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Aviiire vitelline Antlkorper (Dotterantikorper)
Ergebnisse zur Beeinflussung der Legeleistung yon Hiihnern
nach Immunisierung mit Antigenen unterschiedlicher Art
und Herkunft sowie zur Leistungsfahigkeit aviarer vitelliner
Antlkorper im Vergleich zu mammaren Antikorpern
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Zusammenfassung

Der Einsat; aviarer vitelliner Antikorper (" Dotterantikorper ") als Alterna-
tive zu mammiiren Antikorpem (Ak) im Sinne der drei R (refine, reduce,
replace) stOJ3tderzeit noch aufVorbehalte, die groJ3tenteils unbegriindet
sind. Die vorliegende Arbeit soll durch detaillierte Daten diese Zweifel
ausrdumen helfen. Ein wichtiges Priirequisit zur Anwendung vitelliner Ak ist
eine effizierue Extraktionsmethode; in der Arbeit wird ein auf Ionenaus-
tauscherbasis beruhendes Batchverfahren zur Ig Y-Extraktion vorgestellt, das
bei guter Ausbeute und hoher Reinheit schnell und einfach durchrufiihren ist.
Dariiberhinaus wird an zwei Beispielen (Serumproteine) demonstriert, dajJ
mammare Ak ohne Schwierigkeiten in bestehenden Testsystemen (ELISA)
durch avidre Ak substituierbar sind. Die Frage der Adjuvanswirkung wird
anhand der Legeleistung der Hiihner erortert. Uber Titerentwicklung nach
Immunisierung von Hiihnern wird Auskunft gegeben. In einer abschlieJ3en-
den Diskussion wird die Moglichkeit der Substitution mammdrer Ak durch
avidre Ak bewertet.

Summary: Avian egg yolk antibodies. The egg laying capacity of hens
following immunization with antigens of different kind and origin and the
efficiency of egg yolk antibodies in comparison to mammalian antibodies.

Based on some differences in physico-chemical and biological activities
between mammalian and avian antibodies, avian egg yolk antibodies are
rather scarcely used in bio-medical research. These reservations are wide-
spread but largely unjustified. In order to overcome such objections, detailed
data concerning the practical use of egg yolk antibodies (Ig Y) are provided.
An extraction method is presented based on ion exchange chromatography
which yields 70-80 % of highly purified antibodies. This method is quick
and simple to perform. Furthermore, the substitution of mammalian IgG by
avian Ig Y is demonstrated in two different test systems for quantitation of
serum proteins relevant for diagnostic and medical basic research, respec-
tively. The influence of adjuvant on the egg laying capacity is discussed, and
the development of antibody titers is demonstrated. It is concluded that con-
vincing arguments for substituting mammalian antibodies by IgY are required.

Keywords: avian antibody (Ig Y), isolation, titer development, test validation
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Einleitung

Sowohl polyklonale als aueh mono-
klonale Antikorper (Ak) sind aus der
modemen naturwissensehaftlich-
medizinisch orientierten Forschung
nieht mehr wegzudenken. Derartige
Ak sind essentielle Bestandteile ver-
schiedenster Testsysteme, diein un-
tersehiedlichsten Bereiehen Anwen-
dung finden.
Die Ak werden in der Regel in

Saugern (meist Kaninchen, aber
auch kleinere Labomager bzw. gro-
Bere Spezies wie Pferd, Schaf, Zie-
ge) erzeugt. Dazu sind zwei Sehritte
erforderlich, die die Tiere mehr oder
weniger stark belasten.
- Injektion des Antigens (Ag) aIs

Grundvoraussetzung fur die Er-
zeugung yon Ak gegen dieses Ag
im Rezipienten.

- Blutentnahme zur Gewinnung der
Ak.
Beide Sehritte verletzen die Inte-

gritat des betreffenden Tieres und
erzeugen physisehen und/oder emo-
tionalen StreB.
Bedingt auch durch eine breite

offentliche Diskussion zu Fragen des
Tierschutzes, besonders hinsiehtlich
eines ethiseh vertretbaren Umganges
mit Tieren in der bio-medizinischen
Forsehung, sueht man nach Altema-
tiven, die die Belastung der Ak-
.Produzenten" wenigstens partiell
reduzieren.
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Spatestens seit der vielzitierten Ar-
beit van Klemperer im Jahre ] 883
weiB man, daB im Dotter yon Huh-
nereiem spezifische Ak offensicht-
lich in erstaunlich hohem MaBe kon-
zentriert sein rnussen. Da damals die
Immunologie noeh in der Wiege lag,
hat man fur diese Erkenntnis wah-
rend langer Zeit keine reehte Anwen-
dung gesehen. Erst in den letzten
Jahrzehnten, bedingt durch die star-
kere Beriicksichtigung tierschutzeri-
scher Belange, findet diese Methode
zur Ak-Gewinnung starkere Beach-
tung. Uber verschiedene Aspekte
dieses Verfahrens ist in dieser Zeit-
schrift und anderswo schon berichtet
worden (Losch et al., 1986, Gass-
mann und Hubscher, 1992, Schade et
al., 1992). Unter anderem findet man
mehrfach den Hinweis, daB Huhner
im Vergleich zum Sauger weniger
stark auf die Verwendung yon
Freunds komplettem Adjuvans
(FCA) reagieren (Gassmann et al.,
1990). Die Aussagen hierzu sind
aber nicht einheitlieh. N ach unseren
Erfahrungen und bereits publizierten
Ergebnissen von Losch und Mitar-
beitern (Sprick-Sanjose Messing,
1990) verursacht die i.m. Applika-
tion von FCA auch bei Huhnern
Gewebsreaktionen, was am Verhal-
ten der Huhner nieht ohne weiteres
erkennbar ist. Gegenwartig sucht
man nach Altemativen fur das FCA,
die bei gleicher Effizienz wenig oder
keine Gewebsschadigungen verursa-
chen. Ein Durchbruch ist bisher of-
fensichtlich nicht erzielt worden, ob-
wohl verschiedene neuartige Adju-
vantien (relativ teuer) angeboten
werden. Obwohl also durch die
nichtinvasive Ak-Gewinnung bei
Hiihnern die physische und/oder
emotionale Belastung tatsachlich re-
duziert ist, b1eibt der Einsatz yon
FCA ein Problem.
Die vorliegende Arbeit beschaftigt

sich daher im Zusammenhang mit
der Substituierung mammarer Ak
durch aviate Ak auch mit diesem
Problem und stellt sich folgende
Ziele:
1. Anhand der Legeleistung als ei-

nem Parameter, der Beeintrachti-
gungen des Wohlbefindens der
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Tiere signalisieren kann, soIl die
diesbeziigliche Wirkung von FCA
untersucht werden. Gleichzeitig
soll der Frage nachgegangen wer-
den, ob auch die Art des Antigens
die Legeleistung beeinflussen
kann.

2. Erzeugung spezifischer Ak gegen
das C-reactive protein (CRP,
Mensch) bzw.re-Akutphaseglo-
bulin (02-APG, Ratte).

3. Extraktion dieser Ak aus dem
Eidotter mittels eines einfachen
"B atch" -Verfahrens auf der Basis
einer Mischbett-Chromatogra-
phie-Matrix (Bakerbond-ABx).

4. Erprobung der Ak in Testsyste-
men zur quantitativen Bestim-
mung der Serumproteine und Ver-
gleich der Ergebnisse des .avia-
ren" mit denen des .mammaren"
Systems.
Nachfolgend sollen kurz die bei-

den Akutphaseproteine vorgestellt,
und es soIl auf ihre Bedeutung fur
bestimrnte Fragestellungen in der
biologisch-medizinischen Forschung
bzw. klinischen Diagnostik einge-
gangen werden.
Unter den vielfaltigen Serumpro-

teinen der Vertebraten, einschliefi-
lich des Menschen, gibt es eine
Gruppe von Proteinen, die als Akut-
phaseproteine (APP) bezeichnet
werden. Diese Proteine fallen da-
durch auf, daB sie in der Folge von
chirurgischen Eingriffen, Infektio-
nen sowie Gewebsuntergangen mit
Konzentrationsanderungen reagie-
ren. Je nach Richtung der Anderung
spricht man von positiven bzw. ne-
gativen Akutphaseproteinen.
Zu den positiven APP des Men-

schen zahlt das " C-reactive protein"
(CRP), das, ausgehend von Basal-
werten urn 1 mg/l, bis auf Werte von
iiber 100 mg/l ansteigen kann (Groth
und Kaden, 1985).
Ein vergleichbares Protein ist das

02-APG der Ratte (Schade und Bur-
ger, 1979). Ahnlich wie beirn CRP
des Menschen sind die Basalwerte
mit Irnmunprazipitationsmethoden
kaum nachweis bar, unter den oben
beschriebenen Bedingungen kann
das 02-APG aber urn mehr als das
Hundertfache ansteigen (von 0,1 mg/

ml bis auf 20 mg/ml, Gohler et al.,
1986). Beiden Proteinen werden
Funktionen im Zusammenhang mit
der unspezifischen Abwehr zuge-
sprochen. Quantitative Bestimmun-
gen dieser APP sind bedeutungsvoll
z.B. ftir das Monitoring entzundli-
cher Prozesse.
Ublicherweise werden APP-Kon-

zentrationsanderungen mittels En-
zymimmunoassay erfaBt (es gibt
aber auch ein Ak-unabhangiges Test-
system zur CRP-Bestimmung: Bur-
ger et al., 1987). Grundlage der
kommerziellen EIAs sind mammare
Ak unterschiedlicher Spezies. Es er-
hebt sich die Frage, ob mammare Ak
in solchen Testsystemen ohne Pro-
bleme durch aviare Ak substituierbar
sind. Anhand der zwei Beispielc aus
dem Bereich der APP (CRP-Mensch,
02-APG-Ratte) soll diese Frage
nachfolgend beantwortet werden.

Versochstiere, Material ODd
Methoden

Versuchstiere
Die zur Antikorpergewinnung beno-
tigten Huhner wurden in der land-
wirtschaftlichen Lehr- und Ver-
suchsstation der Humboldt-Universi-
tat gehalten. Die Tiere entstammten
der Hybridlegelinie .Medes White"
(Deersheim, 13. Inzuchtlinie). Die
Haltung erfolgte unter SPF-Bedin-
gungen in 2 Etagen-Kafigen (L-112/
1) mit den Abmessungen 2 x 2 m in
Gruppen- (5 Tiere) bzw. Einzelhal-
tung (Trennung durch groBmasehi-
ges Gitter). Die tierphysiologischen
Haltungsparameter entsprachen den
EG-Normen. Diese Art der Htihner-
haltung ist unter dem Aspekt des
Tierschutzes nicht optimal, lief sich
aber unter Einhaltung des SPF-Status
zur Zeit der Versuchsanstellung
nicht anders realisieren.
Fur die Immunisierung der Huhner

wurde eine Emulsion aus Freunds
komplettem bzw. inkomplettem Ad-
juvans (Difco Laboratories, USA)
und Antigenlosung (je 0,5 ml 02-
APG, CRP, jeweils 50 flglTier) ver-
wendet. Die Imrnunisierung erfolgte
in den musculus pectoralis, Boo-
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sterungen wurden in monatlichem
Abstand vorgenommen (i.m.). Spezi-
fische Ak konnten unblutig aus dem
Eidotter extrahiert werden. Die Le-
geleistung der immunisierten Tiere
wurde gruppenweise bzw. einzeln
registriert.
Die Immunisierungen mit Ascaris

suum- bzw. bakteriellenlviralen An-
tigenen erfolgte in ahnlicher Weise
wie beschrieben. Auf Darstellung
der immunologischen Testsysteme
fur die in diesem Zusammenhang
gewonnenen Ak wird hier verzichtet;
es wird nur die Legeleistung dieser
Huhner dokumentiert.
Das zum Vergleich der beiden ~-

APG ELISA's verwendete Ratten-
serum stammte aus fruheren Versu-
chen, ebenso wie die marnmaren
Antikorper (vom Kaninchen).

Proteinpraparationen

IgY-Praparation
Bakerbond ABx (Baker Chemikali-
en, BRD) ist eine Mischbett-Chro-
matographie Matrix, die zur schnel-
len Einschritt-Reinigung beliebiger
Sauger-Immunglobuline sowohl aus
Ak-haltigen Zellkulturuberstanden
als auch aus Ascites oder aus Serum-
/Plasmaproben entwickelt wurde.
Abx hat die Eigenschaft, bevorzugt

Immunglobuline zu binden und zu
anderen Komponenten wie Albumin,
Transferrin, Proteasen etc. nur gerin-
ge oder keine Affinitat zu zeigen.
Deshalb konnen ungewohnlich groBe
Substanzmengen auf ABx-Chroma-
tographiesaulen aufgetragen oder im
Batchverfahren gereinigt werden.

Ig'Y-Praparation mittels
.Batchverfahren
Zur Herstellung eines Dotterroh-
extraktes wird Dotter nach sorgfalti-
gem Waschen homogenisiert, bei
-200 C eingefroren und nach ca. 24 h
wieder aufgetaut (bessere Separie-
rung des wasserunloslichen vom
wasserloslichen Anteil). Nach Ab-
zentrifugieren des wasserunloslichen
Anteils wird das Zentrifugat weiter-
verwendet. Bakerbond ABx wird in
MES Puffer pH 5,6 aqulibriert (MES
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= Morpholinethansulfonsaure). Die
so behandelte Matrix wird mit dem
Zentrifugat vermischt und ca. 10
Min. geschuttelt (siehe Diagramm,
Abbildung 1). Nach Waschen des
beladenen Materials mit MES-Puffer
wird das gebundene IgY mit Elu-
tionspuffer (0,2 M KH2P04, pH 7)
abgelost. Der Vorgang wird wieder-
holt. Die Eluate konnen umgepuffert
und konzentriert werden. Die so
gewonnenen Extrakte werden als
Lyophilisat oder in tiefgefrorenem
Zustand aufbewahrt. Das ABx-Mate-
rial muB vor dem nachsten Gebrauch
wieder in MES-Puffer aquilibriert
werden.

Ig Y-Praparation mittels Saulen-
chromatographie
Bei dies em Verfahren wurde IgY
saulenchromatographisch yon ande-
ren Proteinen getrennt. Wir verwen-
deten hierzu eine semipraparative
HPLC-Saule van Baker (Baker
7272-00 wide-pore ABx, 15 urn,
IlOx250 mm).

CRP-Praparation
C-reaktives Protein wurde aus Hu-
manserum (CRP-Gehalt > 60mg/l)
mittels Affinitatschromatographie
(Colaminphosphat-gebundene Se-
pharose 4B), wie bereits beschrie-

Ak-Extraktion aus dem Dotter van HOhnereiern

Dotterrohextrakt:
Aufnehmen des Dotters in
80 ml Puffer
(0,01 M MES, pH 5,6),
Homogenisieren oder Schutteln:
Einfrieren bei -200 C fur 24 h, Auitauen,
Zentrifugieren oder Filtrieren

1 9 ABx
Aquilibrieren mit
0,01 M MES,
pH 5,6

Mischen des Extraktes
mit dem aquilibrierten Austauscher,1 0 min Schuttaln oder Ruhren,
Waschen mit 80 ml Aquilibrierungspuffer

1
Abl6sen der AK mit ca. 40 ml Elutionspuffer
(0,2 M H2PO., pH 7,0),
10 min Schutteln oder Huhren

Konzentrieren des Eluates
(z. B. Vakuumdialyse),
Portionieren, Tiefgefrieren

Lyophilisieren
des Eluates

Abbildung 1: Extraktion der IgY-Antikorper aus dem Eidotter mittels Batchverfahren
auf der Basis eines Mischbett-Ionenaustauschers. Diagramm der Praparationsschritte.
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ben, mit emigen Modifikationen
isoliert (Pontet et al.,1978).

C\1-APG-Praparation
Die a.z-APG-Praparation erfolgte in
Anlehnung an eine Vorschrift von
Gauthier und Mouray (1976). Das
fur die Praparation des a.z-APG not-
wendige Serum lag als tiefgefrorenes
Material aus fruheren Versuchen
vor.

Immunologische Assays

Prazipitationstechniken (Immun-
elektrophorese, Immundiffusion)
Die Analyse sowohl der CRP- als
auch der a.z-APG-Praparation erfolg-
te mittels Immunelektrophorese so-
wie Doppeldiffusion nach Ouchter-
lony entsprechend ublichen Verfah-
ren (Friemel, ] 991).

Enzymimmunassays zur quantita-
tiven Bestimmung von humanem
CRP unter Verwendung von
Kaninchen- bzw. Huhn-Ak
CRP wurde mittels eines Zweiseiten-
bindungsassay wie bereits beschrie-
ben (Burger et al., 1976, siehe Abbil-
dung 2a) bestimmt. Die CRP-Be-
stimmung unter Einbeziehung von
aviarem CRP-Ak und mammarem
anti-IgY-POD Konjugat (Kanin-
chen) erfolgte mittels eines indirek-
ten ELISA (Abbildung 2b). Modifi-
kationen betrafen den aviaren CRP-
Ak, der ohne weitere Aufreinigung
der Eidotter in einer 1:10 Verdun-
nung in physiologischer Kochsalzlo-
sung vorlag. Dieser Extrakt wurde
1:200 mit PBS verdunnt fur die
quantitativen Bestimmungen einge-
setzt. Das anti-IgY-POD-Konjugat
(Sigma) setzten wir 1:20.000 ver-
dunnt ein.

Enzymimmunassay zur Bestimmung
yon a.z-APG
Auf Grund seiner hohen Empfind-
lichkeit und der Moglichkeit eines
hohen Probendurchsatzes wurde zum
Monitoring der a.z-APG-Praparation
ein Zwei-Seiten-Bindungsassay (sie-
he Abbildung2b) ahnlich wie fur CRP
aufgebaut (Porstmann et al., 1988).
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Enzymimmunassay zur quantitativen
a.z-APG-Bestimmung unter
Verwendung von Kaninchen- bzw.
Huhn-Ak
Das Testsystem wurde fur jeden der
beiden Ak getrennt in bezug auf die
Beschichtungsantigenkonzentration
sowie Primar- und peroxidasemar-
kierten Sekundar -Ak -Konzentration
optimiert. Auf die Darstellung der
Optimierungsuntersuchungen wird
in diesem Rahmen verzichtet.
Zur a.z-APG-Bestimmung wurde

ein kompetitiver ELISA (CIEIA)
aufgebaut, in dem fixes, an der
.Mikrotiterplatte gebundenes a2-APG
mit loslichem a2-APG urn die Bin-
dungsstellen von zugefugtem mam-
maren bzw. aviaren Ak konkurrieren
(siehe Abbildung 2c). Auf ausfuhrli-
che Darstellung der Testdurchfuh-
rung wird hier verzichtet, da diese
weitestgehend ublichen Verfahren
entspricht (siehe Porstmann et al.
1988).
Zur Analyse der Ig'Y-Praparatio-

nen verwendeten wir einen "Sand-
wich"-ELISA entsprechend Abbil-
dung 2a. Der Primar-Ak wurde
selbst hergestellt (Anti-IgY), als Se-
kundar-Ak diente ein kommerzieller

A

POD-markierter Anti-IgY Ak. Die
Durchfuhrung des ELISA erfolgte
ahnlich wie oben beschrieben.

Ergebnisse

Legeleistung

Wie aus den Abbildungen 3a-c her-
vorgeht, verhalt sich die Legelei-
stung in Abhangigkeit von der Zeit
sehr unterschiedlich.
Verschiedene Einfliisse sind er-

kennbar:
1. der EinfluB der Immunisierung,
2. der EinfluB durch das verwendete

Antigen und
3. Einflusse, die auf 1. und 2. nicht

unmittelbar zuruckzufuhren sind.
In Abbildung 3a sind die Legelei-

stungen yon einzeln gehaltenen Huh-
nern dokumentiert, die mit Ascaris
suum-Extrakten (sekretorisch-exkre-
torische bzw. somatische Antigene)
immunisiert wurden. Es ist deutlich
zu erkennen, daB jeweils nach Im-
munisierung die Legeleistung beein-
trachtigt wird, wobei allerdings die
Tiere sehr individuell schwache bis
starke Reaktionen zeigen. Huhn 1

.e.
B

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Aufbaus der fOr die Proteinbestimmun-
gen verwendeten Enzymimmunassays. 1 = antigenspezifischer Ak, 2 = Antigen,
3 = antigenspezifischer Ak (von anderer Tierspezies), 4 = speziesspezifischer Ak, die
Markierung am Ak bedeutet Markierung mit POD.
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Abbildung 3: Legeleistung von mit verschiedenen Antigenen
immunisierten Huhnern, die einzeln oder in Gruppen gehalten
wurden.
3a = Legeleistung von jeweils 5 Tieren nach Immunisierung mit
Ascaris suum Antigenen,
Huhn 1-3 = somatisches Antigen (1,8 mg/Tier), Huhn 4-6 =
somatisches Ag (0,18 mg/Tier), Huhn 7-9 = exkretorischl
sekretorisches Ag (0,08 mg/Tier), Huhn 10-12 = exkretorischl
sekretorisches Ag (0,2 mg/Tier),
3b = Legeleistung von jeweils 5 Tieren nach Immunisierung mit
viralen bzw. bakteriellen Antigenen,
Antigen 1= bovines Leukosevirus (BLV, Vollvirus, gereinigt),

z.B. reagierte stark auf die Erstim-
munisierung, relativ schwach auf die
1. Boosterung und stark auf die 2.
und 3. Boosterung, wahrend Huhn 3
insgesamt wenig Reaktion zeigte
bzw. eine rucklaufige Legeleistung
auch unabhangig vom Boosterungs-
datum zu verzeichnen war. Eine
ahnliche Variabilitat ist auch fur die
anderen Huhner zu beobachten. Ge-
nerell fallt auf, daB die starks ten
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Antigen 2 = BLV (gp 51), Antigen 3 = Bordetella bronchiseptica
(inaktive Vollkeimsuspension), Antigen 4 = Bordetella bronchi-
septica (Harnstoffextrakt),
3c = Legeleistung von jeweils 5 Tieren nach Immunisierung mit
Proteinen bzw. Peptiden,
Antigen 5 = Cholecystokinin-BSA Konjugat, Antigen 6 =
Tyrosyl-Cholecystokinin-BSA Konjugat, Antigen 7 = C-reaktives
Protein, Antigen 8 = Kaninchen-lgG. Die Pfeile markieren die
Immunisierung bzw. die Boosterungen. Das zeitliche Immuni-
sierungsschema in Abbildung 3a ist unterschiedlich im Ver-
gleich zu 3b und 3c.

EinbuBen etwa zwischen dem 170.
und 220. Tag zu beobachten waren.
Vergleicht man hierzu die Legelei-

stung der in Gruppen gehaltenen
Huhner, die mit viralen bzw. bakteri-
ellen Antigenen immunisiert wur-
den, ergibt sich ein ahnliches Bild
(Abbildung 3b). Fur die Gruppe 4 ist
der EinfluB der Immunisierung deut-
lich demonstrierbar. Die anderen
Gruppen reagieren im Durchschnitt

auf die Immunisierung sehr unter-
schiedlich mit reduzierter, unveran-
derter oder sogar erhohter Legelei-
stung (Gruppe 2). Generell ist zu
konstatieren, daB die Profile der Le-
geleistung sich erheblich unterschei-
den und nur bedingt gewisse Ge-
meinsamkeiten zu erkennen sind. So
z.B. scheint die Legeleistung durch
die eingesetzten viralen Antigene
relativ schwacher beeinfluBt zu wer-
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Abbildung 4: Saulenchromatographische IgY-Praparation auf der Basis des ABx-
lonenaustauschers. Verglichen wird das Elutionsprofil (Absorption) mit dem Extink-
tionsprofil, das slch ergibt, wenn die einzelnen Fraktionen mittels eines IgY-spezifi-
schen ELISA bestimmt werden. Es ergibt sich eine sehr gule Ubereinstimmung
zwischen dem Extinktionsmaximum des ELISA und dem zweiten groBeren Peak des
Elutionsprofils.

A1

- 2 I
c I;11r -o\....

-2

A2 82
Abbildung 5: Spezifitatsuntersuchungen millels Immunelektrophorese
A 1 - Rinne = polyspezifischer Anti-Rattenserum Ak, Loch 1 = Rattenserum, Loch 2 =
£<2-APG-Praparation,
A2 - Loch = £<2-APG-Praparation,Rinne 1 = Kaninchen £<2-APG-Ak,Rinne 2 = Huhn
£<2-APG-Ak.
B1 - Rinne = monospezifischer Anti-human CRP-Ak, Loch 1 = Serumstandard, Loch 2
= CRP-Praparation,
B2 - Loch = CRP-Praparalion, Rinne 1 = Kaninchen CRP-Ak, Rinne 2 = Huhn CRP-
Ak.

den, als durch die bakteriellen Anti-
gene.
Die Legeleistung nach Immunisie-

rung mit Cholecystokinin-Octapep-
tid (CCK-S, Neuropeptid) bzw. Se-
rumproteinen wurde erst kurz vor der
3. Boosterung registriert. Dennoch
wird deutlich, daB auch diese Grup-
pen jeweils unterschiedlich auf die
Immunisierung reagieren. Es ist wei-

ter deutlich erkennbar, daB das Profil
der Legeleistung der Gruppen, die
mit CCK-8 immunisiert wurden (Gr.
5/6) sehr ahnlich ist, sich aber ande-
rerseits von demjenigen der mit Se-
rumproteinen immunisierten Grup-
pen (7/8) wesentlich unterscheidet.
Unabhangig von der Art des verwen-
de ten Antigens ergeben sich gewisse
Gemeinsarnkeiten insofern, als urn
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den 200. Tag ein mehr oder minder
stark ausgepragter Peak zu beobach-
ten ist, der sich teilweise auch bei
den anderen Gruppen bzw. bei den
Huhnern in Einzelhaltung findet.
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IgY-Praparation
Wie aus der Abb. 4 ersichtlich, wird
IgY fast vollstandig von dem ABx-
Material gebunden und laBt sich
durch Pufferwechsel als reine Frakti-
on ablosen.Die Ausbeute betragt 70-
80 %. Die Reinheit des Endproduk-
tes betragt ca. 90 %.

CRP-Praparation
Die immunelektrophoretischen Dar-
stellungen (Abbildung 5) lassen er-
kennen, daB CRP als reine Prapara-
tion vorlag, bzw. daB sowohl cler
mammare als auch der aviare Ak-
CRP spezifisch erkennen. Die zu-
sammenflieBenden Prazipitate ver-
deutlichen, daB beide Ak das gleiche
Protein anzeigen.

dl-APG- Praparation
Fur diese Praparation gilt dasselbe
wie fiir CRP. Die Praparation war
immunelektrophoretisch rein, die
entsprechenden Ak erkennen jeweils
spezifisch das Antigen.

Titerentwicklung CRP
In Abbildung 6 ist die Titerentwick-
lung des CRP-Ak dargestellt.

Quantitative CRP- bzw. az-APG-
Bestimmung
Mit dem direkten bzw. indirekten
Zweiseiten- Bindungsassay konnte
CRP in einem Bereich von < l-ea.
100 mg/l erfaBt werden. Die Korrela-
tion cler quantitativen Untersuchung
des CRP aus Patientenproben (n =
64), die parallel mittels mammarem
bzw. aviarem CRP-Ak bestimmt
worden waren, betrug r = 0,967 bei
einer Regressionsgeraden y =
0,952x.+2,055 (Abbildung 7a). Die
gefundenen Werte zeigen, daB der
Eidotterantikorpertest in gleicher
Weise fur die Bestimmung des CRP
im ELISA eingesetzt werden kann.
Die quantitative Bestimmung von

Ratten az-APG ergab, ahnlich wie
fur CRP, fur beide Antikorper einen

ALTEX2/94



~r-;) SCHADE ET AL.--~----------------------------------
..~.

nahezu identischen, linearen Detekti-
onsbereich von 9.5-600 ug/ml
(13.1-827 nmoIlml, Abbildung 7b).
Bei einer normalen Serumkonzentra-
tion von 0,05-0,2 mg/ml konnen rnit
beiden Testsystemen Basalwerte si-
cher erfaBt werden. Es ergaben sich
Intraassayvariabilitaten (n = 15) von
8.25 % (Kaninchenantikorper) bzw.
3.91 % (Huhnantikorper). Die Abbil-
dung 7b zeigt eine sehr gute Korrela-
tion der ermittelten az-APG-Kon-
zentrationen in beiden Testsystemen
(r = 0.991 bei n = 36).

Diskussion

Da auf die IgY-Extraktion mittels
ABx-Ionenaustauscher schon an an-
derer Stelle eingegangen wurde, soll
hier auf eine ausfuhrliche Wertung
verzichtet werden. Resumierend
bleibt festzuhalten, daB unter den
verschiedenen Moglichkeiten zur
IgY-Extraktion das beschriebene
Verfahren nur wenige Praparations-
schritte und damit wenig Zeit beno-
tigt. Es ist an unterschiedlichste La-
borbedingungen adaptierbar (Batch-
verfahren bis Saulenchrornatogra-
phie) und gewahrleistet auch unter
einfachsten Bedingungen eine gute
Ausbeute (70-80 %) bei hoher Rein-
heit des Produktes (80-90 %). Dar-
uberhinaus ist die Matrix mehrfach
einsetzbar. Im Unterschied zu ande-
ren Verfahren (Bade und Stegemann,
1984) kommt die Methode ohne
Losungsmittel aus und bedient so
auch Aspekte des Umweltschutzes.
Titerentwicklungen sind fur aviare

Ak von verschiedenen Autoren be-
schrieben worden (z.B. Bar-Joseph
und Malkinson,1980, Gottstein und
Hemrnler,1985, Losch et al., 1986,
Hiepe et al., 1987, Kuhlmann et al.,
] 988, Grajewskaja et al., 1988). Es
scheint keine grundsatzlichen Unter-
schiede zu Titerentwicklungen beim
Sauger zu geben. Dies deckt sich mit
unseren bisherigen Erfahrungen. Un-
sere Ergebnisse belegen, daB uber
einen Zeitraum von ca. zwei Mona-
ten der Ak-Titer steigt und dann im
wesentlichen auf einem Plateau ver-
bleibt, das durch weitere Imrnunisie-
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Entwicklung des CRP-Antikorper Titers
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Abbildung 6: Titerentwicklung des aviaren CRP-Antikorpers. Die Pfeile markieren die
Zeitpunkte der Immunisierung bzw. der Boosterungen. Gleichzeitig ist fOr einen
bestimmten Zeitraum die Legeleistung der betreffenden Gruppe angegeben.

rungen nicht mehr entscheidend be-
einfluBt wird. Es wurden, abhangig
vom verwendeten Antigen, Titer von
bis zu 1:100.000 erreicht. Allerdings
beeinfluBt die Immunisierungsart die
Titerentwicklung nicht unerheblich
(Staak und Schwarzkopf, personli-
che Mitteilung), die in der Literatur
hierzu dokumentierten Befunde sind
widerspruchlich. Bezuglich von Se-
rumproteinen haben wir zu Saugern
vergleichbare Ak- Titer erzielt. Inter-
essant in diesem Zusammenhang ist,
daB Titerentwicklung und Legelei-
stung partiell kongruent sind (Abbil-
dung 6).
Die Arbeit hatte sich eingangs das

Ziel gestellt, zu untersuchen, ob die
Wirkung des FCA in irgendeiner
Weise an der Legeleistung erkennbar
ist. Nach Analyse der vorliegenden
Daten HiBt sich diese Frage nicht mit
ja oder nein klar beantworten. Es ist
vielmehr so, daB das Profil der Lege-
leistung von verschiedenen EinfluB-
grOBen bestimrnt zu werden scheint,
was auch zu erwarten ware. Wir
erkennen deutlich, daB Extrakte von
Ascaris suum offensichtlich eine ei-
gene Wirkung haben, die zu wochen-

langen Ausfallen fuhren kann. Es
ware nicht unwahrscheinlich, daB in
diesen Extrakten Stoffe enthalten
sind, die diese Effekte bewirken. Im
Unterschied hierzu scheinen die Se-
rumproteine CRP und az-APG kaum
eine eigene Wirkung zu haben. Es ist
weiterhin erkennbar, daf die indivi-
dueIle Variabilitat der Huhner aulser-
ordentlich groB ist, so daB zwar
zweifelsfrei ein EinfluB der Antigen-
applikation nachzuweisen ist, aber
schwer differenziert werden kann
zwischen dem EinfluB der Manipula-
tion selbst und dem EinfluB von
FCA. Die Beobachtung, daB die Tie-
re hinsichtlich ihrer Legeleistung ge-
legentlich auf die Anwendung von
FCA nicht oder nur schwach reagie-
ren, unterstreicht dieses Problem.
Zur Klarung dieser Fragen waren
Kontrollgruppen erforderlich, die
ohne Adjuvans immunisiert werden
bzw. nur eine FCA-Injektion erhal-
ten. Im Rahmen des von uns bearbei-
teten Projektes war die Mitfiihrung
dieser Kontrollen nicht moglich. Un-
tersuchungen zu dieser Problematik
laufen gegenwartig am Robert von
Ostertag- Institut.
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Abbildung 7: Kreuzvergleich der mil aviarem bzw. marnmarem
Ak ermitlellen CRP- bzw. lX:!-APG-Werte. FOr CRP gill Y =

Abgesehen yon den erwahnten
EinfluBgroBen scheinen auch "sy-
sternimmanente" Effekte eine Rolle
zu spielen, da sonst kaum die, unab-
hangig vom eingesetzten Antigen,
gefundenen Gemeinsamkeiten in den
jeweiligen Legeprofilen zu erklaren
waren.
Obwohl die in Abbildung 3 doku-

mentierten Beobachtungen aufgrund
fehlender Kontrollen mit Zuruckhal-
tung bewertet werden mussen, erhebt
sich dennoch die Frage, ob die Beur-
teilung der Legeleistung ein geeigne-
ter Parameter zur Abschatzung der
Belastung ist, der ein Huhn im Zu-
sammenhang mit der Ak-Erzeugung
unterworfen wird. Aus der Sicht des
Tierschutzes scheint die Suche nach
Adjuvantien, die bei gleicher Effizi-
enz nicht die Gewebseffekte des
FCA aufweisen, sinnvoller als die
Suche nach Parametern, die eine
Bewertung des Wohlbefindens der
Tiere erlauben. Da das FCA sich
bisher als das fur die Erzeugung
hoher Titer am besten geeignete Ad-
juvans erwiesen hat (Erhard et aI.,
1991), wird dieses Problem nicht
einfach zu losen sein. Alternative
Adjuvantien sind bereits im Ange-
bot, haben allerdings den Nachteil,
daB sie relativ teuer sind bei besten-
falls gleicher Wirksamkeit im Ver-
gleich zu FCA. Nach dem Stand der
Dinge scheint die Suche nach dem
.Jdealen" Adjuvans sinnvoll. Mit
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0,952x + 2,055 mil r = 0,967, fOr lX:!-APGgill Y = 0,97x + 17,91
mil r = 0,991.

dem wachsenden Verstandnis immu-
nologischer Zusammenhange erge-
ben sich moglicherweise erfolgver-
sprechende Strategien zur Adjuvans-
entwicklung.
Wenn der Einsatz aviarer vitelliner

Ak als Alternativmethode empfohlen
werden solI, muB billigerweise nach-
gewiesen sein, daB aviare Ak mam-
mare Ak ohne Einschrankung auch
tatsachlich ersetzen konnen. In der
Literatur finden sich zunehmend
Hinweise auf die erfolgreiche An-
wendung aviarer Ak, jedoch fehlen
unseres Wissens direkte Vergleiche
zwischen aviaren und rnammaren Ak
in einem System. Da der EIA das fur
aviare Ak am haufigsten verwendete
Nachweissystem ist (Schade et aI.,
1991), haben wir zum Vergleich der
beiden Ak Typen diesen Test eben-
falls gewahlt, dariiberhinaus werden
beide Tests routinemaliig zur Prote-
inbestimmung eingesetzt. Die Erzeu-
gung der Ak gegen CRP und ~-
APG bereitete keinerlei Schwierig-
keiten, was sich mit den Erfahrungen
anderer Gruppen deckt. Gleiches gilt
fur den Einsatz dieser Ak in den
beschriebenen Testsystemen. Der
Vergleich beider Ak beziiglich der
quantitativen Proteinbestimmung er-
gab ftir beide Proteine eine sehr gute
Korrelation. Somit lassen sich fur die
ausgewahlten Beispiele mammare
Ak ohne Einschrankung durch aviate
Ak substituieren. Damit ware zumin-

dest fur den groBen Bereich der
Serurnproteine der Einsatz aviarer
Ak in grofserern Umfang denkbar.
Auf die Vorteile beziiglich der Aus-
beute an derartigen Ak ist schon
mehrfaeh verwiesen worden (Losch
et aI., 1986, Gassmann et aI., 1990,
Schade et aI., 1992, Gassmann und
Hiibscher, 1992). Auch die Sekun-
dar-Ak, die zur Komplettierung der
Testsysteme benotigt werden, sind
tiber verschiedene Anbieter erhalt-
lich, so daB yon dieser Seite kein
Grund besteht, aviare Ak nieht ein-
zusetzen.
Zusarnrnenfassend laBt sich fest-

halten:
Anhand der Legeleistung lassen

sich verschiedene Einfliisse ablesen,
yon denen einer die Immunisierung
selbst ist. Der EinfluB des Adjuvans
ist nieht klar abtrennbar. Das Profil
der Legeleistung wird nieht unwe-
sentlieh yon der Art des eingesetzten
Antigens mitbestimmt. Letztlich ist
vorstellbar und wahrscheinlich, daB
die Legeleistung als ein moglicher
Parameter des Wohlbefindens des
Tieres multifaktoriell determiniert ist
und zur Beurteilung der Adjuvans-
wirkung nur bedingt geeignet
scheint.
Zur Extraktion von Ak aus dem

Eidotter existieren verschiedenste
Methoden. In dieser Arbeit wird ein
Verfahren auf Ionenaustauscherbasis
besehrieben, das sehr einfaeh zu
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handhaben ist, in sehr kurzer Zeit ein
Ergebnis liefert und dabei eine gute
Ausbeute bei hoher Reinheit gewahr-
leistet.
Die Gewinnung aviarer Ak ge-

gen Serumproteine bereitet keine
Schwierigkeiten. Derart immuni-
sierte Huhner reagieren mit guten
bis sehr guten Titern ahnlich wie
Sauger.
Die gegen CRP (Mensch) und ~-

APG erzeugten Ak lieSen sich un-
problematisch als Substituenten in
entsprechenden Assays einsetzen
und ergaben im Vergleich zu den mit
mammaren Ak durchgefuhrten Be-
stimmungen identische Resultate.
Wir denken, daB die vorgestellten

Ergebnisse zwar exemplarischen
Charakter haben, aber fur andere
Anwendungsbereiche ahnliche Un-
tersuchungen notwendig sind. Ais
grundsatzliches Problem bleibt nach

wie vor der Einsatz yon Adjuvantien.
Es ware eine Strategie vorstellbar,
die nach Adjuvantien mit im Ver-
gleieh zu FCA gleieher Effizienz,
jedoeh ohne Gewebseffekte sueht.
Ansatze in dieser Riehtung existieren
bereits.
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