




Presseerklärung der AG Impfstoffe Aufklärung, 5. Juli 2022 

Covid-19-Impfprogramme müssen unverzüglich eingestellt werden 
Die Arbeitsgruppe Impfstoffe Aufklärung stellt ihre ersten Ergebnisse in einem umfassenden Bericht der Öffent-
lichkeit zur Verfügung: 
1. In ausnahmslos allen Proben der Covid-19-Impfstoffe wurden toxische Bestandteile gefunden. 
2. Es fanden sich auffällige Veränderungen in den Blutproben aller geimpften Personen. 
3. Je höher die Stabilität der Hülle aus Lipid-Nanopartikeln, desto häufiger treten Impfnebenwirkungen auf. 

1. In ausnahmslos allen Proben der Covid-19-Impfstoffe wurden mithilfe 
mehrerer Messverfahren Bestandteile gefunden, die: 
- nach medizinischen Standards in diesen Quantitäten toxisch sind, 
- von den Herstellern nicht deklariert wurden, 
- größtenteils metallisch sind, 
- unter dem Dunkelfeldmikroskop auffallen als unterschiedlich große, 

markante und komplexe Strukturen, 
- nur teilweise als Ergebnisse von Kristallisations- oder Zerfallsprozes-

sen erklärt werden können, 
- nicht als herstellungsbedingte Verunreinigungen erklärbar sind. 
2. Der Vergleich von Blutproben ungeimpfter und geimpfter Personen 
mittels Dunkelfeldmikroskopie zeigte auffällige Veränderungen im Blut 
aller Geimpften. Dies war zu beobachten, auch wenn sie unmittelbar 
auf die Impfungen noch keine Reaktionen zeigten. Es wurden ähnliche 
komplexe Strukturen wie in den Impfstoffen gefunden. Anhand von 
Bildanalyse mittels Künstlicher Intelligenz wurde die Unterscheidung 
des Blutes von Geimpften und Ungeimpften bestätigt. 
3. Die Stabilität der Hülle aus Lipid-Nanopartikeln steht in einem engen 
Zusammenhang mit der Häufigkeit von Impfnebenwirkungen und 
-schäden. Je stabiler diese Hülle, desto mehr mRNA gelangt in Zellen, 
in denen dann die Produktion von Spike-Proteinen stattfindet. Diese 
Ergebnisse korrespondieren mit den Befunden von Pathologen, die 
Obduktionen durchgeführt haben an Personen, die infolge von Impf-
schäden verstorben sind. Hierbei konnten Spike-Proteine in geschädig-
tem Gewebe nachweisen werden. In der Forschung besteht der Ver-
dacht, dass das Spike-Protein an sich toxisch ist. 

Die AG Impfstoffe Aufklärung ist eine interdisziplinäre Arbeitsgruppe, 
die sich der Aufgabe angenommen hat, Inhalte und Wirkungen der 
neuartigen Covid-19-Impfstoffe zu analysieren. Sie besteht aus unab-
hängigen Wissenschaftlern wie Ärzten, Physikern, Chemikern, Mikro-
biologen, Pharmakologen und Heilpraktikern, die von Juristen, Psycho-
logen, Analysten und Journalisten unterstützt werden. Die AG Impfstof-
fe Aufklärung verwendet moderne medizinische und physikalische 
Messverfahren, deren Befunde sich gegenseitig bestätigt und ergänzt 
haben: Rasterelektronenmikroskopie (REM), Energiedispersive Röntgen-
spektroskopie (EDX), Massenspektroskopie (MS), Induktiv gekoppelte 
Plasmaanalyse (ICP), Hellfeldmikroskopie (HFM), Dunkelfeldmikrosko-
pie (DFM) und Lebendblutbild-Diagnostik sowie Bildanalysen mittels 
Künstlicher Intelligenz. Die AG Impfstoffe Aufklärung steht im engen 
Austausch mit mehreren internationalen Arbeitsgruppen, die ähnliche 
Untersuchungen mit übereinstimmenden Ergebnissen durchführen. Die 
Ergebnisse können somit als mehrfach validiert eingestuft werden. Es 
stehen Fragen im Raum, die durch die Hersteller und das Paul-Ehrlich-
Institut (PEI) vollständig aufgeklärt werden müssen. Mögliche kausale 
Zusammenhänge mit Impfschäden und Todesfällen müssen unbedingt 
geprüft werden.  
Um eine konkrete als auch drohende Gefahr für Leib und Leben und 
die öffentliche Sicherheit abzuwenden, müssen die Covid-19-Impfpro-
gramme unverzüglich eingestellt werden. 

AG Impfstoffe Aufklärung 

Kontakt: agimpfstoffeaufklaerung@protonmail.com

1. Elektronenmikroskop-Aufnahme  
von getrocknetem Impfstoff und  
Röntgenspektroskopie-Ergebnis

3. Impfnebenwirkungen und (nach  
rechts hin abnehmende) Stabilität  
der Hülle aus Lipid-Nanopartikeln

2. Dunkelfeldmikroskop-Aufnahme der 
Blutprobe einer geimpften Person
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1 Summary

Different vials of mRNA-based COVID-19-”vaccines” (Biontech and Mod-
erna) are investigated by means of Scanning Electron Microscopy (SEM)
and corresponding Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (EDX) to study
potential contaminations. Metallic particles comprising transition metals
(e.g. cobalt (Co), iron (Fe), chromium (Cr), titanium (Ti)), rare earth met-
als such as cerium (Ce) and gadolinium (Gd), barium (Ba), caesium (Cs),
aluminium (Al), silicon (Si), sulfur (S), potassium (K) and calcium (Ca) are
found. The size of the particles varies from 1μm to 100μm. In contrast, first
investigations of the compounds of Johnson&Johnson (Janssen), Lubecavax,
and Influspit Tetra yielded did not show signs of such contaminations and
particles up to now. However, further confirmation and measurements are
necessary and planned for the near future.

2 Experimental section

Different samples of COVID-19-”vaccines” are investigated by SEM/EDX.
In a scanning electron microscope (SEM), the sample in question is scanned
by means of a narrowly focused electron beam ( 5-10nm) of several thousand
electron volts energy. In the studies presented here, energy of 15000 eV (15
keV) was used, and secondary electrons were used for imaging. In addition to
imaging the surface of the sample at very high resolution, chemical analysis
can be performed using energy dispersive X-ray spectroscopy (EDX). At
the energy of 15 keV used here, a detection depth of some micrometers is
achieved.

The samples were leftovers from vials which could not be used for injection
anymore or vials where the cooling chain was interrupted. The samples
were prepared for REM/EDX in two different ways. Firstly, a number of
microscope slides were covered with a thin film of Gold (Au) for electrical
conductivity required for the measurements. The vaccine samples have been
drawn up with syringes exactly as it is done before injecting person to be
vaccinated. Then, the vaccine samples were dripped from the syringe onto the
Au covered slide. The vaccine dried for several days under ambient conditions
protected from any contamination, before the samples were brought into
the SEM. Secondly, other lots of COVID-19-”vaccines” were prepared in a
different lab. Here, the vials were opened and the samples were directly
casted onto microscope slides, were the samples dried for several days under
ambient conditions protected from contamination. Then, the samples were
sent to the SEM-lab. Since these microscope slides were not covered with Au,
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the slides were covered with a thin iridium (Ir) film prior to the SEM/EDX
measurements to ensure the required electrical conductivity. Note that the
EDX detector used contains a carbon based window, hence the signals from
carbon and oxygen in the EDX-spectra are not entirely reliable.

3 Results

The following reference sample, a sample of the protein based vaccine Lube-
cavax, and a number of lots of novel COVID-19-”vaccines” have been studied
with SEM/EDX:

• an empty microscope slide as reference

• Lubecavax (Prof. Stöcker)

• AstraZeneca (Vaxzevria): lot 210101 and lot 1423474

• Biontech-Pfizer (Cormirnaty) lot FE7011, lot FE8045, and lot 1F1010A

• Moderna (Spikevax), lot 3004217
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3.1 Empty microscope slide

Figure 1 shows a SEM image of several mm2 area of an empty microscope
slide taken directly from the original packaging. The slide was covered with
a thin film of Ir to ensure electrical conductivity directly before measurement
The slide is homogenous with a few microscopic scratches. The EDX-map
indicates also a homogenous distribution of the chemical elements identified
in the EDX-spectrum, i.e. Na), Mg, Al, K, Ca, and the main component is
Si (likely SiO2).
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Figure 1: Top left: SEM image of an empty microscope slide. Top right:
EDX map. Bottom: EDX sum spectrum of the mapped area.
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3.2 Lubecavax

This sample was prepared in another lab for SEM/EDX-experiments. In
this case the sample holder was covered with a thin platinum (Pt) film prior
to the SEM/EDX measurements to ensure the required electrical conduc-
tivity. Figure 2 displays a typical SEM image of the protein component of
Lubecavax. The EDX-point spectra show a spot with more Na and chlorine
(Cl) (likely NaCl) (spot1) and a spot with more organic components (spot4),
Except low amounts of S and K no other contaminations are found.

Figure 2: Top: SEM image of the dried protein component of Lubecavax-
vaccine. Center and bottom: EDX point spectra of dried vaccine (spots 1
and 4). Note that Pt does not belong to the sample probed by EDX due to
the sample preparation described above.

5



3.3 AstraZeneca (Vaxzevria: lot 210101)

This sample was prepared via a syringe on a gold covered microscope slide
as described in section 2. The EDX-spectrum shown in Fig.3 is typical for
the dried Vaxzevria-”vaccine”, it consists of some Na und Cl (likely NaCl)
and mainly of organic ingredients.
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Figure 3: Top: SEM image of dried vaccine. Bottom: EDX point spectrum
of dried vaccine (site 457), marked by a blue frame.
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Figure 4 shows a SEM image of a contamination found in this sample. An
EDX point spectrum taken at site 616 (c.f. Fig 4) reveals the presence of silver
(Ag) as well as traces of S, Co, Ce and Gd localized in this contamination.
The other point scans taken yield in similar results. The surrounding material
is the organic part of the ”mRNA-vaccine” exposed to the electron radiation.
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Figure 4: Top: SEM image of a contamination. Bottom: EDX point spec-
trum of site 616 (marked by a blue frame).
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3.4 AstraZeneca (Vaxzevria: lot 1423474)

This sample was prepared at another lab opening the vial and then preparing
the sample as described in section 2. Figure 5 shows a SEM image of a
contamination found in this sample. An EDX point spectrum taken at site
616 (c.f. Fig 5) reveals the presence of Al and S, but also Ca, Fe, and Ti
present in this contamination. The other point scans taken yield in similar
results.
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Figure 5: Top: SEM image of a contamination. Bottom: EDX point spec-
trum of site 107 (marked by a blue frame). Note that Ir does not belong to
the sample probed by EDX due to the sample preparation described in 2.
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3.5 Biontech-Pfizer (Cormirnaty: lot FE7011)

This sample was prepared via a syringe on a gold covered microscope slide as
described in section 2. The EDX-spectrum shown in Fig.6 is typical for the
dried Cormirnaty-”vaccine”, it consists mainly of Na und Cl (likely NaCl),
phosphorus (P), which may stem from some of the lipids, and organic ingre-
dients.
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Figure 6: Top: SEM image of dried vaccine including contamination in the
center. Bottom: EDX point spectrum of dried vaccine (site 225), marked by
a blue frame.
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Figure 7 displays a SEM image of a contamination consisting of Si only
as can bee seen from the corresponding EDX-spectrum.
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Figure 7: Top: SEM image of dried vaccine and a Si-contamination in the
center. Bottom: EDX point spectrum of the Si (site 224), marked by a blue
frame.
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Figure 8 displays an Fe-containing particle found in this sample. The
particles dimensions are ≈ 2.5μm × 2.0μm
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Figure 8: Top: SEM image of a 2.5μm wide contamination. Bottom: EDX
point spectrum of the Fe containing particle (site 237), marked by a blue
frame.
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3.6 Biontech-Pfizer (Cormirnaty: lot FE8045)

This sample was prepared at another lab opening the vial and then preparing
the sample as described in section 2. Figure 9 shows a SEM image of a
contamination consisting mainly of Ca, traces of Si are also present.
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Figure 9: Top: SEM image of a contamination of 40-50μm size. Bottom:
EDX point spectrum of this contamination (site 70), marked by a blue frame.
Note that Ir does not belong to the sample probed by EDX due to the sample
preparation described in 2.
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Figure 10 shows a SEM image of a contamination comprising a number
of chemical elements. Besides Mg, Al, Si, S, K, and Ca also the 3d transition
metals Ti and Fe are detected. The other point spectra recorded at this
contamination yield to similar results in terms of the elements detected, with
partly changing stoichiometry.

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Ti

S
Cl

K

Al
Si

Fe

spectrum 96
E

el
= 15 keV

Ca

Mg
Ir

C

C
ou

nt
s

Energy (keV)

O

Ir

Figure 10: Top: SEM image of a contamination of 25-30μm size. Bottom:
EDX point spectrum of this contamination (site 96), marked by a blue frame.
Note that Ir does not belong to the sample probed by EDX due to the sample
preparation described in 2.
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Figure 11 (top left) shows a SEM image of a particle in the form of a
sphere. This sphere consists mainly of Al, some Ca and traces of Fe are
also present as can be seen from the element specific spatial EDX mapping
results.

SEM image EDX map of Al

EDX map of Ca EDX map of Fe

Figure 11: Top left: SEM image of a sphere of 3μm diameter. Top right: El-
ement specific EDX mapping of Al. Bottom: element specific EDX mappings
of Ca and Fe.

14



3.7 Biontech-Pfizer (Cormirnaty: lot 1F1010A)

This sample was prepared at another lab opening the vial and then preparing
the sample as described in section 2. Figure 12 shows a SEM image of a
contamination consisting mainly of S, Some Fe is also present. Furthermore,
traces of Na, Al, Si, and Ca are detected. The other point scans taken yield
in similar results, with partly changing stoichiometry.
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Figure 12: Top: SEM image of a contamination of 40μm × 10μm size.
Bottom: EDX point spectrum of this contamination (site 371), marked by a
blue frame. Note that Ir does not belong to the sample probed by EDX due
to the sample preparation described in 2.
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Figure 13 shows a SEM image of a contamination comprising significant
amounts of Ti, traces of Na, Al, Si, S, and Ca are also detected.

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Ir

Ir

Ti

Ca

Cl

Na
Al
Si

C

S

C
ou

nt
s

Energy (keV)

spectrum 394
E

el
= 15keVO

Figure 13: Top: SEM image of a particle of 5μm size. Bottom: EDX point
spectrum of this particle (site 394), marked by a blue frame. Note that Ir
does not belong to the sample probed by EDX due to the sample preparation
described in 2.
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3.8 Moderna (Spikevax: lot 3004217)

This sample was prepared via a syringe on a gold covered microscope slide as
described in section 2. The EDX-spectrum shown in Fig.14 is typical for the
dried Spikevax-”vaccine”, it consists of Na und Cl (likely NaCl), traces of P,
which may stem from some of the lipids, and manly, organic ingredients.
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Figure 14: Top: SEM image of dried vaccine. Bottom: EDX point spectrum
of dried vaccine (site 68), marked by a blue frame.
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This sample was prepared via a syringe on a gold covered microscope slide
as described in section 2. Figure 15 shows a SEM image of a contamination
comprising significant amounts of Si. Besides traces of Na, Mg, Al, P, S, Cl,
and Ca also the metals Cs, Cr ,Fe , and copper (Cu) are detected.
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Figure 15: Top: SEM image of a particle of 50μm size. Bottom: EDX point
spectrum of this particle (site 21), marked by a blue frame.
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This sample was prepared via a syringe on a gold covered microscope
slide as described in section 2. Figure 16 (top left) shows a SEM image of a
rod like contamination. This rod like structure consists mainly of Si, some
Ca and Al are also present as can be seen from the element specific spatial
EDX mapping results.

SEM image EDX map of Si

EDX map of Ca EDX map of Al

Figure 16: Top left: SEM image of a rod like structure of 20μm length. Top
right: Element specific EDX mapping of Si. Bottom: element specific EDX
mappings of Ca and Al.
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This sample was prepared from a vial of the same lot but at another
lab opening the vial and then preparing the sample as described in section
2. Figure 17 shows a SEM image of a contamination comprising significant
amounts of Si, Ti, and Fe. Traces of Na, Mg, Al, K, and Ca are also detected.
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Figure 17: Top: SEM image of a particle of 15-20μm size. Bottom: EDX
point spectrum of this particle (site 380), marked by a blue frame. Note
that Ir does not belong to the sample probed by EDX due to the sample
preparation described in 2.
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This sample was prepared from a vial of the same lot but at another
lab opening the vial and then preparing the sample as described in section
2. Figure 18 shows a SEM image of a contamination comprising significant
amounts of Al, Si, S, and Ba. Traces of Na, Mg, S, Cl, K, Ca, Ce, Cr, and
Fe are also detected.
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Figure 18: Top: SEM image of a contamination of 20-30μm size. Bottom:
EDX point spectrum of this particle (site 179), marked by a blue frame. Note
that Ir does not belong to the sample probed by EDX due to the sample
preparation described in 2.
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Vorläufige Ergebnisse von Standardanalysemethoden für Covid-Impfstoffe 

Zusammenfassung 

Der Durchbruch zur Herstellung der mRNA-Impfstoffe von Biontech/Pfizer und Moderna war 
die Entwicklung einer Hülle aus kationischen Lipiden. Reine mRNA würde leicht durch 
spaltende Enzyme, sogenannte Ribonukleasen, abgebaut werden und könnte zudem die 
Zellmembran nur schwer überwinden. Eine Doppelschicht aus Lipid-Molekülen bildet kleine 
Kügelchen und darin eingepackt befindet sich die mRNA. Aufgrund ihrer geringen Größe 
werden sie als Lipid-Nanopartikel bezeichnet. Um diese wiederum zu stabilisieren, wird eine 
PEG (Polyäthylenglykol) Beschichtung benötigt. Unabhängig von der genetischen 
Manipulation köpereigener Zellen zur Exprimierung von S-Protein Antigenen, stellt sich die 

Verursacher von herstellungslosabhängigen Nebenwirkungsprofilen? 

Die durch die EMA zugelassenen mRNA-Impfstoffe gegen COVID-19 enthalten Teile der 
Erbinformation von SARS-CoV-2 in Form von Messenger-Ribonukleinsäure. Beim Impfen 
wird diese mRNA in den Muskel gespritzt und gelangt so in Körperzellen. Die Lipid-
Nanopartikel werden dann über Endozytose, also durch eine Einstülpung im Bereich der 
Zellmembran, in die fremde Körperzelle eingebaut und können dort die transportierte mRNA 
ins Zytosol abgeben.  In diesen Zellen werden nach dem kodierten Bauplan der mRNA in den 
Ribosomen virale S-Proteinteile synthetisiert und danach auf der Membran exprimiert womit 
eine spezifische Immunantwort ausgelöst werden soll. Die mRNA selbst wird nach einiger Zeit 
vom Körper wieder abgebaut, wobei auch Zeiträume von mehreren Wochen genannt wurden. 

Zur Charakterisierung der Impfstoffe verwendeten wir (A) Hellfeldmikrokopie HFM, (B) 
Dunkelfeldmikroskopie DFM, (C) Rasterelektronenmikroskopie REM, (D) Energiedispersive 
Röntgenspektroskopie EDS, (E) Totalreflektierende Röntgenfluoreszenz Spektroskopie 
(TXRF) und  (F) Flugzeit Massenspektroskopie TOF-MS 

Im HFM und DFM konnte die Ausbildung von kristallinen Strukturen bestätigt werden. Ein 
Vergleich mit Cholesterin-Feststoffproben bestätigte die Vermutung, dass die Zerfallsprodukte 
der Nanolipid-Partikel unter anderem 
Cholesterin ist in die Nanolipidschicht eingebaut und erleichtert damit unter anderem die 
Endozytose. Oberflächenspannung und statische Elektrizität beeinflussen die Ausbildung 
mikroskopischer Kristalle mit Geometrien unterschiedlicher Komplexität. 

Im REM konnten nach erfolgtem Trocknungsvorgang bei Moderna Proben sehr große 
rechtwinkelige Plättchen gefunden werden, die sich nach einer EDS Analyse im Wesentlichen 
als NaCl Kristalle entpuppen. Es besteht allerdings Grund zur Annahme, dass es sich hier um 
größere Kochsalz Auskristallisationen kleineren Lipid/Cholesterin-Kristallen handelt.  Weiters 
konnten im REM vereinzelt auch partikelförmige Verunreinigungen gefunden werden, 
beispielsweise Metallpartikel aus rostfreiem Stahl (Fe-Ni-Cr). Es lässt sich allerdings nur grob 
abschätzen, ob es sich dabei um signifikante Mengen im gesundheitsschädlichen Bereich 
handelt. Zusätzliche Messungen mit TXRF von größeren Probenbereichen zeigten 
diesbezüglich keine spektralen Signale, wodurch der Anteil solcher metallischen 
Kontaminationen vermutlich im niedrigen ppm Bereich abgeschätzt werden kann. TXRF zeigte 
allerdings auffällige Peaks von Ca, aber auch kleine Anteil von Al und Mg. Alle drei Elemente 
sind allerdings in den Datenblättern der Hersteller nicht angegeben. 



Das vorläufig wichtigste Ergebnis ist ein Zusammenhang zwischen dem 
Polymerisierungsverhalten des PEG und dem Impfnebenwirkungsprofil bei Pfizer/Biontech. 
MALDI TOF-MS ergab einen chargenabhängigen Polymerisierungsgrad von PEG. Trägt man 
danach das Maximum der Verteilung der gemessenen PEG-Molekulargewichte gegen die 
gemeldeten Zahlen von Nebenwirkungen auf, indiziert eine schmaler verteilte und 
kurzkettigere Beschichtung eine Erhöhung der Zahl von Impfnebenwirkungen. Eine somit 
homogenere Beschichtung könnte die Zerfallshalbwertszeit erhöhen und damit den 
Weitertransport zu anderen Gewebe- und Organteilen begünstigen. Umgekehrt dürfte die 
Menge der Ausbildung von Lipid- und Cholesterinkristallen als Zerfallsprodukt mit einer 
instabileren, breiter verteilten und langkettigeren PEG Beschichtung im Zusammenhang stehen. 
Natürlich sind solche Mischkristalle, wenn sie sich in engen Mikrokapillaren bilden, auch 
mögliche Gefahrenpotentiale. 

Weitere Untersuchungen von gelfiltrierten Impfstoffproben mit Infrarot-Spektroskopie FTIR 
und Mikro-Raman-Spektroskopie bestätigten obige Vermutungen und zeigten keinerlei 
Hinweise auf Kontaminationen mit Graphen oder Graphenoxid. 

Einleitung 

Durch die weltweite COVID-19 Pandemie hat die Entwicklung von mRNA Impfstoffen einen 
noch nie da gewesenen Schub erhalten. Das kann dadurch erklärt werden, dass RNA Impfstoffe, 
im Gegensatz zu herkömmlichen Impfstoffen, schnell entwickelt, in großen Mengen produziert 
und theoretisch an verschiedene Erreger angepasst werden können. Eine Überprüfung von 
RNA-basierten Arzneimitteln mit Methoden der Rasterelektronenmikroskopie (REM), 
Energiedispersiven Röntgenspektroskopie (EDS), Totalreflektierenden Röntgenspektroskopie 
(TXRF), Infrarot Spektroskopie (FTIR) und der Massenspektrometrie (MS) kann nur 
bestimmte Qualitätsmerkmale dieser medizinisch applizierten Stoffe erfassen und würde 
eigentlich den vollen Umfang einer biochemisch-mikrobiologisch und physikalischen Analytik 
erfordern. 

Die Stabilität von RNA ist sehr gering und stark vom umgebenden Milieu abhängig. Dass DNA 
stabil ist und RNA instabil kann auf die unterschiedlichen Zucker im Rückgrat zurückgeführt 

Phosp -OH Gruppe kann die Phosphatgruppe an 

Enzymen zur Autohydrolyse [1] der RNA. In Desoxyribose im Rückgrat der DNA ist diese OH 
Gruppe nicht vorhanden. Daher autohydrolysiert DNA nicht und DNA Fragmente können für 
Hunderte oder sogar Tausende von Jahren stabil bleiben. 



 
Fig.1 Durch Autohydrolyse wird die Stabilität von RNA beeinträchtigt. a) Schema der Autohydrolyse an einem 

-zyklischen Phosphat Int -OH 
-OH Gruppe in DNA wird die 

Spaltung dort verhindert. b) Strukturen der zyklischen Nukleosidmonophosphat Isomere. c) Nomenklatur und 
Strukturen der RNA Nukleobasen (N). 

Die klare Herausforderung für mRNA-Therapeutika ist ihre Anfälligkeit für Nukleasen, 
veranschaulicht durch eine Halbwertszeit im Serum von <5 min [2]. Obwohl chemische 
Modifikationen von siRNA sehr erfolgreich bei der Verbesserung der Stabilität und der 
Verringerung der Immunogenität sind [3], waren sie bisher für mRNA aufgrund der 
Empfindlichkeit der Translationsmaschinerie gegenüber diesen Modifikationen nicht 
erfolgreich [4]. Eine weitere Herausforderung für mRNA ist die fehlende Zellaufnahme von 
nackter mRNA in den meisten Zelltypen [5], mit Ausnahme von unreifen dendritischen Zellen 
[6]. Diese zwei Herausforderungen werden durch den Einbau einer Nukleosid-modifizierten 
oder sequenzmodifizierten mRNA in ein Abgabesystem gelöst, das sowohl die mRNA vor 
enzymatischen Angriffen schützt als auch die zelluläre Aufnahme erleichtert. Zum Beispiel 
schützt der Einbau in Lipid-Nanopartikel die mRNA vor enzymatischem Angriff und steigert 
die Zellaufnahme und -expression um das bis zu 1000-fache im Vergleich zu nackter mRNA, 
wenn sie in Tiermodellen verabreicht wird [7,8]. 

Die Fragmentierung von Ionen kann mittels Massenspektrometrie untersucht werden. Somit 
können Strukturinformationen über Lipide und Nukleinsäuren erhalten werden. c-Fragmente 

-O und dem Phosphoratom. Die 
c-Fragmente von RNA Dinukleotiden weisen das gleiche Masse-zu-Ladungs-Verhältnis (m/z) 
auf wie die basenkatalysierten RNA-Fragmente nach der Autohydrolyse. Die genaue 
Zusammensetzung von Pfizer-BioNTech LNP [9] und Moderna LNP [10] wurde veröffentlicht. 



  
Fig. 2 mRNA-Lipid-Nanopartikelstruktur  mit 1-10 kopierfähigen mRNAs. Das Lipid Polyethylenglycol (PEG) 
bildet zusammen mit DSPC, das eine Doppelschicht bildet, die Oberfläche des Lipidnanopartikels (LNP). 
Cholesterin und das ionisierbare Lipid in geladener und ungeladener Form können über das LNP verteilt werden. 

Kationische Polymere werden seit vielen Jahren in relativ großem Umfang für 
Nukleinsäureabgaben verwendet. Im einfachsten Fall werden kationische Polymere im 
Überschuss mit Nucleinsäure gemischt, um elektrostatisch gebundene kationische Polyplexe zu 
bilden. Obwohl viele Polymere entwickelt wurden, sind sie nicht so weit entwickelt wie Lipid-
Nanopartikel für die Nukleinsäureabgabe, und die Zahl der Tierstudien, in denen sie erfolgreich 
für Impfstoffe angewendet wurden, ist sehr begrenzt. Nano-Lipide werden dann mit 
hydrophilem PEG beschichtet, um sie in wässrigen Medien zu stabilisieren und Protein- und 
Zellwechselwirkungen bei der Verabreichung in vivo zu begrenzen. 

ALC-0315 in Kombination mit DSPC, Cholesterin und einem PEG-Lipid ALC-0159 ist das 
Verabreichungssystem in den SARS-COV-2-Studien von BioNTech [9]. Das Unternehmen 
begann mit der Entwicklung seines SARS-CoV-2-Impfstoffs mit vier mRNA-kodierten 
Immunogenen, von denen zwei nukleosidmodifiziert, eines unmodifiziert und eines 
selbstamplifizierend waren. 

Zerfall von mRNA Impfstoffen 

Der Moderna COVID-19-Impfstoff muss bei 25 °C bis 15 °C gelagert werden, ist aber auch 
bis zu 30 Tagen zwischen 2 °C und 8 °C und bis zu 12 Stunden zwischen 8 °C und 25 °C stabil 
[11]. Der Pfizer/BioNTech COVID-19-Impfstoff wird bei 80 °C bis 60 °C gelagert und kann 
aufgetaut bei 2 °C bis 8 °C bis zu 5 Tagen vor der Verdünnung mit Kochsalzlösung vor der 
Injektion gelagert werden [12] . Die für den Pfizer-Impfstoff erforderlichen 
Trockeneistemperaturen sind während des Vertriebs und der Lagerung schwieriger zu erreichen 
als die normale Gefriertemperatur, die für den Moderna-Impfstoff erforderlich ist. Die Gründe 
für diese Temperaturunterschiede sind nicht offensichtlich, da beide Impfstoffe ähnlich hohe 
Konzentrationen an Saccharose als Kälteschutzmittel enthalten. Die mRNA-LNPs von 
Moderna werden in zwei Puffern eingefroren, Tris und Acetat [10], während der Impfstoff von 
Pfizer/BioNTech nur einen Phosphatpuffer verwendet [9]. Phosphatpuffer sind 
bekanntermaßen zum Einfrieren suboptimal, da sie dazu neigen, auszufallen und abrupte pH-
Änderungen beim Einsetzen der Eiskristallisation zu verursachen [13,14]. 



Der Mechanismus der Autohydrolyse von RNA in vitro wurde umfassend untersucht [1]. Durch 
- -Phosphat wird die Reaktion initiiert und 

-Phosphat, dem Schlüsselintermediat der 
RNA Autohydrolyse (Abbildung 1a). Anschließend wird das Intermediat in wässriger Lösung 

- -Phosphat hydrolysiert. Unter sauren oder basischen Bedingungen kann die 
Autohydrolyse der RNA, im Vergleich zur spontanen Hydrolyse bei neutralem pH, um das 
Millionenfache beschleunigt werden [15]. 

Weist die PEG Beschichtung keine Lücken auf, kann davon ausgegangen werden, dass auch 
die gesamte mRNA bei 2 °C bis 8 °C mindestens 5 Tage intakt bleibt. Höhere Temperaturen 
können diese Zeit auf ein paar Stunden reduzieren. Zwischenzeitlich wurden jedoch 
Haltbarkeiten verlängert und Kühlanforderungen weiter reduziert [16] und die 5 Tage auf 30 
erhöht. Der Hersteller dürfte also die Stabilisierung von LNPs weiter verbessert haben. Es war 
daher von Interesse zu untersuchen, ob die stabilisierende PEG Beschichtung eventuell 
qualitative produktionsbedingte Unterschiede aufweisen könnte. Lichtoptische mikroskopische 
Untersuchungen von mRNA Impfstoffen zeigten sehr ungewöhnliche kristallähnliche 
Verunreinigungen deren Konzentration mit der Lagerungszeit zunimmt. Es handelt sich um 
plättchenförmige geometrische Gebilde, die starke Ähnlichkeit mit rhomboiden Cholesterin-
Kristallen aufweisen [17]. 

  
Fig. 3 Feste und flüssige Kristalle von Ch, beobachtet mit Polarisationslichtmikroskopie: (d) röhrenartige 
Kristallbrüche (e) typische ChM-Kristalle mit Winkeln von 79,2° und 100,8° und oft gekerbten Ecken 

Optische Mikroskopie 

Es gibt inzwischen viele mikroskopische Untersuchungen von mRNA Impfstoffen 
(konzentriert und verdünnt) im HF (Hellfeld) und DF (Dunkelfeld) mit ähnlichen Ergebnissen. 
Forscher berichten darüber in diesen Impfstoffproben seltsame und nicht identifizierbare 
geometrische Verunreinigungen neben den LNPs zu finden. Beobachtungen mit einem DF-
Mikroskop ergaben für Impfstoffe von Moderna 



 
Fig. 4 mRNA Impfstoff des Herstellers Moderna gelagert bei -18° C und 1000facher Vergrößerung im DF 
Mikroskop 

Kristallbildung tritt verstärkt nach Lagerung bei Raumtemperatur auf. Die milchartige Trübung 
von Pfizer/Biontech Comirnaty dürfte stark mit der Auskristallisation zu tun haben. Das wurde 
auch durch einfache Spaltlampenuntersuchungen von originalverschlossenen Impfdosen 
bestätigt. Im Dunkelfeldmikroskop wird das deutlicher und auch mit Videoaufzeichnungen 
dokumentiert. 

 

Fig. 5 mRNA Impfstoff von Pfizer/Biontech gelagert bei Raumtemperatur und 1000facher Vergrößerung im DF 
Mikroskop 



Ein Vergleich mit einer wässrigen Lösung von festem Cholesterin (Marke:  Fisher Chemical 
C/5360/48) im DF Mikroskop zeigt deutlich ähnliche Kristallstrukturen, wie sie in den 
Impfstoffen beobachtbar sind 

 

Fig. 6 Cholesterol Kristalle in wässriger Lösung 

Untersuchungen von getrockneten Impfproben auf Silizium-Trägern im Auflichtmikroskop und 
im REM (Rasterelektronenmikroskop) zeigten weitere Kristallisationsphänomene auf 
kristallinen Oberflächen wie Si durch die impfstoffspezifischen Puffer- und Salzlösungen 



Fig. 7 Kristallbildung von mRNA-1273 (Moderna) im Auflichtmikroskop (oben) und im 
Rasterelektronenmikroskop (unten) 

Rasterelektronenmikroskopie 

Genauere REM Untersuchung von trockenen Moderna-Proben in den Randbereichen zeigen 
die Auskristallisation von größeren plättchenförmigen Strukturen. Abtastung dieser Kristalle 
mit dem Elektronenstrahl zeigten dann ein klares NaCl Signal im EDS. 



Fig. 8 NaCl Kristallplättchen in trockenem mRNA-1273 im Rasterelektronenmikroskop und deren EDS Spektrum 

Abbildungen 4, 5 und 6 zeigen Erscheinungsformen von festen cholesterinhältigen Kristallen 
und optische Texturen von Flüssigkristallen. Nach der Trocknung wurden Filamente gefunden, 
die länger als 10 μm sein können. Im flüssigen Zustand findet man bogenartige und gelegentlich 
spiralartige Kristalle. Typisch sind auch röhrenförmige Anordnungen (Fig. 9.  Plattenartige 
Cholesterinkristalle-Kristalle treten meist mit Winkeln von 79,2° und 100,8° und häufig einer 
gekerbten Ecke auf. Die ausfallenden Flüssigkristalle neigen zur Anhäufung (Fig.5) und bilden 
in der Regel 1-5 μm große Kristallite, die man als Aggregate bezeichnen kann. 



 
Fig. 9 Röhrenförmige Ch-Kristalle im REM 

Beim einsetzenden Trocknungsprozess werden auch die Salze der Pufferlösung an schon 
vorhandenen Lipid-Kristallen auskristallisieren und diese umhüllen. Abbildung 10 zeigt einen 
rechtwinkeligen NaCl Kristall, der eine innere Substruktur mit abgerundeten Ecken aufweist, 
die auf Lipid-Kristalle hinweisen. 

 

 
Fig. 10 REM NaCl-Kristall mit Ch-Einbettung 

Aus den hier exemplarisch angeführten optischen Beobachtungen ergaben sich folgende 
Fragestellungen: 

1. Welche stofflichen Veränderungen beschränken die Lebensdauer der mRNA Impfstoffe und 
sind diese mit einfachen Messverfahren darstellbar 

2. Sind stoffliche Veränderungen auch herstellungsbedingt bei bestimmten Chargen 
nachweisbar und wie wirken sich diese auf das Sicherheitsprofil aus 

Weiter oben wurde ja erklärt, warum Nano-Lipide mit hydrophilem PEG zur Stabilisierung 
beschichtet werden. Weiters wurde auch auf die Kombination mit DSPC und Cholesterin Bezug 
genommen. Zur Charakterisierung der PEG Beschichtung kann ein massenspektrometrisches 



Verfahren verwendet werden. Dafür stand uns ein Bruker MALDI Flugzeitmassenspektrometer 
einer der lokalen Universitäten zur Verfügung. 

Massenspektrometrie 

Aus analytischer Sicht eignen sich PEG-haltige Proben für konventionelle spektroskopische 
Methoden wie Matrix-unterstützter Laserdesorptions-Ionisations-Flugzeit-
Massenspektrometrie (MALDI-TOF MS) [18, 19]. 

Die PEG-Proben wurden daher nach einem Standardprotokoll für die MS Messung aufbereitet. 
MALDI-TOF-Massenspektren wurden unter Verwendung des Reflektronmodus auf einem 
Ultraflex-TOF-TOF-Massenspektrometer (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Deutschland) 
aufgenommen. Das serielle Instrument war mit einem 337 nm, 50 Hz N2-Laser ausgestattet. 
Die erreichte Peakauflösung lag je nach untersuchtem Bereich zwischen m/z 250 - 950, bzw. 
1000 - 4000. Beschränkt man die Messung auf den durch den Kalibrierstoff definierten 
Massenbereich (m/z 3000 4000), wurden mehr als 95 % der Peaks mit Fehlern unter 5 ppm 
gemessen. 

Bei allen untersuchten Comirnaty Chargen wurde das Material vorher original verschlossenen 
Impfdosen entnommen. Aufgabe war es die "flugfähigen" Bestandteile der Feststoffanteile zu 
identifizieren und auf qualitative Unterschiede zu untersuchen. Die Messung erlaubt 
beispielsweise Rückschlüsse auf die Anzahl der Ethylenoxideinheiten (n) und die Struktur der 
Endgruppe R von ALC-0159. Ebenfalls erhält man Information über die Qualität des ALC-
0135. 

 

 
Fig. 11 Die TOF-MS Fragmentierung von RNA führt zu gleichen zyklischen Phosphat-Intermediat, das während 

der RNA Autohydrolyse gebildet wird. 

-zyklischen Phosphaten. Die dabei gebildeten c-
Fragmente haben das gleiche m/z-Verhältnis wie das zyklische Phosphat-Intermediat, das 
während der RNA Autohydrolyse gebildet wird [18]. Messungen verschiedener Chargen 
zeigten dabei relativ starke Unterschiede in der Fragmentierung bei m/z=328. Abbildung 12 
zeigt Spektren verschiedener Chargen mit unterschiedlicher c-Fragmentierung. Hohe relative 
Anteile an c-Fragmenten (EP2166) indizieren möglicherweise hohe Anteile an intakter mRNA. 
Diese Beobachtung korrespondiert auch mit den folgenden Beobachtungen für PEG. 



Fig. 12 MS von vier Chargen Comirnaty. m/z=328 Differenzen indizieren unterschiedliche mRNA Beladungen 
der LNPs 

Die Aufspaltung bei m/z=766 und m/z=764 von ALC-0315 hat möglicherweise mit der 
Substitution zweier Wasserstoffe durch eine C=C Doppelbindung zu tun. Es bleibt zu klären, 
ob dies mit der MALDI Methodik oder der Herstellqualität erklärt werden muss. Auch die 
ALC-0315 Intensität scheint mit den folgenden PEG Ergebnissen gut zusammenzupassen. 

Die Massenbereiche m/z 1000 - 4000 zeigen die PEG Polymerverteilungen der jeweilig 
untersuchten Chargen. In Fig. 12 werden diese Unterschiede deutlich und verlangen nach 
Erklärung. Erstens könnten verkürzte Polymerketten entweder während der MALDI-Analyse 
durch In-Source-Fragmentierungen oder während der Probenaufarbeitung erzeugt werden. 
Wahrscheinlicher aber sind unvollständige Reaktionen, die zum Vorhandensein von 
Nebenprodukten führen (nicht umgesetzte Ausgangsmaterialien, eventuell einfach 
substituiertes PEG oder unerwartete Modifikation der Endgruppe). Diese Produkte könnten in 
den verbleibenden Syntheseschritten stabil sein oder weiter reagieren und immer komplexere 
Mischungen mit Ionen liefern, die über einen großen Massenbereich detektiert werden. 



Fig. 13 PEG Bereich m/z 2000-3500 zeigt chargenabhängige Polymerisierungsergebnisse 

Fassen wir dann die gemessenen PEG-Polymerverteilungen in Bezug auf die Anzahl der 
Ethylenglycol-Einheiten zusammen, 

 

 
Fig. 14 Übersicht PEG Polymerisierung 

dann interpretieren wir eine nach höheren Polymerisierungsgrad verschobene Verteilung von 
Ethylenglycol-Einheiten als mögliche unvollständige Polymerisation der LNP-Oberfläche. 



 
Fig. 15 Unvollständige PEG Polymerisierung der LNP Oberfläche 

Im nächsten Schritt haben fragten wir uns, ob solche interpretierten PEG-Inhomogenitäten 
einen Einfluss auf Nebenwirkungen (ADR = Adverse Reactions) nach der Injektion haben 
könnten. Dies ist eine berechtigte Frage angesichts der starken Abhängigkeit von LNPs und 
mRNA vom PEG-Stabilisierungsmechanismus. Die chargenbezogenen 
Impfstoffnebenwirkungen können unter [20] in "How Bad is My Batch" abgerufen werden. Die 
Messungen ergaben einen signifikanten statistischen Zusammenhang zwischen dem Maximum 
der Verteilung (Fig. 14) der Ethylenglycol-Einheiten (Max Degree of  Polymerization) und den 
ADRs aus der Datenbank [20]. 

 

Fig. 16 Zusammenhang zwischen PEG Polymerisierung und Impfnebenwirkungen 

Somit stellen wir also zunächst die Hypothese auf, dass eine kurzkettigere und somit 
homogenere PEG-Beschichtung der LNP Oberfläche den Impfstoff lange stabilisieren kann und 
so deren Zerfall vor ihrem Transport in unerwünschte Körperorgane verhindert. Langkettigere 



Polymerisation und somit inhomogenere Beschichtung sind umgekehrt ein unzureichender 
Schutz vor schnellem Zerfall der LNPs und zerstört deren Funktion als schützender mRNA 
Transporter. Mit dem Zerfall der LNPs werden auch Cholesterine und kationische Lipide 
freigesetzt, die sich zu Kristallen formieren können. Weitere Untersuchungen sind hier 
gefordert, insbesondere genaue Tierversuche, um mehr über die Auswirkungen von PEG, 
kationischen Lipiden und Cholesterinen zu erfahren. 
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