTxB) eingesetzt. Bei allen Immunisierungen
wurde der holldndische ,,Code of Practice* als Richtschnur
verwendet. In keiner Gruppe wurden Verdinderungen der
Aktivitit oder des Verhaltens der Tiere beobachtet. Alle
Oladjuvantien produzierten Schwellungen und Abkapselungen,
die in der HTMG-Gruppe am dramatischsten waren. Nach
Jjeder Booster-Immunisierung stagnierte das Korpergewicht
kurzzeitig in allen Adjuvans-Gruppen, bei HTMG trat dieser
Einbruch schon bei der 1. Immunisierung auf. FAk induzierte
nach der 1. Immunisierung leichtes Fieber. FAk, Specol und M
51 und auflerdem Gerbu-ChTxB induzierten fiir den ELISA
brauchbare Antikorpertiter. Die wasserloslichen Adjuvantien
und HTMG induzierten mit ISU-Peptid-KLH-Konjugat keine
mefibaren Antikdrpertiter.

Summary: A comparison of commercially available adjuvants
in BALB/c-mice immunised with a weekly immunogenic
peptide

The antibody-stimulating activities and side effects of commer-
cially available adjuvants were compared in BALB/c mice
immunised with the immunosuppressive (ISU) peptide of HIV I.
Clinical and pathological-histological parameters as well as
behavioural changes, were used to assess the distress and pain
caused to the animals. Complete Freund's Adjuvant (FAk) was
used as the positive control and PBS as the negative control.
The oil-based adjuvants Montanide ISA 51° (M 51), Specol®,
and Hunter’s TiterMax Gold® (HTMG) were used with the
ISU-peptide conjugated to KLH. The water-soluble Gerbu
Adjuvant® was administered together with the antigen KLH
conjugate and also with the I1SU-peptide conjugated to cholera
toxin B subunit (ChTxB). The Dutch ,,Code of Practice* was
used as a guideline for all immunisations. No changes in
animal activity or behaviour was observed in any of the
groups. All the oil-based adjuvants gave rise to swellings and
encapsulations, which were most pronounced in the HTMG-
group. Although body weight increased throughout the study,
no increase was seen in any adjuvant group for a short period
after each booster immunisation, nor after the first immunisati-
on in the HTMG group. FAk induced a light fever after all
immunisations. FAk, Specol and M 51 as well as Gerbu-ChTxB
induced antibody titres which were detectable in the ELISA,
but no detectable antibody the water-soluble adjuvants or
following administration of HTMG applied with the ISU-
peptide-KLH conjugate.

Keywords:adjuvant, animal welfare, antibody titer, Cholera toxin B subunit, ELISA, mice, monoclonal antibody

tigkeit lokaler Veriinderungen zu iiberprii-

1 Einleitung

Im Rahmen der biomedizinischen For-
schung werden zur Herstellung polyklo-
naler Antiseren oder monoklonaler Anti-
korper in grofem Umfang Tiere immuni-
siert. Beim Einsatz schwach immunoge-
ner Antigene wie Peptiden ist der Zusatz
von Adjuvantien zur Immunisierungslo-
sung notwendige Praxis. Bei mykobakte-
rienhaltigen Oladjuvantien (FAk) sind an
den Injektionsstellen Granulome und ste-
rile Abszesse, aber auch schwerwiegen-
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dere Nebenwirkungen wie z.B. Nekrosen,
Peritonitis, Lihmungserscheinungen oder
reduziertes Fre3- und Trinkverhalten be-
obachtet worden. In den letzten Jahren
wurde deshalb - auch in der Impfstoffent-
wicklung - sehr intensiv an besser vertrig-
lichen Adjuvantien geforscht.

Fiir die meisten Adjuvantien, die als
Alternativen zur Verfiigung stehen, wur-
de neben Studien zur Antikorperstimula-
tion nur wenig iiber lokale oder systemi-
sche Nebenwirkungen gearbeitet. Verhal-
tensuntersuchungen, um die Schmerzhaf-

fen, wie sie beispielsweise von Giirtner
und Militzer (1993) und Morton und Grif-
fiths (1985) beschrieben wurden, sind
noch seltener. Daher fehlt dem Anwender,
trotz der mittlerweile uniiberschaubaren
Literaturfiille zu dem Thema, meist die
Maoglichkeit, sich fiir eine tierschonende,
aber effiziente Alternative zu entscheiden.

Wir haben deshalb ein bekanntermalBen
schwach immunogenes Peptid an Triger-
molekiile gekoppelt und mit verschiede-
nen Ol-Adjuvantien und mit dem wasser-
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loglichen Gerbu Adjuvans® im Vergleich
getestet. Als Tragermolckiile wurden KLH
(kevhole limpet haemocyanin) und die
(nichttoxische) B-Untereinheit von Cho-
leratoxin verwendet. Komplettes Freund-
sches Adjuvans (FAk) diente als Positiv-
und PBS ohne Zusatz von Adjuvantien als
Negativkontrolle.

Da sich gezeigt hat, dafl das AusmaB der
Lokalreaktionen nicht nur zu Lasten der
Antigen/Adjuvans-Kombination, sondern
auch durch die Anwendungspraxis bedingt
wird, wurden alle Immunisierungen nach
dem niederléndischen ,,Code of Practise™
(Veterinary Public Health Inspectorate,
1993) durchgefiihrt.

2 Tiere, Material und Methoden

2.1 Tiere

Fiir jedes zu testende Adjuvans wurden
dreimal je zehn weibliche BALB/c-Miu-
se mit einem Anfangsgewicht von 15 bis
18 Gramm (Charles River, Sulzfeld) kon-
ventionell bei 23° C, Futter und Wasser
ad libitum und einem 12 stiindigen Hell-
Dunkelrhythmus in Makrolon Typ ITI Ki-
figen, angereichert mit Zellulosestreifen
und Papphiuschen gehalten. Die Kifige
wurden einmal wochentlich gereinigt. Vor
Versuchsbeginn wurde den Tieren eine
Eingewohnungszeit von einer Woche ge-
geben. Die Tiere wurden tidglich um 7:00
Uhr durch denselben Tierarzt untersucht.
Die Aktivitiit der Tiere wurde iiber die 24-
stiindige Aufzeichnung der Signale eines
passiven Infrarot-Sensors (ArguMens,
Duisburg) im Vergleich mit einer unbehan-
delten Kontrollgruppe bestimmt.

2.2 Peptid-Kopplung

Das immunsuppressive Peptid 583-599 des
2p41/160 von HIV I (Sequenz: LQQDKLY-
REVALIRAQLQK) wurde freundlicher-
weise von Dr. J. Denner, Paul-Ehrlich-In-
stitut zur Verfiigung gestellt und, wie bei
Schneider et al. (1983) beschrieben, iiber
m-Maleimidobenzoesédure-N-Hydroxysuc-
cinimidester an ChTxB (Sigma, Deisen-
hofen) bzw. an KLH (Calbiochem, Bad
Soden) gekoppelt. Die Kopplungsetfizienz
wurde nach SDS-Disc-PAGE (Laemmli,
1970) mittels Westernblot (Khyse-Ander-
sen, 1984) tiberpriift.

2.3 Immunisierungen

Die Antigen-Adjuvanslosung wurde ent-
sprechend den Herstellerangaben vorbe-
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reitet und jedem Tier 10 pug Peptid in 100
pl Losung subkutan im Nackenbereich
appliziert. In der FAk-Gruppe wurde fiir
Booster-Immunisierungen inkomplettes
Freundsches Adjuvans verwendet. Boo-
ster-Immunisierungen und Blutentnahmen
erfolgten im vierwochigen Abstand, nach
83 Tagen wurden die Tiere in Narkose
entblutet. Die Seren der Tiere eines Ki-
figs wurden gepoolt und in Dreifachbe-
stimmungen mittels ELISA auf spezifische
Antikorper getestet.

2.4 ELISA
Zur Bestimmung des IgG-Titers wurde
ein ELISA, modifiziert nach Denner et
al. (1994), durchgefiihrt. 1 pug Peptid
gelost in 50 ul H O wurde iiber Nacht
bei 37° C an jede Kavitiit einer Ma-
xiSorp 96-Loch-Mikrotiter-Platte mit
Flachboden (Nunc, Wiesbaden) gebun-
den und iiberschiissiges Peptid mit 250
pl PBS+0,05 % Tween 20 (PBS-Tween)
weggewaschen. Die Kavititen wurden
fiir 1 hiin PBS-Tween/5% Trockenmilch
blockiert. Nach dreimaligem Waschen
mit PBS-Tween wurden die Seren 1 h
in PBS-Tween/5% Trockenmilch ver-
diinnt inkubiert, dreimal mit 250 pl
PBS-Tween gewaschen und 1 h mit Zie-
ge-anti-Maus-IgG-Peroxidase-Konju-
gat (Cappel, Eppelheim) 1:3000 in 50
1l PBS/5% Trockenmilch verdiinnt in-
kubiert. Nach dreimaligem Waschen mit
250 pl PBS-Tween 20 und PBS wurde
die Substratfirbung (50 pl 5 mM ortho-
Phenylendiamin (Sigma, Deisenhofen),
0,3%¢ H,0, in PBS, pH 6,0) nach 6-mi-
niitiger Inkubation mit 25 ul 5 N H,50,
beendet und in einem Zwei-Wellenlin-
genphotometer bei 492 nm und einer
Referenzwellenldnge von 620 nm ge-
messen.

Alle anderen Chemikalien wurden in der
héchsten erhiltlichen Reinheitsstufe von
Merck, Darmstadt bezogen.

2.5 Statistik

Mit dem Chi-Quadrat-Test wurde der Zu-
sammenhang zwischen den Adjuvantien
und den lokalen Veréinderungen an der In-
jektionsstelle untersucht. Der Eintluf} der
Adjuvantien auf Gewichtsentwicklung,
Temperaturverlauf und die Ausbildung
eines spezifischen Antikorpertiters wurde
mit dem Programm S-Plus 4.0, Seattle
iiber die Generalised estimating equation
untersucht. Zur Bestimmung signifikan-

ter Unterschiede zwischen den Gruppen
wurde ein Signifikanzniveau o von 0,05
gewihlt.

3 Ergebnisse

In allen Gruppen wurde das Aktivititspro-
fil im Vergleich zu unbehandelten Miu-
sen aufgezeichnet. In keiner Adjuvans-
gruppe traten Auffilligkeiten auf; bei al-
len Tieren wurde nachts Aktivitit beob-
achtet, die wahrscheinlich altersbedingt
tiber den Beobachtungszeitraum deutlich
abnahm. Keines der Tiere fiel in seiner
Gruppe als isoliert oder mit gestrdubtem
Fell auf, es wurden keine Verinderungen
des Spontanverhaltens (Greif- und Klam-
merreaktionen, Neugier-, Putz- oder Spiel-
verhalten), des Antwortverhaltens auf du-
Bere Reize (Fangverhalten, Reaktionen auf
Lufthauch) oder des Muskeltonus beob-
achtet. Auch zeigte kein Tier bei Beriih-
rungen an den Injektionsstellen Lautge-
bung oder Ausweichreaktionen.

Uber den gesamten Versuchszeitraum
wurde eine stetige Zunahme des Korper-
gewichts beobachtet. Diese Gewichtszu-
nahme stagnierte allerdings nach den Boo-
ster-Immunisierungen fiir wenige Tage. n
der Gruppe mit HTMG behandelter Miu-
se trat dieser Effekt bereits nach der er-
sten Immunisierung auf und war nach den
Folgeimmunisierungen ausgepriagter und
ldnger anhaltend als in den anderen Grup-
pen. Dieser Effekt wurde auch bei den
ohne Adjuvantien behandelten Miusen
beobachtet, wihrend die unbehandelten
Tiere stetig und ohne Unterbrechungen an
Gewicht zunahmen.

Die mit FAk immunisierten Tiere rea-
gierten statistisch signifikant bereils auf
die erste Immunisierung mit einem deut-
lichen Fieberanstieg auf iiber 39° C. Bei
den Miusen, die mit den anderen 6lhalti-
gen Adjuvantien oder mit Gerbu-Adjuvans
+ Peptid-ChTxB behandelt worden waren,
stieg die Kérpertemperatur nach den Boo-
ster-Immunisierungen um ca. 1/2 Grad. Bei
den mit Gerbu-Adjuvans und Peptid-KLH
immunisierten Méusen schwankte die Rek-
taltemperatur iiber den gesamten Versuchs-
zeitraum zwischen 36 und 38,5° C.

Die lokalen Reaktionen an den Injekti-
onsstellen und die AbszeBbildung sind in
Tabelle 1 zusammengefalt. Alle Gruppen,
die mit olhaltigen Adjuvantien behandelt
wurden, zeigten an den Impfstellen ver-
schiebbare Anschwellungen, die nurin der
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Tabelle 1: Lokalreaktionen im Bereich der Injektionsstellen

: [ i Tiere :
Ausbreitung s Konsistenz } Besonderheiten mit Lr. Befunde nach Pathologie Thweenl
[mm] foyin [%]
|
z.T. weich | | Zahlreiche, deutlich entzUndliche,
Kopfregion B:1-5 eindriackbar | bei 1/3 der Tiere | stecknadelspitz- bis kirschkerngroBe
FAk Nackenregion L: 5-13 |verschiebbar | Haarausfall an der 83,3 | Abszesse in der Haut und Unterhaut 100
| H:1-4 |zT.derb | Injektionsstelle ‘ des Nackens Umgebendes Gewebe
| | nicht verschiebbar | | teils gerétet, teils sulzig durchtréinkt
. | Zahlreiche glasstecknadéil?o}?ﬂ bis
Kopfregion B:1-86 i | . T =
M 51 (bei 1 Tier) L 4-10 weich ) _ | &0 Ilpsengroﬁe (bei einem TJer_ 100
Nackenregion | H: 1 - 4 verschiebbar | kirschkerngrof3e) Abszesse in der
! Haut und Unterhaut der Nackenregion
3 MaBig entzindliche, schlecht
| Buli=s; | abgegrenzte, bis linsengrofe
Specol Nackenregion L:1 -4 weich - 26,7 9eg * SengIe o 80
H:0- 1 | Anschwellung von rétlich-beiger
E Farbe in der Unterhaut des Nackens
Zahlreiche, ausgepragt entziindliche,
Kopfregion . . stecknadelkopf- bis kirschkerngrof3e
% B:1-6 = bei 1/3 der Tiere g
Nackenregion N weich Abszesse in der Haut und Unterhaut.
Sl Rucken/Hufte |I:| ?2_ 155 verschiebbar m.a‘:'b:taj‘grs‘;asltlea[‘!r; dsr 80 | Die Veranderungen ziehen von der 100
Flanke . I [ Injektionsstelle Gber die Rucken- und |
| Flankenregion zur Hifte |
Gerbu-KLH | - - - - 0 - | 0
| bei 1/3 der Tiere e q
A ] : | Entziindliche, sulzig-braune
| (Nacken- (nicht (weich reversible Schwellung - "
Gerbu-ChTxB | (Ha warea : 4 0 Durchtrankung des 60
| region) mefbar) | eindrickbar) m!t H;utrotung an der Unterhautgewebes im Nacken
| Injektionsstelle
PBS = - | = = 0 - 8

*Tiere mit Lokalreaktionen

FAk-Gruppe teilweise derb und nicht ver-
schiebbar waren. In der HTMG-Gruppe
zogen sie vom Kopf den ganzen Riicken-
bereich bis zur Hiifte entlang. Sie stellten
sich - auBer bei den mit Specol behandel-
ten Tieren - im histologischen Schnitt als
entziindliche Abszesse dar. In den FAK-
und HTMG-Gruppen zeigten ca. 1/3 der
Tiere Haarausfall an der Injektionsstelle.
In den Gruppen, die mit FAk oder mit
Gerbu-Adjuvans / Peptid-ChTxB behan-
delt wurden, war das Unterhautgewebe
sulzig durchtrénkt. Histologisch fielen vor

allem bei den mit FAk, aber vereinzelt
auch bei den mit Specol behandelten Tie-
ren eingewanderte Riesenzellen auf, wih-
rend in der HTMG-Gruppe in den Vakuo-
len-Zwischenriumen kaum Entziindungs-
zellen sichtbar waren. Die dlgefiillten Va-
kuolen waren in dieser Gruppe am grof3-
ten und bei den mit Specol immunisier-
ten Tieren nur mikroskopisch sichtbar und
fein verteilt.

Der Verlauf der Antikorpertiter tiber den
Versuchszeitraum ist in Abbildung 1 ge-
zeigt. In den mit FAk und mit Specol be-

Adsarption bei 492-620 nm
[AU

Eingesetzte Adjuvantien

Gerbu-ChTxg

"E

-47 Tag 83 (Serumverdinnung 1:30)
! Tag 56 (Serumverdinnung 1:10)
Tag 27 (Serumverdiinnung 1:3)
@

a

Abbildung 1: Dargestellt sind die Mittelwerte der Seren von drei Kéfigen der Adjuvans-
gruppen (Dreifachbestimmungen, korrigiert auf Pra-Immunserum). Gemessen wurde -
bei 492 nm mit einer Referenzwellenldnge von 620 nm - die Adsorption eines ELISA von
Seren, gewonnen an drei Blutentnahmetagen; die Verdiinnungsstufe der Seren ist ange-

geben.
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handelten Miusen ist bereits acht Wochen
nach der ersten Immunisierung ein mef-
barer Antikorpertiter vorhanden und ist
nach drei Monaten auch bei den Tieren,
die mit M 51 und mit Gerbu-Aduvans /
Peptid-ChTxB behandelt wurden, ausrei-
chend fiir die Herstellung monoklonaler
Antikorper. Fiir diese Gruppen ergibt sich
eine statistisch signifikante Korrelation
von Gruppenzugehorigkeit und Antkor-
pertiter. Die Miuse, die mit HTMG als
Adjuvans immunisiert wurden, zeigten
ebensowenig mefbare Antikorpertiter,
wie die mit Gerbu-Aduvans / Peptid-KLH
oder ohne den Zusatz von Adjuvantien
immunisiert waren

4 Diskussion

Verschiedene Adjuvantien wurden auf
ihre Eignung zur Herstellung monoklo-
naler Antikorper untersucht. Wihrend mit
Ausnahme von HTMG alle Oladjuvanti-
en brauchbare Titer fiir die Herstellung
monoklonaler Antikérper lieferten (in der
Montanide-Gruppe allerdings die niedrig-
sten), zeigten alle damit behandelten Tie-
re Lokalreaktionen, die in den FAk- und
HTMG-Gruppen in groffien Vakuolen ab-
gekapselt waren und bei FAk und Specol
durch eingewanderte Riesenzellen beglei-
tet wurden. In keinem Fall zeigten die Tie-
re deutliche Hinweise darauf, dafl ihnen
die durch die Adjuvantien hervorgerufe-
nen Prozesse Schmerzen bereitet hitten.
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Einzig die mit FAk behandelten Tiere rea-
gierten mit Fieber auf die Immunisierung,
aber alle Glhaltigen Adjuvantien induzier-
ten nach den Boosterimmunisierungen
eine leichte Erhéhung der Korpertempe-
ratur. Auffillig ist der in allen behandel-
ten Gruppen aufgetretene, kurzzeitige
Riickgang in der Zunahme des Kérperge-
wichtes; dieser war in der HTMG-Grup-
pe am augenfilligsten.

Von allen Adjuvantien traten in der Grup-
pe Gerbu-Aduvans / Peptid-ChTxB die un-
auffilligsten Lokalreaktionen auf, die sich
auch nach wenigen Tagen zuriickbildeten.
Anzeichen fiir Entziindungen traten kurz-
zeitig und fiir Abszesse gar nicht auf. Der
jeweilige Einflufl von Adjuvans oder Anti-
gentransporter auf das Immunisierungser-
gebnis bleibt noch festzustellen. Auch ist
davon auszugehen, dafl der Zeitplan der
Immunisierungen fiir wasserlosliche Adju-
vantien nicht optimal gewihlt war.

In dieser Untersuchung ging die Aus-
bildung adjuvansbedingter Nebenwirkun-
gen und die Antikérperinduktion nicht not-
wendig parallel. Zusammenfassend 1458t
sich feststellen, daB} auch mit einem sehr
schwach immunogenen Peptid, ohne Ver-
wendung des kompletten Freundschen
Adjuvans, brauchbare Antikérpertiter her-
gestellt werden konnen. Adjuvantien, die
als Alternative zum Freundschen Adjuvans
empfohlen werden, induzieren nicht not-
wendigerweise nebenwirkungsfrei Anti-
korper. HTMG ist mit Abstand das teuer-
ste der hier verwendeten Adjuvantien, pro-
duzierte starke Nebenwirkungen und in-
duzierte keine Antikorper. Im Paul-Ehr-
lich-Institut wird derzeit Specol als Adju-
vans fiir Routine-Immunisierungen ver-
wendet.
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Abkiirzungsverzeichnis — Abbreviations
ChTxB

Choleratoxin B-Untereinheit

Cholera toxin B-subunit

ELISA Enzymgekoppelter Inmunadsorptionstest ~ Enzyme linked im-
munosorbent assay

HTMG Hunters TiterMax Gold Hunter’s TiterMax Gold

FAk Komplettes Freundsches Adjuvans Complete Freund’s ad-
juvant

KLH Napfschnecken-Himozyanin Keyhole limpet hemo-
cyanin

ISU-Peptid  Immunsuppressives Peptid immunosuppressive-
peptide

M 51 Montanide ISA 51 Montanide ISA 51

PBS Phosphatgepufferte Salzlosung phosphate buffered sal-
ine
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