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Zusammenfassung

Von einem tierschutzgerechten Adjuvans ist neben seiner
immunstimulierenden Wirkung eine ausgezeichnete Gewe-
bevertriiglichkeit an der Injektionsstelle zu fordern. In der
vorliegenden Studie wurden die lokalen Gewebereaktionen
in der Pektoralismuskulatur des Huhnes nach intramuskuléi-
rer Injektion von Freundschem kompletten Adjuvans (FCA),
Muramyldipeptid (MDP) und Pam,Cys-Ser-(Lys),(PCSL)
untersuchtr. Wihrend nach Applikation von FCA in allen
untersuchten Fiillen das Auftreten einer hochgradigen
granulomatdsen und teilweise abszedierenden Myositis Zu
beobachten war, hatte die Verwendung von MDP und dem
Lipopeptid PCSL lediglich geringgradige und voriiberge-
hende entziindliche Verdnderungen zur Folge. Aufgrund
seiner ausgezeichneten immunstimulierenden Eigenschaften
bei minimaler Gewebealteration bietet sich das synthetische
Lipopeptid PCSL als Alternative zum héiiufig verwendeten

Summary: Local reactions after the application of several
adjuvants in the chicken.

For an animal sparing adjuvant high immunostimulation
potential combined with minimum tissue irritating qualities
are to be demanded. In the present study local tissue
reaction due to intramuscular injection of Freund’s comple-
te adjuvant (FCA), muramyl-dipeptide (MDP) and
Pam;Cys-Ser-(Lys), (PCSL) into the pectoral muscle of hens
was examined. After application of FCA in all cases there
was a violent tissue reaction resulting in a pronounced
granulomatous, in some cases absceding, inflammation. The
use of MDP and of the synthetic lipopeptide PCSL provoked
only a mild and transient tissue reaction. Therefore and
because of its high immunostimulation potential, PCSL is a
convenient alternative to FCA.

Keywords: chicken, adjuvants, lipopeptides, Freund’s
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1 Einleitung und Fragestellung

Aviidre Antikorper stellen fiir therapeu-
tische und diagnostische Zwecke eine
ideale Alternative zu polyklonalen An-
tikorpern von Sidugetieren dar. Die
Maoglichkeit der schonenden Gewin-
nung grofer Mengen von Antikdrpern
aus dem Hiihnerei 148t diese Methode
gerade unter dem Aspekt des Tier-
schutzes in den Vordergrund riicken.
Voraussetzung fiir eine effiziente Nut-
zung der einfach zuginglichen Ant-
korperquelle ,Hiihnerei* ist eine opti-
male Immunisierung der Legehennen,
wobei fiir die Erzielung ausreichend
hoher Antikorpertiter der Einsatz ge-
eigneter Adjuvantien notwendig ist.
Von einem tierschutzgerechten Adju-
vans ist neben seiner immunstimulie-
renden Wirkung eine ausgezeichnete
Gewebevertriglichkeit an der Injekti-
onsstelle zu fordern. Ziel der vorlie-
genden Studie war es, die lokalen
Gewebereaktionen nach intramuskuli-
rer Applikation verschiedener Adju-
vantien in die Pektoralismuskulatur
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complete adjuvant, muramyl-dipeptide, myositis

von 4 Monate alten Weifen Leghorn
Hennen (Lohmann Selected Leghorn)
mit einem Korpergewicht von 800 bis
1200 g auf makroskopischer und licht-
mikroskopischer Ebene zu untersu-
chen.

2 Versuchstiere, Material und
Methoden

2.1 Adjuvantien

Als Adjuvantien wurden Komplettes
Freundsches Adjuvans (FCA; Difco,
Detroit, USA), Inkomplettes Freund-
sches Adjuvans (FIA; Difco, Detroit,
USA), N-Acetylmuramyl-L-Alanyl-D-
Isoglutamin (MDP; Sigma, St. Louis,
USA) und das synthetische Lipopeptid
Pam,Cys-Ser-(Lys), (PCSL; Prass et
al., 1987) eingesetzt.

2.2 Antigene

Folgende Antigene kamen zum Ein-
satz: das Protein Humanserumalbumin
(HSA; Sigma, St. Louis, USA), das
Hapten  1,2,2-Trimethylpropyl-para-

aminophenylphosphonat (MATP), ge-
koppelt an HSA (Schmidt et al., 1988),
sowie die erregerspezifischen Antigene
Lactovac® Muttertier-Vaccine
(Hoechst, UnterschleiBheim, Deutsch-
land; bestehend aus inaktiviertem
Rotavirus, inaktiviertem Coronavirus,
inaktiviertem Parvovirus und inakti-
viertem E. coli K99 Pilusantigen) und
Kryptosporidien (aus Kélberkot isoliert
und freundlicherweise zur Verfiigung
gestellt von Prof. Dr. R. Gothe, Institut
fiir vergleichende Tropenmedizin und
Parasitologie, LMU Miinchen).

2.3 Immunisierung der Legehennen
und Probengewinnung

Immunisierung mit HSA:

Jeweils 7 Legehennen wurden mit 5
mg HSA/kg Korpergewicht (KGW) in
0.9%iger NaCl-Losung (Gruppe 1)
bzw. mit 5 mg HSA/kg KGW in einer
Emulsion mit FCA (0,5 ml FCA/kg
KGW) (Gruppe II) oder mit 5 mg
HSA/kg KGW in 0,9%iger NaCl-Lo-
sung mit 300 pg MDP (Gruppe III) in
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die Pektoralismuskulatur immunisiert
(i.m.). Alle Tiere wurden am 42. Tag
nach der Erstimmunisierung mit 2 mg
HSA/kg KGW in 0.5 ml/kg KGW
0.9%iger NuaCl-LOsung intravenos
(vena cutanea ulnaris) reimmunisiert.
Von jeder Gruppe wurden Tiere am
7. (n=2), 49. (n=2) und 91. (n=3) Tag
nach der ersten Immunisierung getotet
(intravense Barbituratinjektion). In-
nerhalb einer Stunde nach der Euthana-
sie wurde die Muskulatur im Injekti-
onsbereich entnommen, in gepuffertem
Formalin (5%) immersionsfixiert und
anschlieBend  durch  planparallele
Schnitte bei einer Schichtdicke von 2-
3 mm lamelliert. Nach routineméaBiger
Einbettung in Paraffin wurden 3 pm
dicke Schnitte mit Hamalaun und Eo-
sin (H&E) bzw. mit der Trichromfar-
bung nach Masson gefarbt. Gefrier-
schnitte wurden zur Darstellung von
Lipiden mit Fettrot 7B gefiarbt. Von
ausgewihlten Fillen wurden immunhi-
stochemische Untersuchungen an Par-
affinschnitten zur Darstellung I1gG-,
IgM- und IgA-synthetisierender Plas-
mazellen mittels der Avidin-Biotin-
Complex (ABC)-Methode durchge-
fiihrt (Sprick-Sanjosé Messing, 1990).

Immunisierung mit MATP-HSA:

6 Legehennen wurden mit 1 mg
MATP-HSA/Tier im. immunisiert.
Die Impfdosis (Antigen gemeinsam
mit Adjuvans) betrug insgesamt 1,2 ml.
Die Tiere der Gruppe IV (n=3) erhiel-
ten als Adjuvans 0,5 mg PCSL in
0,9%iger NaCl-Losung, die Tiere der
Gruppe V 0,6 ml FCA (n=2) und Tier
VI 0,6 ml FIA. Alle Hiihner wurden 4
und 8 Wochen nach der Erstimmuni-
sierung nach der selben Methode reim-
munisiert. Bei den Tieren der Gruppe
V wurde dabei FCA durch FIA ersetzt.
Die Probengewinnung fiir die morpho-
logische Untersuchung (s.0.) erfolgte
42 Tage nach der letzen Immunisie-
rung.

Immunisierung mit Lactovac® und mit
Kryptosporidien:

Jeweils 8 Legehennen wurden mit 1 ml
Lactovac® in Kombination mit 0,5 ml
PCSL (0,5 mg) (Gruppe VII) oder mit
0.5 ml FCA (Gruppe VIII) bzw. mit
0,5 ml Kryptosporidiensuspension
(2,5%10% in Kombination mit 0,5 ml
PCSL (0,5 mg) (Gruppe IX) oder mit
0,5 ml FCA (Gruppe X) i.m. immuni-
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siert. Alle Hiihner wurden 4 und 8
Wochen nach der Erstimmunisierung
nach der selben Methode reimmuni-
giert. Die Injektionsstelle dieser Tiere
wurde 12 Wochen nach der letzten
[mmunisierung  makroskopisch  beur-
teilt.

3 Ergebnisse

3.1 Makroskopische Befunde

Die makroskopische Beurteilung der
Pektoralismuskulatur ergab nach Ap-
plikation von Antigen in 0,9%iger
Kochsalzlosung bzw. in Kombination
mit MDP oder PCSL keine Auffillig-
keiten (Gruppen I, I1I, IV, VII, IX).

Die ausgeprigtesten Verdnderungen
waren bei Verwendung von FCA zu
beobachten. Am 7. Tag nach Injektion
von HSA mit FCA (Gruppe I1) fanden
sich in der Muskulatur unregelmiBig
gestaltete Aufhellungsherde. Thre An-
schnittflichen, deren GroBe bis zu etwa
1 cm® aufwies, lieBen bei leichter
Druckanwendung den Austritt einer
Oligen Flissigkeit erkennen. Auch
noch 42 Tage nach Immunisierung mit
FCA und FIA (Gruppe 5) und am 91.
Tag nach einmaliger FCA-Applikation
(Gruppe II) waren in der Brustmusku-
latur einzelne, weilllich-gelbliche Her-
de nachweisbar, deren bis zu 1,5x0,5
cm groBe Anschnittflichen keine Mus-
kelfaserstruktur mehr zeigten.

Ahnliche Herde fanden sich auch 42
Tage nach Applikation von MATP-
HSA in Kombination mit FIA (Tier
V).

Bei Verabreichung von FCA zusam-
men mit den mikrobiellen Antigenen
Lactovac® (Gruppe VIII) und Krypto-
sporidien (Gruppe X) entwickelten sich
besonders ausgepriigte entziindliche

Verinderungen. Zum Untersuchungs-
zeitpunkt 12 Wochen nach der letzien
Applikation lagen bei allen behandel-
ten Tieren in der Muskulatur miliare
bis haselnuligrolic Abszcsse vor, bei
deren Spaltung cine rahmige Fliissig-
keit ablief (siche Tabelle). Die mikro-
biologische Untersuchung ausgewihl-
ter Abszesse erbrachte keine Hinweise
fiir das Vorhandensein vermehrungsfi-
higer Keime.

3.2 Histologische Befunde

Nach Immunisierung mit HSA in
0,9%iger Kochsalzlésung (Gruppe I)
und in Kombination mit MDP (Gruppe
1IT) zeigten sich am 7. Tag nach der
Injektion im [Interstitium multiple
kleinherdige, vorwiegend perivaskular
lokalisierte lymphohistiozytire Infiltra-
te mit vereinzelt eingestreuten Plasma-
zellen (Abb. 1). Als Folge der mecha-
nischen Irritation lieen sich in einzel-
nen Fillen zusitzlich ein hyalinscholli-
ger Zerfall von Muskelfasern mit Mus-
kelzellproliferationen und Himoside-
rinspeicherung in Makrophagen sowie
die Ausbildung eines linglichen Fibro-
sierungsherdes nach Art eines in Ver-
narbung begriffenen Stichkanals beob-
achten (Abb. 2). In den Gewebeproben,
die zu spiteren Zeitpunkten untersucht
wurden, konnten nach Immunisierung
mit HSA in 0,9%iger NaCl keine oder
nur einzelne kleinherdige interstitielle
mononukledre Zellinfiltrate festgestellt
werden, withrend sich bei Verwendung
von MDP bzw. nach Immunisierung
mit MATP-HSA in Kombination mit
PCSL nach 48 bzw. 42 Tagen multiple,
interstitielle perivaskuldre lymphohi-
stiozytidre Zellansammlungen fanden;
plasmazellulire Reaktionen waren zu
diesem Zeitpunkt nicht mehr nachweis-
bar.

Tabelle: Makroskopische Befunde nach Immunisierung mit Lactovac® bzw.
Kryptosporidien unter Verwendung von FCA bzw. PCSL

Lactovac®/  Lactovac® Kryptosporidien/ Kryptosporidien/
FCA PCSL FCA PCSL
0.h.B. 0 8 0 8
Abszess + 0 0 1 0
Abszess ++ 3 0 2 0
Abszess +++ 5 0 5 0

+ = miliare Abszesse; ++ = bis zu erbsengroBe Abszesse; +++ = bis zu haselnuBgroBe

Abszesse
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Abbildung 1: Pektoralismuskulatur, Huhn, 7 Tage nach
einmaliger i.m. Applikation von HSA in 0,9 %iger NaCl.
Interstitielles lympho-histiozytares Infiltrat. H&E, Primarver-

gréBerung: x 50.

Im Gegensatz dazu hatte die Immu-
nisierung unter Verwendung von FCA
hochgradige entziindliche Verinderun-
gen an der Injektionsstelle zur Folge.

Am 7. Tag nach der Injektion von
HSA mit FCA (Gruppe II) fanden sich
in der Muskulatur unterschiedlich gro-
Be, optisch leere Vakuolen, die sich in
der Fettfiirbung intensiv rot darstellten.
Im Bereich dieser Vakuolen fanden
sich ausgeprigte entziindliche Infiltra-
tionen, tiberwiegend bestehend aus Hi-
stiozyten bzw. Epitheloidzellen und
hiufig siegelringartigen Makrophagen
sowie Lymphozyten und Plasmazellen

Abbildung 3: Pektoralismuskulatur, Huhn, 7 Tage nach
einmaliger i.m. Applikation von HSA in Kombination mit
FCA. Herdférmige Myositis unter Beteiligung von Lympho-
zyten, Plasmazellen und Makrophagen. H&E, Priméarvergré-

Berung: x 100.
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gréBerung: x 50.

(Abb. 3). In einzelnen Lokalisationen
waren auch pseudoeosinophile Granu-
lozyten zu beobachten. Das Bild wurde
erginzt durch den hyalinscholligen Un-
tergang einzelner Muskelfasern und
durch dichte perivaskuldre, betont lym-
phohistiozytire Infiltrate. Im weiteren
Verlauf (Gruppe II Tag 49 und 91,
Gruppe V) entwickelte sich eine aus-
gedehnte chronisch fibrosierende gra-
nulomatdse Myositis. Die Lipidva-
kuolen waren vorwiegend von Epithe-
loidzellen, Lymphozyten und Plasma-
zellen umsiumt. Diese Epitheloidzell-
granulome zeigten nicht selten eine

A i

Abbildung 2: Pektoralismuskulatur, Huhn, 7 Tage nach
einmaliger i.m. Applikation von HSA in 0,9 %iger NaCl.
Herdférmige Fibrosierung im Stichkanal. H&E, Primarver-

zentrale Nekrose mit Verkalkung, wo-
bei sich hidufig Riesenzellen vom
Fremdkorpertyp  darstellen  liefien
(Abb. 4). Das Granulationsgewebe war
netzartig von faserreichem kollagenen
Bindegewebe durchsetzt (Abb. 5). Im-
munhistochemisch lieBen sich zahlrei-
che IgG-synthetisierende und einzelne
IgM-produzierende Plasmazellen dar-
stellen.

Bei Verwendung von FIA in Kombi-
nation mit MATP-HSA (Tier VI) wur-
den dhnliche Lipidvakuolen wie bei
FCA festgestellt (Abb. 6); daneben
zeigten sich deutliche perivaskuldre

Abbildung 4: Pektoralismuskulatur, Huhn, nach i.m. Applikati-
onvon MATP-HSA in Kombination mit FCA und FIA (Gruppe
V; 42 Tage nach letztmaliger Injektion) Epitheloidzellgranu-
lom mit zentraler Nekrose und Verkalkung unter Beteiligung
von Riesenzellen (Pfeil). H&E, PrimarvergréBerung: x 100.
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Abbildung 5: Pektoralismuskulatur, Huhn, 91 Tage nach
einmaliger i.m.Applikation von HSA in Kombination mit
FCA. Chronische granulomatdse Myositis mit Fibrosierung
(Stern) im Injektionsbereich. Trichrom-Masson, Priméarver-

gréBerung: x 50.

lymphohistiozytire Infiltrate. Der Grad
der entziindlichen Reaktionen im Be-
reich der Lipidvakuolen, insbesondere
die Ausbildung plasmazellulirer Diffe-
renzierungen, war allerdings weitaus
geringer ausgepragt.

4 Diskussion

Zur Erzielung ausreichend hoher Anti-
korpertiter ist beim Huhn wie bei
anderen Tierspezies die Verwendung
geeigneter Adjuvantien unvermeidbar.
Unter Immunadjuvantien versteht man
Substanzen, welche die antigenspezifi-
sche Immunantwort verstarken, wenn
sie zusammen mit einem Antigen ver-
abreicht werden. lhre Wirksamkeit be-
ruht einerseits auf der Fihigkeit, Anti-
gene im Gewebe zuriickzuhalten und
kontinuierlich freizusetzen, anderer-
seits auf spezifischen Bestandteilen,
welche humorale und zelluldre Immun-
reaktionen stimulieren und das Mono-
zyten-/Makrophagensystem aktivieren.
Aufgrund dieser charakteristischen Ei-
genschaften sind lokale Entziindungs-
reaktionen am Ort der Applikation zu
erwarten, die im Interesse der betroffe-
nen Tiere auf ein Minimum reduziert
werden sollten.

Wie die Immunisierung mit HSA in
0,9%iger NaCl-Losung zeigt, sind ge-
ringgradige, injektionsbedingte Lisio-
nen, wie lokale Blutungen und mini-
male Narbenbildung im Bereich des
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Abbildung 6: Pektoralismuskulatur, Huhn, nach i.m. Appli-
kation von MATP-HSA in Kombination mit FIA (Tier VI; 42
Tage nach letztmaliger Injektion). Chronische interstitielle
Myositis mit zahlreichen Lipidvakuolen im Injektionsbereich.

H&E, PrimarvergréBerung: x 50

Stichkanals nach intramuskuldrer Ap-
plikation unvermeidbar. Die vorliegen-
den Ergebnisse zeigen, dafi diese Reak-
tionen aber keine langanhaltenden
Schiden hervorrufen.

Eine besonders gute immunstimulie-
rende Wirkung ist seit langem von
FCA bekannt und konnte auch beim
Huhn in zahlreichen Untersuchungen
dargestellt werden (French et al., 1970;
Tam und Benedict, 1975; Fiedler et al.,
1981; Losch et al., 1982; Kiihlmann-
Rabens et al., 1987). Es vereint durch
seinen Gehalt an Mineraldl und abgeto-
teten Mykobakterien die F#higkeiten
der Antigenretention am Applikations-
ort und der gleichzeitigen Stimulation
von Immunzellen. Entscheidend fiir die
Aufrechterhaltung langanhaltend hoher
Antikorpertiter insbesondere in der
zweiten Phase der humoralen Immun-
antwort ist offensichtlich die lokale
Antikorperproduktion durch Plasma-
zellen am Ort der intramuskulidren Ap-
plikation (French et al., 1970), wie
durch den morphologischen Nachweis
IgG-synthetisierender Plasmazellen ge-
zeigt werden konnte. Das Vorliegen
IgM-immunreaktiver Plasmazellen
auch 3 Monate nach einmaliger Appli-
kation von FCA ist als Hinweis fiir eine
andavernde Antigenfreisetzung aus den
lokalen Depots zu werten. Wie die
vorliegenden Ergebnisse in Uberein-
stimmung mit French et al. (1970)
zeigen, ist auch beim Huhn in Analogie
zu anderen Spezies (Amyx, 1987; Bro-

dersen, 1989) nach intramuskuldrer
Applikation von FCA mit der Ausbil-
dung einer hochgradigen chronischen
granulomattsen und teilweise absze-
dierenden Myositis zu rechnen, auch
wenn solche Reaktionen von einzelnen
Untersuchern nicht gefunden werden
konnten (Gassmann et al., 1990a, b).
Unter dem Aspekt des Tierschutzes ist
daher zu fordern, die Verwendung von
FCA bei der Gewinnung von Hiihner-
antikorpern soweit als mdoglich einzu-
schrinken und besser vertragliche Ad-
juvantien zu entwickeln.

MDP ist als kleinste immunologisch
aktive Struktur der mykobakteriellen
Zellwand Bestandteil von FCA. Beim
Séuger ist je nach Zusammensetzung
des verwendeten Préparates eine Stei-
gerung unterschiedlicher immunologi-
scher Reaktionen durch MDP beschrie-
ben worden (Parant, 1979; Parant und
Chedid, 1984; Warren und Chedid,
1988). In der vorliegenden Studie, in
der MDP in 0,9%iger NaCl-Losung
verabreicht wurde, konnte im Ver-
gleich zur Gruppe I nur eine geringgra-
dig verstirkte entziindliche Reaktion
an der Injektionsstelle beobachtet wer-
den. Offensichtlich kommt der nicht
metabolisierbaren ~ Mineraldlkompo-
nente im FCA eine entscheidende Be-
deutung fiir die Auslosung der beob-
achteten langanhaltenden lokalen Ent-
ziindungserscheinungen zu, wihrend
den mykobakteriellen Bestandteilen in
erster Linie eine Stimulation von T-
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Helferfunktionen zuzuschreiben ist
(Tam und Benedict, 1975).

So konnten auch bei Verwendung
von FIA, das keine Mykobakterien
enthélt, noch mehrere Wochen nach
der Injektion #hnliche Lipidvakuolen
wie bei FCA sowie deutliche perivas-
kuldre lymphohistiozytire Reaktionen
festgestellt werden, auch wenn der
Grad der entziindlichen Alterationen
weitaus geringer ausgeprigt war.

Eine neue Generation von Adjuvan-
tien stellen synthetische Abkémmlinge
des N-terminalen Lipopeptids aus der
Zellwand von Escherichia coli dar
(Bessler und Jung, 1992). Die ausge-
zeichnete immunstimulierende Wir-
kung dieser Lipopeptide konnte nicht
nur beim Siuger (Schlecht, 1993; Klei-
ne et al.,, 1994), sondern auch beim
Huhn (Kellner et al., 1992; Erhard et
al., 1994; Hofmann et al., 1996) de-
monstriert werden. Bei Verwendung
von PCSL waren in der vorliegenden
Studie weder makroskopisch noch
lichtmikroskopisch auffillige Verinde-
rungen festzustellen, so daB sich diese
neuen Adjuvantien auch beim Huhn als
mogliche Alternative zu FCA anbieten.
Es bleibt jedoch einzuschriinken, dali
die hier dargestellten Untersuchungen
6 bzw. 12 Wochen nach der Applikati-
on von Antigen mit PCSL durchgefiihrt
wurden, lokale entziindliche Reaktio-
nen bei der Maus aber nur bis zum 28.
Tag nach Injektion von Lipopeptiden
nachzuweisen sind (Wiedemann et al.,
1991). Weitere morphologische Unter-
suchungen am Huhn, die zu einem
fritheren Zeitpunkt stattfinden werden,
sollen letztlich auch die Eignung der
synthetischen Lipopeptide als tierscho-
nende Adjuvantien beim Huhn endgiil-
tig abkléren.
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