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EinfUhrung

1. Einfdhrung
L okale injektionsassoziierte Reaktionen bei Mensch und Tier

Lokale injektionsassoziierte Reaktionen nach einer Impfung werden schon seit vielen
Jahren bei Mensch und Tier beobachtet. Beim Menschen wurden hierbel schmerzhafte
Schwellungen (Erdohazi & Newman 1971; Fawcett & Smith 1984; Culora et al. 1996),
subkutane Knoten (Erdohazi & Newman 1971; Fawcett & Smith 1984; Miliauskas et al.
1993; Lafaye et al. 2004) oder Schwellungen bzw. subkutane Knoten in Verbindung mit
Juckreiz (Fawcett & Smith 1984; Culora et al. 1996; Bergfors et al. 2005) sowie
alergische Reaktionen auf das im Impfstoff enthaltene Aluminium (Bergfors et al.
2005) beschrieben. Sofern die lokalen Reaktionen mit einer Gewebsproliferation
einhergingen, konnte deren Entwicklung in einem sehr weiten Zeitraum von flnfzehn
Tagen bis zweiundzwanzig Monaten nach der Impfung beobachtet werden (Erdohazi &
Newman 1971; Fawcett & Smith 1984; Miliauskas et al. 1993; Bordet et al. 2001,
Bergfors et al. 2005). Sie persistierten Uber Monate (Erdohazi & Newman 1971;
Fawcett & Smith 1984) bis zu sieben Jahren (Bergfors et al. 2005) und wiesen in der
Zeit bis zur Untersuchung nur einen geringen Rickgang der Schwellung auf (Erdohazi
& Newman 1971; Fawcett & Smith 1984). Nach der Entnahme der knotigen
Verénderung konnte in den vier von Culora und in den zehn von Lafaye untersuchten
Féallen kein Rezidiv beobachtet werden (Culora et al. 1996; Lafaye et al. 2004).
Histologisch wurden diese Lasionen hauptséachlich durch eine granulomatds-
nekrotisierende Reaktion mit eingelagertem Fremdmaterial charakterisiert (Erdohazi &
Newman 1971; Fawecett & Smith 1984; Miliauskas et al. 1993; Bordet et al. 2001).
Dieses wurde durch weitere Untersuchung als Aluminium identifiziert (Erdohazi &
Newman 1971; Fawcett & Smith 1984; Miliauskas et al. 1993; Culora et al. 1996;
Madewell et al. 2001; Bordet et al. 2001; Lafaye et al. 2004; Rivas et al. 2005; Chong
et al. 2006).

Chong wies auf Fettnekrosen, fokale Fibrosen und eine gemischtzellige Entziindung im
untersuchten Gewebe hin (Chong et al. 2006). In vielen Fdlen wurde eine
Granulombildung (Erdohazi & Newman 1971; Savage 1973; Fawcett & Smith 1984;
Bordet et al. 2001; Lafaye et al. 2004; Chong et al. 2006) oder eine Granulombildung
mit lymphozytérer Hyperplasie (Lafaye et al. 2004) beschrieben. In einigen Féallen
wurde von makrophagischer Myofasziitis (Sharma et al. 2004; Di Muzio et al. 2004,
Rivas et al. 2005) und Bildung eines kutanen Pseudolymphoms (Maubec et al. 2005)
berichtet.
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Auch bei der makrophagischen Myofasziitis konnte Fremdmaterial im Gewebe
gefunden und als Aluminium bestimmt werden (Gherardi et al. 2001; Rivas et al. 2005).

Abhangig von der Art der Verabreichung der Injektion wurden auch bel Tieren,
insbesondere bei Katzen, feste Knoten im Muskel (Dubielzig et al. 1993) bzw. in der
Haut und Unterhaut (Hendrick & Brooks 1994) sowie Uberpigmentierte haarlose Stellen
(Wilcock & Yager 1986) nach einer Impfung im Bereich der Injektionsstelle
beobachtet. Die Reaktionen entwickelten sich im Zeitraum von zwei Wochen bis zehn
Jahren nach Durchfuhrung der Injektion (Wilcock & Yager 1986; Hendrick & Dunagan
1991; Dubielzig et al. 1993; Hendrick & Brooks 1994; Gemmill 1998; Briscoe et al.
1998).

Histologisch konnten diese Lasionen as subkutane granulomatdse Entziindungs-
reaktionen mit zentraler Nekrose (Hendrick & Goldschmidt 1991), nekrotisierend-
granulomattse Pannikulitis (Hendrick & Dunagan 1991), fokale Vaskulitis (Wilcock &
Yager 1986), Fibrosarkom (Munday et al. 2003; Hendrick & Goldschmidt 1991;
Dubielzig et al. 1993; Hendrick & Brooks 1994; Briscoe et al. 1998; Ford et al. 2000;
Madewell et al. 2001; Madewell et al. 2004), malignes fibroses Histiozytom (Wilcock
& Yager 1986; Esplin et al. 1993; Hendrick & Brooks 1994; Ford et al. 2000; Madewell
et al. 2001), Osteosarkom (Esplin et al. 1993; Hendrick & Brooks 1994; Ford et al.
2000), Rhabdomyosarkom (Hendrick & Brooks 1994; Ford et al. 2000; Chang et al.
2006), Chondrosarkom (Hendrick & Brooks 1994), Liposarkom, Lymphosarkom,
Myxofibrosarkom und gemischtgewebige Sarkome (Hendrick & Brooks 1994; Ford et
al. 2000) identifiziert werden. In einem Teil der untersuchten Gewebeproben wurde
eingelagertes Material gefunden. Weiterfiihrende Untersuchungen zeigten, dass es sich
hierbel um Aluminium handelte (Hendrick et al. 1992; Madewell et al. 2001). Man
folgerte, dass das Persistieren der Entziindung und die immunol ogischen Reaktionen in
Verbindung mit der Anwesenheit des Aluminiumadjuvans an der Injektionsstelle die
Katze pradisponiert, eine Storung in der Ordnung ihres Faserbindegewebes wahrend der
reparierenden Antwort auszubilden und dass diese Storung in manchen Falen zur
neoplastischen Transformation fihrt (Hendrick et al. 1992).

Die Beobachtung, dass sich nach einem okuldren Trauma oder einer chronischen
Uveitis bel Katzen ein priméares intraokuldres Sarkom entwickelte, bestérkte diese
Hypothese (Dubielzig 1984; Jelinek 2003).
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Die Diagnose eines Uterussarkoms nach lang (ohne néhere Zeitangabe) anhaltender
Pyometra (Jelinek 2003) lasst ebenfalls auf eine Verbindung zwischen Entziindung und

Tumorprogression schliefen.

Einen weiteren Hinweis auf den moglichen Zusammenhang von Entzindung und
Tumorentstehung brachte eine Untersuchung von Hihnerkiken, die mit dem Rous
Sarkomvirus infiziert worden waren. Sie entwickelten im Bereich der Injektionsstelle
nach Injektion von Rous Sarkomviren Tumoren. Um einen Wundreiz zur Uberpriifung
der Beobachtung zu setzen, wurde daher zehn Tage alten Kiken chirurgische Seide in
den Fllgel eingebracht. Die Tiere waren zu diesem Zeitpunkt mit dem Rous
Sarkomvirusinfiziert.

Mit dieser Methode wurde zu 100 % Tumoren im Bereich der eingebrachten Seide
induziert. Im Lauf der Untersuchung konnte der Beweis erbracht werden, dass die
Kombination aus dem Wachstums- und Differenzierungsfaktor Transforming Growth
Faktor-B1 (TGF-p1) und dem Virus bei den Kiken eine wichtige Rolle bei der
Tumorbildung spielte (Sieweke et al. 1989; Sieweke et al. 1990).

Einige Jahre spéter beschéftigten sich andere Wissenschaftler (Martins-Green et al.
1994) mit der Entstehung dieser Tumoren nach der Impfung bel Kiken. Die Studie
zeigte, dass sich bei einem geimpften Tier ein Tumor auch im Bereich von Wunden
entwickelte, die nicht in der Nachbarschaft des Priméartumors lagen. Es konnte belegt
werden, dass es sich dabei nicht um eine Metastase handelte. Aullerdem wurde
bewiesen, dass unter anderem die Entwicklung eines Tumors in einer Wunde mit der
Anwesenheit zirkulierender Viren und einer Entzindung korreliert. Dazu gehdrte auch
der Nachweis, dass aul3er dem TGF- auch saure und basische Wachstumsfaktoren der
Fibroblasten (fibroblast growth factors) eine Wunde zur Tumorbildung bringen
konnten. Diese drel Faktoren (TGF-p sowie saure und basische Wachstumsfaktoren der
Fibroblasten), welche die Tumorentstehung unterstitzten, induzierten auch ene
Entzindung. TGF-o und der epidermale Wachstumsfaktor, die beide an der
Wundheilung beteiligt sind, bewirkten dies dagegen nicht. Wurde die Entztindung durch
Anwendung ecines antiinflammatorisch wirkenden Mittels (B-Methylprednisolon)
unterdrtickt, wurde auch die Tumorbildung verhindert. Man folgerte, dass die Induktion
einer Tumorbildung im Bereich einer Wunde bel einem mit Rous Sarkomvirus
infizierten Kiken durch freigesetzte Zytokine der Entziindungszellen ausgel 6st wurde.
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AuRerdem entstand die These, dass ein Tumor, der an der Stelle einer chronischen
Irritation entstanden ist, auch beim Menschen oder anderen Saugetieren ein Ergebnis
der persistierenden Einwirkung inflammatorischer Zytokine sein kénnte. Diese wirken
hierbei auf zelluldre Gene, die fur die Aufrechterhaltung der Homoostase wichtig sind.
Die Uber- oder Unterexpression dieser Gene konnte zu Deregulierungen von
Zellfunktionen fuhren, deren extremste Form die Transformation ist (Martins-Green et
al. 1994).

Es wurde gezeigt, dass der proinflammatorische Transkriptionsfaktor Nuclear Factor
Kappa B (NF-kB) eine bedeutende Rolle in der Férderungsphase der Entwicklung eines
L eberzellkarzinoms spielt (Pikarsky et al. 2004). Andere Untersuchungen wiesen darauf
hin, dass NF-xB fiir das Lipopolysaccharid(LPS)-induzierte Tumorwachstum erforder-
lich war (Luo et al. 2004) und dass LPS NF-kB-abhangige Gene in Tumorzellen
induzierte. Der Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-0) wurde im Rahmen dieser
Untersuchungen as bedeutender Entziindungsmediator angesehen, der fur das LPS
induzierte Tumorwachstum und die Aktivierung von NF-kB verantwortlich gemacht
wurde. Es konnte belegt werden, dass die Inhibition des NF-kB in Tumorzellen
entzindungsinduziertes Tumorwachstum, welches durch TNF-o vermittelt wurde, zur
TRAIL*-vermittelten Tumorregression Uberfihrte (Lou et al. 2004).

Im injektionsassoziierten Sarkom konnten Hinweise fir einen autokrinen Signal prozess
gefunden werden. Dieser fuhrte zur eigensténdigen Produktion des Wachstumsfaktors
PDGF (plateled-derived growth factor) durch die Tumorzellen. Der Nachwels von
PDGF war bei Lymphozyten von injektionsassoziierten Entztindungen und Neoplasien
positiv. Bel Lymphozyten einer nicht injektionsbedingten Entzindung und aus
gesunden Lymphknoten konnte dagegen kein PDGF nachgewiesen werden (Dambach
et al. 1996). Im Rahmen anderer Untersuchungen konnte bewiesen werden, dass eine
Uberexpression des PDGF und auch dessen Rezeptoren in der Zelllinie injektions-
assoziierter Sarkome vorhanden war. Hierbel wurde gezeigt, dass Imatinibmesylat die
Interaktion zwischen PDGF und seinem Rezeptor blockieren kann. Daraus resultierten
ein geringeres Wachstum der kultivierten Sarkomzellen und eine gesteigerte Sensitivitét

gegentiber Chemotherapeutika (Carew et al. 1999; Katayama et al. 2004).

* Synonym Apo2 Ligand; ein Typ Il Transmembranprotein der TNF-Familie
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Diese Ergebnisse starkten die These, dass die Uberexpression von PDGF und anderen
Entzindungsmediatoren oder Wachstumsfaktoren enen Einfluss auf die

Tumorentwicklung haben kénnen.

Betrachtet man das Auftreten der zuvor beschriebenen Lokalreaktionen naher, so ist
festzustellen, dass unterschiedliche maligne Tumoren auftraten. Hierbel ist das feline
Fibrosakrom besonders aufgefallen, da dieses relativ haufig diagnostiziert wurde und
dessen Prognose insgesamt unguinstig ist. Eine 1992 aufgestellte These (Hendrick et al.
1992) besagt, dass ene chronische Entzindung in Verbindung mit einer
immunol ogischen Reaktion und der Anwesenheit von aluminiumhaltigen Adjuvans bei
Katzen zur neoplastischen Transformation fihren kann. Unter Berticksichtigung dieser
These ist die Betrachtung der chronischen Entzindung nach Verabreichung einer
Impfung von besonderem Interesse.

Ziel dieser Arbeit war daher, die Entstehung der Entzindungsreaktion an der
Applikationsstelle und deren Entwicklung mittels systematischer histologischer
Untersuchungen zu beschreiben. Die Untersuchungen erfolgten am Frettchen im
Zeitraum von der ersten bis zur 24. Woche nach Verabreichung eines Impfstoffes.
Zwecks Verglei chs kamen verschiedene Virusimpfstoffe zur Anwendung.

AulRerdem wurde mittels Elektronenmikroskopie und extern durchgefihrter induktiv
gekoppelter  Plasmaionen-Massenspektrometrie  (ICP-MS) die Persistenz  von
aluminiumhaltigem Adjuvans an der Applikationsstelle verfolgt.

Die Wahl des Frettchens als Versuchstier erfolgte, da auch bel dieser Tierart die
Bildung eines Fibrosarkoms im Bereich der Injektionsstelle beschrieben worden ist
(Munday et al. 2003; Murray 1998).
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2. Literaturubersicht

2.1 Historieder Impfung

Wie der Glaube an lebende Krankheitserreger, hat auch die aktuelle Praxis der
Immunisierung ihre Wurzeln im Altertum (Kolmer 1915).

Das wahrscheinlich &lteste klassische Beispiel der kinstlichen Induktion einer
Immunitét ist die Inokulation mit Pockenviren, die aus den Bléschen eines an Pocken
mild Erkrankten gewonnen wurden. Diese Behandlungsmethode bezeichnet man als
,,Variolation®, die in unterschiedlichen Formen im Osten im Altertum entstanden ist und
1721 von Lady Mary Wortley Montagu aus der Turkei nach England eingefthrt wurde.
Die Variolation war jedoch auch unter den gewahlten Konditionen geféhrlich. Daher
gilt sie seit der Einfithrung von Jenners “Vakzination* als obsolet (Parish 1965a).
Edward J. Jenner (*17.05.1749 Berkeley/Gloucestershire, 126.01.1823 Berkeley)
(Gillispie 1981a) Ubertrug am 14. Mai 1796 Kuhpocken, die er aus den Blaschen einer
an Kuhpocken erkrankten Melkerin entnommen hatte, auf einen Jungen, John Phipps,
und fuhrte damit seine erste Pockenschutzimpfung [Vakzination] durch (Jenner 1798;
British Medical Journal 1896a).

Die erste Schutzimpfung gegen Pocken, von der ein Bericht existiert, vollzog jedoch
Benjamin Jesty, ein Farmer von Y eominster in Dorsetshire. Er impfte 1774 seine Frau
und seine zwel Sbhne, 3 und 2 Jahre at. Er selbst hatte zuvor Kuhpocken durch die
Ansteckung von einer Kuh. Jestys Impfung war erfolgreich. Seine Familie blieb vor
einer Infektion mit Pocken geschiitzt (British Medical Journal 1896b).

Die Vakzination gegen Pocken konnte die damas weit verbreitete Seuche
zurtckdrangen und bis heute a's einzige Infektionskrankheit weltweit eliminieren.

Louis Pasteur (*27.12.1822 Dole, Jura/Frankreich, 128.09.1895 Chateau Villeneuve-

I” Etang, Frankreich, nahe Paris) war Chemiker (Gillispie 1981b) und wandte sich 1877
erstmals dem Milzbrand zu. Er schwéchte intakte Milzbranderreger durch mehrfache
Kultivierung und thermische Behandlung ab und demonstrierte 1881 im Feldversuch,
dass Tiere, die zuvor mit dem abgeschwachten Erreger infiziert worden waren, nicht
mehr an der Infektion mit dem Originalerreger starben. Im Fall der Tollwut gelang es
ihm, das Prinzip auf den Menschen zu tbertragen. Zwecks Abschwéachung des Erregers
kultivierte Pasteur diesen in verschiedenen Tierarten und in in-vitro-Kulturen mit
Gewebe des zentralen Nervensystems. Mit den so gewonnenen abgeschwéchten
Erregern fuhrte er 1885 die erste erfolgreiche Impfung eines infizierten Kindes durch
(Debré 1994).
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Pasteurs Methode der Prophylaxe gegen die Gefliigelcholera, den Milzbrand und die
Tollwut brachte die Verwendung von |ebenden, attenuierten Mikroorganismen mit sich.
Ein Fortschritt ergab sich als Daniel Elmer Salmon (*1850, 11914) und Theobald
Smith (*1859, +1934) wahrend Untersuchungen von 1884 bis 1886 zeigten, dass durch
Hitze getttete Schweinecholera-Bazillen (eine Spezies der Salmonellen), Tauben gegen
eine Konzentration des lebenden Bazillus immunisierte, die fur nicht immunisierte
Tauben fatal wére (Parish 1965b).

Emil Adolf Behring (*15.03.1854 Hansdorf/Kreis Rosenberg, $31.03.1917 Marburg)
(Gillispie 1981c) begann 1890 mit Carl Fraenkel (*1861, 11915) mit der Erforschung
der kinstlichen Immunisierung gegen die Diphtherie. Wahrend Behring weiterhin im
Institut von Robert Koch arbeitete, setzte Fraenkel seine Arbeit in Konigsberg fort
(Behring Nachdruck 1972). Aullerdem arbeitete Behring mit Shibasaburo Kitasato
(*1853, 11931) an der Immunisierung gegen Tetanus. Bei beiden Infektionskrankheiten
ist es ihnen gelungen, sowohl infizierte Tiere zu hellen als auch gesunde so zu
behandeln, dass sie nicht mehr an Diphtherie bzw. Tetanus erkrankten. Eine detaillierte
Zusammensetzung ihres Tetanus-Heilserums wurde erstmals 1892 bekannt gegeben
(Behring & Kitasato 1890; Behring und Wernicke 1892). Im darauf folgenden Jahr
wurde die erste erfolgreiche Behandlung diphtheriekranker Kinder verdffentlicht
(Behring et al. 1893). 1901 wurde Behring Tréger des ersten Nobelpreises der Medizin
und erhielt im selben Jahr den Adelstitel (Silverstein 1989a).

Der Bakteriologe Léon Charles Albert Calmette (*12.07.1863 Nizza, Frankreich,
$29.10.1933 Paris, Frankreich) (Gillispie 1981d; Parish 1965c) entdeckte durch sein
Forschungsprogramm die konjunktivale Reaktion auf Tuberkulin als eine diagnostische
Hilfe. 1906 begann er zusammen mit seinem Mitarbeiter Camille Guérin (*1872,
11961) seine Arbeit mit dem Tuberkel-Bazillus, aus dem der Tuberkulose-lmpfstoff
B.C.G. (Bacille-Camette-Guérin) resultierte. Erste klinische Versuche wurden 1921 mit
lebend-B.C.G.-Impfstoff durchgefuihrt (Parish 1965c¢). Auf Calmette geht auch die
Entwicklung des ersten antitoxischen Serums gegen Schlangengifte im Jahr 1894
zurtick (Parish 1965d).

Der franzosische Tierarzt Gaston Ramon (*30.09.1886 Bellechaume, Frankreich,
108.06.1963 Paris, Frankreich), (Gillispie 1981¢), entdeckte die Reaktion der Aus-
flockung fir das Diphtherietoxin. Er untersuchte den Einfluss von Aluminium-

verbindungen als Adjuvansin Impfstoffen (Silverstein 1989b).
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Unter Verwendung von Formol und Hitze produzierte er Anatoxine und verdffentlichte
deren Wirkungsprinzip und die Form der Verabreichung (Silverstein 1989b; Ramon
1950). In den folgenden Jahren machte Ramon die Immunitét unterstiitzenden
Substanzen (Adjuvantien) samt zugehoriger Impfstoffe bekannt (Panisset 1949).

2.2 Adjuvans-
Steigerung der Effektivitat und Verringerung der Dosis

In der Immunologie steht der Begriff Adjuvans (abgeleitet von adiuvare, lat.:
untersttitzen, helfen) fir Substanzen, die bei Verabreichung mit einem Antigen mittels
Injektion die Antwort des Immunsystems unspezifisch verstdrken oder die Art der
Immunantwort verandern. Als Adjuvantien werden vor allem Aluminiumverbindungen,
MineralOle, inaktivierte Mykobakterien, neuerdings auch immunstimulierende

Komplexe (IS COMs) und Liposomen verwendet.

Erste Arbeiten mit Adjuvantien

Gaston Ramon entdeckte wahrend seiner Arbeit zur Gewinnung von Antidiphtherie-
und Antitetanusseren mit Hilfe von Anatoxinen 1925 die Wirkung von Adjuvantien
(Panisset 1949). 1926 wurde die unterstiitzende Wirkung von Aluminiumverbindungen
in Impfstoffen auch von anderen Wissenschaftlern bewiesen (Glenny et al. 1926). Sie
stellten eine Reithe von Diphtherietoxin-Prézipitaten her, in dem Kaliumaluminium-
sulfat, kolloidales Eisen oder Wolframsdure zu einem unbearbeiteten Toxoid gegeben
wurde. Das Toxoid und der jeweilige Zusatz bildeten ein Prazipitat, das zur Prifung der
immunogenen Aktivitdt Meerschweinchen verabreicht wurde. Meerschweinchen, die
das Aluminiumpréazipitat erhalten hatten, zeigten im Vergleich zu Meerschweinchen,
denen unbehandeltes Toxoid verabreicht worden war, einen signifikanten Anstieg der
Immunantwort gegen das Toxoid (Glenny et al. 1926).

1934 présentierten Forscher das Ergebnis elner Untersuchung Uber die Immunitét gegen
die Diphtherie in Virginia (McGinnes & Stebbins 1934). Bei dieser Untersuchung
wurde belegt, dass durch die Verabreichung eines aluminiumhaltigen Toxoidimpfstoffes
eine 95 %ige Immunitétsausbildung gegeniiber einer 60 %igen und 70 %igen Immunitét

nach Verabreichung eines Toxin-Antitoxins erzielt werden konnte.



Literaturtbersicht

Nach Verabreichung eines aluminiumhaltigen Toxoidimpfstoffes an Meerschweinchen
wurde bis einschlief3dlich der siebten Woche wochentlich das Granulom entnommen, das
sich nach der Impfung im Bereich der Injektionsstelle gebildet hatte. Die Granulome
wurden in Salzlésung gebracht, die man unbehandelten Meerschweinchen verabreichte.
Sechs Wochen nach Entnahme der Granulome und Verabreichung der daraus
hergestellten Salzlosung, wurde ene Blutuntersuchung an beiden Tiergruppen
vorgenommen. Sowohl bei den Tieren, die den Impfstoff als auch bei den Tieren, die
die granulomhaltige Salzl 6sung erhalten hatten, konnte Antitoxin nachgewiesen werden
(Harrison 1935).

Dieses Ergebnis erbrachte den Beweis fur die Ausbildung der immunogenen Antwort
Uber einen Zeitraum von sechs bzw. dreizehn Wochen. AufRerdem wurde dadurch
belegt, dass das entnommene Granulom Antigen enthielt (Harrison 1935).

Waéhrend einer Studie fiel die Granulombildung eine Woche nach intramuskulérer bzw.
subkutaner Verabreichung zweler an Aluminium adsorbierten Diphtherietoxoid-
Impfstoffen bel Meerschweinchen auf (Eisler & Eibl 1949). Der Unterschied der
Impfstoffe bestand nur in der Teilchengrofe des verwendeten Aluminiums. Bei der
Untersuchung der Granulome beztglich ihres Aluminiumgehaltes konnte festgestellt
werden, dass bei den meisten Tieren die Abnahme des Aluminiumgehaltes im Depot in
der ersten Woche am grofdten war. Eine nachweisbare zeitabhangige Abnahme des
Aluminiumgehaltes nach dem siebten bis zum 30. Tag konnte nicht ermittelt werden.
Histologische Untersuchungen der Applikationsstellen belegten, dass sich um den
Impfstoff mit den groReren Aluminiumteilchen ein starkerer, fester gefligter
Demarkationswall bildete als um den Impfstoff mit kleineren Aluminiumteilchen. Dies
geschah unabhangig von der Art der Verabreichung. Der Demarkationswall zeichnete
sich durch eine wechselnd stark ausgebildete Kapsel aus jungem Bindegewebe aus. Die
Kapsel war aus Fibrozyten, Histiozyten, Lymphozyten und Leukozyten
zusammengesetzt (Eisler & Eibl 1949).

Es konnte bewiesen werden, dass auminiumhaltige Adjuvantien Entzindungs-
reaktionen an der Injektionsstelle verursachten und immunkompetente Zellen anlockten.
Dadurch entstanden Granulome, die antikorperproduzierende Plasmazellen enthielten
(White et al. 1955).
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2.3 Dielokale Entziindungsreaktion nach einer Impfung

Nach einer Impfung reagiert der Organismus auf den mechanischen, den chemischen
und den mikrobiologischen Reiz, der jewells durch die Impfung zugefigt wurde.
Hierbel wirken Einstich und eingebrachtes Volumen mechanisch, die
Zusammensetzung des  Arzneimittels chemisch und die eingebrachten
Mikroorganismen, deren Bruchstlicke oder Stoffwechsel produkte mikrobiologisch.

Eine Impfung 16st daher sowohl die zellulére als auch die humorale Immunreaktion aus
(Koskela & Herva 1982; Edelman et al. 2004) und aktiviert das Komplementsystem
(Baelmans et al. 2005). Dies auffert sich pathohistologisch in einer Ansammlung von
mononukledren Zellen am Applikationsort (Perper 1976).

Immunpathol ogische M echanismen bestimmen hierbei den Verlauf und die Schwere der
Entzindung. Im Heilungsprozess folgt der Entztindung die Heilung. Abhéngig von der
Art, Stéarke und Dauer des Entziindungsreizes kann die Heilung mit oder ohne
Ausbildung eines Granul ationsgewebes einhergehen.

Als Gewebsreaktion auf allergisch-infektiose oder chronisch-entziindliche Prozesse
konnen Granulome entstehen.

Das Granulom wurde als eine kompakte, organisierte Ansammlung von maturen
mononukledren Phagozyten (Makrophagen und/oder Epitheloidzellen) definiert, die von
zusétzlichen Befunden wie Nekrose oder von der Infiltration anderer Leukozyten
begleitet sein konnen (Adams 1976). Granulome konnen einen fur bestimmte
Erkrankungen relativ charakteristischen histologischen Aufbau haben (Cohrs & Schulte
1952; Warren & Domingo 1970). Beispidl hierfur ist das Fremdkorpergranulom. Dieses
kann sowohl durch korperfremdes (Gardner & Cummings 1933; Gardner 1937; Black &
Epstein 1973) als auch durch korpereigenes Material (Bassermann 1969; Moriyama et
al. 1984; Stahl & Ben-Asher 2000) hervorgerufen werden. Der Fremdkorperreiz
verursacht eine granulomatdse Entziindung, die sich durch herdférmige Ansammlungen
von Zellen mit oder ohne Nekrose darstellt. Er wird durch die Anwesenheit von
Makrophagen und Riesenzellen charakterisiert (Davis 1963; Black & Epstein 1973).
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2.3.1 Lokalreaktion beim Menschen

Eine Verdffentlichung von 2004 beschreibt zehn Falle einer kutanen lymphozytéren
Hyperplasie nach Verabreichung von Impfstoffen im Zeitraum von 1993 bis 2003
(Lafaye et al. 2004). Die Veranderung zeigte sich auf3erlich durch subkutan liegende
Knoten, die sich ein bis achtzehn Monate nach der Impfung im Bereich der
Injektionsstelle entwickelt hatten. Histologisch konnte in alen Fallen neben der
lymphozytéren Hyperplasie eine Fibrose und ein Granulom belegt werden. In sechs
Falen wurde Aluminium im Gewebe nachgewiesen. Die Entwicklung des Knotens war
in jedem der Félle benigne. Ein der Extraktion folgendes Rezidiv ist nicht aufgetreten
(Lafaye et al. 2004). Andere Autoren haben &hnliche Lasionen nach einer Impfung
beschrieben (Lanzafame & Micali 1993; Culora 1996; Stavrianeas et al. 2002; Maubec
et al. 2005).

Als weitere Reaktion nach einer Impfung beim Menschen ist die makrophagische
Myofasziitis beim Erwachsenen aufgefallen, die besonders in Frankreich beschrieben
wurde. Diese wird durch eine Persistenz von Aluminiumhydroxid verursacht (Fischer et
al. 2003; Shingde et al. 2005), welches als Adjuvans in manchen Impfstoffen enthalten
ist. Inzwischen gibt es auch Berichte Giber betroffene Kleinkinder (Di Muzio et al. 2004;
Rivas et al. 2005) und ein Baby (Sharmaet al. 2004).

2.3.2 Lokalreaktion be Tieren

1952 fiel die Granulombildung nach Verabreichung aluminiumhaltiger Impfstoffe bei
Rindern auf. Sie war mit einer ausgepragten Umfangsvermehrung verknupft. Die
Granulome zeigten im histol ogischen Schnitt ein eindeutiges Bild, so dass sie sicher von
anderen raumfordernden Verénderungen unterschieden werden konnten (Cohrs &
Schulte 1952).

1986 wurden bei 13 Hunden nach einer Impfung gegen Tollwut Uberpigmentierte,
haarlose Stellen mit einer Grof3e von 2 bis 5 cm im Durchmesser im Injektionsbereich
beschrieben. Sie entstanden zwischen drei und sechs Monaten nach der Impfung. Sie
waren einheitlich mit einer Gefalfentzindung der Arteriolen der tiefen Haut und
Unterhaut verbunden (Wilcock & Y ager 1986).

Im Zeitraum von September 1988 bis Juni 1989 ist in den USA die nach Injektion
vermehrt aufgetretene Entziindungsreaktion der Unterhaut bel Katzen aufgefallen
(Hendrick & Dunagan 1991).
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Die Autoren vermuteten einen Zusammenhang zwischen dieser Reaktion und der
Verabreichung von Impfstoffen, da sich die Entzindungen lokal nach Verabreichung
derselben entwickelt hatten. Es wurden auch Proben von zwel Hunden untersucht, die
nach einer Impfung gegen Tollwut eine gut abgegrenzte Entzindung der Unterhaut
entwickelt hatten (Hendrick & Dunagan 1991).

Ab 1990 wurde in den zur Untersuchung eingesandten Proben von Katzen aus dem
dorsalen Halsbereich und der Interskapularregion eine hohe Anzahl von Fibrosarkomen
(FS) diagnostiziert (Hendrick & Goldschmidt 1991).

Bezogen auf alle eingesandten Biopsiematerialien von Katzen wurde von 1987 bis 1991
ein Anstieg der Pravalenz von FS der Katze um 61 % festgestellt (Hendrick et al. 1992).
Diese hatten sich in Korperregionen entwickelt, die von Tierdrzten routinemaldig fur die
Verabreichung von Impfstoffen verwendet wurden. Die Anzahl der FS, die den
Bereichen zugeordnet wurden, die nicht fur die Verabreichung von Injektionen
herangezogen wurden, stieg im Untersuchungszeitraum nicht an, wahrend bei der
Anzahl der FS in den fir die Injektion verwendeten Korperregionen ein signifikanter
Anstieg (p < 0,0007) festgestellt wurde (Hendrick et al. 1992).

Da sowohl in den Makrophagen der Entziindungsreaktion (Hendrick & Dunagan 1991)
als auch in den Makrophagen der Fibrosarkome (Hendrick & Goldschmidt 1991;
Hendrick et al. 1992; Esplin et al. 1993; Madewell et al. 2001) Fremdmaterial
diagnostiziert und durch Mikroanalytik Aluminium und Sauerstoff nachgewiesen
werden konnte (Hendrick et al. 1992; Esplin et al. 1993), verstérkte sich der Verdacht,
dass die Entwicklung der FS mit den Impfungen im Zusammenhang stand. Auch die
Ergebnisse einer auf das Alter der Katzen bezogenen eindimensionalen Studie wies auf
einen Zusammenhang zwischen der felinen Leukosevirus(FeLV)- und der Tollwut-
Impfung im Zwischenschulterblatt- und Halsbereich und der Entwicklung eines FS
innerhalb eines Jahres nach der Impfung an der Injektionsstelle hin. Gleiches gilt fur die
Tollwut-Impfung im Bereich des Oberschenkels (Kass et al. 1993).

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde angenommen, dass das Persistieren der Entzindung
und die immunologischen Reaktionen im Zusammenhang mit der Anwesenheit des
Aluminiumadjuvans im Bereich der Injektionsstelle die Katze pradisponiert, eine
Stoérung in der Ordnung ihres Faserbindegewebes wahrend der reparierenden Antwort
auszubilden. Man nahm an, dass diese Storung in manchen Félen zur neoplastischen

Transformation dieser Zellen fiihrt.
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Weiterhin wurde postuliert, dass die persistierende Entziindung, die Wundheilung oder
beides in Verbindung mit den Komponenten eines Impfstoffes zur Proliferation von
Fibroblasten und Myofibroblasten fuhren kann, die durch einen unbekannten
Mechanismus der neoplastischen Transformation unterliegen (Hendrick 1998).

Die einer Impfung zugeordneten FS (injektionsassoziierte Fibrosarkome; iFS) der Katze
lagen im Gegensatz zu den nicht-injektionsassoziierten FS (niFS) Uberwiegend in der
Subkutis (Doddy et al. 1996).

Es konnte bewiesen werden, dass die Entstehung des iFS nicht mit einer Infektion mit
dem FeLV bzw. mit dem felinen Sarkom Virus (FeSV) in Verbindung stand (Kass et al.
1993; Hendrick et al. 1994, Ellis et al. 1996).

Bel anderen Karnivoren [Frettchen (Munday et al. 2003; Murray 1998), Hunden
(Vascellari et al. 2003), einem Léwen (Panthera leo) (Kinne & Tarello 2007) und
einem Tiger (Panthera tigris) (Larsen & Carpenter 1999)] wurde ebenfalls Uber die
Entstehung eines FS nach einer Impfung berichtet. Bel dem erwahnten Tiger wurde in
der Né&he des FS in der Muskulatur eine abgebrochene Pfeilspitze isoliert, die nicht mit
dem FSin Verbindung stand.

Murray (1998) berichtete unter anderem von wiederholter Beobachtung |okaler
Reaktionen nach Verabreichung der Tollwutimpfung an Frettchen in seiner Praxis, die

mit Ausnahme eines FS im Bericht jedoch nicht ndher beschrieben werden.

Bei einem der iFS von Frettchen konnten mittels Elektronenmikroskopie ebenfalls
intrazytoplasmatische Aggregate von dichtem, nadeléhnlichem, kristallinen Material
festgestellt werden (Munday et al. 2003).

Durch die histopathologische Untersuchung von 38 felinen Tumoren nach einer
Impfung wurden 25 Sarkome und 13 Granulome gefunden. Das Durchschnittsalter der
Katzen mit Sarkom betrug 9 Jahre und das der Katzen mit Granulom 2 Jahre. Sowohl
die Sarkome als auch die Granulome waren unter anderem durch das Vorkommen von
mehrkernigen Riesenzellen und zentraler Nekrose gekennzeichnet. Zwei von ener
Injektion unabhéngige, aber morphologisch dhnliche Tumoren (Uterussarkom, okuléres

Sarkom) gingen ebenfallsin die Untersuchung ein.
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Sie waren nach lang (ohne néhere Zeitangabe) anhaltender Pyometra und nach
okulérem Trauma entstanden. Die Befunde dieser Untersuchungen wurden mit den
Ergebnissen einer unabhangigen Studie (ohne Angabe des Autors) verglichen. Hierbei
wurden drei 9-Monate alte Katzen und drei mehrjdhrige Katzen (10, 12 und 15 Jahre)
mit 6lhaltigem kommerziellem Impfstoff (ohne Angabe) geimpft und die Lokalreaktion
untersucht. Die jungen Katzen reagierten mit einer ausgedehnten granulomatdsen
Entztindungsreaktion in der tiefen Dermis und in der Subkutis. Diese zeichnete sich
durch die Anwesenheit zahlreicher Makrophagen, Lymphozyten, Plasmazellen,
Mastzellen, eosinophiler Granulozyten und degranulierter Granulozyten aus. Es wurden
auch Ruckstande des dligen Adjuvans in zystenghnlichen Hohlrdaumen gefunden. Die
dlteren Katzen reagierten mit groRen Mengen von Makrophagen mit schaumigem
Zytoplasma, was as Folge der Phagozytose des dligen Materials angesehen wurde.
Andere Entzindungszellen waren nur selten vertreten. Die immunhistochemische und
enzymhistochemische Untersuchung konnten keinen Unterschied zwischen den
Altersgruppen aufdecken. Basierend auf diesem Ergebnis wurde angenommen, dass
junge und alte Katzen eine unterschiedliche spezifische Immunreaktivitdt besitzen. Der
ahnliche Aufbau der Granulome und Sarkome sowie die atersbezogene Immunreaktion
wurden als Hinweis darauf angesehen, dass die Progression der chronischen
Entzindung zu der eines Tumors wechselte. Man folgerte, dass die chronische
Entzindung und eine ,,altersbezogene Immundefizienz® der Katzen bel der Entstehung
der injektionsassoziierten Sarkome beteiligt sind (Jelinek 2003).

Eine Anfang der 90er Jahre durchgefiihrte Studie mit Kaninchen (Pineau et al. 1992)
beschéftigte sich mit der Reaktion der Haut nach Verabreichung eines handel stiblichen
kombinierten auminiumhaltigen Impfstoffes gegen Tetanus, Pertussis und
Poliomyelitis aus der Humanmedizin. Die Verabreichung des auminiumhaltigen
Impfstoffes erfolgte in jeweils halber Dosierung an sechs Stellen intrakutan. Die Stellen,
an denen der Impfstoff appliziert worden war, wurden im Zeitraum von 8 bis 56 Tagen
untersucht. Als Kontrolle diente die Verabreichung von sterilem destilliertem Wasser
im gleichen Schema. Vom 8. bis zum 56. Tag konnten im Bereich der
Impfstoffverabreichung Knoten in der Haut palpatorisch festgestellt werden. Bel einem
Tier wurde auch 72 Tage nach der Impfung in der Histologie noch ein Knoten ermittelt,
wahrend bel den Kontrollen zu keinem Zeitpunkt eine Knotenbildung festgestellt

werden konnte.
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Die Knoten setzten sich am achten Tag aus einem dichten entzindlichen Infiltrat
zusammen, das hauptsachlich aus Lymphozyten, einigen polymorphkernigen
Leukozyten und wenigen Histiozyten bestand. Am 56. Tag waren hauptséchlich ein-
und mehrkernige Makrophagen zu finden. Diese wurden als Reaktion auf einen
Fremdkorper interpretiert. Die Aluminiumkonzentration in allen Knoten war deutlich
hoher als im unbehandelten Gewebe. Es konnte eine enge Relation zwischen der
Intensitét des Infiltrates und der Aluminiumkonzentration festgestellt werden. Die
Aluminiumkonzentration im Blutserum erhohte sich wahrend des Versuches nur

unwesentlich (Pineau et al. 1992).

Nach einem Bericht von 1993 konnte bei einer Katze vier Monate nach einer
intramuskul&r verabreichten Impfung gegen Tollwut an der Injektionsstelle im Muskel
ein fester Knoten palpiert werden, der in den folgenden vier Wochen schnelles
Wachstum zeigte. Die histologische Untersuchung fihrte zur Diagnose eines
Fibrosarkoms (Dubielzig et al. 1993).

1994 wurde das Ergebnis einer Untersuchung von 46 Sarkomen von Katzen, die sich
nach einer Impfung entwickelt hatten, vertffentlicht. Diese 46 Sarkome teilten sich in
23 Fibrosarkome, 13 maligne fibrose Histiozytome, 7 Osteosarkome, 2 Rhabdomyo-
sarkome und ein Chondrosarkom auf (Hendrick & Brooks 1994). Auch beim Frettchen
konnten Fibrosarkome nach einer Impfung im Bereich der Injektionsstelle festgestellt
werden (Munday et al. 2003; Murray 1998).

Im Jahr 2000 wurde ein Fallbericht vertffentlicht, der von einer Fibrosarkombildung
bei einer 13-jdhrigen Katze nach der Verabreichung eines Arzneimittels handelt
(Gagnon 2000). Das Fibrosarkom entwickelte sich zwei Monate nach der Gabe von
einem Makrolid-Antibiotikum in Kombination mit enem nicht steroidalem
Antiphlogistikum, die in einer Mischspritze zwischen den Schultern verabreicht worden
waren. Der Katze waren aber auch ein und drei Monate vor dieser Kombination
verschiedene Medikamente subkutan zwischen den Schulterbléttern verabreicht worden.
Hierzu zéhlten Ringer-Losung, langwirksames Benzylpenizillin und Dexamethason
sowie langwirksames Benzylpenizillin und Metoclopramid jeweils in Einzelinjektionen.

Die letzte Impfung war sechs Jahre zuvor verabreicht worden.
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So hatte die Katze im Zeitraum von funf Monaten vor Auftreten des Fibrosarkoms in
derselben Korperregion sechs Injektionen erhalten. Die Autorin hdlt es fir
wahrscheinlich, dass das Mischen der Préparate zur Entstehung des Tumors beigetragen
haben konnte (Gagnon 2000).

Vatulini et al. (2001, 2005) machten durch zwei Veroffentlichungen auf Granulome
nach der Impfung bei Schweinen aufmerksam. In den dazu gehérigen Studien stellte
man fest, dass laut Schlachthausberichten bei 10.394 (64,8 %) von insgesamt 16.039
Schweinen Granulome beobachtet worden waren. Diese Angaben wurden durch selbst
durchgefiihrte Inspektionen der Landwirte bestétigt. Es konnte eine signifikante
Beziehung zwischen der Entwicklung der Granulome und der Verwendung einer
Impfstoffkombination, die AI(OH)s (40 mg/2 ml Dosis) beinhaltete, ermittelt werden.
Im durchgefuhrten Feldversuch wurde belegt, dass die Tiere, denen Impfstoff mit
Adjuvans jewells links und rechts in den Halsmuskel verabreicht worden war, an beiden
Stellen ein Granulom entwickelten. Gleiches gilt fur Tiere, denen reines Adjuvans ohne
Antigen appliziert worden war. Tiere, die enerseits das Adjuvans und andererseits
Wasser erhalten hatten, entwickelten nur ein Granulom, wahrend Tiere, denen nur
Wasser injiziert worden war, an beiden Injektionsstellen kein Granulom entwickelten
(Vatulini et al. 2005).

Zwel Gruppen von Javaneraffen (Macaca fascicularis) von jeweils zwdlf Tieren wurden
mit kombiniertem Diphtherie-Tetanus-Impfstoff immunisiert und die Injektionsstelle
unter anderem am 85., 169. und 366. Tag untersucht. Die Zusammensetzung der beiden
verwendeten Impfstoffe war bis auf das Adjuvans identisch. Das Adjuvans des einen
Impfstoffes war Al(OH)3, das des anderen AIPO,. Der Verabreichung des Impfstoffes
erfolgte Uber eine einmalige Injektion in den Oberschenkelmuskel (Musculus
guadriceps). Am 85. Tag waren die Injektionsstellen histologisch durch mittelméfiige
bis ausgepragte Ansammlungen von Makrophagen und Infiltration lymphoider Zellen
gekennzeichnet. Die Entzindungsreaktion war bei dem AI(OH)s-haltigen Impfstoff
starker ausgepragt als bei dem AIPO4-haltigen Impfstoff. Am 169. Tag wiesen Tiere,
denen AIPOs-haltiger Impfstoff verabreicht worden war, nur noch eine lokale
lymphoide Infiltration und/oder fokale Fibrose auf, aber keine infiltrierenden
Makrophagen. Dreiviertel der Affen, die Al(OH)s-haltigen Impfstoff erhalten hatten,
zeigten eine ausgepragte Lasion, die hauptsachlich aus Makrophagen bestand.
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Bel den Untersuchungen der Lasionen fielen eine grofRe Anzahl degenerierter bzw.
schwammaéhnlich veranderter Makrophagen auf. Der Nachweis von Aluminium in den
Proben wurde bis zum 169. Tag nach der Impfung erfolgreich durchgefiihrt. Die
Untersuchungen zeigten, dass die Gruppe nach Verabreichung des Al(OH)s-haltigen
Impfstoffes gegentiber der Gruppe, die AIPO4-haltigen Impfstoff erhalten hatte, eine
vierfach hohere Aluminiumkonzentration in der reaktiven Zone aufwies. Die
Konzentration des Phosphors nach Verabreichung des AIPOs-haltigen Impfstoffes
korrelierte mit der Aluminiumkonzentration in der reaktiven Zone. In den Proben, diein
der Nachbarschaft der reaktiven Zone entnommen worden waren, konnte in keiner der
beiden Gruppen eine erhéhte Aluminiumkonzentration gemessen werden (Verdier et al.
2005).

2007 wurde eine Studie Uber die histopathologischen Verdnderungen in der Subkutis
von 14-16 Wochen aten Katzen nach Verabreichung von Mehrfachimpfstoffen
veroffentlicht. In der Untersuchung wurden verschiedene Mehrfachimpfstoffe
eingesetzt, die auf drei Gruppen verteilt waren:

Gruppe A erhielt Impfstoff ohne Adjuvans, Gruppe B erhielt Impfstoff mit 6ligem
Adjuvans und der Impfstoff der Gruppe C war auminiumhaltig in Kombination mit
Quil A. Bei der Gruppe A zeigte sich zum Zeitpunkt der Untersuchung am 62. Tag eine
fast vollstandige Auflésung der Lasionen der Unterhaut, die bis zu diesem Zeitpunkt
Uber Biopsien verfolgt worden waren. Bei den Impfstoffen der Gruppe B und C konnte
nach 62 Tagen eine granulomatdse Entziindung ermittelt werden. Das jeweilige
Adjuvans wurde intrazytoplasmatisch liegend vorgefunden. Die Entziindung war mit
lokaler Fibrose und bei Gruppe B zusédtzlich mit Bereichen von Kalzifikation
verbunden.

Obwohl gegeniiber der Untersuchung am 7. und 21. Tag nach der Impfung in alen
Gruppen ein deutlicher Rickgang der Entzindung zu erkennen war, konnte im
Vergleich zu den Gruppen A und B am 62. Tag bei der Gruppe C ein hoherer
allgemeiner Schweregrad der Entziindung festgestellt werden (Day et al. 2007).

Bel Betrachtung der beschriebenen Lokalreaktionen fallt auf, dass sowohl der Mensch

als auch der Hund, die Katze, das Frettchen, das Kaninchen, das Schwein, das Rind und

der Affe von Lokalreaktionen nach Verabreichung eines Impfstoffes betroffen sind.
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Diese fuhren fallspezifisch zur Alopezie, Schwellung, Juckreiz, Granulom- und
Narbenbildung oder im schlimmsten Fall zur Ausbildung eines malignen Tumors im
Bereich der Injektionsstelle.

Die These, dass die chronische Entziindung in Verbindung mit einer immunol ogischen
Reaktion und der Anwesenheit von aluminiumhaltigen Adjuvans zur neoplastischen
Transformation fuhren kann (Hendrick et al. 1992), wurde durch die okulére
Sarkombildung nach Verletzung des Auges bestérkt (Dubielzig 1984; Dubielzig et al.
1990, Jelinek 2003). Daher ist die Betrachtung der chronischen Entziindung nach

Verabreichung einer Impfung von besonderem Interesse.

Beim Menschen sind durch Impfungen ausgeldste tumordse Verdnderungen
Uberwiegend benigner Natur. Im Gegensatz dazu ist die Ausbildung maligner Tumoren
im Bereich der Injektionsstelle bei der Katze aufgefallen. Hierbel spielt das
Fibrosarkom eine besondere Rolle, da dieses als maligne Veranderung bei der Katze

haufig diagnostiziert wurde und dessen Prognose insgesamt unguinstig ist.

2.3.3 Abtransport der aluminiumhaltigen Adjuvantien

Bei der unter 2.3.2 beschriebenen Untersuchung an Neuseelander Kaninchen erfolgten
die Impfungen mit einem kombinierten aluminiumhaltigen Tetanus-Pertussis-
Poliomyelitis-Impfstoff intradermal. Im  Untersuchungszeitraum konnte kein
wesentlicher Anstieg der Aluminiumkonzentration im Blut ermittelt werden. Dagegen
lag die Aluminiumkonzentration im nach der Injektion entstandenen Knoten deutlich
hoher als im unbehandelten Gewebe der entsprechenden Lokalisation. Der Nachweis

des Aluminiums im Knoten wurde bis zum 72. Tag erbracht (Pineau et al. 1992).

Hem (2002) stellte fest, dass aluminiumhaltige Adjuvantien in vitro von a-
Hydroxycarboxylsauren (Zitronensaure, Milchsdure und Apfelsdure), die in der
interstitiellen FlUssigkeit enthalten sind, aufgelost werden. Die Konzentration und die
Temperatur der a-Hydroxycarboxylsduren entsprachen beim Versuch in vitro jedoch
nicht der typischen Konzentration und der Temperatur im Koérper. In den anschlief3end
durchgefiihrten Untersuchungen zeigte sich, dass sich amorphes AIPO; nach
intramuskulérer Verabreichung schneller aufloste as kristallines Al(OH)s. Die
Blutuntersuchung auf Aluminium Uber 28 Tage ergab, dass im Blut dreima mehr
Aluminium des AlPO,-haltigen Adjuvans auftrat als des Al(OH)s-haltigen (Hem 2002).
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Die Untersuchungen bestétigten Ergebnisse einer vorausgegangenen Studie. In dieser
waren mit Al markierte aluminiumhaltige Adjuvantien intramuskul & an Neuseel ander
Kaninchen verabreicht worden. Die im Verlauf von 28 Tagen folgenden
Blutuntersuchungen wiesen eine dreifach héhere Aluminiumkonzentration (*°Al im
Blut) nach Verabreichung des AlPO4-haltigen Adjuvans auf als nach Verabreichung des
Al(OH)s-haltigen. Das Verteilungsprofil von %Al in den Geweben nach Verabreichung
der beiden Adjuvantien war jedoch gleich (Nieren > Milz > Leber > Herz >
Lymphknoten > Gehirn) (Flarend et al. 1997).

Die Aufldsung in vitro und die Absorption in vivo fihrten zu der Schlussfolgerung, dass
intramuskulér verabreichte aluminiumhaltige Adjuvantien durch o-Hydroxycarboxyl-
sauren in der interstitialen FlUssigkeit aufgel 0st, im Gewebe verteilt, ins Blut absorbiert
und tUber den Urin ausgeschieden werden (Hem 2002).

Nach unverdéffentlichten Beobachtungen von Gupta et al. (1995) konnten bei Mé&usen
und Meerschweinchen auminiumhaltige Adjuvantien bis zu einem Jahr nach
subkutaner V erabrei chung nachgewiesen werden.

Verdier et. al. (2005) erbrachten den Nachweis von Aluminium an den
Applikationsstellen bis zum sechsten Monat (169. Tag) nach intramuskul&rer
Verabreichung von aluminiumhaltigen Impfstoffen an Makaken.

Hamilton (2003) aul3erte den Verdacht, dass schlecht abbaubare Adjuvantien, wie z. B.
Aluminiumsalze und Mineral6l-Emulsionen, in Zellen, die der Linie der Makrophagen

abstammen, akkumulieren kénnen.

Vorausgegangene Untersuchungen von Hamilton et al. (2000) zeigten, dass viele
schlecht abbaubare, korpuskuldre Adjuvantien wie Aluminiumhydroxid, Kalzium-
Phosphat-Suspension, Silica (Kieselerde/Kieselsdure), durch Hitze inaktivierte
Bakterien, aber auch Ol-in-Wasser-Emulsionen das Uberleben von murinen
Makrophagen in der Zellkultur und sogar die DNA-Synthese induzieren (Hamilton et
al. 2000). Er folgerte in einer spdteren Untersuchung, dass die Uber eine lange
Zeitspanne gesteigerte Anzahl an mesenchymaler Zellen ein bedeutendes Merkmal der
chronischen Lésion ist. Daraus resultiere, dass mehr Zellen im Bereich der Entziindung
zur Verfigung stehen, um Entziindungsmediatoren zu produzieren. AulRerdem wies
Hamilton darauf hin, dass die Signalgebung so lange erfolgt, wie die Zelle -
wahrscheinlich in Lysosomen - versucht, das resistente Material selbst oder dessen
Zerfallsprodukte abzubauen (Hamilton 2003).
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3. Eigene Untersuchungen

3.1 Material und Methoden

3.1.1 Versuchsaufbau

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Versuchsserien geplant. Innerhalb der ersten
Versuchsserie sollten eventuelle Unterschiede in der Lokalreaktion nach subkutaner
Verabreichung eines Al(OH)s-haltigen Tollwut-Impfstoffes, einer Al(OH)s-Suspension
und einer isotonischen Kochsal zlsung ermittelt werden.

Die zweite Versuchsserie diente der Erfassung von Unterschieden in der Lokalreaktion
nach Verabreichung eines anderen Al(OH)s-haltigen Tollwut-lmpfstoffes, eines AIPO,-
haltigen Tollwut-Impfstoffes, eines adjuvansfreien Tollwut-Impfstoffes und eines
adjuvansfreien Staupe-Impfstoffes. Die Ergebnisse aus diesen Untersuchungen wurden

mit den Ergebnissen der ersten Versuchsserie verglichen.

In der ersten Versuchsserie wurden 8 mannliche und 6 weibliche Frettchen (Mustela
putorius furo), die bereits einen Chip zur Identifizierung der Tiere erhalten hatten,
einbezogen. Zur besseren Darstellung der Applikationsstelle und der Markierung
wurden die Haare an den fur die Injektion vorgesehenen Korperregionen durch Rasur
entfernt. Die Tiere erhielten am Tag Null eine subkutane Injektion mit Al(OH)s-
haltigem Tollwut-lmpfstoff oder eine Al(OH)s-Suspension im Bereich der rechten
seitlichen Brustwand. Eine zweite Injektion mit isotonischer Kochsalzlsung wurde im
Bereich der linken seitlichen Brustwand verabreicht. Die Markierung der lokalen
Volumenzunahme im Gewebe nach Verabreichung der Injektion erfolgte durch das
Auftragen eines Eosin-Farbrings (rot) auf die Haut, der alle zwei bis drel Tage
aufgefrischt wurde. Die Untersuchung der Applikationsstellen fand in den Zeit-
absténden 1 Woche, 4 Wochen, 12 Wochen und 24 Wochen statt. Eine genaue
Aufstellung der Untersuchungen gibt die Tabelle 3.1 wieder.
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Tabelle3.1 Aufbau der Versuchsserie 1l mit 14 Tieren

Gruppe Tier- | Tag Null, Tag Null, us us us us
PPeI Zanl |re. Brustkorbwand | Ii. Brustkorbwand| 1. Wo| 4. Wo | 12. Wol| 24. Wo
Injektion Tollwut-
Impfstoff 1* mit Injektion , . . .
1 8 Al(OH)s, (Virus NaCl-L sg.* 2Tiere 2 Tiere |2 Tiere |2 Tiere
fixe, Stamm G52)
Injektion AlI(OH)s- | Injektion . : . .
2 4 Suspension* NaCl-L sg. 1Tier |1 Tier |1Tier |[1Tier
3 2 | unbehandelt unbehandelt 1Tier 1Tier
NaCl-Lsg.: isotonische Kochsalzl 6sung US:. Untersuchung Wo: Woche

* Zusammensetzung siehe Tabelle 3.3

Die zweite Versuchsserie bestand aus 24 weiblichen, ca. einjahrigen Frettchen
(Mustela putorius furo) mit einem Korpergewicht zwischen 629 g und 1132 g. Die
Markierung der Tiere zwecks ldentifizierung erfolgte eine Woche vor Versuchsbeginn
mit einem Chip. Auch be diesen Tieren erfolgte eine Rasur im fir die Injektion
vorgesehenen Bereich. Am Tag Null erhielten sie eine subkutane Injektion mit
Al(OH)s- oder AIPOs-haltigem Tollwut-Impfstoff im Bereich des rechten seitlichen
Brustkorbs. Die zweite subkutane Injektion mit adjuvansfreiem Tollwut-1mpfstoff
wurde im Bereich der linken seitlichen Brustwand und eine adjuvansfreie Staupe-
Impfung im dorsalen rechten Lendenbereich verabreicht. Die Markierung der lokalen
Volumenzunahme im Gewebe nach Verabreichung der Injektion erfolgte durch das
Auftragen eines Farbrings aus Pikrinsaure (gelb). Dieser wurde in der achten Woche
nach der Injektion aufgefrischt. Die Untersuchung der Applikationsstellen sowie die
einer Probe aus dem unbehandelten Lendenbereich der linken Korperhélfte fanden in
den Zeitabsténden von einer Woche, 4 und 12 Wochen statt (siehe Tabelle 3.2).

Tabdle 3.2 Aufbau der Versuchsserie 2 mit 24 Tieren

Gr Tier- | Tag Null Tag Null Tag Null us us us
| zahl |re. saitl. BK li. seitl. BK re. Lende 1. Wo | 4 Wo | 12. Wo
Injektion Injektion Injektion

Tollwut-Impfstoff | Tollwut-1mpfstoff | Staupe-
1 12 | 2* mit AI(OH); | 4* adjuvansfrei Impfstoff* 4Tiere|4 Tiere| 4 Tiere

(Stamm Flury (Stamm Flury adjuvansfrel
LEP) LEP) (Stamm D84/1)
Injektion Injektion Injektion
Tollwut-Impfstoff | Tollwut-Impfstoff | Staupe-
2 12 | 3* mit AIPO, 4 adjuvansfrei Impfstoff ATiere|4 Tiere| 4 Tiere
(Stamm Pasteur | (Stamm Flury adjuvansfrel
RIV) LEP) (Stamm D84/1)
BK: Burstkorb Gr.: Gruppe US: Untersuchung Wo: Woche

* Zusammensetzung siehe Tabelle 3.3
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Tabelle 3.3 Zusammensetzung der I mpfstoffe/L 6sung/Suspension pro ml
laut Her stellerangaben in der Gebrauchsinformation

I mpfstoff 7 ulassuna fiir Immunologisch wirksame | wirksame und sonstige
/ Lésung 9 Bestandteile Bestandteile
Inaktiviertes Tollwutvirus
Hunde, Kz_itzen, (Virusfixe, Stamm G52), Aluminium (als Hydroxid) 1,7 mg,
Tollwut- Marderartige, . 1 :
" Glykoproteine> 1 L.E. Thiomersal,
Impfstoff 1 | Pferde, Rinder . ) ..
(Wirtssystem: Spuren von Gentamicin
und Schafe -
Hamsterembryozelllinie)
Aluminiumhydroxid (3 % wi/v) 2,1 mg,
. . Thiomersal <0,1 mg,
Tollwut- Hpnde, Katzen, |Inaktiviertes ToIIwut-AnUggn, Dinatriumhydrogenphosphat 1,07 mg,
Rinder und Stamm Flury LEP, > 1 L.U. .
I mpfstoff 2 Pferde (Wirtssystem: BHK-Zellen) Kaliumhydrogenphosphat 0,13 mg,
= ' Natriumchlorid 5,6 mg und
Phosphatpuffer ad 1 ml
Hunde, Katzen, | Inaktiviertes Tollwutvirus,
Tollwut- Frettchen, Stamm Pasteur RIV, mind. 3 [ Aluminiumphosphat 0,66 mg,
Impfstoff 3 | Rinder, Schafe | Internationale Einheiten® Thiomersal 0,1 mg
und Pferde (Wirtssystem: BHK-Zellen)
Inaktiviertes Tollwutvirus Tris(hydroxymethyl)aminoethan,
Tollwut- Menschen Stamm Flury LEP, >2,5 LE.! | Natriumchlorid, Dinatriumedetat,
Impfstoff 4 (Wirtssystem: gereinigte Kaliumglutamat, Polygeline und
Huhnerfibroblastenzellen) Sucrose
Attenuiertes Staupevirus,
Staupe- Nerze und Stamm 3|,37 84/1,
min. 10>'K1Dsy Spuren von Neomycinsulfat
Impfstoff | Frettchen (Wirtssystem: SPF-
Huhnerembryofibroblasten)
dientin
gIJ(OH)?t' Impfstoffen als | - Aluminiumhydroxid 1,8 mg, pH 5,9
spension )
Adjuvans
isotonische
(0,9 %) Menschen i 9 g Natriumchlorid in 2000 ml Wasser
Kochsalz- zu Injektionszwecken
|6sung

! internationale Einheit
? internationale Einheit gemaR Europaischem Arzneibuch
3 gemessen nach WHO-Standard

3.1.2 Untersuchungsmaterial

Untersucht wurde die Haut aus dem Bereich der 96 Applikationsstellen in

unterschiedlichen Zeitabstanden nach der Injektion und 23 Hautproben aus dem

unbehandelten Lendenbereich der linken Korperhé@lfte sowie 2 Hautproben aus dem

saitlichen Brustwandbereich von unbehandelten Tieren. Von den 96 untersuchten

Proben stammten 72 aus dem Bereich des seitlichen Brustkorbes und 24 aus dem

Bereich der rechten Lende. Eine Ubersicht der Probenentnahmen zeigt die Tabelle 6.1
im Kapitel 6. Tabellen.
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Die Hautproben der Versuchsserie 1 wurden in der Histologie mittels Hamatoxylin-
Eosin(HE)-Farbung, in der Elektronenmikroskopie (EM) und mit induktiv gekoppelter
Plasmaionen-M assenspekrometrie (ICP-MS) untersucht. Die Untersuchung der Proben
der Versuchsserie 2 fand nach HE-Férbung der Schnitte in der Histologie statt.

3.1.3 Vorbericht

Die in die Versuche enbezogenen Frettchen stammten aus der Zucht des
Bundesinstitutes fur Risikobewertung in Berlin. Die Tiere der Versuchsserie 1 (siehe
3.1.1) waren wahrend des Versuchs auch dort untergebracht. Die Tiere der
Versuchsserie 2 (siehe 3.1.1) wurden aus dem Bundesinstitut fir Risikobewertung in
Berlin bezogen und wahrend des Versuchs im Paul-Ehrlich-Institut in Langen gehalten.
Unabhangig vom Standort wurden die Frettchen geschlechtlich getrennt in Gruppen von
4-6 Tieren in Bodenhaltung gehalten. Die Bodenhatung wurde mit Hangematten,
Hohlen und Spielzeug angereichert. Die Erndhrung wurde mit Katzen- und Hundefutter
gesichert. AulRerdem ergénzte die Gabe von Mausen oder Geflugelfleisch 1-2 Mal pro
Woche den Speiseplan. Wasser stand uneingeschrankt zur Verfigung. Nach
Durchfihrung der allgemeinen Untersuchung wurde der Versuch wie unter 3.1.1
beschrieben aufgenommen. Die Probenentnahme erfolgte am euthanasierten Tier. Die
Euthanasie erfolgte nach Verabreichung von Ketamin 10 %° und Xylazin® in Narkose.
Sie wurde mit T61° durchgefiihrt.

Das Frettchen F6-0191 wurde am 30.07.2007 ohne vorherige Anzeichen einer
Erkrankung tot aufgefunden. Die bel der Obduktion des Tieres erhobenen Befunde
weisen auf ein Trauma ungekléarter Genese im cranidlen Schédelbereich as
Todesursache hin. Es konnten keine Anzeichen einer Erkrankung ermittelt werden. Da
das Tier am 26. Tag nach Verabreichung der Impfstoffe verstorben ist, wurden die
entsprechenden Hautproben in die Bewertung ,,4 Wochen nach Verabreichung der

Injektionen* aufgenommen.
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3.1.4 Probenvorbereitung fur die Detektion von Aluminium und zur
Charakterisierung der Entziindung im Gewebe

3.1.4.1 Préparation fur die Histologie

Der Fixierung der frischen Hautproben fr die histopathologische Untersuchung diente
4%iges Formalin. Nach zwei Tagen folgte die Entwésserung Uber eine aufsteigende
Ethanolreihe von 50 %, 70 %, 90 % und 96 %, 100 % Isopropanol sowie Xylol im
Rondell Microm STP 120 bis zur Durchtrénkung mit 60 °C warmem Paraffin. Danach
wurden die Proben mit Hilfe des Gerédtes Tissue Block System TBS 88 in Paraffin
aufgeblockt, 2 pum dicke Schnitte hergestellt und diese auf Super Frost Plus®
Objekttrager aufgezogen. Fir die Farbung wurden die Schnitte entparaffiniert,
rehydriert, mit HE gefarbt, anschlieRend entwassert und mit Entellan Neu® eingedeckt.

Herstellung der L 6sungen zur Entpar affinierung und HE-Farbung

Kardasewitsch-L 8sung

50 ml Ammoniak 25 % und 200 ml Ethanol 70 % werden miteinander gemischt

Eosin G® Stammldsung

1000 ml entionisiertes Wasser werden mit 1000 ml Ethanol 96 % gemischt und 20 g
Eosin G® hinzugefiigt. Die Lésung wird bis zur vollstandigen Auflésung des Eosins

mittels Magnetrihrer bei Zimmertemperatur geruhrt.

Eosin G® Gebrauchslésung

Entionisiertes Wasser, Ethanol 96 % und die Eosin G®-Stammlésung werden im
Verhdltnis 1+1+1 gemischt und vor Gebrauch filtriert. Diesem Eosin-Ethanol-
Stamml 6sung-Gemisch werden 400 pl Essigsdure pro 250 ml Gemisch unmittelbar vor
der Farbung zugefiigt.

Mayer's Hamatoxylin

50 g Kaliumaaun werden in 1000 ml entionisiertem Wasser bel Zimmertemperatur
gelost. Dieser Losung wird 1 g Hamatoxylin kristallin hinzufigt und ebenfalls gelost.
Anschliefiend werden 0,2 g Natriumiodat, 1 g Zitronensaure und 50 g Chloralhydrat
zugefgt und bis zum vollstandigen Auflosen aller Zutaten gertihrt. Die Endfarbe der
Ldsung ist rotviolett. Die Farbldsung kann Gber Monate aufbewahrt werden, muss aber

vor Gebrauch filtriert werden.
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HCL -Ethanol
576 ml Ethanol 96 %, 524 ml entionisiertes Wasser und 2,8 ml Salzsaure rauchend

(37 %) werden miteinander gemischt.

Arbeitsschritte der HE-Féarbung

Folgende Arbeitsschritte wurden zur Farbung der Schnitte vorgenommen:

Entparaffinierung per Hand Férbung per Hand Eindecken

1. 2x 5Min. Xylol 1. 4 Min. Mayer’s Hamatoxylin Entellan Neu®
2. 2x5Min. Propanol 2. 1 Sek. HCI-Ethanol Deckglas

3. 5und 4 Min. Ethanol 96 % 3. 5 Min. flief3endes L eitungswasser

3. 2x 5 Min. Ethanol 70% 4. 2 Min. Eosin G® Gebrauchsl 6sung

5. 4 Min. Kardasewitsch 5. 2x 3 Min. Ethanol 96 %

6. 1 Sek. Seifenwasser 6. 2 x 2 Min. Propanol

7. 5Min. entionisiertesWasser 7. 4 x 2 Min. Xylol

8. 30 Sek. entionisiertes Wasser

3.1.4.2 Praparation fur dieinduktiv gekoppelte Plasmaionen-

M assenspektrometrie
Die frischen Unterhautproben der Versuchsserie 1 wurden bei -20 °C eingefroren und
bis zum Aufschlie?en ebenso gelagert. Der Aufschluss und die Untersuchung der

Proben erfolgten extern im Hessischen Landeslabor in Kassel.

3.1.4.3 Préparation fur die Elektronenmikroskopie

Der Fixierung der frischen Hautproben fir die el ektronenmikroskopische Untersuchung
Uber Nacht diente 2,5%iges Glutaraldehyd in Phosphate Buffered Saline (PBS) ohne
Kazium (Ca) und Magnesium (Mg). Nach dreimaligem Spulen in PBS ohne Ca und
Mg erfolgte eine Nachfixierung von 60 Minuten mittels einer 1%igen Osmiumtetroxid-
L6sung und eine Entwésserung Uber eine aufsteigende Ethanolreihe von 30 %, 50 %
und 70 % Uber jeweils 30 Minuten. Hinzu kam eine weitere Kontrastierung mit einer
2%igen Uranylazetatlosung in 70%igem Ethanol unter Lichtausschluss Uber 60
Minuten. Anschlief3end wurden die Proben 5 Minuten in 70%igem Ethanol gewaschen
und in die aufsteigende Ethanolreihe Uber 80 %, 90 %, 96 % und Ethanol wasserfrei
mit jeweils 30 Minuten Einwirkzeit Uberfuhrt. Es folgte eine zweimalige Durchtrénkung
mit Propylenoxid Uber 15 Minuten. Der Austausch von Propylenoxid gegen Epon
erfolgte verschlossen unter Bewegung Uber eine jeweils 60 minitige Einwirkzeit im
Propylenoxid-Epongemisch im Verhdtnis von 2+1, 1+1 und 1+2. Danach wurden die
Proben unter Bewegung bei offenem Gefal3 60 Minuten in reinem Epon gehalten.
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Nach Austausch des Epons erfolgte die weitere Einwirkung Giber Nacht unter Bewegung
im geschlossenen Gefal’. Am néachsten Morgen wurden die Proben in frisches Epon
Uberfihrt und Uber 48 Stunden bei 60 °C zwecks Polymerisierung des Epons
aufbewahrt. 70 nm dinne Schnitte, die auf Kupfer- oder Nickelgrids aufgezogen und
nach dem Trocknen nochmals mit Uranylacetat und Bleicitrat kontrastiert wurden,

dienten der Beurteilung im Elektronenmikroskop.

Aullerdem erfolgte die Praparation eines Al(OH)s-haltigen und eines adjuvansfreien
Tollwut-Impfstoffes fir die Untersuchung im Elektronenmikroskop. Hierflr wurde aus
Aqua destillata und Agarosepulver eine 3%ige Agaroseldsung hergestellt und im
Wasserbad bel 40 °C flissig gehalten. Unter Verwendung eines Spitzglases konnten die
festen Bestandteile der Impfstoffe durch Zentrifugieren im Sediment konzentriert und
anschlief3end das Zentrifugat dekantiert werden. Das Sediment wurde mit flUssiger
3%iger Agarose im Verhdtnis 1+1 durch Rihren vermischt. Durch Uberfiihrung des
Reagenzréhrchens in Eis kam es zum Erstarren der Agarose. Als Transportmedium fir
das Agaroseblockchen bis zum néchsten Schritt diente PBS ohne Ca und Mg. Die
weitere Behandlung entsprach den Vorbereitungen der Hautproben ab dem Schritt

,Nachfixierung in Osmiumtetroxid“ wie zuvor beschrieben.

Herstellung der L dsungen fiir die Kontrastierung der Eponschnitte

Uranylazetatl 6sung ca. 2 %

Gesdttigtes Uranylazetat mit 70%igem Ethanol im Verhdtnis 1+2 mischen und
filtrieren. Dies ist die gebrauchsfertige Losung, die zu jeder Kontrastierung frisch

angesetzt wird.

Natronlauge (NaOH-L 6sung)

Zwel Tropfen 10 M NaOH-Ldsung in 10 ml Aqua destillata geben und mischen.

Bleizitratldsung 0,2 %

10 ml Aqua destillata mit 100 pl 10 M NaOH-L6sung mischen, 0,02 g Bleicitrat
zugeben und vorsichtig schwenken bis sich das Bleizitrat aufgelst hat. Die Lésung
nicht stark bewegen und Uber Nacht stehen lassen. Die fertige Losung muss klar und

ohne Ausflockungen sein.
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Arbeitsschritte fur die Kontrastierung der Eponschnitte

Die Eponschnitte wurden funf Minuten in einer 2%igen Uranylacetatl 6sung kontrastiert
und anschlieffend in Aqua destillata gespilt. Eine weitere Kontrastierung erfolgte in
0,2%iger Bleizitratlosung. Danach wurden sie zweimal mit Natronlauge und
anschlief3end in Aqua destillata gesplt.

3.1.4.4 Praparation fur die energiedisper sive Rontgenanalytik

Zwei der wie unter 3.1.4.3 hergestellten Proben fur die Elektronenmikroskopie dienten
auch der Untersuchung in der energiedispersiven Rontgenanalytik. Die Untersuchung
wurde extern im Ingtitut fir Geowissenschaften, Facheinheit Mineralogie, Abteilung

NanoGeoscience in der Goethe-Universitéat in Frankfurt am Main durchgefhrt.

3.1.5 Statistische Analyse

Die Datenverwaltung, Auswertung und die Erstellung der graphischen Abbildungen im
Rahmen der Prasentation der Ergebnisse erfolgte auf den Rechnern des Paul-Ehrlich-
Institutes in Langen in den Fachbereichen Sicherheit veterinarmedizinischer Mittel und
Tierschutz (Referat S3) sowie Biostatistik.

Die statistische Auswertung erfolgte explorativ und wurde mit PROC UNIVARIATE,
PROC FREQ und PROC MIXED der SAS/STAT Software, Version 9.1, SAS System
fir Windows durchgefihrt. Zur Beschreibung der Daten wurde der arithmetische
Mittelwert (X ), die Standardabweichung (s), der Stichprobenumfang (n), der Median

(x) und die Differenz der Mittelwerte berechnet.

Fur normalverteilte Daten wurden zu den geschatzten Mittelwerten (Kleinst-Quadrate-
Schétzer) 95%-Konfidenzintervalle angegeben. Dies gilt auch fur die Mittelwert-
differenzen.

Die Entscheidung satistischer Tests erfolgte zum zweiseitigen Signifikanzniveau
a = 5 %. Zusdzlich wird, wenn mdoglich, der exakte p-Wert angegeben. Fur
Paarvergleiche zwischen mehreren Behandlungsgruppen diente bel der induktiv
gekoppelten Plasmaionen-Massenspektrometrie (ICP-MS) eine a-Adjustierung nach

Bonferroni und bel der Histologie eine a-Adjustierung nach Holm.
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Haufigkeiten (z.B. von Entziindungen) wurden mit Fishers exaktem Test verglichen und
die Daten der ICP-MS explorativ mit einem gemischt-linearen Modell fur wiederholte
Messungen ausgewertet. ,,Injektion* und ,,Untersuchungswoche® dienten hierbei als
feste Effekte. Da den Daten eher einer Log-Normalverteilung zu Grunde lag, wurden

diese vor der Auswertung logarithmiert (10g;0).

Die Graphen wurden mit dem Programm GraphPad Prism (Version 4.03, 2005), die
Saulen-Diagramme mit dem Programm Microsoft Graph-Diagramm erstellt.

Die Tabellen fur die Gegenlberstellung qualitativer Merkmale, wie zum Beispiel das
Vorhandensein von mehrkernigen Riesenzellen, Nekrosen oder Apoptosen, wurden mit

dem Programm Microsoft Excel erzeugt.
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Ergebnisse
3.2 Ergebnisse
3.2.1. Makroskopische Befunde

Nach der subkutanen Verabreichung der Impfstoffe bzw. der isotonischen
Kochsalzlosung oder der Al(OH)s-Suspension konnte eine Volumenzunahme unter der
Haut an der Applikationsstelle festgestellt werden, die 10-20 Minuten nach der
Injektion nicht mehr sichtbar war. Am ersten Tag nach der Injektion wurde kein
Unterschied zwischen den verschiedenen Applikationsstellen festgestellt. Alle Tiere
waren in ihrem Verhalten und Allgemeinbefinden wéhrend des Untersuchungs
zeitraumes unauffalig.

Beginnend mit dem siebten Tag nach der Verabreichung konnte palpatorisch ein
deutlicher Unterschied der Hautdicke an den Applikationsstellen der einzelnen
Impfstoffe festgestellt werden. Die Zunahme an Volumen verteilte sich im Bereich der
Applikationsstelle flachenhaft in der Haut. Wéahrend an der Stelle der verabreichten
Kochsalzlsung im Vergleich zur unbehandelten Haut keine, bel der Staupei mpfung nur
eine geringe Zunahme der Hautdicke festgestellt werden konnte, gab es an den
Applikationsstellen des adjuvansfreien Tollwut-Impfstoffes eine mittelmatige und an
den aluminiumadjuvanshaltigen Applikationsstellen eine hochgradige Zunahme der
Hautdicke. Ein Unterschied zwischen den Applikationsstellen mit Al(OH)s-haltigem
gegeniber AlPO,-haltigem Adjuvans konnte palpatorisch nicht ermittelt werden. Vier
Wochen nach Durchfuhrung der Injektion war es nicht mehr moglich, Unterschiede an
den Applikationsstellen makroskopisch zu ermitteln. Die aul3ere Haut zeigte zu diesem
Zeitpunkt weder eindeutig sichtbare noch palpierbare Aufféligkeiten.

3.2.2. Histopathologische Befunde

Im Rahmen der Untersuchung zeigten sich unterschiedliche Entziindungsreaktionen in
den Proben zu den gegebenen Untersuchungszeitpunkten. Alle in der ersten Woche
diagnostizierten Entziindungen, wurden als ,,akut* oder ,subakut® eingestuft. Die
Bezeichnung ,.chronisch® erhielten Entziindungen, die in der vierten oder zwdolften

Woche diagnostiziert werden konnten.

3.2.2.1. Befundeder ersten Versuchsserie

Die Hautproben der Versuchsserie 1 (siehe 3.1.1) wurden eine Woche, vier, zwdlf und
vierundzwanzig Wochen nach der Impfung bzw. nach Verabreichung der Al(OH)s-

Suspension und der Kochsal zl 6sung untersucht.
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Ergebnisse

Die Beurteilung der histologischen Schnitte erfolgte nach Hamatoxylin-Eosin(HE)-

Farbung. Als Kontrollen dienten zwei Proben von unbehandelten Tieren.

Bild 3.1 Eine Woche nach Verabreichung des Tollwut-Impfstoffes 1 [Virus fixe, Stamm G52
mit Al(OH);] zeigte sich eine hochgradige akute diffuse pyogranulomatdse Entztindung mit
perivaskuldren Lymphozyteninfiltraten (Beispiel durch Pfeil markiert) und Granulationsge-
webshildung. Die Abbildung wurde aus zwei Einzelbildern zusammengesetzt. Probe D173, HE

Bild 3.2
Die Abbildung zeigt
eine hochgradige
chronische diffuse
l granulomatdse  Ent-
zindung mit mehr-
kernigen Riesenzellen
nach  Verabreichung
des Tollwut-
Impfstoffes 1 [Virus
fixe, Stamm G52 mit
AI(OH)3] in der 4.
Woche. Zwei mehr-
l kernige Riesenzellen
sind mit einem Pfell
markiert.
Probe D234/235, HE

Die Tabellen 3.4 bis 3.7 zeigen die Haufigkeit der histologischen Verdnderungen und
die Befunde der Versuchsserie 1 (Versuchsserie 2 siehe Tabellen 3.8 - 3.12). Hierbei
entspricht die Grofe des Entziindungsherdes: ggr.: bis 0,1 mm, mgr.: > 0,1-2 mm und
hgr.: > 2 mm bis 1 cm. Der Anteil der Zellen am Entzindungszellinfiltrat verhélt sich
wie folgt: vereinzelt 1 - 10 %, wenig 11 - 20 %, viele 21 — 40 % und Uberwiegend
> 40 %.
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Ergebnisse

Bild 3.3

Die Abbildung zeigt
eine hochgradige
chronische diffuse
granulomatdse Entziin-
dung (mit mehrkernigen
Riesenzellen) nach Ver-
abreichung des Tollwut-
Impfstoffes 1 [Virus
fixe, Stamm G52 mit
AlI(OH)3] in der 12.
Woche. Probe D274,
HE

In der Versuchsserie 1 konnten nach Verabreichung des Al(OH)s-haligen Tollwut-
Impfstoffes 1 (Bilder 3.1, 3.2 und 3.3) und nach Verabreichung der Al(OH)s-
Suspension (Bild 3.4) vergleichbare granulomatdse Entztindungsreaktionen nach einer,
vier und zwdlf Wochen beobachtet werden. In den Entziindungszellinfiltraten der 4. und
12. Woche nach Verabreichung der Al(OH)s-Suspension sowie in den Entziindungs-
zellinfiltraten der 12. Woche nach Verabreichung des Tollwut-Impfstoffes 1 wurden
mehrkernige Makrophagen nachgewiesen. Alle Proben (9/9) der 1. bis 12. Woche nach
Verabreichung der Al(OH)s-Suspension und des Tollwut-Impfstoffes 1 wiesen lokale
Entziindungszellinfiltrate auf. Die Entzindungsreaktionen konnten im Unterhautfettge-
webe und/oder in der Hautmuskulatur nachgewiesen werden. Die Proben aus der 24.
Woche nach Verabreichung des Tollwut-lmpfstoffes 1 und der Al(OH)s-Suspension

waren ohne besonderen Befund.
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Ergebnisse

Die Untersuchung der Applikationsstellen nach Verabreichung der isotonischen
Kochsalzlosung (siehe Tabelle 3.3) wurde an jeweils drei Tieren eine Woche, vier
Wochen, zwdlf und vierundzwanzig Wochen nach der Injektion durchgefihrt. Bei den
zwolIf untersuchten Proben nach Verabreichung der isotonischen Kochsalzlésung
konnte nur in einer Probe eine Woche nach Verabreichung der Injektion eine

geringgradige fokale fibrosierende Entziindung festgestellt werden. Die anderen elf

Proben wiesen keinen besonderen Befund auf.

Die Untersuchung der Hautproben der unbehandelten Tiere zu den Untersuchungszeit-
punkten eine Woche (Bild 3.5) und zwdlf Wochen (Bild 3.6) nach Versuchsbeginn

erbrachte keinen besonderen Befund.
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Bild 3.4

Zwolf Wochen nach
Verabreichung  der
Al(OH)3s-Suspension
zeigte sich  ene
mittelgradige  chro-
nische diffuse granu-
lomatbése  Entzin-
dung mit Granula-
tionsgewebsbildung.
Probe D294, HE

Bild 3.5
Die  Hautprobe  des
unbehandelten Tieres war
zum  Untersuchungszeit-
punkt in der ersten Woche
ohne besonderen Befund.
Probe D169, HE



Ergebnisse

Bild 3.6

Die Hautprobe des
unbehandelten  Tieres
war zum Untersuch-
ungszeitpunkt in der 12.
Woche ohne besonderen
Befund. Probe D303,
HE

3.2.2.2. Befundeder zweiten Versuchsserie

In der Versuchsserie 2 (siehe 3.1.1) wurden eine Woche, vier und zwolf Wochen nach
der Impfung mit den Tollwut-Impfstoffen 2, 3 und 4 sowie dem Staupe-lmpfstoff (siehe
Tabelle 3.3) die Applikationsstellen und eine Probe aus dem unbehandelten linken
Lendenbereich im histologischen Schnitt nach der Farbung mit Hamatoxylin-Eosin
(HE) untersucht (siehe Tabellen 3.8 bis 3.12).

Bild 3.7

Eine Woche nach Verabreichung des Tollwut-Impfstoffes 2 [ Stamm Flury-LEP mit Al(OH)3]
konnte eine mittel gradige subakute diffuse lymphohistiozytére Entziindung mit Granulations-
gewebshildung diagnostiziert werden. Die Abbildung wurde aus zwei Einzelbildern
zusammengesetzt. Probe D918, HE
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Ergebnisse

In den Proben nach Verabreichung des Al(OH)s-haligen Tollwut-Impfstoffes 2 (Bilder
3.7 und 3.8) konnte in der 1., 4. und 12. Woche nach Verabreichung der Injektion eine
Entzindung des granulomatdsen Typs beobachtet werden. Nach Verabreichung des
AlIPO4-haltigen Tollwut-Impfstoffes 3 (Bild 3.9) wurden tberwiegend granulomattse
Entziindungen aber auch eitrige Entziindungen oder granulomatdse Entziindungen mit
fokalen Eiterherden nachgewiesen. Die granulomattsen Entzindungen nach der
Verabreichung der aluminiumadjuvanshaltigen Tollwut-Impfstoffe 2 und 3 waren mit
den Entzindungen der Versuchsserie 1 nach Anwendung des AI(OH)s-haltigen
Tollwut-Impfstoffes 1 und der Al(OH)s-Suspension vergleichbar. Der Zellreichtum und
die hohe Anzahl unterschiedlicher Zellen in den Entziindungsinfiltraten nach
Verabreichung des Tollwut-lmpfstoffes 3 setzten sich jedoch von den anderen Tollwut-
Impfstoffen deutlich ab. Nach Verabreichung des Tollwut-Impfstoffes 2 konnten in der
12. Woche und nach Verabreichung des Tollwut-Impfstoffes 3 in der 4. und 12. Woche
zum Teil mehrkernige Makrophagen in den Entziindungszellinfiltraten nachgewiesen
werden. Alle Proben (24/24) bis zwo6lf Wochen nach Verabreichung der
adjuvanshaltigen Tollwut-Impfstoffe 2 und 3 wiesen lokale Entztindungszellinfiltrate
auf. Die Entzindungsreaktionen konnten im Unterhautfettgewebe und/oder in der
Hautmuskulatur nachgewiesen werden.

Nach Verabreichung des adjuvansfreien Tollwut-Impfstoffes 4 konnte im Zeitraum
von einer bis zwolf Wochen in vier Proben (4/16) ein lokales Entzindungsinfiltrat
nachgewiesen werden. Das Ausmald der im Unterhautfettgewebe liegenden Ent-
ziindungszellinfiltrate war nach Verabreichung des adjuvansfreien Tollwut-lmpfstoffes
4 geringer als nach Verabreichung der adjuvanshatigen. In den Proben nach
Verabreichung des adjuvansfreien Tollwut-Impfstoffes 4 wurden zu keinem Zeitpunkt
mehrkernige Makrophagen nachgewiesen.

Die 23 Proben der unbehandelten Haut der Versuchsserie 2 waren zu keinem

Zeitpunkt der Untersuchung aufféllig.

Die Tabellen 3.8 bis 3.12 zeigen die Haufigkeit der histologischen Verénderungen und
den Befund der Versuchsserie 2 (Versuchsserie 1 siehe Tabellen 3.4 - 3.7). Hierbel
entspricht die Grof3e des Entziindungsherdes: ggr.: bis 0,1 mm, mgr.: > 0,1-2 mm und
hgr.: > 2 mm bis 1 cm. Der Anteil der Zellen am Entzindungszellinfiltrat verhalt sich
wie folgt: vereinzelt 1 - 10 %, wenig 11 - 20 %, viele 21 — 40 % und Uberwiegend
> 40 %.
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Ergebnisse

Bild 3.8
Vier Wochen nach Verabreichung des Tollwut-Impfstoffes 2 [Stamm Flury-LEP, mit AI(OH)3]

zeigte sich eine mittelgradige chronische diffuse granulomatse Entziindung. Die Abbildung
wurde aus vier Einzelbildern zusammengesetzt. Probe E1, HE

Bild 3.9
Vier Wochen nach Verabreichung des Tollwut-Impfstoffes 3 [ Stamm Pasteur RIV mit AIPO,]

zeigte sich eine hochgradige chronische diffuse granulomattse Entziindung mit fokalen
Nekrosen und beginnender Granulationsgewebsbildung unter Beteiligung von Granulozyten.
Die Abbildung wurde aus 18 Einzelbildern zusammengesetzt. Probe D983, HE
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Ergebnisse
3.2.2.3. Befundeim Bereich der Markierungen

In der vierten und zwdlften Woche nach Aufbringen der farbigen Markierungen (Eosin/
Pikrinsdure) wurde jewells eine Probe dieser Hautbereiche untersucht. Es konnte keine

Veranderung aufgrund der Markierung festgestellt werden.

3.2.2.4. Vergleichende Darstellung der Unter suchungsbefunde

Hier sollen die quantitativen und qualitativen Aspekte der zuvor genannten Befunde
noch einmal zusammenfassend dargestel It werden:

Wie unter 3.2.2 beschrieben, wurden die Entziindungen der ersten Woche nach
Verabreichung der Injektion unabhingig vom verabreichten Mittel als ,,akut oder
»subakut“ eingestuft. Die der vierten und zwolften Woche als ,,chronisch® (sieche
Tabellen 3.4 bis 3.12). Die chronischen Entziindungen der vierten und zwolften Woche
wurden in der nachfolgenden Betrachtung zu einer Gruppe der chronischen

Entztindungen zusammengefasst.

3.22.4.1 Betrachtung der Entziindung — Ansétze zu einer quantitativen Analyse

In der Versuchsserie 2 erfolgte die Applikation der Tollwut-Impfstoffe 2, 3 und 4
(siehe Tabelle 3.3) wie die Verabreichung des Tollwut-Impfstoffes 1, der Al(OH)s-
Suspension und der isotonischen Kochsazlésung (siehe Tabelle 3.3) in der
Versuchsserie 1 subkutan an der seitlichen Brustwand. Um das Ineinandergreifen der
Lokalreaktionen bei gleichzeitiger Verabreichung von drei Impfstoffen in der
Versuchsserie 2 ausschlief3en zu kénnen, wurde der adjuvansfreie Staupe-Impfstoff
nicht in der gleichen Korperregion wie die Tollwut-Impfstoffe, sondern dorsolateral im
rechten Lendenbereich verabreicht. Daher konnen die Befunde dieser Untersuchungen
nicht ohne Einschrankung mit denen der anderen Impfstoffe bzw. Mittel verglichen
werden. Dies begrindet sich einerseits in der beim Frettchen sehr locker aufliegenden
Haut im Lendenbereich, die eine leichtere und dadurch schnellere Vertellung des
Impfstoffes zulief als die Haut im Bereich der seitlichen Brustwand. Andererseits
befand sich bei den Frettchen in der Lendengegend, von der Kérpergréf3e und dem
Erndhrungszustand abhéngig, ein sehr unterschiedlich ausgepragtes Unterhautfett-
gewebe, das bel der Herstellung der Paraffinschnitte sehr brichig wurde. So ist es
maoglich, dass Bereiche mit geringen Anzeichen einer Entziindung bei der Praparation
aufgrund der Brichigkeit des fixierten Fettgewebes ausbrachen und sich daher nicht im
histologischen Schnitt darstellten.
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Da die Untersuchungen der Versuchsserie 2 (siehe 3.1.1) nur bis zur zwdlften Woche
stattfanden, wurden die drei Proben aus der vierundzwanzigsten Woche der Versuchs-
serie 1 nicht mit in die statistische Bewertung einbezogen.

Aus der Versuchsserie 1 (siehe 3.1.1) gab es zwei Proben unbehandelter Tiere. Aus der
Versuchsserie 2 wurden die Proben ,,unbehandelt im dorsalen Bereich der linken
Lende enthnommen. Dort war keine Injektion durchgefihrt worden. Bel allen as
,unbehandelt“ (n = 25) eingestuften Proben der beiden Versuchsserien, wurde zu
keinem Zeitpunkt ein besonderer Befund erhoben. Den Anteil an entzindlichen
L okalreaktionen zum jeweiligen Untersuchungszeitpunkt bezogen auf die verabreichten
Mittel gibt die Tabelle 3.13 wieder.

Tabelle 3.13 Anteil und Grad von entziindlichen Reaktionen an der
Applikationsstelle ver schiedener Impfstoffe zu unter schiedlichen
Unter suchungszeitpunkten

I mpfstoff / 1. Woche 4. Woche 12. Woche

Mittel n ggr | mgr | hgr n ggr | mgr | hgr n gor | mgr | hgr
Staupe 6/8 | 5 1 0 2/8 2 0 0 1/8 1 0 0
Al-Susp. 11 1 0 0 11 0 0 1 11 0 1 0
Tollwut 1 2/2 0 1 1 2/2 0 0 2 2/2 0 0 2
Tollwut 2 4/4 1 3 0 4/4 0 4 0 4/4 1 2 1
Tollwut 3 4/4 0 4 0 4/4 0 0 4 4/4 0 3 1
Tollwut 4 7/8 6 1 0 2/8 2 0 0 1/8 1 0 0
NaCl-Lsg. 13 1 0 0 0/3 0 0 0 0/3 0 0 0
unbehandelt | 0/9 0 0 0 o7 0 0 0 0/9 0 0 0
Gesamt 25/39 15/37 13/39

* 6 von 8 Proben wiesen eine Entziindungsreaktion auf

E: Entzindung n: Probenzahl Al-Susp.:  Al(OH)s-Suspension
gor: geringgradig  mgr: mittelgradig NaCl-Lsg.: isotonische Kochsal zlGsung
hgr: hochgradig ~ Tollwut 1 (bis4):  Tollwut-Impfstoff 1 (bis4; siehe Tabelle 3.3)

Nach Verabreichung der adjuvanshaltigen Tollwut-Impfstoffe 1, 2 und 3 sowie
nach Verabreichung der Al(OH)s-Suspension konnten in allen Proben (33/33) der 1. bis
12. Woche Entziindungszellinfiltrate an der Applikationsstelle nachgewiesen werden.
Bis zur zwdlften Woche wurden tberwiegend mittel- und hochgradige Entzindungen
des granulomatésen Typs ermittelt. In elf der zweiundzwanzig Proben der 4. und 12.

Woche konnten mehrkernige Riesenzellen nachgewiesen werden.
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Im Gegensatz dazu verringerte sich die Haufigkeit der Entziindungszellinfiltrate nach
Verabreichung des adjuvansfreien Tollwut-lmpfstoffes 4 und des adjuvansfreien
Staupe-Impfstoffes im zeitlichen Verlauf deutlich. Nach Applikation dieser Impfstoffe
konnten - mit zwel Ausnahmen in der ersten Woche - nur geringgradige Entziindungen
des lymphozytéaren oder des lymphohistiozytéaren und des fibrosierenden Typs
nachgewiesen werden. Zu keinem Zeitpunkt wurden Riesenzellen in den Entziindungen
ermittelt.

Fur die weitere Betrachtung wurden die Werte der Proben nach Verabreichung
der aluminiumadjuvanshaltigen Tollwut-Impfstoffe 1, 2 und 3 (n = 30) zur Gruppe der
adjvanshaltigen Tollwut-Impfstoffe (Gruppe aS) zusammengefasst. Die Werte der
Proben nach Verabreichung des adjuvansfreien Tollwut-Impfstoffes 4 (n = 24) bildeten
die Gruppe des adjuvansfreien Tollwut-Impfstoffes (Gruppe nalS). Im Vergleich dieser
beiden Gruppen sollte geklart werden, ob die adjuvanshaltigen Tollwut-Impfstoffe nach
Verabreichung haufiger eine lokale Entziindung verursachen als der adjuvansfreie. Das
Diagramm 3.1 zeigt diesen Vergleich mit Angabe des p-Wertes. Es konnte ein

signifikanter Unterschied beztiglich des betrachteten Kriteriums ermittelt werden.

Diagramm 3.1 Haufigkeit der Entziindungin der 1.- 12. Woche
nach Verabreichung der Tollwut-lmpfstoffe

Anteil der
Proben in % 50 1
25 30/30* 10/24
0

Entziindung

B GruppeaS OGruppena$S

|
p< 0.0001 Fisher’s exakter Test

GruppeaS: Al-adjuvanshaltige Tollwut-Impfstoffe 1, 2 und 3
Gruppe nalS. adjuvansfreier Tollwut-lmpfstoff 4
* 30 von 30 Proben wiesen eine Entziindung auf.
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Die Gruppe aS, die sowohl die Werte der Al(OH)s-haltigen Tollwut-Impfstoffe
1 und 2 as auch die Werte des AIPO4-haltigen Tollwut-Impfstoffes 3 enthalt, wurde
wie folgt getellt: Gruppe ahlS: Al(OH)s-haltige Tollwut-lmpfstoffe 1 und 2 und
Gruppe aplS: AlPO4-haltiger Tollwut-Impfstoff 3. Ihre Werte wurden miteinander und
mit den Werten des adjuvansfreien Tollwut-Impfstoffes 4 bezlglich der
Entziindungshaufigkeit nach Verabreichung der Injektion verglichen. Das Diagramm
3.2. zeigt die bildliche Darstellung dieses Vergleiches. Der Unterschied zwischen den
Gruppen ahlS und aplS war nicht signifikant (nicht ausgewertet, da alle Werte in einer
Klasse vorliegen). Die p-Werte signifikanter Unterschiede werden in der Legende

ausgewiesen.

Diagramm 3.2 Haufigkeit der Entzindungin der 1. - 12. Woche
nach Verabreichung der Tollwut-Impfstoffe

Anteil der
Probenin %

12/12

Entziindung

B GruppeahlS OGruppenalS OGruppeaplS

- -
p < 0,0001** p < 0,0007**

Gruppe ahlS: Al(OH)s-haltige Tollwut-Impfstoffe 1 und 2

Gruppe nalS. adjuvansfreier Tollwut-lmpfstoff 4

Gruppe aplS: AlPO4-haltiger Tollwut-Impfstoff 3

* 18 von 18 Proben wiesen eine Entziindung auf.

** Fisher's exakter Test, korrigiert nach Holm fir multiple Vergleiche

AulRerdem wurden die Werte der Proben nach Verabreichung aller Tollwut-
Impfstoffe, der AlI(OH)s-Suspension, der isotonischen Kochsalzldsung, des Staupe-
Impfstoffes und der unbehandelten Proben beziglich der Existenz einer Entziindung
untereinander verglichen (Diagramm 3.3). Die exakten p-Werte der Untersuchung sind
aufgrund der Ubersichtlichkeit in der Tabelle 3.14 aufgefuhrt.
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Diagramm 3.3 Haufigkeit der Entziindung in der 1.- 12. Woche
nach Verabreichung der jeweiligen Injektion

100_
751
Anteil der
Probenin % 50
N 33| o6 | 12112] 12112| 1024 | 9124
0

Entziindung

OASOTI1IOTI2OTI3OTI4 0OS ONaCl-Lsy. Oub

* 3 von 3 Proben wiesen eine Entziindung auf.
AS: Al(OH)s-Suspension
ub: unbehandelt

p-Werte siehe Tabelle 3.14

TI: Tollwut-Impfstoff
NaCl-Lsg.: isotonische K ochsal zI sung

Sl: Staupe-lmpfstoff

Tabelle3.14 Prifung auf signifikante Unter schiede beziiglich der
Entziindungshaufigkeit* nach Verabreichung der jeweiligen

Injektion im Zeitraum der 1. - 12. Woche

Vergleich p-Wert*
Al(OH)s-Suspension | isotonische Kochsalzldsung 0,2545
Al(OH)s-Suspension | Staupe-Impfstoff 0,8274
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-Impfstoff 1 0,5714
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-Impfstoff 2 1,0000
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-Impfstoff 3 1,0000
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-Impfstoff 4 0,9778
Al(OH)s-Suspension | unbehandelt 0,0061
unbehandelt isotonische Kochsal zlsung 1,0000
Staupe-Impf stoff isotonische Kochsal zlsung 1,0000
Staupe-Impfstoff unbehandelt 0,0121
Tollwut-Impfstoff 1 | isotonische Kochsal zlsung 0,0224
Tollwut-lmpfstoff 1 | Staupe-Impfstoff 0,2529
Tollwut-Impfstoff 1 | Tollwut-Impfstoff 2 1,0000
Tollwut-Impfstoff 1 | Tollwut-Impfstoff 3 1,0000
Tollwut-Impfstoff 1 | Tollwut-Impfstoff 4 0,2411
Tollwut-Impfstoff 1 | unbehandelt <0,0001
Tollwut-lmpfstoff 2 | isotonische Kochsal zldsung 0,0011
Tollwut-Impfstoff 2 | Staupe-lmpfstoff 0,0055
Tollwut-Impfstoff 2 | Tollwut-Impfstoff 3 1,0000
Tollwut-Impfstoff 2 | Tollwut-Impfstoff 4 0,0124
Tollwut-Impfstoff 2 | unbehandelt <0,0001
Tollwut-lmpfstoff 3 | isotonische Kochsalzldsung 0,0011
Tollwut-Impfstoff 3 | Staupe-Impfstoff 0,0055
Tollwut-Impfstoff 3 | Tollwut-Impfstoff 4 0,0124
Tollwut-Impfstoff 3 | unbehandelt <0,0001
Tollwut-lmpfstoff 4 | isotonische Kochsalzl6sung 1,0000
Tollwut-Impfstoff 4 | Staupe-lmpfstoff 1,0000
Tollwut-Impfstoff 4 | unbehandelt 0,0055
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Alle Vergleiche mit
p-Werten < 0,05 sind
statistisch  signifikant
zum (multiplen) Test-
niveau o = 0,05.

! Fisher's exakter
Test, korrigiert nach
Holm fur multiple
Vergleiche

*gehe Tabelle 3.13
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Im Vergleich der zeitlichen Abhéngigkeit der Entziindungshaufigkeit innerhalb
der jeweiligen Behandlungsgruppe konnten signifikante Unterschiede ermittelt werden.
Zur Durchfihrung des Vergleichs wurden die Werte der 4. und 12. Woche
zusammengefasst und mit den Werten der 1. Woche verglichen. Die entsprechenden p-
Werte sind in der Tabelle 3.15 aufgefuhrt. Ein deutlicher zeitlich abhangiger Riickgang
der Entzindungsreaktionen konnte nach Verabreichung des adjuvansfreien Tollwut-
Impfstoffes 4 und nach Verabreichung des adjuvansfreien Staupe-lmpfstoffes

beobachtet werden.

Tabelle3.15 Vergleich des Auftretensder akuten Entziindung*
(weil unterlegt) mit dem Auftreten der chronischen
Entzindung** (grau unterlegt) (Angabe der Probenzahl)

I njektion keine Entziindung | Entziindung | p-Wert!
Al(OH);s-Suspension ; n.a
Tollwut-mpfstoff 1 i n.a

4
Tollwut-lmpfstoff 2 8 n.a
4
Tollwut-Impfstoff 3 8 n.a
Tollwut-Impfstoff 4 1 ! 0,0023
P 13 3 !
2 6
Staupe-1mpfstoff 13 3 0,0215
isotonische Kochsal zl 6sung é 1 0,3333
unbehandelt 9 n.a
16 '
! Fisher’s exakter Test * nach einer Woche ** nach 4 und 12 Wochen

n.a.: nicht ausgewertet, daalle Werte in einer Klase vorliegen; kein signifikanter Unterschied

Der Grad der Entziindung wurde bereits unter 3.2.2.4.1, Tabelle 3.13 aufgefihrt.
Der folgende Graph 3.1 zeigt die Haufigkeit der Entziindungsgrade fir die erste Woche,
der Graph 3.2 die der 4. und 12. Woche.
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Graph 3.1 Grad der akuten Entziindung nach einer Woche
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Graph 3.1 Grad der akuten Entziindung in den unbehandelten Proben und
nach Verabreichung der jeweiligen Injektion in der ersten Woche.
Legende fir Graph 3.1 und 3.2
AS: Al(OH)s-Suspension Tl Tollwut-lmpfstoff Sl Staupe-lmpfstoff
ub: unbehandelt NaCl-Lsg.: isotonische Kochsal zI 6sung

Graph 3.2 Grad der chronischen Entziindung nach 4 und 12 Wochen
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Graph 3.2 Grad der chronischen Entziindung in den unbehandelten Proben
und nach Verabreichung der jeweiligen Injektion in der 4. und 12. Woche.
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Fir die Untersuchung der Haufigkeit des Entziindungsgrades wurden wieder die
Gruppe aS und die Gruppe nalS (siehe Legende Diagramm 3.4) miteinander
verglichen. Im Vergleich dieser Gruppen sollte geklart werden, ob adjuvanshaltige
Tollwut-Impfstoffe nach Verabreichung haufiger eine hochgradige lokale Entziindung
verursachen als adjuvansfreie. Eine Ubersicht mit Angabe des p-Wertes des

signifikanten Unterschieds der beiden Gruppen zeigt das Diagramm 3.4.

Diagramm 3.4 Vergleich der Schweregrade der Entziindungen in der
1. - 12. Woche nach Verabreichung der Tollwut-Impfstoffe

100
S 14724
Anteil der - ey
Proben in %
25
0
keineE. gar. E. mgr. E. hgr. E.
B GruppeaS OGruppena$S
| —

p< 0.0001 Fisher’s exakter Test

GruppeaS: Al-adjuvanshaltige Tollwut-Impfstoffe 1, 2 und 3

Gruppe nalS: adjuvansfreier Tollwut-Impfstoff 4

gar.: geringgradig mgr.: mittelgradig hgr.: hochgradig  E.: Entzindung
* 14 von 24 Proben wiesen die entsprechende Entziindung auf.

Die Gruppe a S, die sowohl die Werte der Al(OH)s-haltigen Tollwut-Impfstoffe
1 und 2 as auch die Werte des AIPO4-haltigen Tollwut-Impfstoffes 3 enthalt, wurde
wie folgt geteilt: Gruppe ahlS: Al(OH)s-haltige Tollwut-Impfstoffe 1 und 2 und Gruppe
aplS: AlIPO4-haltiger Tollwut-Impfstoff 3. Ihre Werte wurden miteinander und mit den
Werten des adjuvansfreien Tollwut-Impfstoffes 4 (Gruppe nalS) verglichen und der
Vergleich im Diagramm 3.5 dargestellt. Der Unterschied zwischen der Gruppe ahl'S und
der Gruppe aplS beziglich des Schweregrades der Entziindung war nicht signifikant
(p = 0,7194). Die p-Werte signifikanter Unterschiede werden in der Legende

ausgewiesen.
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Diagramm 3.5 Vergleich der Schweregrade der Entziindungen in der
1. - 12. Woche nach Verabreichung der Tollwut-Impfstoffe

100+
754
Anteil der
Proben in %
251
0

keineE. gor. E. mgr. E. hgr. E.

B Gruppe ahlS 0O GruppenalS O Gruppe aplS

- ) - )
Y~ Y~

p=0,0001** p=0,0007**

Gruppe ahlS: Al(OH)s-haltige Tollwut-Impfstoffe 1 und 2

Gruppe nalS: adjuvansfreier Tollwut-Impfstoff 4

Gruppe aplS. AIPO4-haltiger Tollwut-Impfstoff 3

gor.: geringgradig mgr.: mittelgradig har.: hochgradig  E.: Entziindung
* 14 von 24 Proben wiesen die entsprechende Entziindung auf.

** Fisher's exakter Test, korrigiert nach Holm fir multiple Vergleiche

Die Werte der Proben nach Verabreichung aller Tollwut-Impfstoffe, der
Al(OH)s-Suspension, des Staupe-Impfstoffes, der isotonischen Kochsalzldsung und der
unbehandelten Proben wurden beziglich der Schweregrade der Entziindungen
untereinander verglichen. Berechnungen mit Fisher’s exaktem Test, korrigiert nach
Holm far multiple Vergleiche, fuhrten zur Ermittlung signifikanter Unterschiede im
Grad der Entzindung beziglich der jeweiligen Injektionen. Die exakten Daten zur
Haufigkeit und die p-Werte wurden zur Erhaltung der Ubersicht nicht im Diagramm 3.6
aufgefiihrt. Die Haufigkeit des Schweregrades der Entziindung kann der Tabelle 3.13
entnommen werden. Die exakten p-Werte zeigt die Tabelle 3.16. Die Schweregrade der
Entziindungen nach Verabreichung der adjuvanshaltigen Tollwut-Impfstoffe 2 und 3
(Uberwiegend mittel- und hochgradig) unterschieden sich im Vergleich der
Schweregrade der Entziindungen nach Verabreichung des adjuvansfreien Tollwut-
Impfstoffes 4 und des adjuvansfreien Staupe-Impfstoffes (lberwiegend geringgradig)
signifikant. Auch der Unterschied der Schweregrade nach Verabreichung der
adjuvanshaltigen Tollwut-Impfstoffe 1, 2 und 3 im Vergleich mit den Schweregraden

der Entziindung nach V erabreichung der isotonischen Kochsal zl6sung war signifikant.
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Diagramm 3.6 Vergleich der Schweregrade der Entziindungen in der

1. - 12. Woche nach Verabreichung der jeweiligen Injektion

1005

0 _ —
Anteil der — -
Proben
in% 40 ]

20- { }

0 - —=1
keine E. oor. E mor. E. hor. E.

OASOT1O0M20T 30T 409 O NaO-Lsgg O Wb

NaCl-Lsg.: isotonische KochsalzZlosung  AS: Al(OH)s-Suspension

Sl: Staupe-lmpfstoff
gor.: geringgradig

ub: unbehandelt
mgr.: mittelgradig

p-Werte siehe Tabelle 3.16

E.: Entziindung
hgr.: hochgradig

Tabelle3.16  Prifung auf signifikante Unter schiede beziiglich der
Haufigkeit* der Entziindungsgrade nach Verabreichung der
jeweiligen Injektion im Zeitraum der 1. - 12.Woche

Alle Vergleiche mit

p-Werten < 0,05 sind

statistisch signifikant

zum (multiplen) Test-

niveau o = 0,05.

1 Fisher's exakter

Test, korrigiert nach

Holm fir multiple

Vergleiche

*sehe Tabelle 3.13

Vergleich p-Wert*
Al(OH)s-Suspension | isotonische K ochsal zl sung 0,1818
Al(OH);-Suspension | Staupe-lmpfstoff 0,1764
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-1mpfstoff 1 1,0000
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-1mpfstoff 2 1,0000
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-Impfstoff 3 1,0000
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-Impfstoff 4 0,1692
Al(OH)s-Suspension | unbehandelt 0,0049
unbehandelt i sotonische Kochsal zl 6sung 1,0000
Staupe-Impf stoff i sotonische Kochsal zl 6sung 1,0000
Staupe-I mpfstoff unbehandelt 0,0089
Tollwut-Impfstoff 1 | isotonische Kochsalzlsung 0,0060
Tollwut-Impfstoff 1 | Staupe-lmpfstoff 0,0001
Tollwut-Impfstoff 1 | Tollwut-Impfstoff 2 0,0616
Tollwut-Impfstoff 1 | Tollwut-lmpfstoff 3 1,0000
Tollwut-Impfstoff 1 | Tollwut-Impfstoff 4 0,0001
Tollwut-Impfstoff 1 | unbehandelt <0,0001
Tollwut-Impfstoff 2 | isotonische Kochsalzl6sung 0,0003
Tollwut-Impfstoff 2 | Staupe-lmpfstoff <0,0001
Tollwut-lmpfstoff 2 | Tollwut-lmpfstoff 3 0,7549
Tollwut-Impfstoff 2 | Tollwut-Impfstoff 4 <0,0001
Tollwut-Impfstoff 2 | unbehandelt <0,0001
Tollwut-Impfstoff 3 | isotonische Kochsalzl6sung 0,0001
Tollwut-lmpfstoff 3 | Staupe-lmpfstoff <0,0001
Tollwut-Impfstoff 3 | Tollwut-Impfstoff 4 <0,0001
Tollwut-Impfstoff 3 | unbehandelt <0,0001
Tollwut-lmpfstoff 4 | isotonische Kochsalzl6sung 1,0000
Tollwut-Impfstoff 4 | Staupe-lmpfstoff 1,0000
Tollwut-Impfstoff 4 | unbehandelt 0,0041
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Im Vergleich der Haufigkeit des Grades der Entzindung innerhalb der
jeweiligen Behandlungsgruppe konnten im zeitlichen Verlauf signifikante Unterschiede
ermittelt werden. Zur Durchfihrung des Vergleichs wurden die Werte der 4. und 12.
Woche zusammengefasst und mit den Werten der 1. Woche der selben
Behandlungsgruppe verglichen. Die entsprechenden p-Werte sind in der Tabelle 3.17
aufgefiihrt. Eine deutliche Umverteilung des Schweregrades im zeitlichen Verlauf
wurde nach Verabreichung des adjuvansfreien Tollwut-Impfstoffes 4 (p < 0,0023) und
nach Verabreichung des adjuvansfreien Staupe-lmpfstoffes (p < 0,0127) beobachtet.

Tabelle3.17 Vergleich der Haufigkeit des Grades der akuten Entziindung*
(wei unterlegt) mit der Haufigkeit des Grades der chronischen
Entzindung** (grau unterlegt) (Angabe der Probenzahl)

I njektion kein gar. mgr. har. p-Wert?
Al(OH);-Suspension 1 7 n n.a’
1 1 )
Tollwut-lmpfstoff 1 4 n.a
Tollwut-lmpfstoff 2 1 3 1,0000
P 1 6 1 !
Tollwut-Impfstoff 3 ;1 5 0,0808
1 6 1
Tollwut-Impfstoff 4 13 3 0,0023
2 5 1
Staupe-1mpfstoff 13 3 0,0127
isotonische 2 1
K ochsalzl 6sung 6 0,3333
9 3
unbehandelt 16 n.a

! Fisher'sexakter Test  * nach einer Woche  ** nach 4 und 12 Wochen

gor.: geringgradig  mgr.: mittelgradig  hgr.: hochgradig

n.a% nicht ausgewertet, da fiir den Vergleich zu schwach besetzt

n.a® nicht ausgewertet, daale Wertein einer Klasse vorliegen; kein signifikanter Unterschied

3.2.2.4.2 Betrachtung der Entziindung beziglich der Zellart, des Zelltodes und
der Granulationsgewebsbildung

Nach Verabreichung der isotonischen Kochsalzlosung (n = 9) konnte in einer Probe
(1/9) eine ggr. subakute fokale fibrosierende Entziindung nachgewiesen werden. Die
Verabreichung des adjuvansfreien Staupe-Impfstoffesist in einer anderen Kdrperregion
als die der anderen Injektionen durchgefihrt worden (siehe 3.2.2.4.1). Trotzdem wurden
die Werte der Staupe-Impfung in die vergleichende Betrachtung einbezogen.
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Die Verteilung der Anzahl der im Anschluss aufgefihrten Zellen wurde in der
folgenden Beschreibung fur den Zeitraum der 1. bis 12. Woche zusammengefasst. Die
Haufigkeit der entsprechenden Zellen bezlglich der akuten Entziindungen der ersten
und der chronischen Entzindungen der 4. und 12. Woche kann den jeweils erwahnten

Tabellen, Graphen oder Diagrammen entnommen werden.

Das Vorkommen
von Makrophagen (Bild
3.10) war bei den Entzin-
dungsreaktionen nach Ver-
abreichung auminiumhalti-
ger Produkte besonders in
der chronischen Entziindung
deutlich hoher as in den
Proben nach Verabreichung
des adjuvansfreien Tollwut-

Impfstoffes 4 und des Bild 3.10

: : Makrophage (Pfeil) in der chronischen Entziindung zwol f
adjuvansireien Statipe- Wochen nach Verabreichung des Tollwut-lmpfstoffes 3
Impfstoffes  (siehe Dia-  (Stamm Pasteur RIV mit AIPO,). Probe E148, HE

gramm 3.7 - 3.9).

Diagramm 3.7 Vergleich des Auftretensvon Makrophagen im Entziindungs-
zellinfiltrat in der 1. - 12. Woche nach Verabreichung der
Tollwut-Impfstoffe

1004
18/24*

751

Anteil der 50
Proben in %

251

0/2¢
0
Makrophagen keine vereinzelt wenig viele Uberwiegend

B Gruppe alS O Gruppe nalS

%/_J. }
p< 0’0001 Fisher’s exakter Test

GruppeaS: Al-adjuvanshaltige Tollwut-Impfstoffe 1, 2 und 3
Gruppe nalS: adjuvansfreier Tollwut-lmpfstoff 4
* 18 von 24 Proben wiesen die entsprechende Haufigkeit von Makrophagen auf.
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Der Graph 3.3 zeigt die Haufigkeit von Makrophagen in der akuten Entziindung
in der ersten Woche nach Verabreichung der entsprechenden Injektion, der Graph 3.4
die Haufigkeit von Makrophagen in der chronischen Entziindung in der 4. und 12.
Woche.

Graph 3.3 Haufigkeit von Makrophagen in den

o Entziindungszellinfiltraten nach 1 Woche
Haufigkeit von

Makrophagen S - o
Q}\
&
& e o © ©
N A\Q/
o1 © & o o
Q
N
é‘- O O >
&
& 9
3 (\QJ- K> [e¢eos > | K3
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N v > o' Q
Yoo R o N N
verabreichtes Mittel 4

Graph 3.3 Haufigkeit von Makrophagen in den unbehandelten Proben und nach
Verabreichung der unterschiedlichen Injektionen in den Proben nach einer Woche.

Legende fur die Graphen 3.3 und 3.4:
AS: Al(OH)s-Suspension TI: Tollwut-Impf stoff Sl: Staupe-lmpfstoff
ub: unbehandelt NaCl-Lsg.: isotonische Kochsal zl6sung

Graph 3.4 Haufigkeit von Makrophagen in den
Entzindungszellinfiltraten nach 4 und 12 Wochen
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Graph 3.4 Haufigkeit von Makrophagen in den unbehandelten Proben nach
Verabreichung der jeweiligen Injektion nach vier und zwolf Wochen.
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Wieder wurde die Gruppe der adjuvanshaltigen Tollwut-Impfstoffe 1, 2 sowie 3

(Gruppe alS; n = 29*) und die Gruppe des adjuvansfreien Tollwut-Impfstoffes 4
(Gruppe nalS; n = 24) gebildet und bezuglich der Haufigkeit von Makrophagen in den
Entzindungsinfiltraten miteinander verglichen.
* Da bel einer Probe durch Praparationsartefakte die Zellmorphologie beeintrachtigt
wurde, konnte dieses Entziindungszellinfiltrat nicht néher bestimmt werden. Aus diesem
Grund reduziert sich die Gesamtzahl der Proben aller folgenden Untersuchungen
bezlglich der Haufigkeit der Zellen der Gruppe al'S (n = 29 anstelle von n = 30) und der
Gruppe aplS (n = 11 anstellevon n=12) um eins.

Durch den Vergleich der Gruppe ahlS und der Gruppe apl S mit der Gruppe nalS
konnten ebenfalls signifikante Unterschiede bezliglich der Haufigkeit der Makrophagen
ermittelt werden (siehe Diagramm 3.8). Die Gruppe ahlS und die Gruppe aplS
unterschieden sich nicht signifikant bezlglich der Haufigkeit von Makrophagen
(p = 0,3833). Die p-Werte signifikanter Unterschiede bezliglich der Haufigkeit von
Makrophagen sind im Diagramm 3.8 aufgefuihrt.

Diagramm 3.8 Vergleich des Auftretensvon Makrophagen im Entziindungs-
zellinfiltrat in der 1. - 12. Woche nach Verabreichung der
Tollwut-Impfstoffe

100
25 18/24* 224
0/24
Anteil der 9/18 | 5/11
ino
Proben in % 0/11 0/11 1/243/11 311 518
251 2/183/24 2/18l v
0/19
0
Makrophagen keine veremzelt wenig vide Uberwiegend

B Gruppe ahlS O Gruppe nal S O Gruppe apl S

p<0,0001** p< 0,0001**

Gruppe ahlS: Al(OH)s-haltige Tollwut-Impfstoffe 1 und 2

Gruppe nalS: adjuvansfreier Tollwut-lmpfstoff 4

Gruppe aplS. AlPO,-haltiger Tollwut-Impfstoff 3

* 18 von 24 Proben wiesen die entsprechende Haufigkeit von Makrophagen auf.
** Fisher’s exakter Test, korrigiert nach Holm flr multiple Vergleiche
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Die Untersuchung beziglich der Haufigkeiten von Makrophagen in den
Entzindungszellinfiltraten nach Verabreichung der jeweiligen Injektion ergab
signifikante Unterschiede. Die EntziUndungszellinfiltrate nach Verabreichung der
adjuvanshaltigen Tollwut-Impfstoffe 1, 2 und 3 unterschieden sich beziglich der
Haufigkeit von Makrophagen signifikant von deren Haufigkeit in  den
Entziindungszellinfiltraten nach Verabreichung des adjuvansfreien Tollwut-Impfstoffes
4 und des adjuvansfreien Staupe-Impfstoffes (siehe Tabelle 3.18). Dagegen ergab der
Vergleich der Werte nach Verabreichung des adjuvansfreien Tollwut-Impfstoffes 4 mit
den Werten nach Verabreichung des adjuvansfreien Staupe-lmpfstoffes keinen
signifikanten Unterschied (p = 1,0000). Eine graphische Darstellung zeigt das
Diagramm 3.9. Zur Erhaltung der Ubersicht wurde auf das Eintragen der p-Werte
innerhalb des Diagramms verzichtet und diese in der Tabelle 3.18 hinterlegt.

Diagramm 3.9 Vergleich des Auftretensvon Makrophagen im Entziindungs-
zellinfiltrat in der 1. - 12. Woche nach Verabreichung der
jeweiligen Injektion

100+

80

Anteil der 60 —
Proben
in % 40

20

O T “ T 1 T T
Makrophagen keine vereinzelt wenig viele Uberwiegend

OASOTI1OTI20TI30OTI4 OSI ONaCl-Lsg. Oub

AS: Al(OH)s-Suspension  TI: Tollwut-Impfstoff Sl: Staupe-Impfstoff
ub: unbehandelt NaCl-L sg.: isotonische Kochsal zl 6sung
p-Werte sieche Tabelle 3.18
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Tabelle3.18 Prifung auf signifikante Unter schiede bezliglich des Auftretens*
von M akrophagen nach Verabreichung der jeweiligen Injektion

im Zeitraum der 1. - 12.Woche

Vergleich p-Wert"
Al(OH)s-Suspension | isotonische Kochsalzldsung 0,0591
Al(OH)s-Suspension | Staupe-Impfstoff 0,0239 Alle Vergleiche mit
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-Impfstoff 1 1,0000 p-Werten < 0,05 sind
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-Impfstoff 2 1,0000 statistisch signifikant
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-Impfstoff 3 1,0000 zum (multiplen) Test-
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-Impfstoff 4 0,1467 niveau a = 0,05.
Al(OH)s-Suspension | unbehandelt 0,0046
unbehandelt isotonische Kochsalzlésung | n.a
Staupe-| mpf stoff isotonische K ochsal zlésung 1,0000 ' Fisher's  exakter
Staupe-Impfstoff unbehandelt 0,5015 Test, korrigiert nach
Tollwut-Impfstoff 1 | isotonische Kochsalzlésung | 0,0032 Holm fir multiple
Tollwut-Impfstoff 1 | Staupe-I mpfstoff 0,0001 Vergleiche
Tollwut-lmpfstoff 1 | Tollwut-Impfstoff 2 0,8465
Tollwut-Impfstoff 1 | Tollwut-Impfstoff 3 1,0000 _
Tollwut-Impfstoff 1 | Tollwut-Impfstoff 4 0,0015 n.a: nicht ausgewer-
Tollwut-Impfstoff 1 | unbehandelt <0,0001 tet, da ale Werte in
Tollwut-Impfstoff 2 | isotonische Kochsal zl6sung 0,0002 ener ) Klgsse_ vor-
Tollwut-Impfstoff 2 | Staupe-I mpfstoff <0,0001 liegen; kein signifi-
Tollwut-Impfstoff 2 | Tollwut-Impfstoff 3 0,8279 kanter Unterschied
Tollwut-Impfstoff 2 | Tollwut-Impfstoff 4 0,0002
Tollwut-Impfstoff 2 | unbehandelt <0,0001 o _
Tollwut-Impfstoff 3 | isotonische Kochsal zl 6sung 0,0001 S'eh? Tabelle 6.2im
Tollwut-Impfstoff 3 | Staupe-Impfstoff <0,0001 Kapitel 6. Tabellen
Tollwut-Impfstoff 3 | Tollwut-Impfstoff 4 <0,0001
Tollwut-lmpfstoff 3 | unbehandelt <0,0001
Tollwut-Impfstoff 4 | isotonische Kochsalzldsung 1,0000
Tollwut-Impfstoff 4 | Staupe-Impfstoff 1,0000
Tollwut-Impfstoff 4 | unbehandelt 0,1155

Die Untersuchung zur zeitlich abhangigen Anwesenheit von Makrophagen in der
akuten und chronischen Entziindung innerhalb der gleichen Behandlungsgruppe ergab
signifikante Unterschiede nach Verabreichung des Tollwut-Impfstoffes 3, des Tollwut-
Impfstoffes 4 und des Staupe-Impfstoffes (siehe Tabelle 3.19).
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Tabelle3.19 Vergleich des Auftretens von Makrophagen in der
akuten Entziindung (weif3 unterlegt) mit deren Auftreten
in der chronischen Entzindung** (grau unterlegt)

Angabe der Probenzahl)

I njektion keine | vereinzelt | wenig | vide | iiberwiegend | p-Wert*
Al(OH)z- 1 na2
Suspension 1 1 '
Tollwut- 1 1 n.a2
Impfstoff 1 1 3 '
Tollwut- 2 2
Impfstoff 2 2 5 gl 01798
Tollwut- 3
Impfstoff 3 3 5 00121
Tollwut- 3 2 1 2
Impfstoff 4 15 1 0.0069
Staupe- 4 3 1
I mpfstof f 16 0,0066
isotonische 3 na’
Kochsalzl6sung 6 '

9 3
unbehandelt 16 n.a

! Fisher’s exakter Test * nach einer Woche ** nach 4 und 12 Wochen

n.a% nicht ausgewertet, da fiir den Vergleich zu schwach besetzt
n.a.® nicht ausgewertet, daale Wertein einer Klasse vorliegen; kein signifikanter Unterschied

Unabhangig vom injizierten Mittel gab es in der akuten Entzindung keine
mehrkernige Riesenzellen (Bild 3.11). Da diese sich erst nach einem langer anhaltenden
Reiz bilden, wurde deren Anwesenheit nur bei den chronischen Entzindungen
betrachtet. Die Summe der Proben nach Verabreichung aluminiumadjuvanshaltiger
Impfstoffe (n = 20) und der Al(OH)s-Suspension (n = 2) aus der vierten und zwdlften
Woche betrégt zweiundzwanzig (n = 22). In alen Proben (n = 22) dieser Zeitpunkte
konnte eine chronische Entziindung nachgewiesen werden. In der Hafte dieser Proben

(11/22) wurden mehrkernige Riesenzellen nachgewiesen.
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Bild 3.11a mehrkernige Riesenzelle Bild 3.11b mehrkernige Riesenzelle
Mehrkernige Riesenzellen einer chronischen Entztindung zwolf Wochen nach Verabreichung
des Tollwut-Impfstoffes 1 [Virus fixe, Stamm G52 mit AI(OH);]. Probe D274/275, HE

Das Vorkommen der mehrkernigen Riesenzellen nach Verabreichung der
adjuvanshaltigen und adjuvansfreien Tollwut-Impfstoffe wurde statistisch untersucht
(siehe Diagramm 3.10). Der p-Wert des statistisch signifikanten Unterschieds wird im
zugehorigen Diagramm aufgefuhrt.

Diagramm 3.10 Auftreten von mehrkernigen Riesenzellen in der chronischen
Entziindung nach Verabreichung der Tollwut-I mpfstoffe

50

Anteil der
Probenin %

0/16

mehrkernige Riesenzellen

B Gruppe alS O Gruppe nalS

p = O 0019 Fisher’s exakter Test

GruppeaS: Al-adjuvanshaltige Tollwut-lmpfstoffe 1, 2 und 3
Gruppe nalS: adjuvansfreier Tollwut-Impfstoff 4
* 9 von 20 Proben wiesen mehrkernige Riesenzellen auf.

Im Vergleich der drei Adjuvansgruppen konnte ein signifikanter Unterschied
beziglich der Anwesenheit von mehrkernigen Riesenzellen in den Entzindungszell-

infiltraten ermittelt werden (siehe Diagramm 3.11).
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Diagramm 3.11 Auftreten von mehrkernigen Riesenzellen in der chronischen
Entziindung nach Verabreichung der Tollwut-I mpfstoffe

5 D= 0,1968**
501
Anteil der v
Proben in %
251
0/16 2/8
O.

mehrkernige Riesenzellen

B Gruppeahl S OGruppenal S OGruppeapl S

| |
p=0,0020**  p=0,2028**

Gruppe ahlS: Al(OH)s-haltige Tollwut-Impfstoffe 1 und 2

Gruppe nalS: adjuvansfreier Tollwut-Impfstoff 4

Gruppe aplS. AIPO4-haltiger Tollwut-Impfstoff 3

* 7 von 12 Proben wiesen mehrkernige Riesenzellen auf.

** Fisher’s exakter Test, korrigiert nach Holm fir multiple Vergleiche

Bei der Betrachtung der Unterschiede zum Vorkommen von mehrkernigen
Riesenzellen in den Entzindungszellinfiltraten nach Verabreichung der jeweiligen
Injektion wurden signifikante Unterschiede festgestellt (siehe Diagramm 3.12). Die

genauen p-Werte der Vergleiche konnen der Tabelle 3.20 entnommen werden.

Diagramm 3.12 Auftreten von mehrkernigen Riesenzellen in der chronischen
Entziindung nach Verabreichung der jeweiligen Injektion

10011
i
> p = 0,0045¢*
Anteil der U
Probenin %
25171 v
22¢ | a4l 38| 28 0/16 0/16 0/6 0/16
o+ Z Z y a—_i
| p = 0,0045** T p = 0,0045** T

mehrkernige Riesenzellen
OASOTI1IOTI20TI3OTI40OS ONaCl-Lsg. Oub

* 2 von 2 Proben wiesen mehrkernige Riesenzellen auf.

** Fisher’s exakter Test, korrigiert nach Holm fir multiple Vergleiche

AS: Al(OH)s-Suspension Tl Tollwut-Impfstoff Sl Staupe-lmpfstoff
ub: unbehandelt NaCl-Lsg.: isotonische K ochsal zI sung
p-Werte siehe Tabelle 3.20
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Tabelle 3.20 Prifung auf signifikante Unter schiede bezliglich des Auftretens*
von mehrkernigen Riesenzellen nach Verabreichung der
jewelligen Injektion zum Zeitpunkt der 4. und 12. Woche

Vergleich p-Wert"
Al(OH)s-Suspension | isotonische Kochsal zldsung 0,4643
Al(OH)s-Suspension | Staupe-Impfstoff 0,1176
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-Impfstoff 1 1,0000
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-Impfstoff 2 1,0000
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-Impfstoff 3 0,9333
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-Impfstoff 4 0,1176
Al(OH)s-Suspension | unbehandelt 0,1176
unbehandelt isotonische Kochsalzlésung | n.a.
Staupe- 1 mpfstoff isotonische Kochsalzlésung | n.a.
Staupe- 1 mpfstoff unbehandelt n.a
Tollwut-Impfstoff 1 | isotonische Kochsalzldsung 0,0952
Tollwut-Impfstoff 1 | Staupe-Impfstoff 0,0045
Tollwut-Impfstoff 1 | Tollwut-Impfstoff 2 0,8889
Tollwut-Impfstoff 1 | Tollwut-Impfstoff 3 0,7273
Tollwut-Impfstoff 1 | Tollwut-Impfstoff 4 0,0045
Tollwut-Impfstoff 1 | unbehandelt 0,0045
Tollwut-Impfstoff 2 | isotonische Kochsalzldsung 1,0000
Tollwut-Impfstoff 2 | Staupe-Impfstoff 0,4150
Tollwut-lmpfstoff 2 | Tollwut-Impfstoff 3 1,0000
Tollwut-Impfstoff 2 | Tollwut-Impfstoff 4 0,4150
Tollwut-Impfstoff 2 | unbehandelt 0,4150
Tollwut-Impfstoff 3 | isotonische Kochsalzl6sung 1,0000
Tollwut-Impfstoff 3 | Staupe-Impfstoff 0,9130
Tollwut-Impfstoff 3 | Tollwut-Impfstoff 4 0,9130
Tollwut-Impfstoff 3 | unbehandelt 0,9130
Tollwut-Impfstoff 4 | isotonische Kochsalzldsung | n.a
Tollwut-Impfstoff 4 | Staupe-Impfstoff 1,0000
Tollwut-Impfstoff 4 | unbehandelt n.a

Alle Vergleiche mit
p-Werten < 0,05 sind
statistisch  signifikant
zum (multiplen) Test-
niveau o = 0,05.

' Fisher's exakter
Test, korrigiert nach
Holm fdr multiple
Vergleiche

n.a.: nicht ausgewer-
tet, da dle Werte in
einer Klasse vor-
liegen; kein signifi-
kanter Unterschied

* siehe Diagramm
3.12

Der Nachweis von neutrophilen Granulozyten (Bild 3.12) konnte in einigen

Entzindungszellinfiltraten erbracht werden (siehe Graph 3.5).

Bild 3.12
Neutrophile Granulozyten (Kreis)
in der akuten Entzindung eine
Woche nach Verabreichung des

Tollwut-Impfstoffes 3

(Stamm

Pasteur RIV mit AIPO,). Probe
D938, HE
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Graph 3.5 Haufigkeit von neutrophilen Granulozyten in den

P Entziindungszellinfiltraten nach 1 bis 12* Wochen
Haufigkeit von

neutrophilen 1x nach 4 Wochen
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Graph 3.5 Auftreten von neutrophilen Granulozyten in den unbehandelten Proben
und nach Verabreichung der jeweiligen Injektion in der ersten bis zwolften Woche.

* In der 12. Woche konnten keine neutrophilen Granul ozyten nachgewiesen werden.
Die Werte der 4. Woche wurden im Graph markiert. Alle unmarkierten Rauten
auBlerhalb der Klasse ,,keine* entsprechen den Werten der 1. Woche.

AS: Al(OH)s-Suspension TI: Tollwut-lmpfstoff Sl: Staupe-lmpfstoff
ub: unbehandelt NaCl-L sg.: isotonische K ochsal zI 6sung

Der Unterschied zwischen der Gruppe al'S und der Gruppe nal S (siehe Legende

von Diagramm 3.13) bezliglich der Haufigkeit der neutrophilen Granulozyten war nach

dem zweiseitigen Signifikanzniveau a = 0,05 nicht signifikant (p = 0,0698). Der p-Wert

weist jedoch darauf hin, dass sich bei einer grof3eren Probenzahl ein signifikanter

Unterschied ergeben konnte, da die neutrophilen Granulozyten nach Verabreichung der

adjuvanshaltigen Tollwut-Impfstoffe im Vergleich zum adjuvansfreien vermehrt

aufgetreten sind.
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Diagramm 3.13 Auftreten von neutrophilen Granulozyten im Entzindungszell-
infiltrat in der 1. - 12. Woche nach Verabreichung der Tollwut-

| mpfstoffe
100
N
751 3
N
Anteil der L
Proben in %
o5t 4129
029 124 229 gy 129y 0/24
0+ : T '—L-L-LP
neutrophile Granulozyten keine  vereinzelt wenig viele Uberwiegend

B Gruppe aS O Gruppe nalS

p - 0 0698 Fisher’s exakter Test

GruppeaS: Al-adjuvanshaltige Tollwut-Impfstoffe 1, 2 und 3
Gruppe nalS: adjuvansfreier Tollwut-Impfstoff 4
* 1 von 24 Proben wies die entsprechende Haufigkeit von neutrophilen Granulozyten auf.

Auch im Vergleich der drei Adjuvansgruppen bezlglich der Haufigkeit von
neutrophilen Granulozyten nach Verabreichung der entsprechenden Injektion konnte ein

signifikanter Unterschied ermittelt werden (siehe Diagramm 3.14).

Diagramm 3.14 Auftreten von neutrophilen Granulozyten im Entziindungszell-
infiltrat in der 1. - 12. Woche nach Verabreichung der Tollwut-

| mpfstoffe
100
75 w
Anteil der R
o 90
Probenin % o 124 024 0/24 024 311
25 i i i
018 | 01118 | VI e | 211 118 | I
0 —o e[ | ll‘l
neutr ophile Gr anul ozyten keine ver einzelt wenig viele Uber wiegend

B Gruppe ahlS O Gruppe nal S O Gruppe apl S

p=0,3909** p=0,0111** T

p = 0,1588**

Gruppe ahlS:  Al(OH)s-haltige Tollwut-Impfstoffe 1 und 2

Gruppe nalS. adjuvansfreier Tollwut-Impfstoff 4

Gruppe aplS:  AIPO,4-haltiger Tollwut-Impfstoff 3

* 16 von 18 Proben wiesen neutrophile Granulozyten auf.

** Fisher's exakter Test, korrigiert nach Holm fir multiple Vergleiche
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Nur in den Vergleichen der Proben nach Verabreichung des Tollwut-Impfstoffes 3 mit
den Proben nach Verabreichung des Staupe-Impfstoffes (p = 0,0299) sowie mit
unbehandeltem Gewebe (p = 0,0279) konnte ein signifikanter Unterschied zur
Haufigkeit von neutrophilen Granulozyten in den Entzindungszellinfiltraten ermittelt
werden. Im Vergleich der Proben nach Verabreichung des AIPO4-haltigen Tollwut-
Impfstoffes 3 mit den Proben nach Verabreichung des adjuvansfreien Tollwut-
Impfstoffes 4 zeigt sich eine Tendenz, aber keine Signifikanz bezlglich der
Anwesenheit von neutrophilen Granulozyten im Entzindungszellinfiltrat (siehe
Diagramm 3.15, p-Werte siehe Tabelle 3.21).

Diagramm 3.15 Auftreten von neutrophilen Granulozyten im Entziindungszell-
infiltrat in der 1. - 12. Woche nach Verabreichung der
jeweiligen Injektion

100, -

751 B
Anteil der | =
Proben in %

251

o ~ . m o (Ml

neutrophile keine vereinzelt wenig vide Uberwiegend
Granulozyten

DASOTI1IOTI2O0TI30OTI 4 OSI ONaCl-Lsy. Eub
p =|0,0740*
p = 0,0209*

AS: Al(OH)s-Suspension  TI: Tollwut-Impfstoff Sl: Staupe-Impfstoff
ub: unbehandelt NaCl-Lsg.: isotonische Kochsal zldsung

* Fisher’s exakter Test, korrigiert nach Holm fir multiple Vergleiche
p-Werte siehe Tabelle 3.21

p = 0,0270*
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Tabelle3.21 Priufung auf signifikante Unter schiede beztiglich des Auftretens* von
neutrophilen Granulozyten nach Verabreichung der jeweiligen
Injektionen im Zeitraum der 1. - 12.Woche

Vergleich p-Wert?
Al(OH)s-Suspension | isotonische Kochsalzlosung | n.a
Al(OH)s-Suspension | Staupe-Impfstoff n.a Alle Vergleiche mit
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-Impfstoff 1 1,0000 | p-Werten<0,05sind
Al(OH);-Suspension | Tollwut-Impfstoff 2 1,0000 | statistisch signifikant
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-Impfstoff 3 1,0000| zum  (multiplen)
Al(OH)z-Suspension | Tollwut-Impfstoff 4 1,0000 | Testniveau a = 0,05.
Al(OH)s-Suspension | unbehandelt n.a
unbehandelt isotonische Kochsalzlgsung | n.a. Lo
Staupe-| mpfstoff isotonische Kochsalzlosung | n.a Fisher's exakter
Staupe-1mpfstoff unbehandelt n.a Test, korrigiert nach
Tollwut-Impfstoff 1 | isotonische K ochsalzl 6sung 1,0000| Holm fir multiple
Tollwut-Impfstoff 1 | Staupe-I mpfstoff 1,0000 Vergleiche
Tollwut-Impfstoff 1 | Tollwut-Impfstoff 2 1,0000
Tollwut-Impfstoff 1 | Tollwut-Impfstoff 3 1,0000 na: nicht ausge
Tollwut-Impfstoff 1 | Tollwut-Impfstoff 4 1,0000 V\}er:[et da alle Werte
Tollwut-Impfstoff 1 unbehandelt 1,0000 in e n’er Klasse Vor-
Tollwut-Impfstoff 2 | isotonische Kochsalzl6sung 1,0000 liegen: kein signifi-
Tollwut-Impfstoff 2 | Staupe-I mpfstoff 1,0000 kanter Unterschied
Tollwut-Impfstoff 2 | Tollwut-Impfstoff 3 1,0000
Tollwut-Impfstoff 2 | Tollwut-Impfstoff 4 1,0000
Tollwut-1mpfstoff 2 unbehandelt 1,0000 * gehe Tabelle 6.3
Tollwut-Impfstoff 3 | isotonische Kochsalzl6sung 1,0000 im Kapitel
Tollwut-Impfstoff 3 | Staupe-Impfstoff 0,0299 6. Tabellen
Tollwut-Impfstoff 3 | Tollwut-Impfstoff 4 0,0740
Tollwut-Impfstoff 3 unbehandelt 0,0270
Tollwut-Impfstoff 4 | isotonische Kochsalzl 6sung 1,0000
Tollwut-Impfstoff 4 | Staupe-I mpfstoff 1,0000
Tollwut-Impfstoff 4 | unbehandelt 1,0000

Die Werte der 4. und 12. Woche wurden zusammengefasst und mit den Werten
der ersten Woche der selben Behandlungsgruppe verglichen, um die zeitliche
Abhangigkeit zum Vorkommen von neutrophilen Granulozyten zu prifen. Die

entsprechenden p-Werte sind in der Tabelle 3.22 aufgefihrt.
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Tabelle3.22 Vergleich des Auftretensvon neutrophilen Granulozyten in der
akuten Entztindung* (weild unterlegt) mit deren Auftreten in der
chronischen Entziindung** (grau unterlegt)

(Angabe der Probenzahl)

Injektion keine | vereinzelt | wenig | viee Uberwiegend | p-Wert*
Al(OH); - 1 na
Suspension 2 '
Tollwut- 1 1
Impfstoff 1 4 0.3333
Tollwut- 3 1
Impfstoff 2 8 0,3333
Tollwut- 1 2
Impfstoff 3 6 1 1 0,0606
Tollwut- 7 1
Impfstoff 4 16 03333
Staupe- 8 na
| mpfstoff 16 '
isotonische 3 na
Kochsalzl 6sung 6 '
9

unbehandelt 16 n.a

! Fisher'sexakter Test  * nach einer Woche ** nach 4 und 12 Wochen

n.a.: nicht ausgewertet, da alle Werte in einer Klasse vorliegen; kein signifikanter Unterschied

In den Entzindungsinfiltraten nach Verabreichung des AIPO,-haltigen Tollwut-
Impfstoffes 3 konnten nach einer (1/3) und nach vier Wochen (2/4) eosinophile

Granulozyten nachgewiesen werden.

Bild 3.13
Eosinophiler Granulozyt
(Pfeil) in der akuten
Entzindung eine Woche
nach Verabreichung des
\ Tollwut-Impfstoffes 3
(Stamm Pasteur RIV mit
AIPO,). Probe D938, HE

75



Ergebnisse

Graph 3.6 Haufigkeit von eosinophilen Granulozyten in den
Entziindungszellinfiltraten nach 1 bis 12* Wochen
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Graph 3.6 Auftreten von eosinophilen Granulozyten in den unbehandelten Proben
und nach Verabreichung der jeweiligen Injektion in der ersten bis zwélften Woche.

* In der 12. Woche konnten keine eosinophilen Granul ozyten nachgewiesen
werden. Der Wert der 1. Woche ist im Graph beschrieben. Alle unmarkierten
Rauten auBerhalb der Klasse ,,keine* entsprechen den Werten der 4. Woche.

TI: Tollwut-Impfstoff Sl: Staupe-lmpfstoff
NaCl-Lsg.: isotonische Kochsal zl 6sung

AS: Al(OH)s-Suspension
ub: unbehandelt

In alen Untersuchungen bezlglich des Auftretens von eosinophilen
Granulozyten in den Entzindungszellinfiltraten konnte kein signifikanter Unterschied
ermittelt werden (siehe Tabelle 3.23 bis 3.25.) Der p-Wert der Untersuchung der
Gruppe aplS im Vergleich zur Gruppe nalS weist jedoch darauf hin, dass bel einer
grofReren Probenzahl ein signifikanter Unterschied nachweisbar sein kénnte (p =
0,0504). Dies begriindet sich im vermehrten Vorkommen eosinophiler Granulozyten in
den Proben nach Verabreichung des AIPO4-haltigen Tollwut-lmpfstoffes 3 im
Vergleich zu den Proben nach Verabreichung des adjuvansfreien Tollwut-Impfstoffes 4.
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Tabelle 3.23 Prifung auf signifikante Unter schiede bezliglich des Auftretens*
von eosinophilen Granulozyten im Entziindungszellinfiltrat nach
1 bis 12 Wochen

Vergleich p-Wert Test
Gruppe alS Gruppe nalS 0,4949 Fisher’s exakter Test
GruppeahlS | GruppenalS n.a** Fisher’s exakter Test,
GruppeaplS | GruppenalS 0,0504 korrigiert nach Holm fur
Gruppe ahlS | Gruppe aplS n.ax* multiple Vergleiche
GruppeaS: auminiumadjuvanshaltige Tollwut Impfstoffe 1, 2 und 3

Gruppe nal S:
Gruppe ahlS:

adjuvansfreier Tollwut-Impfstoff 4
Al(OH)s-haltiger Tollwut-Impfstoff 1 und 2

Gruppe aplS: AlPO,-haltiger Tollwut-Impfstoff 3
* siehe Tabelle 6.4 im Kapitel 6. Tabellen

n.a**: nicht ausgewertet, da alle Werte in einer Klasse vorliegen; kein signifikanter

Unterschied

Tabelle3.24 Priufung auf signifikante Unter schiede bezliglich des Auftretens*

Alle Vergleiche mit
p-Werten < 0,05 sind
statistisch signifikant
zum (multiplen) Test-
niveau o = 0,05.

n.a. nicht ausgewer-
tet, da nur Werte
einer Klasse vor-
handen sind; ken
signifikanter  Unter-
schied

! Fisher's exakter
Test, korrigiert nach
Holm fir multiple
Vergleiche.

* siehe Tabelle 6.4
in Kapitel
6. Tabellen

Teill /2  von eosinophilen Granulozyten nach Verabreichung der
jewelligen Injektionen im Zeitraum der 1. - 12.Woche
Vergleich p-Wert"
Al(OH)s-Suspension | isotonische Kochsalzlésung | n.a
Al(OH)s-Suspension | Staupe-Impfstoff n.a.
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-Impfstoff 1 1,0000
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-Impfstoff 2 1,0000
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-Impfstoff 3 1,0000
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-Impfstoff 4 1,0000
Al(OH)s-Suspension | unbehandelt n.a.
unbehandelt isotonische Kochsalzlésung | n.a
Staupe-I mpfstoff isotonische Kochsalzlésung | n.a
Staupe-Impfstoff unbehandelt n.a
Tollwut-Impfstoff 1 | isotonische Kochsalzlésung | n.a.
Tollwut-Impfstoff 1 | Staupe-Impfstoff n.a
Tollwut-Impfstoff 1 | Tollwut-Impfstoff 2 1,0000
Tollwut-Impfstoff 1 | Tollwut-Impfstoff 3 1,0000
Tollwut-Impfstoff 1 | Tollwut-Impfstoff 4 1,0000
Tollwut-Impfstoff 1 | unbehandelt n.a.
Tollwut-Impfstoff 2 | isotonische Kochsalzlésung | n.a.
Tollwut-Impfstoff 2 | Staupe-1mpfstoff 1,0000
Tollwut-Impfstoff 2 | Tollwut-Impfstoff 3 1,0000
Tollwut-Impfstoff 2 | Tollwut-Impfstoff 4 1,0000
Tollwut-Impfstoff 2 unbehandelt n.a
Tollwut-Impfstoff 3 | isotonische K ochsalzl 6sung 1,0000
Tollwut-Impfstoff 3 | Staupe-Impfstoff 0,3403
Tollwut-Impfstoff 3 | Tollwut-Impfstoff 4 0,3403
Tollwut-Impfstoff 3 | unbehandelt 0,3466
Tollwut-Impfstoff 4 | isotonische Kochsalzlésung | n.a
Tollwut-Impfstoff 4 | Staupe-1mpfstoff 1,0000
Tollwut-Impfstoff 4 | unbehandelt n.a
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Im Vergleich des Auftretens von eosinophilen Granulozyten in der akuten und in der
chronischen Entziindung innerhalb eines verabreichten Mittels konnte kein signifikanter
Unterschied ermittelt werden (siehe Tabelle 3.25).

Tabelle3.25 Vergleich des Auftretensder eosinophilen Granulozyten
in der akuten Entziindung (weil3 unterlegt)* mit deren

Auftreten in der chronischen Entziindung (grau unterlegt)**
Injektion keine | vereinzelt | wenig | viele | Giberwiegend | p-Wert*
Al(OH)3s-Suspension ; n.a
Tollwut-lmpfstoff 1 i n.a
4
Tollwut-Impfstoff 2 8 n.a
Tollwut-Impfstoff 3 2 1 1,0000
i 6 1 1 ’
Tollwut-Impfstoff 4 8 n.a
16
8
Staupe-1mpfstoff 16 n.a
isotonische 3 na
K ochsalzl 6sung 6 '
9
unbehandelt 16 n.a
! Fisher’s exakter Test * nach einer Woche  ** nach 4 und 12 Wochen

n.a: nicht ausgewertet, daalle Werte in einer Klasse vorliegen; kein signifikanter Unterschied

Fibroblasten (Bild 3.14) waren in unterschiedlicher Haufigkeit in vielen
Entztindungen vertreten (siehe Graph 3.7 und Graph 3.8).

Bild 3.14
Fibroblast (Pfeil) in der
chronischen Entziindung
\ vier Wochen nach Ver-
abreichung des Tollwut-
Impfstoffes 3 (Stamm
Pasteur RIV mit AIPO,)
Probe D983, HE
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Graph 3.7 Haufigkeit von Fibroblasten in den akuten

o Entzindungszellinfiltraten nach 1 Woche
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Graph 3.7 Auftreten von Fibroblasten in den unbehandelten Proben und
nach Verabreichung der jeweiligen Injektion in der ersten Woche.

Legende fir Graph 3.7 und 3.8:
AS: Al(OH)3-Suspension TI: Tollwut-Impf stoff Sl: Staupe-lmpfstoff
ub: unbehandelt NaCl-Lsg.: isotonische Kochsalzl 6sung

Graph 3.8 Haufigkeit von Fibroblasten in den chronischen
Entzindungszellinfiltraten nach 4 und 12 Wochen
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Graph 3.8 Auftreten von Fibroblasten in den unbehandelten Proben und nach
Verabreichung der jeweiligen Injektion in der vierten und zwélften Woche.

Im Vergleich der Adjuvansgruppen der Tollwut-Impfstoffe konnten signifikante
Unterschiede beziglich des Auftretens von Fibroblasten ermittelt werden (siehe
Diagramm 3.16 bis 3.18).
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Diagramm 3.16 Auftreten von Fibroblasten im Entzindungszellinfiltrat in der
1. - 12. Woche nach Verabreichung der Tollwut-Impfstoffe

100;
17/24*
751
Anteil der
Proben in %
22111729 2129 0124
Fibroblas-ten keine vereinzelt wenig viele Uberwiegend

B Gruppeal S O Gruppenal S

|
p< 0.0001 Fisher’s exakter Test

GruppeaS: Al-adjuvanshaltige Tollwut-Impfstoffe 1, 2 und 3
Gruppe nalS: adjuvansfreier Tollwut-Impfstoff 4
* 17 von 24 Proben wies die entsprechende Haufigkeit von Fibroblasten auf.

Diagramm 3.17 Auftreten von Fibroblasten im Entzindungszellinfiltrat in der
1. - 12. Woche nach Verabreichung der Tollwut-I mpfstoffe

751

7/11
g
S5 8/18 324
. 501 N
Anteil der 3/24
Probenin %
251
=2 o/11* 2/18 0/24
= ¢ L18 0/11
o/ :
Fibroblasten keine vereinzelt wenig viele Uberwiegend

B Gruppe ahlS O Gruppe nalS O Gruppe aplS

. .

p=00002**  p=0,0002** T

p=0,5111**

Gruppe ahlS: Al(OH)s-haltige Tollwut-Impfstoffe 1 und 2

Gruppe nalS. adjuvansfreier Tollwut-lmpfstoff 4

Gruppe aplS: AIPO,-haltiger Tollwut-Impfstoff 3

* 0 von 11 Proben wiesen die entsprechende Haufigkeit von Fibroblasten auf.
** Fisher's exakter Test, korrigiert nach Holm fir multiple Vergleiche

Im Vergleich der Werte nach Verabreichung der jeweiligen Injektionen konnten
signifikante Unterschiede ermittelt werden (siehe Diagramm 3.18 und Tabelle 3.26).
Zur Erhaltung der Ubersichtlichkeit wurde auf das Eintragen der signifikanten p-Werte
im Diagramm 3.18 verzichtet.

80



Ergebnisse

Diagramm 3.18 Auftreten von Fibraoblasten im Entzindungszellinfiltrat in der

1. - 12. Woche nach Verabreichung der jeweiligen Injektion

100+
75 =
Anteil der "]
Proben 50
in % - - —
25
; M L U1
Fibroblasten keine vereinzelt wenig viele Uberwiegend

OASOTI1OTI20OTI3OTI4 OSl ONaCl-Lsg. Oub

AS: Al(OH);s-Suspension
ub: unbehandelt

p-Werte siehe Tabelle 3.17

Tabelle 3.26

TI: Tollwut-Impfstoff
NaCl-L sg.: isotonische Kochsal zI 6sung

Sl: Staupe-lmpfstoff

Prufung auf signifikante Unter schiede beziliglich des Auftretens*

von Fibraoblasten nach Verabreichung der jeweiligen I njektion

im Zeitraum der 1. - 12.Woche

Vergleich p-Wert!
Al(OH)s-Suspension | isotonische Kochsal zl6sung 0,2364
Al(OH)s-Suspension | Staupe-Impfstoff 0,2106
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-Impfstoff 1 1,0000
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-Impfstoff 2 1,0000
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-lmpfstoff 3 1,0000
Al(OH);-Suspension | Tollwut-Impfstoff 4 0,2708
Al(OH)s-Suspension | unbehandelt 0,0064
unbehandelt isotonische Kochsal zlsung 1,0000
Staupe-1 mpfstoff i sotonische Kochsal zl6sung 1,0000
Staupe-Impfstof f unbehandelt 0,2675
Tollwut-Impfstoff 1 | isotonische Kochsalzldsung 0,0252
Tollwut-Impfstoff 1 | Staupe-Impfstoff 0,0087
Tollwut-Impfstoff 1 | Tollwut-Impfstoff 2 1,0000
Tollwut-lmpfstoff 1 | Tollwut-Impfstoff 3 1,0000
Tollwut-Impfstoff 1 | Tollwut-Impfstoff 4 0,0614
Tollwut-Impfstoff 1 | unbehandelt <0,0001
Tollwut-Impfstoff 2 | isotonische Kochsalzldsung 0,0372
Tollwut-Impfstoff 2 | Staupe-Impfstoff 0,0017
Tollwut-Impfstoff 2 | Tollwut-Impfstoff 3 1,0000
Tollwut-Impfstoff 2 | Tollwut-Impfstoff 4 0,0157
Tollwut-Impfstoff 2 | unbehandelt <0,0001
Tollwut-Impfstoff 3 | isotonische Kochsalzldsung 0,0013
Tollwut-Impfstoff 3 | Staupe-Impfstoff 0,0001
Tollwut-Impfstoff 3 | Tollwut-Impfstoff 4 0,0023
Tollwut-Impfstoff 3 | unbehandelt <0,0001
Tollwut-Impfstoff 4 | isotonische Kochsalzldsung 1,0000
Tollwut-Impfstoff 4 | Staupe-lmpfstoff 1,0000
Tollwut-lmpfstoff 4 | unbehandelt 0,0645
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p-Werten < 0,05 sind
statistisch  signifikant
zum (multiplen) Test-
niveau o = 0,05.

1 Fisher's exakter
Test, korrigiert nach
Holm fir multiple
Vergleiche.

* gehe Tabelle 6.5
im Kapitel
6. Tabellen




Ergebnisse

Auch beziglich des Auftretens von Fibroblasten in der akuten und chronischen
Entziindung innerhalb einer Behandlungsgruppe gab es signifikante Unterschiede (siehe
Tabelle 3.27). Wahrend sich das Vorkommen von Fibroblasten in den Entzindungs-
zellinfiltraten nach Verabreichung des AIPO4-haltigen Tollwut-Impfstoffes 3 in den
chronischen Entzindungen gegeniber den akuten steigerte, verringerte sich die
Haufigkeit in den chronischen Entziindungen nach Verabreichung des adjuvansfreien

Tollwut-Impfstoffes 4 und des adjuvansfreien Staupe-1mpfstoffes signifikant.

Tabelle3.27 Vergleich des Auftretensvon Fibroblasten in der akuten
Entzindung* (weil3 unterlegt) mit deren Auftreten in der
chronischen Entziindung** (grau unterlegt)

(Angabe der Probenzahl)

I njektion keine | vereinzelt | wenig | viele | Uiberwiegend | p-Wert*
Al(OH)5-Suspension 1 1 1 n.a’
Tollwut-Impfstoff 1 i e n.a’
1 2 1
Tollwut-lmpfstoff 2 1 3 5 5 0,8788
1 2
Tollwut-Impfstoff 3 1 7 0,0242
2 1 2 3
Tollwut-Impfstoff 4 15 1 0,0013
Staupe-Impfstoff 13 5 2 2 1 0,0013
isotonische 2 1
Kochsalzl6sung 6 0,3333
9 3
unbehandelt 16 n.a
! Fisher’s exakter Test * nach einer Woche ** nach 4 und 12 Wochen

n.a% nicht ausgewertet, da fiir den Vergleich zu schwach besetzt
n.a>: nicht ausgewertet, da alle Werte in einer Klasse vorliegen; kein signifikanter Unterschied

Auf ale Proben bezogen, waren Fibrozyten (Bild 3.15) relativ selten vermehrt
im Gewebe vertreten (siehe Graph 3.9 und Graph 3.10). Bewertet wurden Fibrozyten,

die zirkulér um das Entziindungszellinfiltrat lagen.
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Bild 3.15

Fibrozyt (Pfeil) in der
akuten Entzindung eine
Woche nach Verabrei-

\ chung der AlI(OH)s-Sus-
pension. Probe D157,
HE

Graph 3.9 Haufigkeit von Fibrozyten in den akuten
Entzindungszellinfiltraten nach 1 Woche
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Graph 3.9 Auftreten von Fibrozyten in den unbehandelten Proben und
nach Verabreichung der jeweiligen Injektion in der ersten Woche.
Bewertet wurden Fibrozyten, die zirkul&r um das Entziindungszel linfiltrat lagen.

AS: Al(OH)s-Suspension  TI: Tollwut-Impfstoff Sl: Staupe-lmpfstoff
ub: unbehandelt NaCl-Lsg.: isotonische Kochsalzl6sung

Unter Beriicksichtigung der im Entzindungszellinfiltrat vorgefundenen gerichtet
gelegenen Fibrozyten stellt sich bei Betrachtung dieser Befunde die Frage, wie die
Zellen innerhalb von einer Woche proliferieren und wieder in den Ruhezustand
kommen konnen und somit als Fibrozyten im Entziindungszellinfiltrat nachgewiesen
werden. Aus diesem Grund kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Ansammlung
der Fibrozyten in der ersten Woche von einem Reiz hervorgerufen wurde, der vor der
Impfung stattgefunden hat.
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Graph 3.10 Haufigkeit von Fibrozyten in den chronischen
Entzindungszellinfiltraten nach 4 und 12 Wochen
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Graph 3.10 Auftreten von Fibrozyten in den unbehandelten Proben und
nach Verabreichung der jeweiligen Injektion in der vierten und zwélften Woche.
Bewertet wurden Fibrozyten, die zirkul&r um das Entziindungszellinfiltrat lagen.

AS: Al(OH)s-Suspension TI: Tollwut-Impfstoff Sl: Staupe-Impfstoff
ub: unbehandelt NaCl-Lsg.: isotonische Kochsal zldsung

Im Vergleich der unterschiedlichen Adjuvansgruppen der Tollwut-Impfstoffe
gab es beziglich des Auftretens von Fibrozyten signifikante Unterschiede (siehe
Diagramm 3.19 und 3.20).

Diagramm 3.19 Auftreten von Fibrozyten im Entzindungszellinfiltrat in der
1. - 12. Woche nach Verabreichung der Tollwut-Impfstoffe

1001
75
Anteil der
Proben in %
024 129 024 V29 o;24 0129 0124
Fibrozyten keine vereinzelt wenig vide  uberwiegend

B Gruppe alS OGruppe nalS
p= 0.0107 Fisher’s exakter Test

GruppealS: Al-adjuvanshaltige Tollwut-Impfstoffe 1, 2 und 3

GruppenalS: adjuvansfreier Tollwut-1mpfstoff 4

* 6 von 29 Proben wiesen die entsprechende Haufigkeit von Fibrozyten auf
Bewertet wurden Fibrozyten, die zirkul&r um das Entzindungszellinfiltrat lagen.
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Der Vergleich zeigt, dass sich nach Verabreichung der alumniumadjuvanshaltigen
Tollwut-Impfstoffe deutlich mehr Fibrozyten im Bereich der Applikationsstelle
befanden as nach Verabreichung des adjuvansfreien Tollwut-Impfstoffes. Bei
Betrachtung der einzelnen Adjuvansgruppen konnte der signifikante Unterschied
beziiglich des Vorkommens von Fibrozyten dem Vergleich der Proben nach
Verabreichung der Al(OH)s-haltigen Tollwut-Impfstoffe 1 und 2 mit den Proben nach
Verabreichung des adjuvansfreien Tollwut-Impfstoffes 4 zugeordnet werden (siehe
Diagramm 3.20).

Diagramm 3.20 Auftreten von Fibrozyten im Entzindungszellinfiltrat in der
1. - 12. Woche nach Verabreichung der Tollwut-I mpfstoffe

100
N
D
75 N
o
Anteil der S
Proben in % = 0/24
’ , “Noas | 211 024 024 0124
5 . ;
lj ”18l 011Y18] 011 018 011
Fibrozyten keine vereinzelt wenig viele Uberwiegend

B Gruppe ahlS O Gruppe nal S O Gruppe apl S

p =0,0105** p=0,1848** T

p = 1,000**

Gruppe ahlS. Al(OH)s-haltige Tollwut-Impfstoffe 1 und 2

Gruppe nalS: adjuvansfreier Tollwut-Impfstoff 4

Gruppe aplS: AIPO,-haltiger Tollwut-Impfstoff 3

* 9 von 11 Proben wiesen die entsprechende Haufigkeit von Fibrozyten auf.

** Fisher’s exakter Test, korrigiert nach Holm fr multiple Vergleiche

Bewertet wurden Fibrozyten, die zirkul& um das Entzindungszellinfiltrat lagen.

Bei der Untersuchung zum Vorkommen von Fibrozyten in den
Entzindungszellinfiltraten der 1.-12. Woche nach Verabreichung der jeweiligen
Injektionen konnten fir den Vergleich der Proben nach Verabreichung des Al(OH)s-
haltigen Tollwut-Impfstoffes 1 mit den Proben nach Verabreichung des adjuvansfreien
Tollwut-Impfstoffes 4 (p = 0,0131) sowie mit den unbehandelten Proben (p = 0,0119)
signifikante Unterschiede ermittelt werden (siehe Diagramm 3.21 und Tabelle 3.28).
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Diagramm 3.21 Auftreten von Fibrozyten im Entziindungszellinfiltrat in
der 1. - 12. Woche nach Verabreichung der jeweiligen

Injektion
100
75
Anteil der
Proben in %
251
Fibrozyten keine vereinzelt wenig viele Uberwiegend

OASOTI1IOTI20OTI3OTI4 OSl ONaCl-Lsg. Oub

| p=0,0131* T
| p =0,0119*

Bewertet wurden Fibrozyten, die zirkul& um das Entziindungszellinfiltrat lagen.

* Fisher’s exakter Test, korrigiert nach Holm fir multiple Vergleiche

AS: Al(OH)s-Suspension TI: Tollwut-Impfstoff Sl: Staupe-Impfstoff
ub: unbehandelt NaCl-L sg.: isotonische Kochsal zI 6sung

p-Werte siehe Tabelle 3.28

Tabelle3.28 Prifung auf signifikante Unter schiede beztiglich des Auftretens*

Teil 1/2

im Zeitraum der 1. - 12.Woche

von Fibrozyten nach Verabreichung der jeweiligen Injektion

Vergleich p-Wert"
Al(OH)-Suspension isotonische K ochsal zlsung 0,8182 | Alle Vergleiche mit
Al(OH)-Suspension Staupe-I mpfstoff 0,8253 | p-Werten<0,05sind
Al(OH)-Suspension | Tollwut-Impfstoff 1 1,0000 | Statistisch signifikant
AI(OH)-Suspension | Tollwut-Impfstoff 2 1,0000| zum  (multiplen)
Al(OH)-Suspension | Tollwut-Impfstoff 3 1,0000 | Testniveau o =0,05.
Al(OH)-Suspension Tollwut-lmpfstoff 4 0,1795 _
Al(OH)-Suspension | unbehandelt 0,1746 | N-a&: nicht ausgewer-
unbehandelt isotonische Kochsalzlosung | n.a. tet, da dle Werte in
Staupe-Impfstoff isotonische K ochsalzl6sung 1,0000 Ie_mer ] }I<(Iqsse . V.‘-']:F'
Staupe-I mpfstoff unbehandelt 1,0000 ggr’Un?;scﬁiigl -
Tollwut-Impfstoff 1 i sotonische Kochsal zlsung 0,2198
Tollwut-lmpfstoff 1 Staupe-Impfstoff 0,1018 1 ey
Tollwut-lmpfstoff 1 Tollwut-lmpfstoff 2 0,6827 T eslt: |slt<1er S exaker

, korrigiert nach

Tollwut-lmpfstoff 1 Tollwut-lmpfstoff 3 1,0000 Holm fir multiple
Tollwut-Impfstoff 1 Tollwut-Impfstoff 4 0,0131 Vergleiche
Tollwut-Impfstoff 1 unbehandelt 0,0119
Tollwut-1mpfstoff 2 isotonische Kochsal zlsung 1,0000 * sehe Tabelle 6.6
Tollwut-lmpfstoff 2 Staupe-l mpfstoff 1,0000 im K apitel
Tollwut-Impfstoff 2 Tollwut-Impfstoff 3 1,0000 6. Tabellen
Tollwut-lmpfstoff 2 Tollwut-lmpfstoff 4 1,0000
Tollwut-Impfstoff 2 unbehandelt 1,0000
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Tabelle 3.28 Priufung auf signifikante Unter schiede beziiglich des Auftretens*

Teil 2/2
im Zeitraum der 1. - 12.Woche

Vergleich p-Wert"
Tollwut-Impfstoff 3 | isotonische Kochsalzl6sung 1,0000
Tollwut-Impfstoff 3 | Staupe-Impfstoff 1,0000
Tollwut-Impfstoff 3 | Tollwut-lmpfstoff 4 1,0000
Tollwut-Impfstoff 3 | unbehandelt 1,0000
Tollwut-Impfstoff 4 | isotonische K ochsalzl6sung n.a
Tollwut-Impfstoff 4 | Staupe-Impfstoff 1,0000
Tollwut-Impfstoff 4 | unbehandelt n.a

von Fibrozyten nach Verabreichung der jeweiligen Injektion

Alle Vergleiche mit p-Werten < 0,05 sind statistisch signifikant zum (multiplen) Testniveau

o =0,05.
* siehe Tabelle 6.6 im Kapitel 6. Tabellen

! Fisher's exakter Test, korrigiert nach Holm fiir multiple Vergleiche
n.a.: nicht ausgewertet, da alle Werte in einer Klasse vorliegen; kein signifikanter Unterschied

Der Vergleich der Infiltrate der akuten mit denen der chronischen Entziindungen

innerhalb einer Behandlungsgruppe erbrachte keinen signifikanten Unterschied
beztiglich des Auftretens von Fibrozyten (siehe Tabelle 3.29)

Tabelle3.29 Vergleich des Auftretensvon Fibrozyten in der akuten

Entzindung* (weil3 unterlegt) mit deren Auftreten in der
chronischen Entziindung** (grau unterlegt)

(Angabe der Probenzahl)

Injektion keine | vereinzelt | wenig | viele | Uberwiegend | p-Wert!
Al(OH)s-Suspension 1 5 0,3333
Tollwut-Impfstoff 1 2 3 1 0,0667
4
Tollwut-1mpfstoff 2 6 1 1 1,0000
Tollwut-Impfstoff 3 2 2 1,0000
Tollwut-Impfstoff 4 18 5 n.a
Staupe-I mpfstoff 16 5 ! ! 0,1014
isotonische 3 na
Kochsal zI 6sung 6 '
9
unbehandelt e n.a

! Fisher's exakter Test * nach einer Woche

** nach 4 und 12 Wochen

n.a.: nicht ausgewertet, da alle Werte in einer Klasse vorliegen; kein signifikanter Unterschied
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In alen Entziindungen ist der Anteil der Lymphozyten (Bild 3.16) unabhéngig

vom Impfstoff in der akuten Entziindung hoher alsin der chronischen.

Bild 3.16

Lymphozyt (Pfeil) in der
akuten Entzindung eine
Woche nach Verabreichung
des Tollwut-Impfstoffes 1
[Virus fixe, Stamm G52
mit Al(OH)3].

Probe D173, HE

Graph 3.11 Haufigkeit von Lymphozyten in den akuten
Entzindungszellinfiltraten nach 1 Woche

Haufigkeit von

Lymphozyten é\b 7
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Graph 3.11 Auftreten von Lymphozyten in den unbehandelten Proben und
nach Verabreichung der jeweiligen Injektion in der ersten Woche.

AS: Al(OH)s-Suspension  Tl: Tollwut-Impfstoff Sl: Staupe-lmpfstoff
ub: unbehandelt NaCl-Lsg.: isotonische Kochsal zl 6sung
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Graph 3.12 Haufigkeit von Lymphozyten in den chronischen
Entzindungszellinfiltraten nach 4 und 12 Wochen
Haufigkeit von
Lymphozyten
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Graph 3.13 Auftreten von Lymphozyten in den unbehandelten Proben und nach
Verabreichung der jeweiligen Injektion in der vierten und zwdlften Woche.

AS: Al(OH)s-Suspension TI: Tollwut-lmpfstoff Sl Staupe-lmpfstoff
ub: unbehandelt NaCl-Lsg.: isotonische K ochsal zl 6sung

Beim Vergleich der Adjuvansgruppen der Tollwut-Impfstoffe konnten
signifikante Unterschiede beziglich der Anwesenheit von Lymphozyten im

Entziindungsinfiltrat ermittelt werden (siehe Diagramm 3.22 und Diagramm 3.23).

Diagramm 3.22 Auftreten von Lymphozyten im Entzindungszellinfiltrat in der
1. - 12. Woche nach Verabreichung der Tollwut-Impfstoffe

100:
751
14/24
Anteil der 1129
Proben in % 7124 7/29
251
0/24 0/29 0/24
0.4 T T
Lymphozyten  keine vereinzelt wenig viele tiberwiegend

B Gruppe alS O Gruppe nalS
|
p= 0,0004 Fisher’s exakter Test

GruppeaS: Al-adjuvanshaltige Tollwut-Impfstoffe 1, 2 und 3
Gruppe nalS. adjuvansfreier Tollwut-Impfstoff 4
* 3 von 29 Proben wies die entsprechende Haufigkeit von Lymphozyten auf.
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Diagramm 3.23 Auftreten von Lymphozyten im Entzindungszellinfiltrat in
der 1.-12. Woche nach Verabreichung der Tollwut-Impfstoffe

757

Antell der 011 724 0/24
ntell der
Proben in % | 4/18— 418 | 311 0,/24
ST 3024 l. l l
0/18 | 0/11
o . L
Lymphozyten  keine vereinzelt wenig viele Uberwiegend

B Gruppe ahlS O Gruppe nal S O Gruppe aplS

| p=0,0024**  p=0,0030** T

p = 0,0295**

Gruppe ahlS. Al(OH)s-haltige Tollwut-Impfstoffe 1 und 2

Gruppe nalS: adjuvansfreier Tollwut-lmpfstoff 4

Gruppe aplS: AlIPO,-haltiger Tollwut-Impfstoff 3

* 2 von 18 Proben wiesen die entsprechende Haufigkeit von Lymphozyten auf.
** Fisher's exakter Test, korrigiert nach Holm fir multiple Vergleiche

Beim Vergleich der Proben nach Verabreichung der jeweiligen Injektion konnten
beziglich des Auftretens von Lymphozyten signifikante Unterschiede ermittelt werden
(siehe Diagramm 3.24 und Tabelle 3.30).

Diagramm 3.24 Auftreten von Lymphozyten im Entziindungszellinfiltrat in der
1. - 12. Woche nach Verabreichung der jeweiligen Injektion

100
75
Antell der -
Proben in %
- W -’:
o1 , , , ,
Lymphozyten keine vereinzelt wenig viele Uberwiegend

OASOTI1IOTI2OTI3OTI4 0SS ONaCl-Lsg. Oub

AS: Al(OH)s-Suspension  TI: Tollwut-Impfstoff Sl: Staupe-Impfstoff
ub: unbehandelt NaCl-Lsg.: isotonische Kochsal zldsung
p-Werte siehe Tabelle 3.30
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Im Vergleich der Werte nach Verabreichung der Al(OH)s-Suspension mit den Werten
nach Verabreichung der isotonischen Kochsalzl6sung konnte eine Tendenz, aber keine
Signifikanz ermittelt werden. Dies gilt auch fur den Vergleich der Werte nach
Verabreichung des Al(OH)s-haltigen Tollwut-Impfstoffes 2 mit den Werten nach
Verabreichung des adjuvansfreien Staupe- und des adjuvansfreien Tollwut-Impfstoffes
4. Auch nach Verabreichung des AlPO,4-haltigen Tollwut-Impfstoffes 3 gab es im
Vergleich zum adjuvansfreien Staupe-lmpfstoff eine Tendenz, aber keine Signifikanz
(siehe Tabelle 3.30).

Tabelle3.30 Prifung auf signifikante Unter schiede beziiglich des Auftretens*
von Lymphozyten nach Verabreichung der jeweiligen I njektion
im Zeitraum der 1. - 12.Woche

Vergleich p-Wert"
Al(OH)s-Suspension | isotonische Kochsal zl6sung 0,0727
Al(OH)s-Suspension | Staupe-Impfstoff 1,0000 Alle Vergleiche mit
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-Impfstoff 1 1,0000 p-Werten < 0,05 sind
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-Impfstoff 2 1,0000 statistisch signifikant
Al(OH)5-Suspension | Tollwut-Impfstoff 3 1,0000 zum (multiplen) Test-
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-Impfstoff 4 1,0000 niveau o = 0,05.
Al(OH)s-Suspension | unbehandelt 0,0061
unbehandelt isotonische Kochsalzlésung | n.a
Staupe-| mpf stoff isotonische K ochsal zl6sung 1,0000 ' Fisher's exakter
Staupe-Impfstoff unbehandelt 0,0051 Test, korrigiert nach
Tollwut-Impfstoff 1 | isotonische Kochsalzlosung 0,0046 | Holm fir multiple
Tollwut-Impfstoff 1 | Staupe-Impfstoff 0,1105 Vergleiche
Tollwut-Impfstoff 1 | Tollwut-lmpfstoff 2 1,0000
Tollwut-Impfstoff 1 | Tollwut-Impfstoff 3 1,0000 _
Tollwut-Impfstoff 1 | Tollwut-Impfstoff 4 0,0427 |  N.a: nicht ausgewer-
Tollwut-Impfstoff 1 | unbehandelt <0,0001 | (et daale Werte in
Tollwut-Impfstoff 2 | isotonische Kochsalzldsung 0,0085 einer Klasse vorlie-
Tollwut-Impfstoff 2 | Staupe-I mpfstoff 0,0896 gen; kein signifikan-
Tollwut-Impfstoff 2| Tollwut-Impfstoff 3 0,1817| e Unterschied
Tollwut-Impfstoff 2 | Tollwut-Impfstoff 4 0,0843
Tollwut-Impfstoff 2 | unbehandelt <0,0001 .
Tollwut-Impfstoff 3 | isotonische Kochsal zlosung 0,0029 gehe Tgbel le6.7
Tollwut-lmpfstoff 3 | Staupe-Impfstoff 0,0757 ngKa%pétgn
Tollwut-Impfstoff 3 | Tollwut-Impfstoff 4 0,0268 ' '
Tollwut-Impfstoff 3 | unbehandelt <0,0001
Tollwut-lmpfstoff 4 | isotonische Kochsal zl6sung 0,6908
Tollwut-lmpfstoff 4 | Staupe-Impfstoff 1,0000
Tollwut-Impfstoff 4 | unbehandelt 0,0051

Im Vergleich der akuten Entzindung in der ersten Woche mit der chronischen
Entzindung der 4. und 12. Woche innerhalb einer Behandlungsgruppe wurden
signifikante Unterschiede beziglich des Vorkommens von Lymphozyten ermittelt
(siehe Tabelle 3.31).
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Tabelle 3.31

Ergebnisse

Auftreten der Lymphozyten in der akuten Entzindung*
weild unterlegt) mit deren Auftreten in der chronischen
Entzindung** (grau unterlegt) (Angabe der Probenzahl)

Injektion keine | vereinzelt | wenig | viele | iberwiegend | p-Wert*
Al(OH)3z- 1 n.a2
Suspension 1 1 '
Tollwut- 2 n.a2
Impfstoff 1 2 2 '
Tollwut- 1 1 2
Impfstoff 2 2 5 1 0.1758
Tollwut- 2 1
Impfstoff 3 1 5 2 1,0000
Tollwut- 1 3 4
Impfstoff 4 13 3 0,0011
Staupe- 2 1 4 1
I mpfstoff 12 1 3 0,0520
isotonische 3 n.a’
Kochsal zI 6sung 6 '

9 3
unbehandelt e n.a

! Fishers exakter Test * nach einer Woche ** nach 4 und 12 Wochen

n.a’ nicht ausgewertet, dafiir den Vergleich zu schwach besetzt
n.a nicht ausgewertet, da alle Wertein einer Klasse vorliegen; kein signifikanter Unterschied

Auffallend war auch die perivaskulére Lymphozyteninfiltration (Bild 3.17

und Tabelle 3.32).
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Bild 3.17

perivaskuldre Lymphozyten-
infiltration in der akuten
Entzindung ene Woche
nach Verabreichung des
Tollwut-Impfstoffes 1
[Virusfixe, Stamm G52 mit
Al(OH)s]. Probe D173, HE
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Tabelle3.32 Vorkommen von Lymphozyteninfiltraten nach Verabreichung
der Al(OH)s-Suspension und der Tollwut-lmpfstoffe 1l - 4

Prapar at Ly.-Inf. la nen n | Adjuvans
Woche 114121 1 4] 12
Al(OH)s-Suspension -1 -] - 1 ]1] 1 3| AI(OH);
Tollwut-Impfstoff 1 1]-] - 1 (2] 2 6| AI(OH);
Tollwut-lmpfstoff 2 111 1 3 13| 3 |12] AI(OH);
Tollwut-lmpfstoff 3 -13] 1 4 |1] 3 |12 AlIPO,
Tollwut-Impfstoff 4 111 - 7 17 8124 --
unbehandelt - -] - - | -] - 125 --

Ly.-Inf.: Lymphozyteninfiltrate  n: Probenzahl

Auffallend viele Plasmazellen (Bild 3.18) konnten in den Entziindungszell-
infiltraten nach Verabreichung des AIlPO;-hatigen Tollwut-Impfstoffes 3
nachgewiesen werden (siehe Graph 3.13 und Graph 3.14). Die Untersuchungen zum
Vorkommen der Plasmazellen in den Entzindungszellinfiltraten nach Verabreichung

der Tollwut-Impfstoffe 1 bis 4 werden in den Diagrammen 3.25 und 3.26 dargestellt.

Bild 3.18
Plasmazelle (Pfeil) in der
chronischen Entziindung
zwolf Wochen nach Ver-
/ abreichung des Tollwut-
Impfstoffes 1 [Virus
fixe, Stamm G52 mit
Al(OH);]. Probe D284,
HE
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Graph 3.13 Haufigkeiten von Plasmazellen in den akuten

o Entzindungszellinfiltraten nach 1 Woche
Haufigkeit von

Plasmazellen
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Graph 3.13 Auftreten von Plasmazellen in den unbehandelten Proben und
nach Verabreichung der jeweiligen Injektion in der ersten Woche.

Legende fir Graph 3.13 und 3.14:
AS: Al(OH)3-Suspension TI: Tollwut-Impfstoff Sl: Staupe-lmpfstoff
ub: unbehandelt NaCl-Lsg.: isotonische K ochsal zl 6sung

Graph 3.14 Haufigkeit von Plasmazellen in den chronischen
Entzindungszellinfiltraten nach 4 und 12 Wochen
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Graph 3.14 Auftreten von Plasmazellen in den unbehandelten Proben und nach
Verabreichung der jeweiligen Injektion in der vierten und zwélften Woche.
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Diagramm 3.25 Auftreten von Plasmazellen im Entziindungszellinfiltrat in der
1. - 12. Woche nach Verabreichung der Tollwut-1mpfstoffe

100
751
Anteil der
Proben in %
251
2/129 0/24
Plasmazellen keine vereinzelt wenig viele Uberwiegend

B Gruppe alS OGruppe nalS

%{_J' i
p= 0’0001 Fisher’s exakter Test

GruppeaS: Al-adjuvanshaltige Tollwut-Impfstoffe 1, 2 und 3
Gruppe nalS: adjuvansfreier Tollwut-Impfstoff 4
* 3 von 29 Proben wies die entsprechende Haufigkeit von Plasmazellen auf.

Diagramm 3.26 Auftreten von Plasmazellen im Entziindungszellinfiltrat in der
1. - 12. Woche nach Verabreichung der Tollwut-Impfstoffe

100
75
Anteil der
Proben in % 0/24 0/24
25 | 211418 S 024211
0 L sl
Plasmazellen keine vereinzelt wenig viele Uberwiegend

B Gruppe ahlS O Gruppe nal S O Gruppe apl S

p=00010** p=0,0001%* T

p =0,4329**

Gruppe ahlS: Al(OH);-haltige Tollwut-Impfstoffe 1 und 2

Gruppe nalS. adjuvansfreier Tollwut-Impfstoff 4

Gruppe aplS: AlIPO,-haltiger Tollwut-Impfstoff 3

* 3 von 11 Proben wiesen die entsprechende Haufigkeit von Plasmazellen auf.
** Fisher's exakter Test, korrigiert nach Holm fir multiple Vergleiche
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Beim Vergleich der Werte der Entziindungszellinfiltrate, die nach Verabreichung der
jeweiligen Injektion entstanden waren, konnten signifikante Unterschiede bezlglich des

Auftretens von Plasmazellen ermittelt werden (siehe Diagramm 3.27 und Tabelle 3.33).

Diagramm 3.27 Auftreten von Plasmazellen im Entziindungszellinfiltrat in der
1. - 12. Woche nach Verabreichung der jewelligen I njektion

100 p—
751
Anteil der gl
Proben in %
251 I [
O r v L] T ﬂ T
Plasmazellen keine vereinzelt wenig vide Uiberwiegend

OASOTI1IOTI20OTI3OTI4 OSl ONaCl-Lsg. Oub

p=0,0017 *T I

p = 0,0017*
p = 0,0380*
| p = 0,0008*

AS: Al(OH)s-Suspension  TI: Tollwut-Impfstoff Sl: Staupe-Impfstoff
ub: unbehandelt NaCl-Lsg.: isotonische Kochsal zldsung

* Fisher’s exakter Test, korrigiert nach Holm fir multiple Vergleiche
p-Werte siehe Tabelle 3.33

Tabelle 3.33 Priufung auf signifikante Unter schiede bezlglich des Auftretens®
Teil 1/2 von Plasmazellen nach Verabreichung der jeweiligen Injektion
im Zeitraum der 1. - 12.Woche

Vergleich p-Wert?
Al(OH)s-Suspension | isotonische Kochsalzldsung | n.a Alle Vergleiche mit
Al(OH)5-Suspension | Staupe-|mpfstoff 1,0000 p-Werten < 0,05 sind
Al(OH);-Suspension | Tollwut-Impfstoff 1 1,0000 | Statistisch signifikant
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-lmpfstoff 2 1,0000 zum (multiplen) Test-
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-Impfstoff 3 1,0000 niveau a. = 0,05.
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-mpfstoff 4 1,0000 A )
Al(OH)s-Suspension _unbeh_andelt _ n.a ?éta: ' dgl (;lhlte a\tljvsgr?geirn
unbehandelt !soton!sche Kochsalzlgsung n.a. ciner Klasse vor-
Staupe-1mpf stoff isotonische Kochsal zlGsung 1,0000 liegen: kein signifi-
Staupe-Impfstoff unbehandelt 1,0000 kanter Unterschied
Tollwut-Impfstoff 1 | isotonische Kochsal zZl6sung 0,0380
Tollwut-Impfstoff 1 | Staupe-Impfstoff 0,0017 ! Fisher's exakter
Tollwut-lmpfstoff 1 | Tollwut-Impfstoff 2 0,0844 Test, korrigiert nach
Tollwut-Impfstoff 1 | Tollwut-Impfstoff 3 1,0000 Holm fur multiple
Tollwut-Impfstoff 1 | Tollwut-Impfstoff 4 0,0017 | Vergleiche
Tollwut-Impfstoff 1 | unbehandelt 0,0008

* siehe Tabelle 6.8 im Kapitel 6. Tabellen
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Tabelle3.24 Prifung auf signifikante Unter schiede beztiglich des Auftretens*

Teil 2/2

* siehe Tabelle 6.8 im Kapitel 6. Tabellen

von Plasmazellen nach Verabreichung der jeweiligen I njektion
im Zeitraum der 1. - 12.Woche

Vergleich p-Wert"
Tollwut-Impfstoff 2 | isotonische Kochsal zl6sung 1,0000 Alle Vergleiche mit
Tollwut-Impfstoff 2 | Staupe-Impfstoff 0,2132 p-Werten < 0,05 sind
Tollwut-Impfstoff 2 | Tollwut-Impfstoff 3 1,0000 |  statistisch signifikant
Tollwut-Impfstoff 2 | Tollwut-Impfstoff 4 0,2132 zum (multiplen) Test-
Tollwut-Impfstoff 2 | unbehandelt 0,1199 niveau a = 0,05.
Tollwut-Impfstoff 3 | isotonische K ochsalzl6sung 0,1215
Tollwut-Impfstoff 3 | Staupe-Impfstoff 00000 | ~ Fisher's exakter
Tollwut-Impfstoff 3 | Tollwut-Impfstoff 4 0,009 | Test, korrigiert nach
Tollwut-Impfstoff 3| unbehandelt 0,0001| Holm fir multiple
Tollwut-Impfstoff 4 | isotonische Kochsalzlésung 1,0000 Vergleiche
Tollwut-Impfstoff 4 | Staupe-Impfstoff 1,0000
Tollwut-Impfstoff 4 | unbehandelt 1,0000

Die Untersuchung beztglich des Auftretens von Plasmazellen in der akuten und

der chronischen Entziindung innerhalb einer Behandlungsgruppe brachte keinen
signifikanten Unterschied (siehe Tabelle 3.34).

Tabelle3.34 Vergleich des Auftretensvon Plasmazellen in der akuten
Entzindung* (weil3 unterlegt) mit deren Auftreten in der
chronischen Entziindung** (grau unterlegt)

(Angabe der Probenzahl
Injektion keine | vereinzelt | wenig | viele | iberwiegend | p-Wert!
Al(OH)s-Suspension ; n.a
1 1
Tollwut-Impfstoff 1 4 0,0667
Tollwut-Impfstoff 2 3 ! 1,0000
P 5 1 2 ’
Tollwut-Impfstoff 3 2 1 0,1576
P 1 2 3 !
7 1
Tollwut-Impfstoff 4 16 0,3333
7 1

Staupe-Impfstoff 16 0,3333

isotonische 3 na

Kochsalzl6sung 6 '

9
unbehandelt 16 n.a

! Fisher’s exakter Test

* nach einer Woche

** nach 4 und 12 Wochen

n.a.: nicht ausgewertet, da alle Werte in einer Klasse vorliegen; kein signifikanter Unterschied
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Der Anteil an Apoptosen (Bild 3.19) zu den verschiedenen Zeitpunkten in den

Entztindungszellinfiltraten war unterschiedlich ausgepréagt (siehe Graph 3.15 und 3.16).

Bild 3.19

Apoptose in der chro-
nischen Entziindung vier
Wochen nach Verabrei-
chung des Tollwut-
Impfstoffes 3 (Stamm
Pasteur RIV mit AIPO,)
Probe D983, HE

Graph 3.15 Haufigkeit von Apoptosen in den akuten
Entzlindungszellinfiltraten nach 1 Woche
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Graph 3.15 Auftreten von Apoptosen in den unbehandelten Proben und
nach Verabreichung der jeweiligen Injektion in der ersten Woche.

AS: Al(OH)z-Suspension  Tl: Tollwut-Impfstoff Sl: Staupe-lmpfstoff
ub: unbehandelt NaCl-Lsg.: isotonische Kochsalzl6sung
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Graph 3.16 Haufigkeit von Apoptosen in den chronischen

o Entzindungszellinfiltraten nach 4 und 12 Wochen
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Graph 3.16 Auftreten von Apoptosen in den unbehandelten Proben und nach
Verabreichung der jeweiligen Injektion in der vierten und zwolften Woche.

AS: Al(OH)s-Suspension TI: Tollwut-Impf stoff Sl: Staupe-lmpfstoff
ub: unbehandelt NaCl-Lsg.: isotonische Kochsalzl 6sung

Beim Vergleich der Werte der Proben nach Verabreichung der unterschiedlichen
Adjuvansgruppen der Tollwut-lmpfstoffe konnten signifikante Unterschiede beztglich

des VVorkommens von A poptosen ermittelt werden (siehe Diagramm 3.28 und 3.29).

Diagramm 3.28 Auftreten von Apoptosen im Entziindungszellinfiltrat in der
1. - 12. Woche nach Verabreichung der Tollwut-Impfstoffe

1007
751
Anteil der
Probenin %
251
2129 024 129 0/24
0.
Apopto: keine vereinzelt wenig viele Uberwiegend

B Gruppe alS O Gruppe nalS

H_J
p= 0.0002 Fisher’s exakter Test

GruppeaS: Al-adjuvanshaltige Tollwut-Impfstoffe 1, 2 und 3
Gruppe nalS. adjuvansfreier Tollwut-Impfstoff 4
* 15 von 29 Proben wiesen die entsprechende Haufigkeit von Apoptosen auf.
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Diagramm 3.29 Auftreten von Apoptosen im Entziindungszellinfiltrat in der
1. - 12. Woche nach Verabreichung der Tollwut-Impfstoffe

100
75 N
: 0/24
Anteil der 50
Proben in % 4/11* (/138 0/24 0/24
0/24 3/11 |
o5 | 2/11 I
11 vi11
0/18 l 0/18l 0/18 l
0 :I 3
Apoptosen  keine vereinzelt wenig viele Uiberwiegend

B Gruppe ahlS O Gruppe nal S O Gruppe aplS

‘ 0=00024** p=0,0001** T

p = 0,0706**

Gruppe ahlS: Al(OH)s-haltige Tollwut-Impfstoffe 1 und 2

Gruppe nalS. adjuvansfreier Tollwut-Impfstoff 4

Gruppe aplS: AIPO4-haltiger Tollwut-Impfstoff 3

* 4 von 11 Proben wiesen die entsprechende Haufigkeit von Apoptosen auf.
** Fisher's exakter Test, korrigiert nach Holm fir multiple Vergleiche

Im Vergleich der Entziindungszellinfiltrate nach Verabreichung der jeweiligen
Injektion konnten signifikante Unterschiede beziiglich des VVorkommens von A poptosen
ermittelt werden. Hierbel fielen die Proben nach Verabreichung des AIPO,-hatigen
Tollwut-Impfstoffes 3 besonders auf (siehe Diagramm 3.30 und Tabelle 3.35). Zur
Erhaltung der Ubersicht wurde auf das Eintragen der p-Werte im Diagramm verzichtet.

Diagramm 3.30 Auftreten von Apoptosen im Entztindungszellinfiltrat in der
1. - 12. Woche nach Verabreichung der jeweiligen Injektion

100
75— i
Anteil der |
Proben in % |
o5 1-
. | S
Apoptosen keine vereinzelt wenig viele Uberwiegend

OASOTI1OTI20OTI30OTI4 0OSI ONaCl-Lsg. Oub
AS: Al(OH)s-Suspension Tl Tollwut-Impfstoff Sl Staupe-lmpfstoff

ub: unbehandelt NaCl-L sg.: isotonische K ochsal zI sung
p-Werte siehe Tabelle 3.35
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Tabelle3.35 Priufung auf signifikante Unter schiede bezliglich des Auftretens*
von Apoptosen nach Verabreichung der jeweiligen Injektion im
Zeitraum der 1.-12.Woche

Vergleich p-Wert"
Al(OH)s-Suspension | isotonische Kochsalzldsung 1,0000
Al(OH)s-Suspension | Staupe-Impfstoff 0,7778
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-Impfstoff 1 0,6667 Alle Vergleiche mit
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-Impfstoff 2 1,0000 p-Werten < 0,05 sind
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-lmpfstoff 3 0,6786 statistisch  signifikant
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-Impfstoff 4 0,8889 zum (multiplen) Test-
Al(OH);-Suspension | unbehandelt 0,9643 niveau o = 0,05.
unbehandelt isotonische Kochsalzlésung | n.a
Staupe-1mpfstoff isotonische Kochsalzlésung | n.a
Staupe-l mpf stoff unbehandelt n.a ' Fisher's exakter
Tollwut-Impfstoff 1 | isotonische Kochsalzlésung 0,0340 Test, korrigiert nach
Tollwut-Impfstoff 1 | Staupe-Impfstoff 0,0009 Holm fir multiple
Tollwut-Impfstoff 1 | Tollwut-Impfstoff 2 0,2051 Vergleiche.
Tollwut-Impfstoff 1 | Tollwut-Impfstoff 3 1,0000
Tollwut-Impfstoff 1 | Tollwut-Impfstoff 4 0,0009
Tollwut-Impfstoff 1 | unbehandelt 0,0008 na: nicht ausgewer-
Tollwut-Impfstoff 2 | isotonische Kochsalzlosung | 1,0000 tet, da ale Werte in
Tollwut-Impfstoff 2 | Staupe-Impfstoff 1,0000 einer Klasse vorlie-
Tollwut-Impfstoff 2 | Tollwut-Impfstoff 3 1,0000 gen; kein signifikan-
Tollwut-Impfstoff 2| Tollwut-Impfstoff 4 10000 | terUnterschied
Tollwut-Impfstoff 2 | unbehandelt 1,0000
Tollwut-Impfstoff 3 | isotonische Kochsal zZl6sung 0,3007 .
Tollwut-Impfstoff 3 | Staupe-Impfstoff 0,0009 siehe Tabelle 6.9
Tollwut-Impfstoff 3| Tollwut-Impfstoff 4 0,0009 im Kapitel
Tollwut-Impfstoff 3| unbehandelt 0,0009 6. Tabellen
Tollwut-Impfstoff 4 | isotonische Kochsalzldsung | n.a
Tollwut-Impfstoff 4 | Staupe-Impfstoff 0,9787
Tollwut-Impfstoff 4 | unbehandelt n.a

Bel der Untersuchung zur zeitlichen Abhangigkeit des Auftretens von
Apoptosen konnte nur fir die Proben nach Verabreichung des AlOP,-haltigen Tollwut-
Impfstoffes 3 ein signifikanter Unterschied zwischen der akuten und chronischen
Entzindung ermittelt werden (p = 0,0303; siehe Tabelle 3.36).
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Tabelle3.36 Vergleich des Auftretensvon Apoptosen in der akuten
Entzindung* (weil3 unterlegt) mit deren Auftreten in der
chronischen Entziindung** (grau unterlegt)

(Angabe der Probenzahl)

Injektion keine | vereinzelt | wenig | viele | iberwiegend | p-Wert*
Al(OH)s-Suspension 1 1 1,0000
Tollwut-Impfstoff 1 | g 1,0000
Tollwut-Impfstoff 2 3 1 1,0000
1 1 1

Tollwut-Impfstoff 3 4 3 1 0,0303
Tollwut-lmpfstoff 4 186 n.a

8
Staupe-Impfstoff 16 n.a
isotonische 3 na.
KochsalzI6sung 6 '

9
unbehandelt 16 n.a

! Fisher’s exakter Test

* nach einer Woche
n.a.: nicht ausgewertet, da alle Werte in einer Klasse vorliegen; kein signifikanter Unterschied

** nach 4 und 12 Wochen

In einigen Proben konnten Gewebs- und Zellnekrosen (Bilder 3.20 bis 3.22)

nachgewiesen werden.

Bild 3.20

ZelInekrose (Pfeile) in der
chronischen Entziindung vier
Wochen nach Verabreichung
des Tollwut-lmpfstoffes 3
(Stamm Pasteur RIV mit
AIPO,). Probe D983, HE

Eine Ubersicht der ermittelten Nekrosen im gesamten Untersuchungszeitraum der ersten
bis zur 12. Woche zeigt Tabelle 3.37. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass zu jedem

Zeitpunkt Einzelproben am euthanasierten Tier entnommen wurden und daher die

zeitliche Entwicklung der Entziindung nicht verfolgt werden konnte.
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Bild 3.21
Fettgewebsnekrose  in
der akuten Entzindung
eine  Woche nach
Verabreichung des
Tollwut-Impfstoffes 2
[Stamm Flury LEP mit
Al(OH);]. Probe D933,
HE

Bild 3.22

Nekrose in der akuten
Entziindung eine Woche
nach Verabreichung des
Tollwut-Impfstoffes 3
(Stamm Pasteur RIV
mit  AIPO,). Probe
D938, HE

Auftreten von Nekrosen nach Verabreichung der jeweiligen

Tabelle 3.37 Injektion im Zeitraum der 1.-12.Woche (Probenzahl)
Injektion 1.. - 12.Woche 1.'Woche 4, Woche 12.Woche
Nein | Ja n Nein | Ja | Nein|Ja]| Nein | Ja
Al(OH)s-Suspension 3 - 3 1 - 1 - 1 -
Tollwut-lmpfstoff 1 6 - 6 2 - 2 - 2 -
Tollwut-Impfstoff 2 11 1 12 3 1 4 - 4 -
Tollwut-Impfstoff 3 8 3 |11 1 2 3 1 4 -
Tollwut-Impfstoff 4 24 - 24 8 - 8 - 8 -
Staupe- | mpfstoff 24 - 24 8 - 8 - 8 -
isotonische
K ochsal zl 6sung 9 i 9 3 i 3] 3 i
unbehandelt 25 - 25 9 - 7 9 -
Gesamt 110 | 4 | 114 35 3 36 | 1| 39 0
n: Probenzahl
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Beziglich des Auftretens von Nekrosen unterschieden sich die Gruppen der
Tollwut-Impfstoffe 1, 2, 3 und 4 nicht signifikant (siehe Diagramm 3.31 und 3.32).

Diagramm 3.31 Auftreten von Nekrosen im Entziindungszellinfiltrat in der
1. - 12. Woche nach Verabreichung der Tollwut-Impfstoffe

25;
20; 4/29*
Anteil der 157
Probenin % 10
5.
0.

0/24

Nekrose

B Gruppe aS O Gruppe nalS
p= 01174 Fisher’s exakter Test

GruppealS: Al-adjuvanshaltige Tollwut-Impfstoffe 1, 2 und 3
Gruppe nalS: adjuvansfreier Tollwut-Impfstoff 4
* 4 von 29 Proben wiesen Nekrose auf.

Diagramm 3.32 Auftreten von Nekrosen im Entzindungszellinfiltrat in der
1. - 12. Woche nach Verabreichung der Tollwut-Impfstoffe

405 311
301
Anteil der
Probenin % 1/18*
101 0/24
0.

Nekrose

B Gruppe ahlS O Gruppe nal S O Gruppe aplS

J

p=04286**  p=0,0756** T

p=0,2778**

Gruppe ahlS.  Al(OH)s-haltige Tollwut-Impfstoffe 1 und 2
GruppenalS: adjuvansfreier Tollwut-Impfstoff 4

Gruppe aplS:  AlPO4-haltiger Tollwut-Impfstoff 3

* 1 von 18 Proben wies Nekrose auf.

** Fisher’s exakter Test, korrigiert nach Holm fr multiple Vergleiche
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Der p-Wert der Untersuchung der Gruppe nal S im Vergleich zur Gruppe apl S zeigt eine
Tendenz, aber keine Signifikanz, die allerdings bei einer grof3eren Probenzahl gegeben
sein konnte, da in den Proben nach Verabreichung des AIPO,-haltigen Tollwut-
Impfstoffes 3 gegentiber der Gruppe nal S vermehrt Nekrosen aufgetreten sind.

Im Vergleich des Auftretens von Nekrosen in den Entzindungszellinfiltraten
nach Verabreichung des Al(OH)s-haltigen Tollwut-Impfstoffes 1 mit dem Auftreten von
Nekrosen nach Verabreichung des Tollwut-Impfstoffes 4 gab es einen signifikanten
Unterschied (p = 0,0007). Alle anderen Vergleiche waren nicht signifikant beztglich
dieses Untersuchungskriteriums (siehe Tabelle 3.38).

Tabelle 3.38 Prifung auf signifikante Unter schiede beztiglich des Auftretens* von
Nekrosen nach Verabreichung der jeweiligen Injektion im Zeitraum
der 1.-12.Woche

Vergleich p-Wert!
Al(OH)s-Suspension | isotonische Kochsalzldsung | n.a.
Al(OH)s-Suspension | Staupe-I mpfstoff n.a
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-Impfstoff 1 0,6190
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-Impfstoff 2 1,0000
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-Impfstoff 3 1,0000 Alle Vergleiche mit
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-lmpfstoff 4 1,0000 p-Werten < 0,05 sind
Al(OH)s-Suspension | unbehandelt n.a statistisch signifikant
unbehandelt isotonische Kochsalzldsung | n.a. zum (multiplen) Test-
Staupe-Impfstoff isotonische Kochsalzlésung | n.a. niveau a = 0,05.
Staupe-Impf stof f unbehandelt n.a
Tollwut-Impfstoff 1 isotonische Kochsalzldsung | n.a.
Tollwut-Impfstoff 1 | Staupe-Impfstoff n.a n.a: nicht ausgewert-
Tollwut-Impfstoff 1 | Tollwut-Impfstoff 2 1,0000 et, da ale Werte in
Tollwut-Impfstoff 1 | Tollwut-Impfstoff 3 1,0000 einer Klasse vorlieg-
Tollwut-Impfstoff 1 | Tollwut-Impfstoff 4 0,0007 en; kein signifikanter
Tollwut-Impfstoff 1 | unbehandelt n.a Unterschied
Tollwut-Impfstoff 2 | isotonische Kochsalzldsung 1,0000
Tollwut-Impfstoff 2 | Staupe-Impfstoff 1,0000
Tollwut-Impfstoff 2 | Tollwut-Impfstoff 3 1,0000 ' Fisher's exakter
Tollwut-Impfstoff 2 | Tollwut-Impfstoff 4 1,0000 Test, korrigiert nach
Tollwut-Impfstoff 2 | unbehandelt 1,0000 Holm far multiple
Tollwut-Impfstoff 3 | isotonische Kochsalzlosung | 1,0000|  Verdleiche
Tollwut-Impfstoff 3 | Staupe-Impfstoff 0,3655
Tollwut-Impfstoff 3 | Tollwut-lmpfstoff 4 0,3655 _
Tollwut-Impfstoff 3 | unbehandelt 0,3697 * siehe Tabelle 3.37
Tollwut-Impfstoff 4 | isotonische Kochsalzldsung | n.a
Tollwut-Impfstoff 4 | Staupe-lmpfstoff 1,0000
Tollwut-Impfstoff 4 | unbehandelt n.a
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Auch der Unterschied zwischen der akuten und der chronischen Entziindung

beziiglich des Vorkommens von Nekrosen war nicht signifikant (siehe Tabelle 3.39).

Tabelle3.39 Vergleich des Auftretensvon Nekrosen in der akuten
Entzindung* (weil3 unterlegt) mit deren Auftreten in der
chronischen Entziindung** (grau unterlegt)

(Angabe der Probenzahl)

I njektion Nein Ja p-Wert*
Al(OH)s-Suspension ; n.a.
Tollwut-Impfstoff 1 i n.a.

3 1
Tollwut-lmpfstoff 2 3 0,3333

1 2
Tollwut-lmpfstoff 3 - 1 0,1515
Tollwut-Impfstoff 4 8 n.a

16

8
Staupe-I mpfstoff 16 n.a
isotonische 3 na
KochsalzI6sung 6 '

9
unbehandelt 16 n.a
! Fisher’s exakter Test * nach einer Woche ** nach 4 und 12 Wochen

n.a.: nicht ausgewertet, daalle Werte in einer Klasse vorliegen; kein signifikanter Unterschied

Granulationsgewebe  wurde besonders nach  Verabreichung  der
adjuvanshaltigen Tollwut-Impfstoffe nachgewiesen. Es gab signifikante Unterschiede
im Vorkommen von Granulationsgewebe bezlglich der verabreichten Mittel (siehe
Diagramm 3.33 bis 3.35 und Tabelle 3.40).
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Diagramm 3.33 Vorkommen von Granulationsgewebe im Entziindungszell-
infiltrat in der 1. - 12. Woche nach Verabreichung der
Tollwut-Impfstoffe

60

Anteil der 40
Proben in %

20 0/24
0 —

Granulationsgewebe

B Gruppe aS O Gruppe nal S

p < 0 OOOlFI sher’s exakter Test

Gruppe alS: Al-adjuvanshaltige Tollwut-Impfstoffe 1, 2 und 3
Gruppe nalS: adjuvansfreier Tollwut-Impfstoff 4
* 15 von 30 Proben wiesen Granul ationsgewebe auf.

Diagramm 3.34 Vorkommen von Granulationsgewebe im Entziindungszell-
infiltrat in der 1. - 12. Woche nach Verabreichung der Tollwut-
| mpfstoffe

& 7/12
8/18*

Anteil der 20

Proben in %
° 25¢ 0124

0
Granulationsgewebe

B Gruppe ahlS O Gruppe nal S O Gruppe aplS

. J .

p=00007** p=0,0003** T

p=0,7104**

Gruppe ahlS: Al(OH)s-haltige Tollwut-Impfstoffe 1 und 2

Gruppe nalS: adjuvansfreier Tollwut-Impfstoff 4

Gruppe aplS. AIPO4-haltiger Tollwut-Impfstoff 3

* 8 von 18 Proben wiesen Granulationsgewebe auf.

** Fisher’s exakter Test, korrigiert nach Holm fur multiple Vergleiche
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Diagramm 3.35 Vorkommen von Granulationsgewebe im Entziindungszellinfiltrat
der 1.-12. Woche nach Verabreichung der jeweiligen I njektion

100+
p = 0,0110*
& . p=0,0120* v _Y
_ p = 0,0019
° p=D,0135"
2547 v v y
213+ | 4/6 412 | 7/12 0/24 1/24 0/9 0/25
o044 I ? L7

** 2 von 3 Proben wiesen Granulationsgewebe auf.
AS: Al(OH)s-Suspension
ub: unbehandelt

Granulationsgewebe
OASOTI1ALOTI20OTI30OTI4 OS ONaCl-Lsg. Oub

TI: Tollwut-Impfstoff
NaCl-L sg.: isotonische Kochsal zldsung

p-Werte siehe Tabelle 3.40
Sl: Staupe-Impfstoff

* Fisher’s exakter Test, korrigiert nach Holm fir multiple Vergleiche.

Tabelle3.40 Prufung auf signifikante Unter schiede beziiglich des Vorkommens*
einer Granulationsgewebsbildung nach Verabreichung der
jeweiligen Injektion im Zeitraum der 1.-12.Woche

Vergleich p-Wert?
Al(OH)s-Suspension | isotonische Kochsalzl 6sung 0,5000
Al(OH)s-Suspension | Staupe-Impfstoff 0,3244 Alle Vergleiche mit
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-Impfstoff 1 1,0000 p-Werten < 0,05 sind
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-Impfstoff 2 1,0000 statistisch  signifikant
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-Impfstoff 3 1,0000 zum (multiplen) Test-
Al(OH)s-Suspension | Tollwut-lmpfstoff 4 0,1282 niveau o = 0,05.
Al(OH)s-Suspension | unbehandelt 0,1349
unbehandelt isotonische Kochsalzlfsung | n.a
Staupe-| mpfstoff isotonische Kochsalzlosung | 1,0000 ' Fisher's exakter
Staupe-I mpfstoff unbehandelt 1,0000 Test, korrigiert nach
Tollwut-Impfstoff 1 | isotonische Kochsalzlésung | 0,1538 Holm fir multiple
Tollwut-Impfstoff 1 | Staupe-lmpfstoff 0,0514 Vergleiche.
Tollwut-Impfstoff 1 | Tollwut-Impfstoff 2 1,0000
Tollwut-Impfstoff 1 | Tollwut-Impfstoff 3 1,0000
Tollwut-Impfstoff 1 | Tollwut-Impfstoff 4 0,0120 n.a: nicht ausgewer-
Tollwut-Impfstoff 1 | unbehandelt 0,0110 tet, da ale Werte in
Tollwut-Impfstoff 2 | isotonische Kochsalzldsung | 1,0000 einer Klasse vorlie-
Tollwut-Impfsioff 2 | Staupe-Impfstoff 04034 |  9en; kein sgnifi-
Tollwut-Impfstoff 2 | Tollwut-Impfstoff 3 1,0000| kanter Unterschied
Tollwut-lmpfstoff 2 | Tollwut-Impfstoff 4 0,1345
Tollwut-lmpfstoff 2 | unbehandelt 0,1349 .
Tollwut-Impfstoff 3 | isotonische Kochsalzlésung | 0,1353 siene
Tollwut-Impfstoff 3 | Staupe-Impfstoff 0,0135 Diagramm 3.35
Tollwut-Impfstoff 3 | Tollwut-Impfstoff 4 0,0023
Tollwut-Impfstoff 3 | unbehandelt 0,0019
Tollwut-Impfstoff 4 | isotonische Kochsalzlosung | n.a
Tollwut-Impfstoff 4 | Staupe-lmpfstoff 1,0000
Tollwut-Impfstoff 4 | unbehandelt n.a
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Innerhalb einer Behandlungsgruppe unterschied sich das Vorkommen einer
Granulationsgewebshildung in der akuten Entziindung nicht signifikant von deren

Vorkommen in der chronischen Entziindung (sieh Tabelle 3.41).

Tabelle3.41 Vergleich desVorkommenseiner Granulationsgewebsbildung in
der akuten Entzindung** (weil3 unterlegt) mit deren
Vorkommen in der chronischen Entzindung** (grau unterlegt)
(Angabe der Probenzahl)

I njektion Nein Ja | p-Wert!
Al(OH)3s-Suspension ! 5 0,3333
Tollwut-Impfstoff 1 . ; 0,4667
Tollwut-mpfstoff 2 é ; 0,5475
Tollwut-Impfstoff 3 g é 0,2222
Tollwut-Impfstoff 4 1% n.a

7 1
Staupe-1mpfstoff 16 0,3333
isotonische 3 na.
Kochsalzl6sung 6 '

9
unbehandelt 16 n.a

! Fisher’s exakter Test * nach einer Woche ** nach 4 und 12 Wochen
n.a.. nicht ausgewertet, daalle Werte in einer Klasse vorliegen; kein signifikanter Unterschied

3.2.3. Befundeder induktiv gekoppelten Plasmaionen-M assenspektrometrie
(ICP-MY9)

Die Unterhautproben der Versuchsserie 1 (siehe 3.1.1) wurden nach der Impfung mit
dem AI(OH)s-haltigen Tollwut-Impfstoff 1 (siehe Tabelle 3.3), nach Verabreichung
einer Al(OH)s-haltigen Suspension bzw. einer isotonischen Kochsalzldsung untersucht.
Als Kontrolle diente Gewebe unbehandelter Tiere. AulRerdem wurde das Gewebe der
Milz in die Untersuchung einbezogen. Die Untersuchung der Applikationsstellen und
der Milz erfolgte eine, vier, zwolf und vierundzwanzig Wochen nach der Injektion. Die
ermittelten Aluminiumgehalte sind in der Tabelle 3.42 aufgefihrt.
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Tabelle3.42  Aluminiumbestimmung im Gewebe,
Angaben: Aluminium in mg/kg Gewebe

. Haut Haut Haut . Haut
Woche | Tier-Nr. | ¢« | AjoH)sSusp* | NaCl-Lsg. | ™M"? | unbehandelt
2 1090,70 nv 1,77 0,04 nv
1 1 1722,90 nv 3,46 0,13 nv
9 nv 3,12 0,83 0,20 nv
13 nv nv nv 0,11 0,77
4 195,81 nv 1,43 0,25 nv
4 3 1314,30 nv 1,59 0,38 nv
10 nv 509,18 1,43 0,28 nv
5 7,60 nv 0,70 0,20 nv
12 6 281,91 nv 1,25 0,27 nv
11 nv 496,01 1,45 0,10 nv
14 nv nv nv 0,14 | 0,31'/0,76°
7 88,40 nv 1,17 0,60 nv
24 8 1130,40 nv 0,69 0,08 nv
12 nv 0,63 0,10 0,04 nv
Susp.: Suspension " Probe von linker Brustkorbwand
NaCl-Lsg.: isotonische K ochsalzl 6sung " Probe von rechter Brustkorbwand

nv: aufgrund des V ersuchsaufbaus nicht vorhanden
TI 1: Tollwut-Impfstoff 1 [Virus fixe, Stamm G52 mit Al(OH)]

*1n dieser Versuchsserie wurde entweder der Al(OH)s-haltige Tollwut-Impfstoff 1 oder die
Al(OH)s-Suspension am rechten seitlichen Brustkorb und gleichzeitig die isotonische
Kochsalz6sung am linken seitlichen Brustkorb subkutan verabreicht. Zwei Kontrolltiere
blieben unbehandelt. Zur Untersuchung des Aluminiumgehaltes am Applikationsort kamen
jeweils eine Probe aus dem Applikationsbereich der Injektionen und insgesamt drei Proben von
den unbehandelten Kontrolltieren.

Bel Tier 8 hat sich der Impfstoff sehr breitflachig im Gewebe verteilt. So konnten von
diesem Tier zwei Proben untersucht werden. Die Probe, die an der Stelle entnommen
wurde, die der der anderen Proben entsprach, wurde bereits in der Tabelle 3.33
aufgefuhrt (1130,40 mg Aluminium/kg Gewebe). In der benachbarten Probe, die sichin
der Nadhe des Randes der Markierung befand, konnten 508,07 mg Aluminium/kg
Gewebe nachgewiesen werden.

Die Aluminiumkonzentration im Gewebe nach Verabreichung des Al(OH)s-haltigen
Tollwut-Impfstoffes 1 oder der Al(OH)s-Suspension unterschied sich signifikant von
der Aluminiumkonzentration im unbehandelten Gewebe und in den Proben nach
Verabreichung der isotonischen Kochsalzlésung (siehe Graphen 3.17 und 3.18 sowie
Tabelle 3.34). Be Betrachtung des Graphen 3.17 fdlt auf, dass die
Aluminiumkonzentration nach Verabreichung des AI(OH)s-haltigen Tollwut-
Impfstoffes 1 bei der Untersuchung in der 24. Woche nur unwesentlich geringer ausfallt

als bei den vorausgegangenen Untersuchungen nach 1, 4 und 12 Wochen.

110



Ergebnisse

Graph 3.17 Graph 3.18
Aluminium im Gewebe nach Gabe des Aluminium im Gewebe nach Gabe der
Al(OH)s-haltigen Tollwut-Impfstoffes 1 Al(OH)3-haltigen Suspension bzw. der
und im unbehandelten Gewebe i sotonischen Kochsal zl 6sung
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A Tollwut-Impfstoff 1 (Haut)
O unbehandelt (Haut)

Anmerkung zu Graph 3.18:

Da die Markierung der Tiere in der Versuchsserie 1 ale 2-3 Tage aufgefrischt werden musste,
waren Abweichungen von der urspringlichen Markierung durch Bewegung des Tieres oder
durch die Farbverteilung auf der Haut beim Auffrischen der Markierung mdéglich. Daraus ergibt
sich:

1. Zum Zeitpunkt der ersten Untersuchung eine Woche nach der Injektion, konnte bei der
histologischen Untersuchung der Haut des behandelten Tieres 9 nur geringgradige Anzeichen
einer Reaktion auf die Injektion nachgewiesen werden. Daher besteht die Moglichkeit, dass die
entnommene Probe am Rand der Applikationsstelle lag.

2. Bei keinem Tier konnte bei der histologischen Untersuchung vierundzwanzig Wochen nach
der Injektion eine Entziindung nachgewiesen werden. In Anbetracht der wiederholten
Erneuerung der Markierung bestent die Moglichkeit, dass diese von der tatséchlichen
Applikationsstelle abwich und daher nur das Randgebiet der Applikationsstelle untersucht
wurde.

Wiein der Anmerkung zu Graph 3.18 beschrieben, muss berticksichtigt werden,
dass die entnommene Probe des behandelten Tieres 9 am Rand der Applikationsstelle
lag. Daraus erklért sich die niedrige Aluminiumkonzentration der Probe (1. Woche).
Unter Einbeziehung aller Untersuchungszeitpunkte gab es dennoch beim Vergleich der
Applikationsstellen der Al(OH)s-Suspension und der unbehandelten Haut und nach
Verabreichung der isotonischen Kochsalzldsung einen signifikanten Unterschied der
Aluminiumkonzentration im Gewebe (siehe Tabelle 3.43). Die Aluminiumkonzen-
tration nach Verabreichung der Al(OH)s-Suspension und des Al(OH)s-haltigen Tollwut-
Impfstoffes 1 unterschied sich nicht signifikant.
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Eine Ubersicht der Differenz der Mittelwerte des jeweils miteinander verglichenen

Paares, des Konfidenzintervalls und der p-Werte der beschriebenen Vergleiche zeigt

Tabelle 3.43.

Tabelle3.43 Vergleich der Applikationsstellen beziiglich ihres
Aluminiumgehaltes nach subkutaner Verabreichung

unter schiedlicher Mittel [logio(Al mg/kg)]

. Differenz der 95%- 2
Vergleich der Hautproben Mittelwerte! | Konfidenzintervall | P™We't
TI1 unbehandelt 2,79 1,31 4,27 <0,0001
TI1 NaCl-Lsg. -2,48 -3,48 -1,48 <0,0001
TI1 Al(OH);-Susp. -1,08 -2,42 0,26 0,2297
Al(OH)s-Susp. | unbehandelt 1,71 0,04 3,39 0,0410
Al(OH);-Susp. | NaCl-Lsg. 1,40 0,14 2,67 0,0203
NaCl-L sg. unbehandelt 0,31 -1,10 1,72 1,0000
Tl 1: Tollwut-Impfstoff 1 (Virusfixe, Stamm G52 mit Al(OH)3; siehe Tabelle 3.3)

NaCl-Lsg.: isotonische Kochsalzl6sung

Susp.: Suspension

! Mittelwerte der miteinander verglichenen Gruppen der Hautproben

2 Alle Vergleiche mit p-Werten < 0,05 sind statistisch signifikant zum (multiplen) Testniveau
a=0,05.

Anaog wurden die in der Milz gemessenen, logarithmierten Werte [logio(Al
mg/kg)] mit Hilfe eines gemischt-linearen Modells fir wiederholte Messungen
ausgewertet. Die Zahlen belegen, dass sich die Aluminiumkonzentration nach
Verabreichung der auminiumhaltigen Suspension bzw. des auminiumhaltigen
Impfstoffesin der Milz nicht verandert (siehe Graph 3.20).

1=

Graph 3.19

Aluminium im Gewebe der Milz

nach Verabreichung des Al(OH)s-

haltigen Tollwut-lmpfstoffes 1 bzw.

der AI(OH)s-haltigen Suspension
A jeweils in Kombination mit einer
zweiten Injektion mit isotonischer
Kochsalzlosung (siehe 3.1.1) und
Aluminiumgehat in der Milz
unbehandelter Tiere.

< >
X< b

Mk

Al mg/kg Gewebe

0.01:

(Tollwut-Impfstoff 1. Virus fixe,
Stamm G52 mit Al(OH)s; siehe
Tabelle 3.3)
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Woche

A Tollwut-Impfstoff 1 / isotonische Kochsalzldsung (Milz)
X Al(OH);-Suspension / isotonische Kochsalzlésung (Milz)
< unbehandelt (Milz)
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Graph 3.20 zeigt ale Messungen mittels Box-Plot.
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Die Auswertung mit einer 2-faktoriellen Varianzanalyse ergab aufgrund der
vorliegenden Daten keine eindeutige zeitliche Veranderung der Messwerte bezlglich
der Aluminiumkonzentration im Gewebe (eine lediglich leicht negative Steigung von
-0,0509; p = 0,0747).

Der leichte Abfall der Aluminiumkonzentration in der 24. Woche gegentiber der ersten
Woche nach Verabreichung kann nicht direkt als Produkt des Abtransports des
Aluminiums angesehen werden, da die Untersuchungen an Proben verschiedener Tiere
durchgefuhrt wurden und zum jeweiligen Zeitpunkt nur je zwei Proben untersucht
werden konnten. Wie im Graph 3.17 zu sehen, liegen die Werte in der 12. Woche sogar
unter den Werten der 24. Woche nach Verabreichung des Al(OH)s-haltigen Tollwut-

Impfstoffes 1, sodass fir eine sichere Aussage mehr Untersuchungen nétig waren.

Deskriptive Mal3e der logarithmierten M esswerte der | CP-M S [logio(Al mg/kg)]

Die Mittelwerte der logarithmierten Aluminiumkonzentration in den Proben und die
dazugehorige Standardabweichung, der Median und das 95%-Konfindenzintervall sind
in der Tabelle 3.44 aufgefihrt.
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Diese Ubersicht zeigt, dass sich in den Proben der Haut nach Verabreichung
aluminiumhaltiger Mittel eine deutlich héhere Aluminiumkonzentration befand als in
den Proben nach Verabreichung der Kochsalzl 6sung und im unbehandelten Gewebe. Im
Gegensatz dazu gab es in den Proben der Milz kaum Unterschiede zwischen
behandelten und unbehandelten Tieren. Aufgrund der geringen Probenzahl konnte keine
eindeutige Prufung der Mittelwerte und Standardabweichungen durchgeftihrt werden.
Daher wurde fur die folgenden Auswertungen eine Log-Normal-Verteilung der Daten
angenommen. Das heilét, die Messwerte wurden fur die Auswertung logarithmiert

(| Oglo) .

Tabelle3.44  Deskriptive Auswertung der Untersuchung der
Aluminiumkonzentration in Haut und Milz [log;o(Al mg/kg)]

Behandlung Organ n* | Mittelwert | s** | Median 9506-K | ***

NaCl-L sg. Haut 12 0,03 0,18 | 0,13 -0,35 0,40
TI1 Haut 8 2,51 022 | 2,74 2,05 2,97
Tl /NaCl-Lsg. Milz 8 -0,73 0,22 | -0,75 -1,19 0,27
Al(OH)s-Susp. Haut 4 1,43 031 | 159 0,78 2,08
Al(OH);-Susp./NaCl-Lsg. | Milz 4 -0,91 031 | -0,85 -1,56 | -0,25
unbehandelt Haut 3 -0,28 0,36 | -0,12 -1,04 0,47
unbehandelt Milz 2 -0,98 044 | -091 -1,91 | -0,05

* Anzahl Messwerte, ** Standardabweichung, *** 95%-Konfidenzintervall der Schatzwerte fir
die Mittelwerte (Kleinst-Quadrate-Schétzer aus einem gemischt-linearen Modell fir wiederholte
Messungen)

Susp.: Suspension NaCl-Lsg.: isotonische Kochsalzl 6sung n: Probenzahl

TI 1: Tollwut-Impfstoff 1 (Virus fixe, Stamm G52 mit Al(OH)s; siehe Tabelle 3.3)

Bei Betrachtung der Aluminiumkonzentration der Milz der unterschiedlich
behandelten Tiere gab es keinen signifikanten Unterschied (siehe Tabelle 3.45).

Tabelle 3.45 Prifung auf signifikante Unter schiede der
Aluminiumkonzentration der Milz nach subkutaner
Verabreichung unter schiedlicher Mittel [logio(Al mg/kg)]

: . Differenz der 95% - p-
Vergleich der Milzproben Mittelwerte' |Konfidenzintervall | Wert?
Al(OH)s-Susp./NaCl-Lsg. | Tl 1/ NaCl-Lsg. -0,18 -1,51 1,16 | 1,0000
Al(OH)s-Susp./NaCl-Lsg. | unbehandelt 0,08 -1,82 1,98 | 1,0000
Tl 1/ NaCl-Lsg. unbehandelt 0,25 -1,48 1,99 | 1,0000
Susp.: Al(OH)s-Suspension NaCl-Lsg.: isotonische Kochsalzl Gsung

TI1:  Tollwut-Impfstoff 1 (Virusfixe, Stamm G52 mit Al(OH)s; siehe Tabelle 3.3)

! Mittelwerte der miteinander verglichenen Gruppen

% Vergleiche mit p-Werten < 0,05 sind statistisch signifikant zum (multiplen) Testniveau
a=0,05.
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Die gemessenen Konzentrationen in der Haut und in der Milz far die
entsprechenden Injektionen wurden im gemischt-linearen Modell fir wiederholte
Messungen gegenubergestellt. Die Aluminiumkonzentration der unbehandelten Haut
unterschied sich nicht signifikant von der Aluminiumkonzentration der Milz des
unbehandelten Tieres (p = 1,0000). Dagegen gab es signifikante Unterschiede im
Vergleich der Aluminiumkonzentration der Milzproben mit den Hautproben der selben
Tiere nach Verabreichung aluminiumhaltiger Mittel (siehe Tabelle 3.46).

Tabelle3.46 Prufung auf signifikante Unter schiede der
Aluminiumkonzentration in den Organproben von Haut
und Milz [logio(Al mg/kg)]

Verdleich Differenzder | 95%-Konfidenz- | p-Wert?
9 Mittelwerte' intervall

Haut, Tl 1 Milz, Tl 1/NaCl-Lsg. 3,24 2,15 4,33 <0,0001
Haut, Milz,

Al(OH)s-Susp. | AI(OH)s/NaCl-Lsg. 2,34 079 | 38 | 00009
Haut, unbehandelt | Milz, unbehandelt 0,70 -1,30 2,70 1,0000

AI(OH)3: Al(OH)s-Suspension

NaCl:  isotonische Kochsalzl 6sung

Tl 1 Tollwut-Impfung 1 (Virus fixe, Stamm G52 mit Al(OH)s; siehe Tabelle 3.3)

! Mittelwerte der miteinander verglichenen Gruppen

2 Alle Vergleiche mit p-Werten < 0,05 sind statistisch signifikant zum (multiplen) Testniveau
o =0,05.

3.2.4. Elektronenmikroskopische Befunde

Untersucht wurden die Unterhautproben der Versuchsserie 1 (siehe 3.1.1) nach
Verabreichung des Al(OH)s-haltigen Tollwut-Impfstoffes 1 (siehe Tabelle 3.3) und
nach Verabreichung einer Al(OH)s-Suspension (siehe Tabelle 3.3).

Die Al(OH)s-Suspension war fur die Verwendung als Adjuvans in Impfstoffen von
Chiron vaccines, Behring-Werke in Marburg, hergestellt worden. Aul3erdem wurden zur
Kontrolle Unterhautproben von unbehandelten Tieren und von Tieren, denen
isotonische Kochsalzlsung verabreicht worden war, untersucht. Die Untersuchung der
entsprechenden  Applikationsstellen  erfolgte eine  Woche, vier, zw6lf und
vierundzwanzig Wochen nach der Injektion. Zu jedem Untersuchungszeitpunkt standen
jewells zwei Unterhautproben nach Verabreichung des Tollwut-Impfstoffes 1 und eine
Unterhautprobe nach Verabreichung der Al(OH)s-Suspension zur Verfugung. Die
Unterhaut unbehandelter Tiere wurde in der ersten und zwolften Woche nach

Versuchsbeginn in die Untersuchung einbezogen.
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Fur die Untersuchung der Unterhautproben nach Verabreichung der isotonischen

K ochsal zl6sung standen zu jedem Untersuchungszeitpunkt drei Proben zur Verfligung.

Zur  Uberprifung der Bestandteile des Impfstoffes, die mittels
Elektronenmikroskopie dargestellt werden kdnnen, wurden ein Al(OH)s-haltiger und
ein adjuvansfreier Tollwut-lmpfstoff untersucht. Die Herstellung der Proben dieser
Impfstoffe ist unter 3.1.4.3 beschrieben. In den Schnitten des Al(OH)s-haltigen
Impfstoffes wurden elektronendichte nadelférmige Strukturen gefunden, die ungerichtet
im Schnitt verteilt waren (Bild 3.23). In den Schnitten, die zum adjuvansfreien
Impfstoff gehdrten, konnte keine aufféllige Struktur dargestellt werden (Bild 3.24). Die
schwarz geféarbten Bereiche im Bild 3.24 sind Teile des Grids, die als Kontrast zu

rv k.

Herstellung des Bildes bendtigt wurden.

500 nm
Bild 3.23 Bild 3.24
Der in Agarose eingebettete Al(OH)s- Der zur Kontrolle in Agarose eingebettete
haltige Impfstoff weist bei Betrachtung adjuvansfreie Impfstoff erscheint bei der
im Elektronenmikroskop nadelformige Betrachtung im Elektronenmikroskop
Strukturen auf. homogen.

In den Unterhautproben konnten mittels Elektronenmikroskopie Einschliisse von
Fremdmaterial im Zytoplasma von phagozytierenden Zellen nach Verabreichung der
Al(OH)s-haltigen Mittel dargestellt werden. Die Einschliisse erschienen als Aggregate
von feinen, nadelférmigen, wahllos orientierten und elektronendichten Strukturen, die
in unterschiedlich grofRen Anhaufungen zusammen lagen (Bild 3.25). Diese

Anhaufungen waren oft von einer Membran umgeben (Bild 3.25 und 3.26).
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Der Nachweis dieser Strukturen konnte bis einschliefdlich der vierundzwanzigsten
Woche nach Verabreichung des Al(OH)s-haltigen Tollwut-Impfstoffes 1 erbracht

werden (Bild 3.27).

SN

Bild 3.25

Phagozytierende Zelle mit nadelformigen
Einschlussen (Pfeile), 4. Woche.

Probe C105a

ot B
Bild 3.26
Der Zelleinschluss ist durch eine Membran
(Pfeile) vom Zytoplasmader Zelle
abgegrenzt, 4. Woche. Probe C105a
Ausschnitt aus Bild 3.25

- 100

Bild 3.27
Nadelférmige Einschliisse im Zytoplasma,
24. Woche. Probe D14a

Bild 3.25 bis 3.27: Nach Verabreichung
des Tollwut-Impfstoffes 1 [Virus fixe,
Stamm G52 mit Al(OH)]

Der Vergleich der unterschiedlichen Zeitraume nach der Injektion wies auf eine

Anderung des Anteils an den nadelformigen Strukturen im Zytoplasma der
phagozytierenden Zelle hin. Wéahrend in der ersten Woche nach der Injektion grof3e
Ansammlungen der nadelférmigen Strukturen im Zytoplasma nachgewiesen wurden,

konnten zu spéteren Zeitpunkten kleinere und grof3ere Ansammlungen beobachtet

werden.
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Die Anzahl der Ansammlungen war gegentber der Anzahl in den vorausgegangenen
Proben deutlich vermehrt (vergleiche Bilder 3.28 bis 3.31).

Darstellung der nadelférmigen Strukturen im Gewebe

\
N
N
Bild 3.28 Bild 3.29
1. Woche. Probe C10l1a 4. Woche. Probe C105a
A —
4(' ¥ "ﬂ’ i » ‘ - h - 4]
Bild 3.30 Bild 3.31
12. Woche. Probe D3a 24. Woche. Probe D14a

Bild 3.28 - 3.31 Verabreicht wurde Tollwut-Impfstoff 1 [Virus Fixe, Stamm G52 mit Al(OH)]

In den Unterhautproben der Applikationsstelle nach Verabreichung des Al(OH)s-
haltigen Tollwut-Impfstoffes 1 konnten zum Teil die beschriebenen nadelférmigen
Strukturen nachgewiesen werden. Die Tabelle 3.47 zeigt, in welchen Proben zu

welchem Zeitpunkt die nadelformigen Strukturen nachwei sbar waren.
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Elektronenmikroskopische Untersuchung

Tabelle3.47 (Angabe der Probenzahl)

Applikation von n 1. Woche | 4.Woche | 12. Woche | 24. Woche
pos. | nnb. | pos. | nnb. | Pos. | nnb. | pos. | nnb.

Al(OH)3z-haltigem Tollwut- i -

Impfstoff 1 8 2 2 1 1 1 1

Al(OH)3-Suspension 4 - 1* 1 - - 1 - 1

isotonischer Kochsalzl sung 12 - 3 - 3 - 3 - 3

Haut von unbehandeltem Tier 2 - 1 nv - 1 nv

pos.: positiv. nnb.: nicht nachweisbar n: Probenzahl nv: nicht vorhanden

Da die Markierung der Tiere in der Versuchsserie 1 ale 2-3 Tage aufgefrischt werden musste,
waren Abweichungen von der urspriinglichen Markierung durch Bewegung des Tieres oder
durch die Farbverteilung auf der Haut beim Auffrischen der Markierung méglich. Daraus ergibt
sich:

*Zum Zeitpunkt der ersten Untersuchung eine Woche nach der Injektion, konnte bei der
histologischen Untersuchung der Haut des behandelten Tieres 9 nur geringgradige Anzeichen
einer Reaktion auf die Injektion nachgewiesen werden. Daher besteht die Moglichkeit, dass die
entnommene Probe am Rand der Applikationsstelle lag.

Nach einer Woche konnten phagozytierende Zellen ohne (Bild 3.32) und mit
(Bild 3.33) nadelférmigen Strukturen im Zytoplasmain einer Probe dargestellt werden.

Bild 3.32 Bild 3.33

Zellen ohne (Bild 3.32) und mit (Bild 3.33) nadelformigen Strukturen im Zytoplasma, eine
Woche nach Verabreichung des Tollwut-Impfstoffes 1 [Virus fixe, Stamm G52 mit
Al(OH)3]. Probe C101a

In der vierten Woche konnten phagozytierende Zellen mit Anzeichen fir eine

Degeneration des Zellkerns beobachtet werden (vergleiche Bild 3.34 mit 3.35).
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Bild 3.34 Bild 3.35
Zellkern degeneriert (Rechteck) und intakt (Kreis), 4. Woche. Probe C105a

Die Bilder 3.34 und 3.35 stammen von einer Probe, die vier Wochen nach Verabreichung des
Tollwut-lmpfstoffes 1 [Virus fixe, Stamm G52 mit Al(OH)s] enthommen wurde. Auffallend ist
in Bild 3.34 der Anteil eines Zellkerns (Rechteck), der auf die Degeneration desselben hinweist.

Auch in der zwdlften Woche wurden nadelformige Strukturen im Zytoplasma

phagozytierender Zellen nachgewiesen (Bild 3.30, 3.36 - 3.39).

Bild 3.36 Bild 3.37

Legende fir Bild 3.36 und 3.37 (12. Woche, Probe D3a):

1: Zellkern der Fettzelle 2: Zytoplasma der Fettzelle
3und 4: Zelle mit nadelformigen Strukturen im Zytoplasma ~ 5: Vakuole der Fettzelle

6 und 7: Zelle ohne nadelférmige Strukturen im Zytoplasma

Die Bilder 3.36 bis 3.39 zeigen die Aufnahmen der Hautprobe eines Tieres zwdlf Wochen nach
Verabreichung des AlI(OH)s-haltigen Tollwut-Impfstoffes 1 [Virus fixe, Stamm G52]. Das
auminiumhaltige Adjuvans ist in Form von elektronendichten nadelférmigen Strukturen zu
erkennen.
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.-.

A e L Sl e
Bild 3.38 Bild 3.39
Ansammlungen nadelférmiger Strukturen Ansammlungen nadelférmiger Strukturen in
(Rechteck), 12. Woche. Probe D3a phagozytierender Zelle, 12. Woche. Probe D3a

In den Proben der vierundzwanzigsten Woche konnten die nadelférmigen Strukturen im
Bereich des Fettgewebes nachgewiesen werden (Bilder 3.40 - 3.41). Hierbei lagen
mehrere Ansammlungen der nadelférmigen Strukturen in einem Gebiet, das von der
Umgebung abgegrenzt war.

<
zelEm f

Bild 3.40 Bild 3.41 Bild 3.42
Ubersicht der nadelférmigen Ausschnittsvergréf3erung aus Bild 3.40
Strukturen im Fettgewebe, ZK: Zellkern

24. Woche. Probe D14a

Darstellung der nadelformigen Struktur im Gewebe (Bild 3.40 bis 3.42) 24 Wochen
nach Verabreichung des Al(OH)s-haltigen Tollwut-Impfstoffes 1 [Virus fixe, Stamm
G52].

Manche der Ansammlungen der nadelférmigen Strukturen waren von Kollagenfasern
(K) umgeben (Bild 3.44).
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K
Bild343 Bild 3.44
Nadelférmige Ansammlungen in der Die Ansammlungen werden von Kollagen (K)
12. Woche. Probe D3a umgeben, 24. Woche. Probe D 14a

Bei Betrachtung der unterschiedlichen Proben fiel auf, dass sich die Bestandteile des
Zéellinneren der phagozytierenden Zellen im zeitlichen Verlauf verandern. In den Proben
vier Wochen nach Verabreichung des Al(OH)s-haltigen Tollwut-Impfstoffes 1 sind
kreisformige Zellorganellen (Vakuolen) mit und ohne nadelférmige Strukturen im
Inneren zu erkennen (siehe Pfeile in Bild 3.45). In beiden Fallen ist eine Zellmembran
deutlich zu erkennen. In der 24. Woche ist die Zellmembran der Vakuolen nicht mehr
darstellbar (Bild 3.46).

/
1
Bild 3.45 Bild 3.46
4. \Woche. Probe C105a 24. \Woche. Probe D14a
V akuolenmembran vorhanden keine V akuolenmembran erkennbar

Darstellung der Ansammlungen der nadelférmigen Strukturen und deren Zwischenraum
im Vergleich. Der Probenentnahme ging eine Impfung mit dem Tollwut-Impfstoff 1
[Virusfixe, Stamm G52 mit Al(OH)3] voraus.
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3.2.5. Befundeder energiedispersiven Rontgenanalytik

Zwel Proben, die fur die Elektronenmikroskopie

prapariert und geschnitten worden sind, wurden l2

mittels energiedispersiver ROntgenanalytik unter-

sucht. Hierbel sollte ermittelt werden, ob es sich bei ll
der nadelférmigen Struktur um Aluminium handelt.

Zuerst wurde eine Messung von drei  dicht

nebeneinander liegenden ,,Nadeln* im Schnitt der

Probe aus der 24. Woche nach der Impfung

durchgefihrt  (siehe Bild 3.47, Pfeil 1). Die Bild 3.47
M esspunkte zur Elementbestimmung
Punkt 1: Untersuchung der nadel -
Elemente, sind im Spektrum 3.1 dargestellt. formigen Struktur
Punkt 2: Untersuchung der Umgebung
der nadelférmigen Struktur

Bestandtelle der im Brennpunkt befindlichen

Da Kohlenstoff aufgrund der Kohlenstoffbeschichtung des Grids und Kupfer aufgrund
der Beschaffenheit desselben (Kupfergrid) in hohen Mengen in der Probe vorhanden
waren, wurden diese Elemente in der weiteren Betrachtung nicht berlicksichtigt. Die
verbliebenen Elemente waren in unterschiedlicher Konzentration vertreten. Hierzu
gehorten 75,8 % Sauerstoff, 14,3 % Aluminium, 1,9 % Silicium, 1,8 % Osmium, 0,3 %
Kalium, 1,2 % Eisen, 1,1 % Cobalt, 3,2 % Blei und 0,4 % Uran. Da Osmium, Blei und
Uran zur Kontrastierung verwendet worden waren, spielten diese Elemente bei der
Betrachtung keine Rolle. Bel der darauf folgenden Messung in der nahen Nachbarschaft
der ,,Nadeln“ (Pfeil 2), konnte kein Aluminium im Spektrum dargestellt werden (Siehe
Spektrum 3.2). In der weiteren Betrachtung wurde Kupfer und Kohlenstoff erneut
ausgeschlossen. Die verbliebenen Elemente waren 84,9 % Sauerstoff, 0,0 %
Aluminium, 4,6 % Silicium, 2,5 % Osmium, 1,3 % Uran, 0,5 % Kalium, 1,7 % Eisen
und 4,5 % Blei.
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Spektrum 3.1  Aluminiumnachweisim Eponschnitt (24. Woche)

Cu
o]
Al
Ph K
Cu Os u
si Fe Co
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 g.00 9.00

Spektrum 3.1 Bei dieser Untersuchung wurde Aluminium nachgewiesen.

Abkirzungen:

C : Kohlenstoff
O : Sauerstoff
Cu : Kupfer

Al : Aluminium
S : Silicium
Os : Osmium
Pb : Blei

U :Uran

K :Kaium

Fe : Eisen

Co : Cobalt

Ph
ki

10.00 e

Spektrum 3.2  Aluminiumnachweisim Eponschnitt (24. Woche)
Abkirzungen:

C : Kohlenstoff
O : Sauerstoff
Cu : Kupfer
Al : Aluminium
S : Silicium
Os : Osmium
Pb : Blei
U :Uran
K :Kaium
Fe : Eisen

o s K Co : Cobalt

u
Al P Fe Co Ph

100 2.00 ENL] 4.00 5.00 600 700 4.00 .00 10.00 keV

Spektrum 3.2 Kein Nachweis von Aluminium in der unmittelbaren Nachbarschaft
der nadelférmigen Strukturen

Fur die folgende Untersuchung wurde nur eine der ,,Nadeln“ der Rontgenanalyse unterzogen.
Das daraus resultierende Spektrum zeigt deutliche Unterschiede in der Aluminiumkonzentration
gegenlber der vorausgegangenen Untersuchung. Im Bereich der ,Nadel” konnten 73,1 %
Sauerstoff, 19,7 % Aluminium, 1,7 % Silicium, 1,2 % Osmium, 0,3 % Kalium, 3,7 % Blei und
0,3 % Uran nachgewiesen werden. Abgebildet ist dies als Spektrum 3.3.
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Spektrum 3.3 Aluminiumnachweisim Eponschnitt (24. Woche)
Abkirzungen:

C : Kohlenstoff
O : Sauerstoff
Cu : Kupfer

Al : Aluminium
S : Silicium
Os : Osmium
Pb : Ble

U :Uran

K :Kalium

Fe : Eisen

Co : Cobalt

Pb

1.00 2.00 EAL 4.00 5.00 6.00 .00 d.00 .00 10.00 ke¥

Spektrum 3.3 Nachweis von Aluminium und Sauerstoff in einer ,,Nadel*“ im Eponschnitt

Aus dem Spektrum 3.3 wurden alle Elemente auf3er Aluminium und Sauerstoff entfernt
und deren Verhaltnis ndher betrachtet. Bei der Untersuchung konnte festgestellt werden,
dass Aluminium zu 21,2 % und Sauerstoff zu 78,8 % in der Nadel vertreten war.

Das Verhdltnis von Aluminium und Sauerstoff im reinen Aluminiumhydroxid ist 1:3.
Das bel der Untersuchung vorgefundene Verhdtnis von Aluminium und Sauerstoff
deutet darauf hin, dass die nadelformige Struktur noch aus fast reinem
Aluminiumhydroxid besteht. Da die Probe 24 Wochen (168 Tage) nach Verabreichung
des Al(OH)3 haltigen Tollwut-Impfstoffes 1 (siehe Tabelle 3.3) verabreicht worden war,
kann der biologische Abbau und Abtransport des Al(OH); bis zu diesem Zeitraum
weitgehend ausgeschlossen werden. Zur Kontrolle wurde eine weitere Probe aus der 12.
Woche nach Verabreichung der Impfung zur Untersuchung herangezogen. Auch in
dieser konnten nadelférmige Strukturen im Schnitt dargestellt werden. Diese lagen
einerseits extrazytoplasmatisch andererseits im Zytoplasma phagozytierender Zellen.
Zur Bestimmung wurde die nadelformige Struktur in einer Zelle verwendet. Auch diese
Untersuchung bewies eindeutig die Anwesenheit von Aluminium. Das Spektrum 3.4
zeigt die dazugehorige Darstellung der Bestandteile der Untersuchung. Diese waren
72,6 % Sauerstoff, 9,4 % Aluminium, 1,4 % Silicium, 2,1 % Osmium, 3,0 % Chlor,
05 % Kaium, 10,6 % Ble und 0,4 % Uran. Die Betrachtung erfolgte ohne

Berticksichtigung des vorhandenen K ohlenstoffes und Kupfers.
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Spektrum 3.4  Aluminiumnachweisim Eponschnitt (12. Woche)
Abkirzungen:

C : Kohlenstoff
O : Sauerstoff
Cu : Kupfer

Al : Aluminium
S : Silicium
Os : Osmium

Pb : Blei

U :Uran

K :Kaium
Fe : Eisen
Co : Cobalt

1.00 2.00 .o 4.00 5.00 6.00 .00 4.00 9.00 10.00 keV

Spektrum 3.4 Nachweis von Aluminium in einer weiteren Probe

Auch in diesem Schnitt wurde die unmittelbare Umgebung der nadelformigen
Strukturen der Analyse unterzogen. Unter Ausschluss des Kohlenstoffes lies sich bel
dieser Untersuchung 62,1 % Sauerstoff, 2,9 % Silicium, 1,0 % Osmium, 0,4 % Kalium,
24,8 % Kupfer, 8,5 % Blei und 0,3 % Uran, aber kein Aluminium nachweisen (siehe
Spektrum 3.5).

Spektrum 3.5 Aluminiumnachweisim Eponschnitt (12. Woche)
Abkirzungen:

C : Kohlenstoff
O : Sauerstoff
Cu : Kupfer

Al : Aluminium
S : Silicium
Os : Osmium
Pb : Blei

U :Uran

K :Kalium

J Fe : Eisen

0 o Si05 K Cu Co : Cobalt

Al Ph U Fe Co Ph

1.00 2.00 EAL 4.00 5.00 6.00 .00 d.00 .00 10.00 ke¥

Spektrum 3.5 Kein Nachweis von Aluminium in der unmittelbaren Nachbarschaft
der nadelférmigen Strukturen
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Mit Hilfe der energiedispersiven Rontgenanalytik konnte in beiden Féalen mit
Sicherheit nachgewiesen werden, dass die nadelformigen Strukturen Aluminium
enthalten. Aufgrund des ermittelten Verhdltnisses von Sauerstoff und Aluminium in
einer der nadelférmigen Strukturen (siehe Spektrum 3.3 und anschlief3ender Text) liegt
nahe, dass es sich bel diesen um fast reines Al(OH)3 handelt.
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4. Diskussion

Ende der 80er Jahre wurden in den USA nach Impfungen vermehrt Entziindungen
unklarer Genese in der Subkutis von Hunden und Katzen festgestellt. Mit Beginn der
90er Jahre trat das feline Fibrosarkom gehauft auf. Da dessen Prognose unginstig ist,
betrachtete man dieses mit besonderer Aufmerksamkeit. Aufgrund der Lokalisation am
Korper, seiner Lage im Gewebe und der lokalen Entzindungsreaktion vermutete man
einen Zusammenhang mit der zuvor verabreichten Impfung (Hendrick & Goldschmidt
1991; Hendrick & Dunagan 1991). Inzwischen besteht der Verdacht, dass eine
chronische Entzindung zur neoplastischen Transformation von Zellen fuhren kann
(Hendrick 1998).

Beim Frettchen steht neben dem Fibrosarkom (Munday et al. 2003; Murray 1998) auch
die Myofasziitis als Erkrankung, die durch eine Entziindung als Folge einer Impfung
ausgel 6st werden kann in der Diskussion (Garner et al. 2007). Die vorliegende Arbeit
konzentrierte sich deshalb darauf, die Entstehung und das Ausmal3 der Entziindung nach
V erabreichung unterschiedlicher Impfstoffe am Frettchen zu untersuchen.

4.1 Aluminiumhydroxidhaltiges Adjuvans

Aluminiumhydroxid wird seit Jahrzehnten als Adjuvans in Impfstoffen verwendet, da
belegt werden konnte, dass bei Zusatz von Aluminiumhydroxid oder durch Prazipitation
des Toxoids an Aluminiumverbindungen die immunologische Antwort deutlich
verstarkt wurde (Glenny et al. 1926; McGinnes & Stebbins 1934; Panisset 1949).

Aluminiumhaltige Adjuvantien stimulieren eine selektive Typ 2 Immunantwort
(Bomford 1980; Mosmann & Coffman 1989; Bomford et al. 1992; Comoy et al. 1997).
Der Wirkungsmechanismus von aluminiumhaltigen Adjuvantien ist bis heute
unbekannt. Urspringlich wurde angenommen, dass sie Uber die Bildung eines
Antigendepots an der Injektionsstelle wirken (Blagowechensky 1938). Dies wurde
inzwischen widerlegt (Eisler & Eibl 1949). Als weitere Maoglichkeiten im
Wirkungsmechanismus wurden die Komplementaktivierung und die Aktivierung von
eosinophilen Granulozyten oder Makrophagen angesehen (Walls 1977). Es konnte
nachgewiesen werden, dass aluminiumhaltiges Adjuvans die IL-4 Produktion und die T-
Helfer2-Antwort unabhéngig von der IL-4- und IL-13-vermittelten Signalgebung bei

Mausen induzieren kann (Brewer et al. 1999).
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Durch die zuvor beschriebene Induktion der Produktion von IgE im Rahmen der Typ 2

Immunantwort kénnen aluminiumhaltige Adjuvantien allergische Reaktionen ausl dsen.

Uber den Nachweis von antigen-spezifischen IgE-Antikérpern konnten allergische
Reaktionen nach Verabreichung aluminiumhaltiger Impfstoffe beim Menschen belegt
werden (Bergfors et al. 2005). Diese korrelierten mit dem Ausmal? der L okalreaktionen
(Blennow et al. 1990; Mark et al. 1997).

Untersuchungen der Applikationsstellen beziglich des aluminiumhaltigen Adjuvans
von Impfstoffen belegten dessen Persistenz im Gewebe bis zu einem Jahr nach der
Verabreichung (Eider & Eibl 1949; Pineau et al. 1992; Gupta et al. 1995; Hem 2002;
Verdier et al. 2005).

Maoglicherweise ist in Einzelfdllen die lange Persistenz des Aluminiums die Ursache fir
die chronische Entziindungsreaktion. Diese kdnnte bei empfanglichen Individuen ein

Substrat fur die maligne Transformation von Zellen sein.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Verbleib von aluminiumhaltigem Adjuvans von
der 1. bis 24. Woche nach der Impfung untersucht. Im gesamten Untersuchungs-
zeitraum konnte es an der Applikationsstelle nachgewiesen werden. Die Ansammlungen
zeigten sich im Transmissionselektronenmikroskop (TEM) als elektronendichte,
nadelformige Strukturen. Sie lagen extrazelluldr im Gewebe oder im Zytoplasma
phagozytierender Zellen. In letzterem Fall konnte beobachtet werden, dass die
Einschllisse im Zytoplasma von einer Membran umgeben waren (Bild 3.26). In der 4.
Woche wurden neben intakten phagozytierenden Zellen auch Zellen mit in
Degeneration befindlichem Zellkern aufgefunden (Bilder 3.34 und 3.35). Dies deutet
darauf hin, dass die Zellen, die das Aluminium aufgenommen haben, noch am
Applikationsort zu Grunde gehen. In der 24. Woche erschienen die nadelférmigen
Strukturen wesentlich deutlicher. Anhand der bildlichen Darstellung tber das TEM
konnte nicht ermittelt werden, ob Antelle des verabreichten Aluminiums vom
Applikationsort entfernt worden sind. Uber die induktiv gekoppelte Plasmaionen-
M assenspektrometrie (siehe 3.2.3) wurde jedoch 24 Wochen nach Verabreichung des
Al(OH)s-haltigen Tollwut-Impfstoffes 1 in einer Probe fast die gleiche Aluminium-
konzentration im Gewebe gemessen wie in den beiden Proben nach einer Woche.
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Unter Beriicksichtigung der geringen Probenzahl in dieser Versuchsserie und der
moglichen leichten Abweichung vom Applikationsort des Impfstoffes bei der
Probenentnahme, liegt die Vermutung nahe, dass das Aluminium vom Organismus
nicht oder in nur sehr geringem Ausmald vom Applikationsort entfernt werden konnte.
Fur diese These spricht auch der Nachweis von Aluminium und Sauerstoff durch die
energiedispersive Rontgenanalytik (siehe 3.2.5, Spektrum 3.3 und anschliefiender Text).
Waéhrend Hem (2002) den Nachwels einer fallenden Aluminiumkonzentration im Blut
nach auminiumhaltiger Injektion am Neuseeldnder Kaninchen (dber den
Beobachtungszeitraum von 28 Tagen lieferte, konnte nach intrakutaner Verabreichung
von auminiumhaltigen Impfstoffen kein wesentlicher Anstieg der Aluminium-
konzentration im Blut gemessen werden (Pineau 1992).

In den Versuchsserien der vorliegenden Arbeit am Frettchen wurden die Injektionen
subkutan verabreicht. Bel der zuvor beschriebenen Arbeit von Hem (2002) jedoch
intramuskuldr und bei Pineau (1992) intrakutan. Aufgrund der unterschiedlichen
Applikationsorte konnte auch der Abtransport des Aluminiums in unterschiedlichem
Ausmald geschehen sein und sich dadurch die Befunde der Blutuntersuchung der
Neuseelander Kaninchen erklaren. Dagegen spricht jedoch eine Beobachtung, die schon
1949 bei Untersuchungen von aluminiumhaltigen Granulomen an Meerschweinchen
gemacht wurde. Hierbei konnte belegt werden, dass weder die Granulombildung noch
die Abnahme der Aluminiumkonzentration in den Granulomen innerhalb der ersten
sieben Tage nach Verabreichung von der Art der Injektion (subkutan oder
intramuskulér) abhangig war. Aul3erdem gab es keinen nachweisbaren Unterschied in
der Aluminiumkonzentration bei sieben und dreiffig Tage aten Granulomen (Eisler &
Eibl 1949).

Verdier et al. (2005) (siehe 2.3.2) wiesen hohe Aluminiumkonzentrationen in den
Applikationsstellen bel Makaken (Macaca fascicularis) bis zu sechs Monate nach
intramuskuldrer Verabreichung zweier auminiumhaltiger [AIPOs, bzw. AI(OH)3]
Impfstoffe nach. Die Aluminiumkonzentration in den reaktiven Zonen nach
Verabreichung des Al(OH)s-haltigen Impfstoffes war um das Vierfache héher al's nach
Verabreichung von AIPOg-haltigem. AuRerdem wurde festgestellt, dass der
Aluminiumgehalt in den reaktiven Zonen um ein Vielfaches hoher war as in den
Randgebieten (Verdier et al. 2005).
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Uber die vorliegenden Untersuchungen der Unterhaut nach aluminiumhaltiger Injektion
beim Frettchen konnte ebenfalls bestétigt werden, dass die Aluminiumkonzentration
zum Rand der Applikationsstelle hin deutlich abnimmt (1130,40 mg Aluminium/kg
gegen 508,07 mg Aluminium/kg am Rand der Applikationsstelle).

Hamilton (2003) auRerte den Verdacht, dass schlecht abbaubare Adjuvantien, wie
Aluminiumverbindungen und Mineraldl-Emulsionen, in  monozytdren Zellen
akkumulieren konnen und folgerte, dass die Uber eine lange Zeitspanne gesteigerte
Anzahl dieser Zellen ein bedeutendes Merkmal der chronischen L&sion ist. Daraus
resultiere, dass mehr Zellen im Bereich der Entzlindung zur Verfigung stehen, um
Entziindungsmediatoren zu produzieren. AulRerdem wies er darauf hin, dass die
Signalgebung so lange erfolgt, wie die Zelle - wahrscheinlich in Lysosomen - versucht,
das resistente Material selbst oder dessen Zerfall sprodukte abzubauen (Hamilton 2003).

Fur die vorliegende Arbeit wurden die Zellen, die das Aluminiumhydroxid
aufgenommen hatten, im TEM untersucht. Die Anzahl der Ansammlungen der
nadel dhnlichen Strukturen im Zytoplasma der Zellen erschienen in der 24. Woche nach
der Injektion deutlich hther als bel den Untersuchungen in der 1., 4. und 12. Woche
(vergleiche Bilder 3.28 bis 3.31 und 3.42). Zu jedem dieser Zeitpunkte standen drei
Proben fir die Untersuchung zur Verfigung [nach Verabreichung @) der Al(OH)s-
haltigen Suspension n = 1 und b) des Al(OH)s-haltigen Tollwut-Impfstoffes 1 n = 2.]
Der Durchmesser der Ansammlungen zu alen Untersuchungszeitpunkten war
unterschiedlich grof3. Dies kann einerseits durch eine schwankende Menge der
nadelformigen Strukturen im Zytoplasma der Zelle, andererseits durch die Schnittebene
bedingt sein. So kénnte der optische Eindruck das Ergebnis verfél schen. Auffallend war
jedoch, dass die Anzahl der Ansammlungen in den phagozytierenden Zellen im Laufe
der Zeit deutlich zunahm. Die Vermutung von Hamilton Uber die Akkumulation der
Aluminiumsalze kann durch die einfache Betrachtung der wenigen Schnitte im TEM
nicht eindeutig bestétigt werden. Aufgrund der zahlreichen Ansammlungen
nadelformiger Strukturen in der 24. Woche (Bilder 3.31, 3.40 bis 3.42) liegt jedoch eine
Akkumulation derer in den phagozytierenden Zellen sehr nahe.

Auffallend war auch die Art der Einlagerung der nadeldhnlichen Strukturen im Gewebe.
In der ersten Woche konnten diese sowohl im Zytoplasma phagozytierender Zellen als
auch extrazelluldr im Bindegewebe liegend nachgewiesen werden.
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In der vierten Woche lagen die Strukturen in alen Proben (n = 3) nur im Zytoplasma
der phagozytierenden Zellen. In der zwdlften Woche konnten die Ansammlungen der
nadelformigen Strukturen nur in einer von drei Proben nachgewiesen werden. Innerhalb
dieser Probe wurden die nadelférmigen Strukturen sowohl extrazelluldr als auch im
Zytoplasma phagozytierender Zellen gefunden. Dies kdnnte darauf hinweisen, dass das
aufgenommene nadelformige Material wieder freigesetzt worden war.

24 Wochen (168. Tag) nach der Impfung wurden die nadelférmigen Strukturen in
phagozytierenden Zellen im Fettgewebe nachgewiesen. Zwischen den nadelférmigen
Strukturen in den Zellen der vorausgegangenen Untersuchungen zeigten sich Vakuolen,
die in den Zellen der Proben 24 Wochen nach Verabreichung der AlI(OH)s-haltigen
Tollwut-Impfstoffes 1 nicht mehr darstellbar waren (vergleiche Bild 3.45 mit Bild
3.46). Hier waren die Ansammlungen von einem weniger elektronendichten amorphen
Bereich umgeben, der sich deutlich vom angrenzenden Zytoplasma abhob, ohne von
einer Membran umgeben zu sein. Aufgrund dieser Befunde entstanden die Thesen, dass
a) das Aluminiumhydroxid eine toxische Wirkung auf die phagozytierende Zelle hat,
die zur Degeneration der Zellorganellen fiihrte,

b) dass die phagozytierende Zelle bis an die Grenzen ihrer Kapazitét das nadelformige
Fremdmaterial aufnimmt, jedoch bei deren Zerfall durch Nekrose oder atersbedingte
Apoptose wieder freisetzt.

Werden die frei liegenden nadelformigen Strukturen vom Immunsystem wahrend der
Anwesenheit im Gewebe als Reiz angesehen und wird entsprechend reagiert, entsteht
Uber eine relativ lange Zeitspanne eine lokale chronische Entziindungsreaktion mit
Freisetzung der entsprechenden Entziindungsmediatoren. Letzteres konnte durch die
vorliegenden Befunde bestétigt werden. Entgegen den Erwartungen wurden bis zum
Zeitpunkt der Untersuchung in der 12. Woche nach Verabreichung
aluminiumadjuvanshaltiger Tollwut-Impfstoffe mittel- bis hochgradige chronische
Entziindungsreaktionen von zum Teil betréchtlichem Ausmald festgestellt. In den
Proben der 24. Woche nach Verabreichung der Al(OH)s-Suspension (n = 1) und des
Al(OH)s-haltigen Tollwut-Impfstoffes 1 (n = 2) konnte histologisch keine Entziindung
ermittelt werden. Es gelang jedoch in einer dieser drei Proben die nadelférmige Struktur
mittels Elektronenmikroskopie nachzuweisen und diese durch die energiedispersive

Rontgenanalytik als aluminiumhaltig zu identifizieren.
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4.2 Lokale histologische Veréanderungen nach
Verabreichung aluminiumadjuvanshaltiger | mpfstoffe

In nach Verabreichung eines Al(OH)s-haltigen Impfstoffes entstandenen Knoten konnte
eine enge Relation zwischen der Aluminiumkonzentration und der Intensitét des
Entziindungszellinfiltrates belegt werden (Pineau et al. 1992).

Jingere Untersuchungen haben bewiesen, dass Kristalle, die die Entziindung bel Gicht
oder Pseudogicht ausl6sen, den zytoplasmatischen Rezeptor NALP3* (NACHT [NAIP,
CHTA, HET-E and TP1]-domain, leucine-rich-repeat-, and PYD [pyrin domain]-
containing protein 3) aktivieren (Martinon et al. 2006). Dieser kontrolliert die Aktivitét
der inflammatorischen Kaspase 1 durch das Formen multimolekularer Komplexe, die
as ,,Inflammasome* bezeichnet werden (Martinon et al. 2002). Inflammasome sind
zytosolische Immunkomplexe, die auf ,,Gefahrsignale” hin entstehen und zur NALP3-
vermittelten Kaspase 1 Aktivierung fuhren. Als Gefahrsignale werden hierbei z. B. die
Anwesenheit einer doppelstrangigen RNA, einer viralen RNA oder deren Analogon
Poly(1:C) (Kanneganti et al. 2006), aber auch Harnsaure (Shi et al. 2003, Martinon et
al. 2006) angesehen. Die Stimulation von Makrophagen durch die “Gefahrsignale”
induzieren NALP3-abhangig die Sekretion der Entziindungsmediatoren IL-1B und IL-
18 (Kanneganti et al. 2006).

Neueste Untersuchungen haben gezeigt, dass Aluminiumverbindungen und andere
korpuskulére Adjuvantien (z. B. Polylactid-co-glycolid oder Mikropartikel aus
Polystyren) ebenfalls NALP3 aktivieren (Eisenbarth et al. 2008, Hornung et al. 2008,
Sharp et al. 2009) und die Reifung von IL-1p sowie dessen Freisetzung durch humane
PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear Cells) (Hornung et al.2008), Makrophagen
(Hornung et al. 2008; Kool et al. 2008) und dendritische Zellen (Kool et al. 2008;
Sharp et al. 2009) in einem Kaspase 1-abhangigen Weg induzieren. Die beschriebene
Freisetzung von IL-1p war von NALP3 und ASC (Apoptosis-associated speck-like
protein containing a caspase recruitment domain) abhangig (Hornung et al. 2008; Sharp
et al. 2009). Bel der ASC-abhangigen Freisetzung von IL-1B galten auch
doppelstrangige DNA, Natriumurat und ATP als ,,Gefahrsignal*“ (Hornung et al. 2008).
Die Aufnahme von Aluminiumkristallen und die Aktivierung der NALP3-
Inflammasome induzierte eine Schadigung der Lysosomen (Hornung et al. 2008; Sharp
et al. 2009).

* Synonym: PY PAF1/Cryopyrin/CIASL/NLRP3
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Die partikelvermittelte Steigerung der IL-1p Sekretion erforderte eine Ansduerung der
Phagosomen und die lysosomale Zysteinprotease Kathepsin B. Dies deutet darauf hin,
dass Kathepsin B eine Rolle bei der lysosomalen Schadigung wéhrend der
Inflammasomaktivierung spielte (Sharp et al. 2009).

Uber einen Kaspase 1-Indikator konnte eine enge Korrelation der Schadigung der
Lysosomen und der Aktivierung der Kaspase 1 nachgewiesen werden (Hornung et al.
2008). Auf¥erdem wurde belegt, dass das Einwandern von neutrophilen Granulozyten in
das Peritoneum nach intraperitonealer Verabreichung von AI(OH)s; von der IL-1-
Aktivitét abhangig war. Die Freisetzung der Zytokine fuhrte zur Rekrutierung anderer
Immunzellen in das betroffene Gewebe und zur Induktion der inflammatorischen
Mechanismen, die zur Beseitigung des kristallinen Materials beitragen sollten. Daher
wurde angenommen, dass die NALP3-Aktivierung durch diese Mechanismen zu einer
lang anhaltenden Entzindung fdhrt und in Gewebsschadigung endet. Welitere
Untersuchungen wiesen darauf hin, dass die Stérung der Lysosomen und nicht die
kristalline Struktur selbst bel der Aktivierung von NALP3-Inflammasomen von
Bedeutung ist. Eswurde belegt, dass eine nicht durch Kristalle bedingte Zerstérung der
Lysosomen komplett von NALP3 abhangig war. So folgerte man, dass die Zerstorung
der lysosomalen Kompartimente und die Freisetzung deren Inhalts in das Zytosol sogar
in Abwesenheit von kristallinem Material in der Lage war, die Aktivierung des NALP3
Inflammasoms in einem zum Teil Kathepsin B-abhéngigem Weg einzuleiten (Hornung
et al. 2008). Die Aktivierung der Kaspase 1 durch Al(OH); und die Induktion der
Freisetzung von IL-1pB und IL-18 wurde in weiteren Untersuchungen bewiesen (Li et
al. 2007, Sharp et al. 2009).

Einerseits weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass die Aufnahme der Mikropartikel der
Adjuvantien durch Makrophagen (Hornung et al. 2008; Kool et. al. 2008) und
dendritische Zellen das NALP3-Inflammasom aktivierte und dies zu ihrem fordernden
Effekt auf die angeborene und antigenspezifische zelluldre Immunitét beitrug (Sharp et
al. 2009). Andererseits bestérkten der Nachweis der Schadigung der Lysosomen und die
unter 4.1 beschriebenen Beobachtungen zum Fehlen der Zellorganellen in der
vorliegenden Arbeit die Annahme, dass die Makrophagen unter Einfluss des Al(OH);

degenerierten.
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Dies passt zu den Beobachtungen von Verdier et al. (2005) und Goto et al. (1997),
welche die unterschiedlichen Degenerationsgrade der Makrophagen von Makaken nach
Aufnahme von aluminiumhaltigem Adjuvans (Verdier et al. 2005) und die Schadigung
der Makrophagen von Meerschweinchen nach Aufnahme von Aluminiumgel bzw.
Aluminiumsuspension (Goto et al. 1997) ebenfalls beschrieben haben.

Bei 18 Frettchen wurde eine therapieresistente, mit Fieber einhergehende, systemische
Myofasziitis mit Muskelatrophie an den Gliedmal3en und in der Lumbarregion ohne
belegbaren Zusammenhang zu einem infektisen Geschehen beschrieben (Garner et al.
2007). Die histologische Untersuchung enthiillte unter anderem eine schwerwiegende,
purulente bis pyogranulomattse Entztindung der Skelettmuskulatur und der Faszien im
Bereich von Oesophagus, Herz, Gliedmal3en, Lumbarregion, Kopf, Sternum und
Bauchwand. Es wurde angenommen, dass ale Frettchen einige Zeit nach ihrer Geburt
einer Substanz ausgesetzt waren, die das entzindliche Geschehen ausgeldst hatte.
Einzige Gemeinsamkeit dieser Tiere war die Verabreichung von mindestens einer
Impfung. Die Autoren wiesen in ihrem Bericht darauf hin, dass einer der Koautoren
unabsichtlich bei einer anderen Studie eine mit der Myofasziitis identische Erkrankung
bei acht Tieren einer zwolfkopfigen Gruppe nach Verabreichung einer Injektion
ausgelost hatte. Diese soll laut Angaben von Garner et al. (2007) aluminiumhaltiges
Adjuvans beinhaltet haben. Der Originalbericht des Koautors (Schoemaker et al. 2005)
enthadlt keine Angaben Uber die Zusammensetzung des verabreichten Mittels, bestatigt
aber die beschriebene therapieresistente Reaktion nach subkutaner Verabreichung einer
Immunisierung gegen Gn-RH. 24 Kontrolltiere, die keine der Komponenten dieser
Injektion erhalten hatten und im gleichen Bereich gehalten worden sind, zeigten
wahrend des gesamten Versuchablaufs keinerlel Anzeichen der zuvor beschriebenen
Erkrankung. Daher vermutete man einen Zusammenhang mit einem der Bestandteile
der verabreichten Injektion (Schoemaker et al. 2005).

Beim Menschen wurde bewiesen, dass die makrophagische Myofasziitis durch die
Persistenz von Al(OH)3; verursacht werden kann (Fischer et el. 2003; Shingde et al.
2005). Dies unterstiitzt die These zum ausl6senden Agens bei den Frettchen.

Fur die vorliegende Arbeit wurden histologische Untersuchungen nach der subkutanen
Injektion im Zeitraum von der ersten bis zur 24. Woche durchgefihrt. Hierbel wurden

die Entziindungsreaktionen eine Woche nach der Injektion als ,,akut* angesprochen.
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Alle Entzindungsreaktionen, die ab der vierten Woche nach der Injektion noch
bestanden, wurden als ,,chronisch* bezeichnet.

Die Tollwut-Impfstoffe 1 bis 4, die AI(OH)s-Suspension und die isotonische
Kochsalzlésung wurden jewells im lateralen Bereich des Brustkorbes verabreicht und
deren Befunde statistisch ausgewertet.

Die Verabreichung des adjuvansfreien Staupe-Impfstoffes im dorsal ateralen Bereich der
rechten Lende diente zur Untersuchung der Frage, ob fir die Reaktion des Gewebes
mehr das Adjuvans oder mehr das Antigen verantwortlich zu machen ist, da sowohl der
Tollwut-Impfstoff 4 als auch der Staupe-Impfstoff adjuvansfrei waren, die anderen drei
Tollwut-Impfstoffe jedoch Adjuvans enthielten.

Nach Verabreichung der Al(OH);s-haltigen Suspension und der
aluminiumadjuvanshaltigen Tollwut-Impfstoffe 1 bis 3 wurde histologisch kein
zeitabhangiger Rlckgang der granulomatésen Entzindungsreaktion bis zur
Untersuchung in der 12. Woche festgestellt. Im Gegensatz dazu verringerten sich die
Anzeichen einer Entzindung nach Verabreichung des adjuvansfreien Tollwut-
Impfstoffes sehr deutlich. Dies wurde auch nach Verabreichung des adjuvansfreien
Staupe-Impfstoffes im Bereich der rechten Lende beobachtet.

Es konnte gezeigt werden, dass die Al(OH)s-Suspension ohne Zusatz von Antigen eine
vergleichbare chronische granulomattse Entziindung mit Formierung mehrkerniger
Riesenzellen aus 0ste wie die aluminiumhaltigen Impfstoffe. Diese Entziindung wurde
von ener ausgeprégten Granulationsgewebsbildung begleitet und als Fremdkdrper-
reaktion angesehen. Im Gegensatz dazu konnte nach Verabreichung des adjuvansfreien
Tollwut-Impfstoffes 4 weder eine chronische granulomatdse Entziindung mit oder ohne
mehrkernigen Riesenzellen noch eine Granulationsgewebsbildung beobachtet werden.
Die beschriebene Fremdkorperreaktion trat in der Hé&lfte aler chronischen
Entziindungen (11/22) nach Verabreichung der aluminiumadjuvanshaltigen Tollwut-
Impfstoffe 1 bis 3 und der AI(OH)s-Suspension auf. Bel den entzindlichen
L okalreaktionen einiger Frettchen wurde histologisch eine Kapselbildung beobachtet.
Makroskopisch waren weder die Entzindung noch die Kapselbildung durch einen
eindeutig pal pierbaren Knoten zu ermitteln.

Eine Woche nach Verabreichung der isotonischen Kochsalzl6sung konnte nur in einer
Probe (1/3) eine akute Entziindung nachgewiesen werden. Die Proben der 4., 12. und
24. Woche (9/9) waren ohne besonderen Befund. Der Stich- und Volumenreiz sollte

daher als Ursache fr eine chronische Entztindung zu vernachl&ssigen sein.
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Im Vergleich der Applikationsstellen der aluminiumadjuvanshaltigen Tollwut-
Impfstoffe 1 bis 3 mit denen des adjuvansfreien Tollwut-Impfstoffes 4 konnte
festgestellt werden, dass der adjuvansfreie Tollwut-Impfstoff deutlich weniger lokale
Reaktionen ausgel 0st hat al's die adjuvanshaltigen.

Sowohl die Haufigkeit der in das Entziindungsgebiet eingewanderten Zellen (z. B.
Makrophagen, Lymphozyten, Plasmazellen und Fibroblasten) als auch das Ausmal3 der
Entziindung an sich waren nach Verabreichung der adjuvanshaltigen Tollwut-1mpfstoffe
deutlich grofier as nach Verabreichung des adjuvansfreien Tollwut-Impfstoffes und des
adjuvansfreien Staupe-lmpfstoffes. Dagegen induzierten die adjuvanshaltigen Tollwut-
Impfstoffe alle sehr dhnliche Reaktionen. Gegentiber den Al(OH)s-haltigen Tollwut-
Impfstoffen 1 und 2 war nach Verabreichung des AlPO,-haltigen Tollwut-lmpfstoffes 3
lediglich das Auftreten von Apoptosen deutlich und das Auftreten von neutrophilen
Granulozyten sowie Nekrosen weniger deutlich ausgepragt. Der AIPO,-haltige Tollwut-
Impfstoff 3 wurde auch durch die hohe Anzahl an Plasmazellen in der Entziindung
auffallig. Ob die geringere Anzahl an Plasmazellen nach Verabreichung der anderen
Tollwut-Impfstoffe eine entsprechend reduzierte Antikorperbildung zur Folge hatte,
konnte in dieser Versuchsserie nicht geklart werden, da am selben Tier zeitgleich zwel
Tollwut-Impfstoffe verabreicht worden waren.

Das Entziindungsinfiltrat nach Verabreichung des adjuvansfreien Staupe- und Tollwut-
Impfstoffes 4 wurde nur selten (1/48) von einer Granulationsgewebsbildung begleitet.
Dagegen wurde nach V erabreichung aluminiumadjuvanshaltiger Impfstoffe (15/30) und
nach Verabreichung der Al(OH)s-Suspension (2/3) eine Granulationsgewebesbildung
vermehrt festgestellt. Diese wird im Rahmen einer chronischen proliferativen
Entziindung ausgebildet und zieht eine reparative Entziindung (Narbenbildung) nach
sich. In der Versuchsserie 1 gab es zwei Proben in der 24. Woche nach Verabreichung
des Al(OH)s-haltigen Tollwut-Impfstoffes 1. Beide waren entziindungsfrei, aber immer
noch stark aluminiumhaltig (siehe Graph 3.17).
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Der Vergleich der Lokalreaktionen nach Verabreichung des adjuvansfreien Tollwut-
Impfstoffes 4 mit den Lokalreaktionen nach Verabreichung des adjuvansfreien Staupe-
Impfstoffes erbrachte, im Gegensatz zum Vergleich mit den Lokalreaktionen nach
Verabreichung der aluminiumadjuvanshaltigen Tollwut-Impfstoffe 1 bis 3, in alen
Kriterien (Zellart, Zellhdufigkeit, Entzindungsgrad, Ausmald der Entzindung,
Granulationsgewebshildung sowie Anwesenheit von Apoptose und Nekrose) keinen
signifikanten Unterschied. Dies deutet darauf hin, dass fUr die Reaktion des Gewebes
das Adjuvans und nicht das Antigen verantwortlich ist.

Von anderen Autoren konnte nachgewiesen werden, dass Frettchen und Katzen nach
Verabreichung des fir den Menschen zugelassenen adjuvansfreien Tollwut-Impfstoffes
4 einen ausreichenden Antikorpertiter aufbauen (Duchow et al. 2005; Jakel et al. 2006).

In der Tiermedizin wurde die Granulombildung nach Verabreichung Al(OH)s-haltiger
Impfstoffe bei Rindern bereits 1952 beschrieben. Sie war mit einer ausgeprégten
Umfangsvermehrung verknipft (Cohrs & Schulte 1952).

Inzwischen wurden die Impfstoffe durch andere Verfahren in der Herstellung
verbessert. Trotzdem wird auch in neuen Berichten von Mensch und Tier die
Granulombildung nach Verabreichung von vorwiegend Al(OH)s-, seltener auch AIPO,-
haltiger Impfstoffe beschrieben (Erdohazi & Newman 1971; Savage 1973; Slater et al.
1982; Fawcett & Smith 1984; Gupta et al. 1997; Bordet et al. 2001; Vatulini et al.
2001; Lafaye et al. 2004; Vatulini et al. 2005).

Die Beobachtung der Applikationsstellen nach einer Impfung gewann ab Ende der 80er
Jahre in den USA besondere Bedeutung, da bei histopathologischen Untersuchungen
eine fokale nekrotisierende granulomatdse Pannikulitis in der Subkutis von Katzen und
Hunden (Hendrick & Dunagan 1991) sowie Fibrosarkome (FS) bei Katzen (Hendrick et
al. 1992) vermehrt festgestellt wurde. Man folgerte, dass das Al(OH)s-haltige Adjuvans
ursdchlich fur die chronische Entzindung war und diese wiederum bei der Katze durch
einen unbekannten Mechanismus an der neoplastischen Transformation der Zellen des
Bindegewebes (Fibroblasten und Myofibroblasten) wahrend der reparierenden Antwort
beteiligt war (Hendrick 1998).
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Bel der Untersuchung eingesandter feliner Neoplasien fiel auf, dass bei Katzen mit
einem Durchschnittsalter von < 2 Jahren Granulombildung und bei Katzen > 9 Jahren
FS-Bildung as Lokareaktion nach Verabreichung einer Impfung im Vordergrund
stand. Das Entzindungszellinfiltrat bei Jungtieren zeigte viele Zelltypen, wogegen das
der dteren Katzen fast nur aus Makrophagen bestand. Man bezeichnete dies als
»altersbezogene Immundefizienz* und wies dem Unterschied in der Reaktion eine
wichtige Rolle in der FS-Bildung zu (Jelinek 2003).

Die einer Impfung zugeordneten FS (injektionsassoziierte Fibrosarkome; iFS) der Katze
lagen im Gegensatz zu den nicht-injektionsassoziierten FS (niFS) Uberwiegend in der
Subkutis (Doddy et al. 1996). Es konnte bewiesen werden, dass die Entstehung des iFS
nicht mit einer Infektion mit dem felinen Leukosevirus (FeLV) oder mit dem felinen
Sarkom Virus (FeSV) in Verbindung stand (Kass et al. 1993; Hendrick et al. 1994; Ellis
et al. 1996).

Das Problem der auminiumadjuvanshaltigen Injektion mit anschlief3ender
Fibrosarkombildung bel Katzen ist weiterhin aktuell. Dies zeigt die Diagnose von iFS,
die von Makrophagen mit aluminiumhaltigem Fremdmaterial im Zytosol umgeben
waren (Hendrick et al. 1992; Madewell et al. 2001; Deim et al. 2008).

Bel Frettchen wurde ebenfalls Uber die Entstehung von iFS berichtet (Munday et al.
2003; Murray 1998). Diese waren nicht nur von Makrophagen mit
intrazytopl asmatischen Aggregaten von dichtem, nadel&hnlichem, kristallinem Material
umgeben, sondern beinhalteten auch Plasmazellen. Dies wurde als Reaktion auf das
Impfantigen angesehen (Munday et al. 2003).

In einigen Spezies, den Menschen eingeschlossen, wurden Fremdkorper (FK) mit der
Entwicklung von Weichteilsarkomen in Verbindung gebracht (Herrmann et al. 1971;
Sinibaldi et al. 1976; Ryu et al. 1987; Jennings et al. 1988; Vahey et al. 1995;
Nakamura et al. 2001; Vascellari et al. 2006).

Das Auftreten von Sarkomen nach stumpfen Traumen bei Mensch und Tier bestétigte
den Verdacht, dass die Wundheilung bei Ausbildung des Tumors beteiligt ist
(Sauerbruch 1961; Dubielzig 1984; Dubielzig et al. 1990). Es gab jedoch auch
Hinweise darauf, dass die Beschaffenheit des FK, insbesondere seine Oberflache, eine

wichtige Rolle bel der Induzierung der Tumorbildung spielt (lomhair & Lavelle 1997).
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Oppenheimer et al. (1958) bewiesen, dass die physikalische Prasenz sowie die
Beschaffenheit des FK-Materials - und nicht seine chemische Reaktivitdt - fur die
Tumorentwicklung verantwortlich war. Aulerdem konnte gezeigt werden, dass die
Tumorhaufigkeit mit der GroflRe des FK bzw. dessen Oberflache in Zusammenhang
stand (Brand et al. 1976). Es wurde beobachtet, dass die Sarkome in unterschiedlichen
Phasen wachsen. Je grofRer der FK oder dessen Oberfléche war, umso hoher war die
Tumorrate und auch das Risiko der frihen Entwicklung eines Sarkoms. Die Summation
der Oberflache mehrerer FK von gleicher GrofRe erhohte das Risiko der frihen
Tumorentwicklung gegentiber einem FK dieser Art deutlich (Brand et al. 1976). Die
stérkere Reaktion auf subkutan verabreichte grof3ere Partikel [Al(OH)3] wurde auch von
Eider & Eibl (1949) an Meerschweinchen beobachtet. Der Studie von Brand et al.
(1976) vorausgegangene Untersuchungen lieferten Hinweise, die zur Annahme fihrten,
dass ,,prianeoplastischen Elternzellen* an der Tumorbildung beteiligt sind und diese von

mesenchymalen Stammzellen kleiner Gefale abstammen (Brand et al. 1975).

Da bei einer Granulationsgewebsbildung auch eine Angiogenese stattfindet, sollte im
Hinblick auf die Abstammung dieser ,FElternzellen” die Bildung von
Granul ationsgewebe mdglichst vermieden werden.

Ein weiteres, wichtiges Kriterium ist die Lokalisation der Lasion. Es konnte bewiesen
werden, dass implantierte Tumoren des gleichen Typs sich signifikant unterschieden,
wenn sie nicht in die Flanke, sondern in den dorsalen Bereich des Ful3es implantiert
worden waren (Versuchstier: Maus). Das GrofRenwachstum des Tumors im dorsalen
Bereich des FulRes war sowohl beim FS als auch beim Melanom deutlich geringer asin
der Flanke. Es zeigte sich jedoch, dass die Tumoren aus der dorsalen Region des Ful3es
einen wesentlich bosartigeren Phenotyp, eine stérkere Entztindungszellinfiltration und
eine starkere Immunreaktion aufwiesen als die in der Flanke. Beim Tumorwachstum in
der Flanke war die Uberlebensrate in Tagen um das 3,5 fache (FS) bzw. um das 1,5
fache (Melanhom) langer als bei Tumorwachstum in der dorsaen Fuldregion. Als
Erkl&rung hierfir kann die Ausbildung von Lungenmetastasen angesehen werden, die
nur bei Tieren mit Tumoren am Fuld beobachtet wurde. Im Gegensatz zu den Tumoren
der Flanke waren die Tumoren des Ful3es stark vaskularisiert. Die Ergebnisse von Seftor
et al. (2006) und Illmensee & Mintz. (1976) bestétigend wurde gefolgert, dass die
unmittelbare Umgebung ein Schllsselfaktor in der Tumorprogression war, der auch auf

den Malignitatsgrad der Tumoren Einfluss nahm.
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Die gesteigerte Entziindungszellinfiltration und die lokale Immunantwort wurden as
Zeichen einer hoheren Reaktivitét im Bereich des FulRes angesehen. Daher wurde
postuliert, dass der Grad der Malignité kein konstantes Phanomen des Tumors ist,
sondern eine Reaktion auf die unmittelbare Umgebung (Speroni et al. 2009).

4.3 Schlussfolgerung

Aufgrund der beschriebenen Beobachtungen geht man heute davon aus, dass eine
chronische Entziindung bei Katze und Frettchen den lokalen Reiz zur Zelltrans-
formation und damit zur Tumorbildung setzen kann. Diese Annahme wurde durch die
ahnlich gestalteten Entziindungsreaktionen nach Verabreichung von Impfstoffen und im
Bereich der injektionsassoziierten Sarkome sowie durch die Anwesenheit von
Plasmazellen in den Tumoren, die nach Verabreichung einer Impfung entstanden waren,
bestarkt. Es wird vermutet, dass die freigesetzten Entziindungsmediatoren, Stammzellen
des mesenchymalen Bindegewebes kleiner Gefél3e, die unmittelbare Umgebung der
Injektionsstelle und eine nicht ndher definierte genetische Disposition des Tieres zur

Tumorentwicklung eine Rolle in der Tumorgenese spielen.

In der vorliegenden Arbeit wurden mittel- bis hochgradige, chronische, granulomattse
Entzindungen des Fremdkoérpertyps bei 9/20 der diagnostizierten chronischen
Entzindungen nach Verabreichung aluminiumadjuvanshaltiger Tollwut-Impfstoffe
nachgewiesen. In den akuten und chronischen Entztindungen nach Verabreichung dieser
Impfstoffe (n = 30) und der Al(OH)s Suspension (n = 3), konnte in 15/30 und in 2/3
Proben Granulationsgewebsbildung nachgewiesen werden. Dieses Granulationsgewebe
stammt von Zellen des Gefaldbindegewebes ab. Unter Berlicksichtigung der Hinweise
auf die Abstammung der ,praneoplastischen Elternzellen aus mesenchymalen
Stammzellen kleiner Gefél3e, sollte die Bildung von Granulationsgewebe moglichst

vermieden werden.

Wie zuvor beschrieben, kdnnen Aluminiumverbindungen grof3ere Gewebs-
schadigungen auslésen und as Fremdkorper wirken. Dies kann die
Entziindungsreaktionen verstarken und zeitlich verlangern. Der Reaktion folgt oft die

Bildung von Granulationsgewebe.
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Im Hinblick auf die vorliegenden Nachweise der Wirkung von Entziindungsmediatoren
auf die Tumorprogression sollte die Entziindung so gering gehalten werden, wie es fir
die Ausbildung eines ausreichenden Impfschutzes nétig ist.

Aufgrund der relativ wenig ausgepragten lokalen Entzindungsreaktion nach
Verabreichung des adjuvansfreien Tollwut-Impfstoffes, empfiehlt sich dieser zur
Anwendung, da durch ihn die entsprechende Schutzwirkung erzielt werden kann
(Duchow et al. 2005, Jakel et al. 2006). Diese ist gegebenenfalls Uber eine
Nachimpfung des weniger reizenden Impfstoffes in einem bestimmten Zeitabstand zur
Erstimpfung zu erreichen. Bei nicht stark immunogen wirkenden Mikroorganismen
kann das Fehlen des Adjuvans eine Steigerung der Antigenmenge im Impfstoff nétig
machen, um den entsprechenden Impfschutz zu gewéhrleisten. Unter Berticksichtigung,
dass auch die Antigenmenge (L okal-)Reaktionen ausldsen kann, muss fir die einzelnen
Impfstoffe geprift werden, ob sie mit einer gut vertrdglichen Antigenmenge ohne
Adjuvans einen ausreichenden Impfschutz, gegebenenfalls nach Boosterung, in der
entsprechenden Spezies induzieren. Wenn aufgrund der schwachen immunogenen
Wirkung des Antigens dennoch ein Adjuvans bendtigt wird, sollte dieses leicht
abbaubar sein, so dass weder eine Granulationsgewebsbildung erfolgt noch eine
Fremdkorperreaktion  stattfindet  und eine  lang anhaltende  chronische

Entztindungsreaktion vermieden wird.
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5. Zusammenfassung und Summary

51 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen wurde festgestellt, dass die angewandten
aluminiumadjuvanshaltigen [Al(OH); oder AIPO,4] Tollwut-Impfstoffe beim Frettchen
in 21/29 Proben eine granulomattse, in 3/29 eine pyogranulomattse, in 2/29 eine
lymphohistiozytare, in 2/29 eine eitrige und in 1/29 eine fibrosierende Entziindung
hervorgerufen haben. Im Grad der Entziindung gab es innerhalb der jeweiligen Gruppe
geringe Abweichungen. Der Nachwels der Entziindungen wurde bis zur 12. Woche
nach der Injektion erbracht. Bis zu diesem Zeitpunkt konnte kein zeitlich abhangiger
Rickgang der Entzindungsreaktion beobachtet werden. In 9/20 der diagnostizierten
chronischen Entziindungen in der 4. und 12. Woche nach Verabreichung der
aluminiumadjuvanshaltigen Tollwut-Impfstoffe, konnte eine Fremdkorperreaktion Uber
die Anwesenheit von Makrophagen und mehrkernigen Riesenzellen ermittelt werden.
Im selben Zeitraum wurde auch nach Verabreichung einer antigenfreien Al(OH)s-
haltigen Suspension eine gleichartige chronische granulomatdse Entzindung mit
Fremdkorperreaktion (2/2) ermittelt. Daher wurde das Al(OH)3; und das AIPO, in der
vorliegenden Arbeit als Ausl6ser fir die Fremdkorperreaktion angesehen.

Im Gegensatz dazu wurde ebenfalls bis zur 12. Woche nach Verabreichung eines
adjuvansfreien Tollwut-lmpfstoffes, der zur Anwendung am Menschen zugelassen ist,
ein deutlicher Riickgang der wesentlich schwécheren Entziindungsreaktion beobachtet.
Aullerdem konnte bei diesem Impfstoff zu keinem Zeitpunkt ein Hinweis fur die
Ausbildung einer Fremdkdrperreaktion in Form von Makrophagen bei gleichzeitiger
Anwesenheit von mehrkernigen Riesenzellen im Entziindungsinfiltrat gefunden werden.
Ob der adjuvansfreie Impfstoff, der zur Anwendung beim Menschen bestimmt ist, auch
bei Frettchen enen ausreichenden Impfschutz induziert, konnte aufgrund der
gleichzeitigen Verabreichung von zwei Tollwut-Impfstoffen bei der Durchfihrung
dieser Arbeit nicht geklart werden. Von dieser Arbeit unabhangige Untersuchungen
weisen darauf hin, dass dies moglich ist.

Aufgrund der Gewebeuntersuchungen nach subkutaner Verabreichung einer
isotonischen Kochsal zlsung konnten der Stich- und VVolumenreiz sowie die isotonische
Kochsalzlosung als Ausléser fiur die Ausbildung einer chronischen Entziindung

ausgeschl ossen werden.
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Zusammenfassung und Summary

Der Nachweis von Aluminium Uber einen Zeitraum von mindestens 24 Wochen nach
Verabreichung eines Al(OH);s-haltigen Tollwut-Impfstoffes bestétigt, dass das AI(OH)3
nicht oder nur sehr langsam biologisch abgebaut wird. Zu diesem Zeitpunkt konnte bei
den drel zur Verfigung stehenden Proben keine lokale Entziindungsreaktion mehr

nachgewiesen werden.

Impfstoffe gegen Tierseuchen und Zoonosen sind zwelfelsfrel von grof3er Bedeutung
und zum Schutz der Menschen und Tiere auch notwendig. Ohne die Durchfiihrung der
Impfungen kame es sicherlich zu neuen ausgedehnten Seuchenausbriichen, die viele
Opfer fordern wirden. In Bezug auf den Grundsatz, jeden medizinischen Eingriff so
schonend wie moglich zu gestalten, sind weitere Studien zur Entwicklung bzw.
Uberpriifung aluminiumadjuvansfreier Impfstoffe, die einen ausreichenden Impfschutz
gewdhrleisten, nétig. Dies gilt insbesondere fur Tierarten, die - wie die Katze und das
Frettchen - durch die Ausbildung schwerwiegender L okalreaktionen aufgefallen sind.

5.2 Summmary

There isincreasing evidence to suggest that several months after vaccination of cats and
ferrets sarcomas, especially fibrosarcomas, may develop at injection sites. It is supposed
that the adjuvant AI(OH); or AIPO, leads to a chronic inflammation which can trigger
resident fibroblasts and myofibroblasts at the injection site to neoplastic transformation.

In this work an examination of the inflammatory reaction in ferrets after vaccination
with two Al(OH)s-, one AIPO,4-containing vaccine, and two non-adjuvanted vaccines
was performed at the 1%, 4™ 12" and fractiona at 24" week after vaccination.
Untreated tissue, injection sites after injection of a sodium chloride solution, and
injection sites after administration of antigen-free Al(OH)s-suspension were used as
control. Otherwise detection of aluminium was performed until the 24™ week after
injection.

Within these examinations in ferrets it has been established that the used auminium
adjuvanted rabies vaccines caused in 21/29 samples a granulomatous, in 3/29 a
pyogranulomatous, in 2/29 a lymphohistiocytic, in 2/29 a suppurative, and in 1/29 a
fibrosis-predominated inflammation. There was a dight difference of the degree of
inflammation within the groups. Inflanmation could be detected until the 12 week
after vaccination. There was no time dependend decline of inflammation until this point

of time.
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Zusammenfassung und Summary

In 9/20 diagnosed chronic inflammations of the 4™ and 12™ week after administration of
the aluminium-adjuvanted vaccines a foreign body reaction could be detected by the
presence of macrophages and multinucleated giant cells. In the same space of time a
similar chronic granulomatous inflammation with foreign body reaction was detected
after administration of an antigen-free Al(OH)s-suspension. Therefore the Al(OH)s- and
AlIPO4-adjuvant are claimed as the cause of foreign body reaction.

In contrast, a clear reduction of a from the beginning substancially less intense
inflammation could be detected until the 12" week after using a non-adjuvanted rabies
vaccine which is authorised for human beings. Multinucleated giant cells could not be
detected and therefore there was no sign of a foreign body reaction. Because of the
simultaneous administration of an adjuvant-containing and a non-adjuvanted rabies
vaccine there was no possibility to detect the titer of antibody after administration of the
non-adjuvanted rabies vaccine but independent examinations indicate a sufficient
protection after using the non-adjuvanted rabies vaccine for human beings in cats and
ferrets.

Tissue examinations after subcutan administration of isotonic sodium chloride solution
excludes effects of prick and volume to initiate a chronic inflammation. The detection of
aluminium until the 24™ week after administration of an Al(OH)s-containing rabies
vaccine confirmed that Al(OH)zis not biodegradable or along time period is needed for
elimination, respectively. At this time there was no inflammation detectable.

There is no doubt that vaccines against epidemics of animals and zoonotic diseases are
still important. Relating to the principle to do a medica intervention as gentle as
possible further examinations for the use of effective aluminium adjuvant-free vaccines
are necessary, especially for species which have attracted attention by developing grave
local adverse drug reactions like cats and ferrets.
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6. Tabdllen

Tabellen

Die Zahlen geben die Anzahl der Proben der entsprechenden Rubrik wieder.
Die Probenzahl entspricht nicht der Tierzahl.

AbkUrzungen: ggr.: geringgradig mgr.: mittelgradig hgr.: hochgradig
Tabelle6.1 Hautproben von Versuchsserielund 2 (V 1und V 2)
Applikation von / N 1. Woche| 4. Woche | 12. Woche | 24. Woche
Unter suchungsmaterial vi/vz|lvi|v2|vi|v2a]|vi|v2
Al(OH)3-haltigem Tollwut-1mpfstoff 0l 2| a ol 4] 2 4 5 i
lund?2
Al(OH)3s-Suspension 4 1 - 1 - 1 - 1 -
AlIPO4-haltigem Tollwut-Impfstoff 3| 12 | - 4 - 4 | - 4 - -
adjuvansfreiem Tollwut-Impfstoff 4 | 24 | - 8 - 8 | - 8 - -
adjuvansfreiem Staupe-1mpfstoff 24 | - 8 - 8 | - 8 - -
isotonischer K ochsal zl sung 121 3 - 3 -] 3 - 3 -
unbehandelter Lendenbereichli. KH | 23 | - 8 - 71 - 8 - -
Haut von unbehandeltem Tier 2 1 - - - 1 - - -

KH: Korperhélfte

li.: linke

n: Probenanzahl gesamt

Tabelle6.2 Vergleich des Auftretensvon M akrophagen nach Verabreichung
der jeweiligen Injektion im Zeitraum der 1. - 12.Woche

I njektion keine | vereinzelt | wenig | viele | Uberwiegend | Gesamt
Al(OH)3s-Suspension 1 1 1 3
Tollwut-lmpfstoff 1 4 6
Tollwut-Impfstoff 2 2 2 7 1 12
Tollwut-Impfstoff 3 3 3 5 11
Tollwut-Impfstoff 4 18 3 1 2 24
Staupe-Impfstoff 20 3 1 24
isotonische 9 9
Kochsalzl6sung

unbehandelt 25 25
Gesamt 72 8 8 15 11 114

Tabelle6.3 Vergleich des Auftretensvon neutrophilen Granulozyten
nach Verabreichung der jewelligen Injektion im Zeitraum
der 1. - 12.Woche

Injektion keine |vereinzelt |wenig | vidle |Uberwiegend | Gesamt
Al(OH)s-Suspension 3 3
Tollwut-lmpfstoff 1 5 1 6
Tollwut-Impfstoff 2 11 1 12
Tollwut-Impfstoff 3 6 1 1 3 11
Tollwut-mpfstoff 4 23 1 24
Staupe-Impfstoff 24 24
isotonische 9 9
Kochsalzl6sung

unbehandelt 25 25
Gesamt 106 1 2 1 4 114
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Tabellen

Tabelle6.4 Vergleich des Auftretens von eosinophilen Granulozyten nach
Verabreichung der jeweiligen I njektion im Zeitraum der

1.- 12.Woche

Injektion keine | vereinzelt | wenig | vide | Uberwiegend | Gesamt
Al(OH)s-Suspension 3 3
Tollwut-lmpfstoff 1 6 6
Tollwut-lmpfstoff 2 12 12
Tollwut-Impfstoff 3 8 2 1 11
Tollwut-mpfstoff 4 24 24
Staupe-Impfstoff 24 24
isotonische 9 9
Kochsal zI 6sung

unbehandelt 25 25
Gesamt 111 2 1 0 0 114

Tabelle6.5 Vergleich des Auftretensvon Fibroblasten nach Verabreichung

der jeweiligen Injektion im Zeitraum der 1. - 12.Woche

Injektion keine| vereinzelt | wenig | viele | Uberwiegend | Gesamt
Al(OH)s-Suspension 1 1 1 3
Tollwut-Impfstoff 1 3 3 6
Tollwut-lmpfstoff 2 1 1 5 3 2 12
Tollwut-lmpfstoff 3 1 3 7 11
Tollwut-mpfstoff 4 17 1 3 3 24
Staupe-1mpfstoff 19 2 2 1 24
isotonische

Kochsalzl 6sung 8 1 9
unbehandelt 25 25
Gesamt 70 5 18 18 3 114

Tabelle6.6 Vergleich des Auftretensvon Fibrozyten nach Verabreichung
der jeweiligen Injektion im Zeitraum der

1. - 12.Woche
I njektion keine| vereinzelt | wenig | viele | Uberwiegend | Gesamt
Al(OH)s-Suspension 1 2 3
Tollwut-lmpfstoff 1 2 3 1 6
Tollwut-Impfstoff 2 10 1 1 12
Tollwut-lmpfstoff 3 9 2 11
Tollwut-mpfstoff 4 24 24
Staupe-Impfstoff 22 1 1 24
i sotonische Kochsal zlsung 9 9
unbehandelt 25 25
Gesamt 102 9 1 2 0 114
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Tabel

len

Tabelle6.7 Vergleich des Auftretensvon Lymphozyten nach Verabreichung
der jeweiligen Injektion im Zeitraum der 1. - 12.Woche

Injektion keine | vereinzelt | wenig | viele | Uberwiegend |Gesamt
Al(OH)s-Suspension 1 2 3
Tollwut-lmpfstoff 1 2 2 2 6
Tollwut-lmpfstoff 2 2 6 2 2 12
Tollwut-Impfstoff 3 1 7 3 11
Tollwut-lmpfstoff 4 14 3 7 24
Staupe-Impfstoff 14 2 7 1 24
isotonische 9 9
Kochsal zI6sung

unbehandelt 25 25
Gesamt 65 14 27 8 0 114

Tabelle6.8 Vergleich des Auftretensvon Plasmazellen nach Verabreichung
der jeweiligen Injektion im Zeitraum der 1. - 12.Woche

Injektion keine | vereinzelt | wenig | vide | Uberwiegend | Gesamt
Al(OH)s-Suspension 3 3
Tollwut-lmpfstoff 1 1 1 4 6
Tollwut-Impfstoff 2 8 1 3 12
Tollwut-Impfstoff 3 3 1 2 3 2 11
Tollwut-Impfstoff 4 23 1 24
Staupe-1mpfstoff 23 1 24
isotonische 9 9
Kochsalzl6sung

unbehandelt 25 25
Gesamt 95 5 5 7 2 114

Tabelle6.9 Vergleich des Auftretensvon Apoptose nach Verabreichung der
jeweiligen Injektion im Zeitraum der 1. - 12.Woche

I njektion keine | vereinzelt | wenig | vidle | Uberwiegend | Gesamt
Al(OH)s-Suspension 2 1 3
Tollwut-Ilmpfstoff 1 1 5 6
Tollwut-mpfstoff 2 10 2 12
Tollwut-Impfstoff 3 4 1 3 2 1 11
Tollwut-Impfstoff 4 24 24
Staupe-1mpfstoff 24 24
isotonische 9 9
K ochsal zI 6sung

unbehandelt 25 25
Gesamt 99 2 10 2 1 114
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Tabellen

Tabelle6.10 Vergleich des Auftretensvon Granulationsgewebsbildung nach
Verabreichung der jeweiligen Injektion im Zeitraum der
1. Woche und der 4. + 12. Woche

Woche 1. Woche 4. und 12. Woche

" Nein | Ja | Gesamt | Nein | Ja | Gesamt
Injektion
Al(OH);-Suspension 1 1 2 2
Tollwut-Impfstoff 1 2 2 2 2 4
Tollwut-Impfstoff 2 2 2 4 6 2 8
Tollwut-lmpfstoff 3 3 1 4 2 6 8
Tollwut-lmpfstoff 4 8 8 16 16
Staupe- | mpfstoff 7 1 8 16 16
isotonische
Kochsalzl6sung 3 3 6 6
unbehandelt 9 9 16 16
Gesamt 33 6 39 65 11 76
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7. Materialien

Materialien

Chemikalie/

. | Firma Adresse Tel. und Fax E-Mail
Gebrauchsmaterial
Al(OH)s-Suspension Chiron vaccines Emil-von-Behring-Str. 76 | Tel. 06421 / 3915
aSUSp Novartis Behring 35041 Marburg Fax 06421 / 392336
Ammoniaklésung 25 % Frankfurter Str. 250, Tel. 06151/ 72-0
2ur Andlyse Merck KGaA 64293 Darmstadit Fax 06151/ 72-2000 | Webmaster@merck.de.
Chloral hydrate purum, Sigma-Aldrich Chemie | Riedstral3e 2, Tel.07329/97-0 Deorders@europe.sial.com
cryst., (Fluka) GmbH 89555 Steinheim Fax 07329/ 97- 2160 pe.Sa.
Frankfurter Str. 250, Tel. 06151/ 72-0

Entellan Neu Merck KGaA 64293 Darmstadit Fax 06151 / 72-2000 webmaster@merck.de.
Entionisiertes Wasser hauseigene Herstellung :

. Frankfurter Str. 250, Tel. 06151/ 72-0
Eosin G Merck KGaA 64293 Darmstadit Fax 06151 / 72-2000 webmaster@merck.de.

. . Sigma-Aldrich Chemie | Riedstralle 2, Tel.07329/97-0 .
Epoxy-Einbettungsmittel GmbH 89555 Steinheim Fax 07329/ 97- 2160 Deorders@europe.sial.com
Epoxy-Einbettungsmittel | Sigma-Aldrich Chemie | Riedstralle 2, Tel.07329/97-0 Deorders@europe.sial.com
Beschleuniger GmbH 89555 Steinheim Fax 07329/ 97- 2160 peSal.
Epoxy-Einbettungsmittel | Sigma-Aldrich Chemie | Riedstraile 2, Tel.07329/97-0 Deorders@europe.sial.com
Harter DDSA GmbH 89555 Steinheim Fax 07329/ 97- 2160 pe.Sia.
Epoxy-Einbettungsmittel | Sigma-Aldrich Chemie | Riedstralle 2, Tel.07329/97-0 Deorders@europe.sial.com
Hérter MNA GmbH 89555 Steinheim Fax 07329/ 97 -2160 P s
Essigsaure 100 % Frankfurter Str. 250, Tel. 06151/ 72-0
(Eisessig) zur Andlyse | ME&k KGaA 64293 Darmstadit Fax 06151/ 72-2000 | Webmaster@merck.de.

Frankfurter Str. 250, Tel. 06151/ 72-0

Ethanol Merck KGaA 64293 Darmstadit Fax 06151 / 72-2000 webmaster @merck.de.
Formal dehydldsung Frankfurter Str. 250, Tel. 06151/ 72-0
min. 37 % Merck KGaA 64293 Darmstadit Fax 06151/ 72-2000 | Vebmaster@merck.de.
Glutaraldehyl6sung Sigma-Aldrich Chemie | Riedstral3e 2, Tel.07329/97-0 Deorders@europe.sial.com
Grade |, 25% in H,0, GmbH 89555 Steinheim Fax 07329/ 97- 2160 pe.Sial.

u Lo Frankfurter Str. 250, Tel. 06151/ 72-0
Hamatoxylin krist. Merck KGaA 64293 Darmstadt Fax 06151 / 72-2000 webmaster@merck.de.
Kalidaun/Kaliumalaun/ | Sigma-Aldrich Chemie | Riedstraile 2, Tel.07329/97-0 Deorders@europe.sial.com
Kaliumaluminiumsulfat | GmbH (Fluka) 89555 Steinheim Fax 07329/ 97- 2160 pe.Sia.

. Ernst-Befort-Straf3e 12, D-| Tel. 06441 / 9765-0
! - B

Kupfergrids Plano GmbH 35578 Wetzlar Fax 06441 / 9765-65 plano@plano-em.de

- Frankfurter Str. 250, Tel. 06151/ 72-0

Natriumiodat Merck KGaA 64293 Darmstadit Fax 06151 / 72-2000 webmaster@merck.de.
. . Ernst-Befort-Stra3e 12, D-| Tel. 06441 / 9765-0
' plano@plano-em.de
Nickelgrids Plano GmbH 35578 Wetzlar Fax 06441 / 9765-65 |lano@plano-em.de
Objekttréger Carl Roth GmbH & Schoemperlenstr. 3-5, Tel. 0721/ 5606-0 info@carlroth.de
SuperFrost Plus Co.KG 76186 Karlsruhe Fax 0721 / 5606-149 *

) . Sigma-Aldrich Chemie | Riedstral3e 2, Tel.07329/97-0 .
Osmiumtetroxid GmbH 89555 Steinheim Fax 07329/ 97- 2160 | DeCrders@etropesial.com
Paraffin-Gewebeeinbett- | Wilhelm Vogel Marburger Stral3e 81, Tel.: 0641/ 932310 zentrale@voqel-gi de
mittel Vogel Histo-Comp | GmbH & Co.KG 35396 GieRen Fax 0641 / 39221 Jel-QIEesSen.

Frankfurter Str. 250, Tel. 06151/ 72-0
(Iso-) Propanol Merck KGaA 64293 Darmstadit Fax 06151 / 72-2000 webmaster@merck.de.
Propylenoxid Sigma-Aldrich Chemie | Riedstral3e 2, Tel.07329/97-0 Deorders@europe.sial.com
(Fluka) GmbH 89555 Steinheim Fax 07329 / 97- 2160 pe.Sa.
Salzsédure rauchend, Frankfurter Str. 250, Tel. 06151/ 72-0
37% Merck KGaA 64293 Darmstadit Fax 06151/ 72-2000 | Veomaster@merck.de.
Frankfurter Str. 250, Tel. 06151/ 72-0
Uranylazetat Merck KGaA 64293 Darmstadit Fax 06151 / 72-2000 webmaster@merck.de.
Frankfurter Str. 250, Tel. 06151/ 72-0
Xylol zur Analyse Merck KGaA 64293 Darmstadt Fax 06151 / 72-2000 webmaster@merck.de.
Zitronenséure, Sigma-Aldrich Chemie | Riedstral3e 2, Tel.07329/97-0 Deorders@europe.sial.com
Citric acid (Fluka) GmbH 89555 Steinheim Fax 07329/ 97- 2160 pe.Sia.
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AbkUrzungen

8. Abklrzungen

Abkurzung | Bedeutung Tell /3

Apt Apoptose

AS Al(OH)3-Suspension

ASC Apoptosi s—asgoci ated spec_k-l ike protein containing a
caspase recruitment domain

BCG Bacille-Calmette-Guérin

BK Brustkorb

CSF-1 Colony-stimulating factor; Kolonie-stimulierender Faktor

E Entziindung

eG eosinophile Granulozyten

E-Grad Entzindungsgrad

Fb Fibroblasten

FeLV Felines Leuk&mievirus

FeSV Felines Sarkomvirus

Fgw Fettgewebe

FS Fibrosarkom

Fz Fibrozyten

aor. geringgradig

GM-CSF granul ocyte-macrophage colony-stimulating factor; Granulozyten-
Makrophagen Kolonie-stimulierender Faktor

Gr. Gruppe

GruppeaS | Gruppe der (aluminium)adjuvanshaltigen Tollwut-Impfstoffe

Gruppe nalS | Gruppe des adjuvansfreien Tollwut-Impfstoffes

Gruppe ahlS | Gruppe der Al(OH)s-haltigen Tollwut-Impfstoffe

Gruppe aplS | Gruppe des AlPO,-haltigen Tollwut-Impfstoffes

HE Hamatoxylin-Eosin

har. hochgradig

ICP-MS Inductively Coupled Plasma - Mass Spectrometry;
Induktiv gekoppelte Plasmaionen-M assenspektrometrie

I.E. Internationale Einheit

[FN-y Interferon Gamma

iFS I njektionsassoziiertes Fibrosarkom

IL Interleukin

IS COMs Immunstimulierende Komplexe

151




AbkUrzungen

Abktrzung Bedeutung Tell 2/3
I.U. Internationale Einheit gemal3 Européi schem Arzneibuch
LPS Lipopolysaccharid
Ly Lymphozyten
Ly.-Inf. Lymphozyteninfiltrate
Mak Makrophagen
mgr. mittelgradig
MMf Makrophagische Myofasziitis
Msk (Haut-)Muskel
n Probenzahl/Stichprobenumfang
NaCl-Lsg. isotonische K ochsal zl 6sung
NACHT [NAIP, CIITA, HET-E and TP1]-domain, leucine-

NALP3 rich-repeat-, and PY D [pyrin-domain] containing protein 3;
Synonym: PY PAFL/Cryopyrin/CIASUNLRP3

Nek Nekrose

NF-xB Nuclear Factor Kappa B

nG neutrophile Granulozyten

niFS nicht-injektionsassoziiertes Fibrosarkom

obB ohne besonderen Befund

PBMCs Peripheral Blood Mononuclear Cells

PBS Phosphate Buffered Saline

PDGF plateled-derived growth factor (Wachstumsfaktor)

PZ Plasmazellen

Rz mehrkeringe Riesenzellen

S Standardabweichung

Sl adjuvansfreier Staupe-Impfstoff

TI1 Al(OH)s-haltiger Tollwut-Impfstoff 1

Tl 2 Al(OH)s-haltiger Tollwut-Impfstoff 2

T3 AIPO4-haltiger Tollwut-Impfstoff 3

T4 adjuvansfreier Tollwut-Impfstoff 4

TEM Transmissionsel ektronenmikroskop

TGF-B1 Transforming Growth Faktor-f1

TNF-a Tumornekrosefaktor-a

ub unbehandelt

US(s) Untersuchung(s)
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AbkUrzungen

Abktrzung Bedeutung Teil 3/3
V1 Versuchsserie 1
V2 Versuchsserie 2
Wo Woche
X Mittelwert
X Median
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