NEFINE

R
2

Die Gewinnung spezifischer, polyklonaler
Antikorper aus dem Dotter von Hiihnereiern
als Alternative zur Immunisierung von Sidugern —

' eine Ubersicht

Riidiger Schade, Anne Schniering und Andreas Hlinak*

Institut fiir Pharmakolagie und Toxikologie der Medizinischen Fakultit
(Charité) und *Institut fiir Virologie und Gefliigelkrankheiten der
Veterinidr- Medizinischen Fakultit der Humboldt-Universitit zu Berlin,
PF 140, 0-1040 Berlin

Zusammenfassung

Die Gewinnung polyklonaler Antikérper (AK) aus dem Hiihnerei ist eine Methode, die
durchaus als Alternative zur traditionellen Gewinnung polyklonaler AK von Kleinsiau-
gern gelten kann. Neben der nicht-invasiven AK-Gewinnung bietet die Methode den
Vorteil, dass erheblich grossere Mengen an spezifischem AK gewinnbar sind als von
einem Kaninchenin einem vergleichbaren Zeitraum. Die vorliegende Arbeit beschreibt
diese Methode, wobei besonders Fragen der Immunisierung wie Art der Antigene,
Immunisierungsschemata sowie Titerentwicklungen beriicksichtigt werden. Dariiber
hinaus wird Auskunft gegeben iiber die Antigengruppen, gegen die bisher AK erzeugt
wurden, iiber Methoden, in denen sie angewendet werden, sowie iiber unterschiedliche
Einsatzgebiete. Ausserdem werden anhand von Literaturdaten Eigenschaften vitelliner
AK von Vigeln (IgY) mit denen von Saugern (1gG) verglichen, um zu demonstrieren,
dass IgY in gleicher Weise einsetzbar ist wie das IgG von Sdugern.

Summary: Polyclonal avian antibodies extracted from egg yolk as an alternative to the
production of antibodies in mammals — a review

Polyclonal avian antibodies (AB) extracted from chicken egg yolk can be considered as
a real alternative to the traditional AB production in laboratory mammals. Besides the
advantage of a non-invasive AB sampling, the amount of specilic extractable AB is
much higher in eggyolk than in rabbits in the same time period. This paper presents the
methodology of IgY production and extraction particularly considering the mode of an-
tigen injection, immunization schedule as well as titer development. The paper gives in-
formation about groups of antigens used for immunization so far, immunological me-
thods applied and fields of IgY application. Furthermore, based on data from literature,
[gY and [gG are compared with respect to properties important for immunological use.
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Einleitung

Antikorper sind ein wesentlicher Bestandteil verschiedenster Nachweis-
systeme, die in der biologisch-medizinischen Forschung bzw. Routine fiir
unterschiedlichste Fragestellungen eingesetzt werden. Die Erzeugung von
polyklonalen Antikorpern (pAK) ist jedoch stets mit einer physischen oder
emotionalen Belastung [iir das betreffende Tier verbunden, die sich aus der
Immunisierung (Antigeninjektion) sowie der Blutabnahme (AK-Gewin-
nung) ergibt. Dies fiihrte zur Suche nach Alternativen, die die Leiden und
Belastungen von Tieren wenn nicht aufheben. so doch deutlich vermindern.
Zumindest fiir den angesprochenen Bereich (pAK) ergibt sich eine Mog-
lichkeit, die in den letzten Jahren zunehmend Beachtung findet.

Seit den Untersuchungen von Klemperer im Jahre 1883 (1) weil man, dal
im Dotter von Hiihnereiern AK in betrachtlicher Menge akkumuliert sind.
Obwohl dieses Faktum seit iiber hundert Jahren bekannt ist, wird es noch
relativ selten ausgenutzt. Dabei bietet die Extraktion von AK aus dem Dot-
ter von Hiihnereiern verschiedene Vorziige, iiber die in dieser Zeitschrift
schon ausfiihrlich berichtet wurde (2). Einer der Vorziige ist die tatsachli-
che Reduzierung von belastenden Eingriffen, da die AK-Gewinnung un-
blutig erfolgt, eine Blutentnahme also entfillt. Die aus dem Dotter leicht zu
extrahierenden; als IgY (Y = yolk = Dotter) bezeichneten AK lassen sich
nach bisherigen Erkenntnissen in den meisten immunologischen Detekti-
onssystemen einsetzen. Insofern scheint es unverstiindlich, daB diese Me-
thode nicht weiter verbreitet ist.

In der vorliegenden Arbeit werden praktische Belange des Einsatzes vitelli-
ner AK von Viégeln (IgY) beriicksichtigt, wie z. B. Extraktionsmethoden,
Immunisierungsprozeduren, Titerverldufe. Es wird informiert iiber bisher
zur Immunisierung von Hiihnern verwendete Antigene, Methoden, in de-
nen IgY-AK eingesetzt wurden und werden; Eigenschaften von IgY werden
mit denen von Sduger-IgG verglichen.

Dieser Beitrag soll die vorgestellte Alternativmethode transparent machen
und potentielle Anwender zur Erprobung der Methode ermutigen.

Immunisierung/A K-Titerentwicklung

Die Immunisierung von Hiihnern bereitet keine Probleme und wird in
dhnlicher Weise wie bei Kaninchen vorgenommen. In der Regel wird das
Antigen intramuskulér injiziert (Musculus pectoralis), meist vermischt mit
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Freund’s komplettem Adjuvans (FCA), aber auch i.v., i.p. sowie i.d. und s.c.
(intravends, intraperitonal, intradermal, subcutan). Antigeninjektionen sind
beschrieben worden. Aus der Literatur geht nicht hervor, daf3 die eine oder
andere Injektionsart Vorteile gegeniiber den anderen hat, es gibt eher den
Hinweis auf keine groeren Unterschiede zwischen den verschiedenen
Applikationsrouten (2). Belegt hingegen ist die giinstige Wirkung von FCA
im Vergleich zu anderen Adjuvantien (4). Zur Immunisierung werden sehr
unterschiedliche Antigenmengen eingesetzt, von wenigen Mikrogramm bis
zu mehreren Milligramm (siche Abb. 1).
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Abb. 1

Zur Immunisierung von Hiihnern eingesetzte Antigenmengen

Dargestellt sind fiir vier verschicdene Antigenbereiche (Proteine bzw. Peptide, bakte-
riclle Ag, von verschiedenen Parasiten stammende Ag, virale Ag) die zur Immuni-
sierung eingesetzten Mengen (Ag/Injektion/Tier). Die Angaben in mg verstehen sich
als Bereiche (bis 1 mg, 1-10 mg und 10-100 mg). Die 4. Achse gibt Auskunft iiber die
Anzahl der entsprechenden Beispiele. Der Statistik liegt folgende Literatur zugrunde:
3,5,9,12-15, 19, 22, 25, 27-36, .
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Titer (verschiedene Dimensionen)

t (Wochen)

Abb. 2a _
Antikérpertiterentwicklung in Hithnern nach Immunisierung

Dargestellt ist die IgY-Titerentwicklung in Hithnereiern nach Immunisierung mit

+ - Albumin (human) i.m. + FCA (3) 40 mg/kg

- Albumin (human) i.p. (3) 40/20 mg/kg

* - Citrus tristeza Virus i.m. 100 pg (25)

o - E. granulosa i.m. + FCA je 1 mg (19)

x - IgG (human) i.m. + FCA je 350 mg (27)
Die Titer sind mit unterschiedlichen Methoden bestimmt worden, so dafB ein willkiirli-
cher MaBistab gewihlt wurde. Die Hohe der jeweiligen Titer ist daher nicht vergleich-
bar. Die Markierungen unterhalb der x-Achse bezeichnen die Zeitpunkte der Erstim-
munisierung bzw. der jeweiligen Boosterungen.

Nach Literaturangaben a6t sich auch in Wachteln (Coturnix coturnix japo-
nica Temminck et Schlegel) ein ausreichender AK-Titer auch mit nur weni-
gen Mikrogramm Antigen/Injektion erreichen. Diese Spezies wird von den
Autoren fiir eine AK-Produktion empfohlen, wenn nur eine geringe Anti-

genmenge zur Immunisierung zur Verfiigung steht (5).
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Abb. 2b
* - 1gG (Ziege) i.m. + FCA 8 mg bzw. 3 x 3 mg (15)
o - E. coliim. + FCA je 0,3 ml Lasung (28)
x - Poliovirus i.m. + FCA (26)

Erlduterungen wie fiir 2a.

Ein wichtiges Problem in dem beschriebenen Zusammenhang ist die Frage
‘nach der Auspriagung der AK-Titer. Hierzu scheint es unterschiedliche
Erfahrungen zu geben. Dies betrifft sowohl die Titerhohe in Abhéngigkeit
von der Zeit als auch die Wirksamkeit von Boosterungen (Mehrfachinjek-
tionen).

Es gibt Hinweise in der Literatur auf einen zyklischen Verlauf der AK-Ti-
terentwicklung, wonach der Titer innerhalb von ca. 7 Tagen ansteigt, €in
Plateau erreicht, das fiir weitere 7-10 Tage gehalten wird, um danach wieder
abzusinken (siche Abb. 2a). Dieser Verlauf scheint durch die Art der ver-
wendeten Adjuvantien, bzw. deren Anwendung iiberhaupt beeinflufit zu
werden (4, 11). Die Meinungen zur Bedeutung von Boosterungen gehen
etwas auseinander (2), die Abb. 2a/b belegen jedoch, dall Boosterungen
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durchaus einen Effekt im Sinne einer Titererhéhung haben kénnen, wie es
dhnlich auch bei Sdugern beobachtet wird. Bedauerlicherweise sind
systematische Untersuchungen zu dieser Problematik bisher kaum unter-

nommen worden, es gibt aber eindeutige Belege fiir gute Wirksamkeit von
Freund’s komplettem Adjuvans im Vergleich zu anderen Adjuvantien (4).

Zusammenfassend zu diesem Abschnitt 146t sich festhalten, daB verallge-
meinerungsfihige Erfahrungen zur Immunisierung von Hiithnern kaum vor-
handen sind, sich diese Situation aber von der bei Sdugern vorzufindenden
kaum unterscheidet, als auch hier hiufig empirisch vorgegangen wird und
jede Arbeitsgruppe ihr «Hausrezept» hat.

IgY - Extraktionsverfahren

BefaBt man sich als immunologisch arbeitender Wissenschaftler mit der
beschriebenen Methode, sieht man sich der ungewohnten Situation gegen-
iiber, in kurzer Zeit eine Vielzahl von Eiern aufarbeiten zu miissen, wo
sonst eine Blutentnahme als Basis fiir die AK-Gewinnung ausreichend war.
Nach unseren Erfahrungen lassen sich jedoch groBBe Mengen an Eiern auf
einfache Weise schnell soweit konservieren, daf3 eine weitere Aufarbeitung
sukzessive nach Belieben erfolgen kann. Hierzu werden die Dotter wie in
der Literatur beschrieben vom Eiklar getrennt, gewaschen, in normale
Haushaltsfolie eingeschlagen und in handelstiblichen Eiverpackungen (als
Behiilter) bei 20 °C eingefroren. In gefrorenem Zustand lassen sich die
Dotter beliebig verpacken und platzsparend aufbewahren. Fiir die IgY-Ex-
traktion sind sehr unterschiedliche Verfahren beschrieben worden (fiir eine
Zusammenstellung siehe 6). Die am haufigsten angewandte' Methode ist die
von Polson et al. (7, 8) beschriebene Prozedur, die auf einer Polyethylengly-
kolfillung basiert. Dariiberhinaus sind weitere Prazipitationsmethoden
(z.B. EiweiBfillung mittels Ammoniumsulfat) ebenso wie chromatographi-
sche Préiparationen sowie Kombinationen dokumentiert worden.

Ein spezifisches Problem der Extraktion vitelliner AK ist die Abtrennung
der reichlich vorhandenen Lipoproteide. Abb. 3 zeigt das Elutionsprofil
eines Dotterrohextraktes, chromatographiert an Sephacryl S 300 (Pharma-
cia). Es wird ersichtlich, daB ein nicht unbetrichtlicher EiweiBanteil aus
Lipoproteiden besteht. Erfahrungen von Anwendern zufolge kénnen Lipo-
proteide die Leistungsparameter von vitellinen AK maskieren. Dieser Be-
sonderheit mul} also bei der Priparation vitelliner AK Rechnung getragen
werden.

48



&

c

o

@©

2

.g (Poly) Peptide

"d -

G

0

0

<t

-l
| = | i —i
0 220 440 660 880
Elutionsvolumen (ml)
Abb. 3

Fused Rocket Immunoelektrophorese eines mittels Gelfiltration (Sephacryl S-300,
Pharmacia) fraktionierten rohen Dotterextraktes

Oberer Teil: Monitoring des Extraktes mittels UV-Absorption (280 nm) bzw. mittels
cines polyspezifischen Anti-Huhnserum AK

Unterer Teil: wie oben, aber es wurde ein monospezifisches Anti-IgY Antiserum ver-
wendet.

Eine Alternativmethode sollte billigerweise im Vergleich zu bisher prakti-
zierten Verfahren zumindest vergleichbare Leistungsparameter aufweisen
und sollte ebenso einen vertretbaren Aufwand nicht iibersteigen.

Wir erarbeiten derzeitig eine Methode, die mit einem relativ geringen Auf-
wand an Material und Zeit auskommt. Das Extraktionsschema ist in Abb. 4
dargestellt. Die IgY-Extraktion beruht auf einer lonenaustausch-Chromato-
graphie im sogenannten Batch-Verfahren, was bedeutet, daB die Priparati-
on nicht sdulenchromatographisch, sondern im Becherglas erfolgt. Unter
den in der Abb. 4 angegebenen Bedingungen wird IgY in einer wiBrigen
Losung an DEAE A-50 Ionenaustauscher (Pharmacia) gebunden, wihrend
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Abb. 4

IgY - Extraktion
(Batch-Verfahren)

Aufbrechen des Eies, Abtrennen des Eiklar
Stufe I und Waschen des Dotters mit Leitungswasser,

Homogenisieren mit 180 ml Aqua dest (pH 7,0),

Einfrieren (-20° C), Auftauen, Filtrieren

S

Lyophilisierung Dialyse gegen 0,05 M
Phosphatpuffer pH 6,8

Aufnehmen in Phosphatpuffer
0,05 M, pH 6,8

i

Mischen des Extraktes mit vorgequollenem DEAE-AS0
Stufe II Sephadex lonenaustauscher, waschen

mit Phosphatpuffer (pH 6,8/0,05 M).

Pufferaustausch (Vakuumdialyse, Dialyse),

Portionieren, Aufbewahrung bei -20° C.

Wiederfindung: 50-70 %
Reinheit: 40 -70 %

ein Grofteil anderer Proteine nicht gebunden wird. Durch Verdanderung
der Molaritédt kann IgY selektiv abgelost werden. Auf diesem Wege wird
eine Isolierung des IgY sowie gleichzeitig eine Konzentrierung erreicht.
Nach Dialyse gegen einen entsprechenden Puffer kann der Extrakt portio-
niert und eingefroren werden. Eine Alternative (wenn moglich) ist die
Lyophilisierung des Materials. Die Lyophilisierung des IgY-Extrakts kann
auch schon bei Stufe 1 erfolgen, so daf sich weitere Extraktionsschritte spa-
ter anschlieBen kénnten.

Aus dem Gesagten wird deutlich, daf3 verschiedene IgY-Extraktionsproze-
duren verfiigbar sind, die sich in ihrer Leistungsfahigkeit sicherlich unter-
scheiden, dafiir aber den Vorzug haben, daB sie sich an unterschiedlichste
Laborbedingungen ebenso wie Anforderungen an Reinheit und Ausbeute
anpassen lassen. Eine IgY-Priparation ist somit auch unter einfachsten La-
borbedingungen maglich.
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IgY-Extraktionsverfahren, die einen grof3eren Einsatz an Losungsmitteln
erforderlich machen (9), werden von uns aus Umweltschutzgriinden nicht
durchgefiihrt.

Anwendung vitelliner Antikorper aus dem Hiihnerei

Eine wesentliche Voraussetzung fiir uneingeschrinkte Anwendung vitelli-
ner AK ist der Nachweis zumindest gleichwertiger Leistungsparameter im
Vergleich zu AK von Sdugern. Den bisher vorliegenden Literaturdaten ist
zu entnehmen, daf3 avidre AK in allen tiblichen immunologischen Nach-
weistechniken akzeptable Ergebnisse zeitigten. Das betrifft sowohl klassi-
sche Prizipitationstechniken (Immundiffusion, Elektroimmundiffusion) als
auch kompliziertere Verfahren wie Immunhistochemie, Radioimmunassay
oder Enzymimmunassay, wobei letztere die am haufigsten eingesetzte Tech-
nik zu sein scheint. Avidre AK waren erfolgreich im Nachweis unterschied-
lichster Antigene (Ubersicht in 6) und wurden fiir eine Vielzahl diagnosti-
scher, taxonomischer und weiterer Fragestellungen eingesetzt. Einschrén-
kungen in der Einsetzbarkeit avidrer AK sind bisher bis auf die in Tab. 1
angegebenen nicht bekannt.

Im Unterschied zu mammiren AK besitzen avidire AK eine bemerkens-
werte Hitze- und Sédurestabilitat (3), woraus sich spezielle Anwendungsge-
biete ergeben. Lésch und Mitarbeiter konnten zeigen, daB aviire, vitelline
AK sich fiir eine orale Therapie bzw. Prophylaxe spezieller Erkrankungen
von Nutztieren (z.B. Enteritiden des Schweines) eignen (10).

Aves und Mammalia unterlagen im Laufe der Phylogenese [riihzeitig einer
getrennten Entwicklung, so daf es nicht verwundern kann, dafl die Immun-
systeme der Vertreter beider Tierklassen jeweils ihre Besonderheiten auf-
weisen. Dies schldgt sich nicht zuletzt darin nieder, dal das Immunsystem
der Hiihner Antigene bzw. deren Epitope “anders™ erkennt als das Immun-
system des Kaninchens z.B..

Es gibt Beispiele in der Literatur, die diesen Sachverhalt belegen (12, 13,
14). Danach reagierten Hiihner mit AK-Bildung auf Stimulierung mit Anti-
genen, die im Kaninchen keine AK-Produktion bewirkten. Die Erzeugung
spezifischer AK im Huhn kénnte demnach auch eine wissenschaftliche
Alternative sein, wenn die Verwendung von Sdugern als AK-Produzenten
nicht zum Erfolg fiihrt. Auch fiir die Differenzierung von Saugerspezies
sind AK vom Huhn aufgrund geringerer Kreuzreaktionen wesentlich besser
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geeignet als AK von Sdugern (15). Das gleiche Problem spielt auch bei im-
munhistochemischen Techniken eine Rolle, fiir die sich aviire AK ebenfalls
sehr gut eignen (16).

Die bereits angesprochenen unterschiedlichen Entwicklungsstufen des Séu-
ger- bzw. Vogel-Immunsystems finden ihren Niederschlag auch in differen-
ten Ig-Isotypen. Der iiblicherweise vom Kaninchen gewonnene spezifische
AK ist dem IgG-Typ zuzurechnen, wihrend der aus dem Dotter gewonnene
AK nach Untersuchungen von Ambrosius eher dem [gA-Typ zuzurechnen
ist (17). Hieraus ergeben sich die in der Tab. 1 aufgefiihrten Unterschiede
sowie praktische Konsequenzen fiir die Enzymimmunassaytechnik, da der
avidre AK nach unseren Erfahrungen optimal bei pH 8,0 an ELISA-Platten
bindet, wihrend fiir Sduger-AK ein pH von 9,5 empfohlen wird.

Tabelle 1
Vergleich der Eigenschaften bzw. Lelstungsparameler von aviaren (IgY) mit denen von
mammaren (IgG) Antikérpern

Eigenschaften [gG IgY Referenz
Fe/Komplement-Bind. + - 3
Protein A/G-Bind. + - 18
rel. Hitze- u. Sdurestabilitiit - + 3
Menge an spez. AK (Basis- IMundl) 16,6 mg 298 mg 19
Titerentwicklung vergleichbar (siehe Text)
Empfindlichkeit vergleichbar
RIA 19 pMol/l 10 pMol/l 20,21
EIA 5 ng/ml Sng/ml - 22,23
Ak-Quelle - Blut Dotter
Reaktion auf FCA stark schwach 24
Lagerung ; stabil nach mehr

als 1 Jahr (-200 C)

Schlufibetrachtungen

Anhand der verfiigbaren Literatur ist belegbar, da polyklonale, aviire,
vitelline AK mit unbedeutenden Ausnahmen gleichrangig zu Siuger-AK
einsetzbar sind. Das schlie8t auch das Vorhandensein kommerzieller Kon-
jugate ein (FITC-, POD- markierte anti Huhn IgY Antikorper), die fiir De-
tektionssysteme wie EIA oder immunhistochemische Techniken notwendig
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sind. Die Materialgewinnung ldBt sich einfach und kostengiinstig realisie-
ren, wobei die einzelnen Anwender sicherlich unterschiedliche Erfahrun-
gen haben und die jeweilige Laborausstattung die Entscheidung fiir das
eine oder andere Extraktionsverfahren beeinflussen wird. Rdumt man dem
Tierschutzaspekt (dieser Aspekt wurde im Zusammenhang mit der be-
schriebenen Methode von Gassman und Hiibscher in dieser Zeitschriflt aus-
fiithrlich und explizit dargelegt, so daf} in dieser Arbeit nur kurz darauf ein-
gegangen wird) bezogen auf die vorgestellte Alternativmethode eine hohe
Prioritit ein, gibt es kaum Griinde fiir eine Ablehnung dieser Methode. Ins-
gesamt wiire zu wiinschen, dall der Anwendung avidrer vitelliner AK eine
breitere Akzeptanz beschieden wiirde als es tatséchlich der Fall ist.

AbschlieBend soll in mehreren Punkten zusammenfassend kurz auf die Vor-
ziige der Methode hingewiesen werden.

1. Hiihner werden durch die unblutige AK-Gewinnung objektiv weniger
durch eine Immunisierung belastet als vergleichsweise Kaninchen. Hin-
zu kommt, dafl Hiithner auf die Injektion von Adjuvantien (FCA) weni-
ger empfindlich als Sduger reagieren.

2. Ineinem vergleichbaren Zeitraum iibertrifft die Ausbeute an spezifi-
schem avidren AK die von Kaninchen gewinnbare AK-Menge um ein
Vielfaches.

3. Unter Beriicksichtigung des Preis-Leistungsverhiltnisses bzw. des ver-
folgten Zieles lassen sich IgY-AK mit relativ einfachen Mitteln gewinnen
und sind somit einem breiten Anwenderkreis prinzipiell zugéinglich.

4. Das Monitoring von AK-Titern gegen bestimmte aviiire Infektionen
bzw.als Kontrolle einer Immunisierung ist auch iiber AK aus dem Ei
moglich und wiirde auch hier zur Reduzierung von Eingriffen am Tier
fiihren. :

5. SchlieBlich kann der Einsatz von Hiihnern zur Gewinnung spezifischer
AK die ultima ratio sein in Fillen, in denen Kaninchen mit der Bildung
spezifischer AK versagen.

Wir halten die Produktion spezifischer AK im Huhn fiir eine interessante
und attraktive Alternativmethode, deren einziger Mangel eine bisher rela-
tiv geringe Akzeptanz ist. Eine detaillierte Information iiber dieses Verfah-
ren einschlieBlich der Dokumentation von Anwendungsbeispielen sollte
ermdoglichen, diesem Mangel abzuhelfen.
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