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Zusammenfassung

Aus der zunehmenden Bedeutung der Gewinnung von
spezifischen Antikérpern aus Hithnereiern ergibt sich die
Suche nach gut vertriglichen und wirksamen Adjuvantien
zur Immunisierung von Legehennen.

Fiir das Lipopeptid Pam,Cys-Ser-(Lys), (PCSL) konnte bei
der Immunisierung von Hennen mit einem Virusantigen eine
gute immunstimulierende Wirkung nachgewiesen werden,
die zu dhnlichen, teilweise sogar signifikant héheren
spezifischen Antikorpergehalten im Serum fithrte als die
Immunisierung unter Verwendung von Freundschem
kompletten Adjuvans (FCA).

Die Verwendung einer Kombination aus PCSL und einem
neuen Lipopeptid (PCST,16) bei der Erstimmunisierung von
Legehennen mit rekombinantem bovinen Wachstumshormon
erbrachte keine signifikant héheren spezifischen Antikirper-
titer im Vergleich mit den bei Verwendung nur eines
Lipopeptids gemessenen Werten.

Die Korrelationen zwischen den Antikérpergehalten in den
Seren und in den eine Woche spiter gewonnenen Dottern
betrugen bei dem Virusantigen 0,81 (FCA) und 0,86
(PCSL), beim rekombinanten bovinen Wachstumshormon
unter Verwendung von Lipopeptiden lagen sie zwischen 0,78

und 0,886.

Keywords: lipopeptides, complete Freund's adjuvant, egg
volk antibodies, immunoglobulin Y

Summary: Lipopeptides as adjuvants for the immunisation
of laying hens.

Increasing interest on the extraction of specific antibodies
from chicken egg yolk rises the question for powerful
adjuvants without side effects for the immunisation of laying
hens.

The lipopeptide Pam,Cys-Ser-(Lys), (PCSL) showed
effective immunostimulating capacity in case of the immauni-
sation of chickens with a viral antigen. The specific antibody
contents of the sera were comparable to and sometimes even
significantly higher than those achieved with complete
Freund’s adjuvants (CFA).

Considering the immunisation of laying hens with recombi-
nant bovine somatotropin, the use of a combination of PCSL
with a novel lipopeptide (PCST,16) for the primary immuni-
sation did not result in higher specific antibody titers
compared to the groups which received only one adjuvant.
The correlation between the contents of specific antibodies
in the sera and those of the egg yolks collected a week later
were 0.81 (CFA) and 0.86 (PCSL) in case of the viral
antigen and between 0.59 and 0.88 with recombinant bovine
somatorropin using lipopeptides as adjuvants.

Abkiirzungen: BSA: Bovines Serumalbumin; ELISA: enzyme
linked immunosorbent assay; FCA: Freundsches komplettes
Adjuvans; IgY: Immunglobulin Y; PBS: Phosphatgepufferte
Salzlésung; PCSL: Pam;Cys-Ser-(Lys),; POD: Meerrettich-
Peroxidase; rbST: rekombinantes bovines Wachstumshor-
mon; TMB: Tetramethylbenzidin.

1 Einleitung und Fragestellung

Aus praktischen und Okonomischen
Griinden ist man bestrebt, bei der
Immunisierung von Tieren zur Gewin-
nung spezifischer Antiseren mit einer
moglichst geringen Menge an Antigen
und durch nur wenige Impfungen eine
bestmégliche Antikorperproduktion zu
erzielen. Hierzu und auch aufgrund der
geringen Immunogenitit mancher An-
tigene werden sogenannte Adjuvantien
zur Steigerung der Immunantwort
zusammen mit dem Antigen verab-
reicht.
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Aufgrund seiner bekanntermalen gu-
ten immunstimulierenden Wirkung
wird auch bei der Gewinnung von
Dotterantikdrpern aus den Eiern immu-
nisierter  Legehennen  vorwiegend
Freundsches komplettes/inkomplettes
Adjuvans (FCA/FIA) verwendet. Wih-
rend jedoch Gassmann et al. (1990) bei
der Immunisierung von Legehennen
unter Verwendung von Freundschem
Adjuvans keine lokalen Entziindungs-
reaktionen an den Injektionsstellen be-
obachten konnten, zeigten andere Ar-
beiten, dall der Einsatz von FCA auch
beim Huhn zu gravierenden Nebenwir-

kungen fiihrt (Sprick-Sanjoseé Messing,
1990; Kaufmann, 1995; Schmidt et al.,
1996; Wanke et al., 1996). Deshalb
stellt — auch im Sinne des Tierschutzes
— die Entwicklung und Priifung neuer,
nebenwirkungsarmer Adjuvantien eine
wichtige Aufgabe im Rahmen von
Immunisierungen dar.

Fiir synthetisch hergestellte Lipopep-
tide konnte inzwischen bei verschiede-
nen Siugetierspezies im Zusammen-
hang mit einer ganzen Reihe von Anti-
genen eine immunstimulierende Wir-
kung nachgewiesen werden, die
nicht mit unerwiinschten Nebenwir-
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kungen verbunden ist (Bessler und
Jung, 1992).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es,
die adjuvante Wirkung des Lipopeptids
Pam;,Cys-Ser-(Lys), und eines Konju-
gates aus dem Lipopeptidanteil Pam;
Cys-Ser und einem T-Helferzell-Epi-
top mit der Aminosduresequenz FISEA
IIHVLHSRHPG (PCST16; Bessler et
al., in Vorbereitung) bei der Immuni-
sierung von Legehennen mit verschie-
denen Antigenen zu untersuchen.

2 Tiere, Material und Methoden

2.1 Versuch I

Zur Gewinnung spezifischer Dotteran-
tikorper gegen die hiiufigsten Erreger
der bovinen Neugeborenendiarrhoe wur-
den jeweils 8 Hiihner der Rasse WeiBes
Leghorn mit 1 ml Lactovac® Muttertier-
Vakzine' immunisiert. Der Impstoff ent-
hilt nach Angaben des Herstellers unter
anderem  inaktiviertes Coronavirus,
Stamm 800. Zu den Zeitpunkten Woche
0, Woche 4 und Woche 12 wurden eine
Gruppe von 8 Tieren unter Verwendung
von 500 pg PCSL pro Tier und Immuni-
sierung und eine Vergleichsgruppe unter
Verwendung von jeweils 0,5 ml FCA
i.m. immunisiert. In wochentlichen Ab-
stinden wurden Serum- und Dotterpro-
ben zur Bestimmung des Gehalts an
Coronavirus-spezifischen ~ Antikrpern
im ELISA gewonnen.

2.2 Versuch II

Um zu untersuchen, ob die adjuvante
Wirkung von PCSL durch die Kombi-
nation mit dem neuen Lipopeptid
PCST,16 verstiarkt werden kann, wur-
den Hiihner nach folgender Tabelle
mit rekombinantem bovinen Wachs-
tumshormon (rbST?; 1 mg pro Tier und
Immunisierung) immunisiert.

Bis zum Versuchsende wurden wo-
chentlich Serum- und Dotterproben ge-
wonnen und im rbST-spezifischen
ELISA die Antikorpertiter bestimmt.
2.3 Bestimmung der spezifischen
Antikérper im ELISA
Direkter ELISA zum Nachweis von
Coronavirus-spezifischen Antikorpern
Mit Coronavirus beschichtete ELISA-
Platten wurden freundlicherweise von
Herrn Dr. W. Eichhorn, Institut fiir
Medizinische Mikrobiologie, Infekt-
ions- und Seuchenmedizin, Universitit
Miinchen, zur Verfligung gestellt.

Tabelle: Schema fur die Immunisierung der HGhner mit rekombinantem bovinen

Wachstumshormon
Gruppe Erstimmunisierung 1. und 2. Boosterung
(n=6) (Woche 0) (Woche 4 und 8)
rbST bST rbST
rbST + PCSL rbST

PCSL (250 ug) bST
rbST + PCSL + PCST,16  rbST

PCSL (125 ug) PCSL (250 ug)

PCST,16 (125 ug)

Nach Blockierung mit I % bovinem
Serumalbumin (BSA? 200 ul/Kavitit)
wurden die Seren in einer Verdiinnung
von 1:5000 in PBS-Tween (50 wl/
Kavitit) aufgetragen. Im néchsten
Schritt wurde G1-POD (Erhard et al.,
1992) in einer Verdiinnung von 1:5000
eingesetzt (50 Wl/Kavitit). Zwischen
allen Schritten erfolgte eine einstiindi-
ge Inkubation bei 37°C nach der die
Mikrotiterplatten mit  Waschpufter
(0,09 %ige NaCl mit 0,05 % Tween)
gewaschen wurden. Nach Zugabe des
Substrates Tetramethylbenzidin (TMB;
200 pg/ml 0,1 M Carbonatpuffer pH
5,0; 100 w/Kavitat) wurde die Reakti-
on nach zehn Minuten mit Schwefel-
sdure (1 M; 50 pl/Kavitit) abgestoppt
und die Extinktion bei 450 nm be-
stimmt.

Direkter ELISA zum Nachweis von
rbST-spezifischen Antikrpern
Mikrotiterplatten wurden iiber Nacht
bei 4°C mit bST (10 pg/ml 0,1 M
Carbonatpuffer pH 9,6: 200 pl/Kavitit)
beschichtet und anschlieBend mit 1 %
BSA (200 pl/Kavitdt) blockiert. Da-
nach wurden die Serum- oder Dotter-
proben (Vorverdiinnung bei Serum
1:250, bei Dotter 1:50) in einer log-
arithmischen Zweierverdiinnung in
PBS-Tween (50 ul/Kavitit) aufgetra-
gen. Inkubationszeiten und -tempera-
tur, das Waschen der Platten und alle
weiteren Schritte erfolgten analog zum
Coronavirus-spezifischen ELISA.

3 Ergebnisse
3.1 VersuchI
Abbildung 1 zeigt die Ergebnisse der
Immunisierung von Legehennen mit
Lactovac® Muttertiervaccine  unter
Verwendung der beiden Adjuvantien

" Hoechst, UnterschieiBheim, Deutschland; 2 Monsanto, St. Louis, USA; ° Sigma, Deisen-

hofen, Deutschland
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PCSL und FCA. Dargestellt sind die
im Coronavirus-spezifischen ELISA
bei einer Vorverdiinnung der Seren von
1:5000 gemessenen  Extinktionen.
Nach der Erstimmunisierung konnten
in keiner der beiden Versuchsgruppen
spezifische IgY-Antikorper in den Se-
ren nachgewiesen werden. Erst nach
der ersten Boosterung erfolgte sowohl
bei den unter Verwendung von PCSL
als auch bei den zusammen mit FCA
immunisierten Tieren ein deutlicher
Anstieg des Gehalts an spezifischen
Antikoérpern im Serum, wobei in bei-
den Gruppen annihernd gleich hohe
Extinktionen erreicht wurden. Im wei-
teren Verlauf fielen die spezifischen
AntikOrpergehalte in den Seren bei
allen Legehennen langsam ab, um nach
der zweiten Boosterung erneut anzu-
steigen. Bei den unter Verwendung
von FCA immunisierten Tieren konn-
ten mit der zweiten Wiederholungsim-
munisierung keine hoheren Antikor-
pergehalte als nach der ersten Boo-
sterung erreicht werden; in der PCSL-
Gruppe hingegen wurden im Zeitraum
nach der zweiten Boosterung hohere
Antikorpergehalte als nach der ersten
Wiederholungsimmunisierung gemes-
sen. Dariiber hinaus zeigten die Seren
der unter Verwendung von PCSL im-
munisierten Tiere zum Zeitpunkt Wo-
che 13, 17 und 19 sogar signifikant
hohere Antikorpergehalte als die der
FCA-Vergleichsgruppe.

Die Korrelationen der spezifischen
Antikorpergehalte im Serumpool und
im gepoolten Eidotter immunisierter
Legehennen waren beim Vergleich der
Proben mit einer Zeitdifferrenz von
einer Woche sowohl in der PCSL- als
auch in der FCA-Gruppe am hochsten.
So betrug die Korrelation zwischen
Serumwerten und den Werten der eine
Woche spiter gewonnenen Dotter in
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Coronavirus-spezifische Antikérper im Serum
(Vorverdiinnung 1:5000)
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Wochen nach der Erstimmunisierung

Abbildung 1: Verlauf des spezifischen Antikdrpergehaltes im Serum (Vorverdiin-
nung 1:5000) nach der Immunisierung von Hihnern mit Lactovac® Muttertiervac-
cine (1 ml pro Tier und Immunisierung) unter Verwendung von Pam,Cys-Ser-Lys,
und Freundschem kompletten Adjuvans
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Abbildung 2: Verlauf der spezifischen Antikorpertiter im Serum nach der Immuni-
sierung von Hihnern mit rekombinantem bovinen Wachstumshormon (1mg pro
Tier und Immunisierung) unter Verwendung von Pam,Cys-Ser-Lys, und/oder
PCST,16

der PCSL-Gruppe 0,86 und in der
FCA-Gruppe 0.81.

3.2 VersuchII

Bei der Immunisierung von Legehen-
nen mit rekombinantem bovinen

Wachstumshormon unter Verwendung
von PCSL und/oder dem Lipopeptid
PCST,16 zeigte keine der Versuch-
gruppen nach der Erstimmunisierung
relevante Antikorpertiter im Serum
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(sieche Abbildung 2). Erst nach der
ersten Boosterimmunisierung stieg der
Gehalt an spezifischen IgY-Antikor-
pern in den Seren vor allem bei den
unter Verwendung von PCSL und der
Kombination beider Lipopeptide erst-
immunisierten Tieren deutlich an. An-
schliefend erfolgte ein rascher Abfall
der spezifischen Antikorpertiter bis zur
erneuten Boosterung. Eine Woche
nach der zweiten Wiederholungsimmu-
nisierung wurden die maximalen Titer
withrend des gesamten Untersuchungs-
zeitraumes gemessen. Zu diesem Zeit-
punkt waren die Antikorpertiter in den
Serumproben der Tiere, die bei der
Erstimmunisierung beide Lipopeptide
verabreicht bekommen hatten. tenden-
ziell hoher als bei den unter Verwen-
dung nur eines oder den ohne Adjuvans
immunisierten Legehennen. Signifi-
kante Unterschiede zwischen den ein-
zelnen Versuchsgruppen konnten je-
doch zu keinem Versuchszeitpunkt be-
obachtet werden.

Wie die Ergebnisse der Bestimmung
der spezifischen Antikdrper im Dotter
in Abbildung 3 zeigen, wurden die
nach der Immunisierung produzierten
Antikorper in den Dotter transferiert.
Unter Beriicksichtigung einer Transfer-
zeit von sechs bis sieben Tagen, gestal-
tet sich der Titerverlauf im Dotter
dhnlich wie in den Seren. Auch hier
konnten erst nach der ersten Boo-
sterung deutliche Antikorpertiter ge-
messen werden, die in der sechsten
Versuchswoche ihr Maximum erreich-
ten. Dem im weiteren Verlauf zu beob-
achtenden Abfall der spezifischen An-
tikbrpergehalte folgte zwei Wochen
nach der zweiten Wiederholungsimmu-
nisierung ein erneuter Anstieg auf
Werte bis anndhernd 10000 ELISA-
Einheiten pro ml Dotter. Auch im
Dotter ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen,
die bei der Erstimmunisierung nur ein
Lipopeptid erhalten hatten und jener
Gruppe, die unter Verwendung beider
Adjuvantien erstimmunisiert wurde.

Die Korrelation zwischen den Anti-
kérpertitern im Serum und den eine
Woche spiter in den gewonnenen Dot-
tern gemessenen Werten betrug bei der
ohne Adjuvans immunisierten Gruppe
(0,59 und lag bei den anderen Versuchs-
gruppen zwischen 0,78 und 0,88.

O
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4 Diskussion

Nachdem wiederholt beschrieben wur-
de, daB synthetische Analoga des N-
terminalen Anteils von Lipoprotein aus
der Zellwand Gram-negativer Bakteri-
en bei der Immunisierung von Sdugern
mit verschiedenen Antigenen adjuvan-
te Wirkung besitzen (Bessler und Jung,
1992; Kellner et al., 1992; Schlecht,
1993: Kleine et al., 1994), konnte bei
der Immunisierung von Legehennen
mit Lactovac® Muttertiervaccine ge-
zeigt werden, dafl das Lipopeptid
Pam,Cys-Ser-Lys, auch beim Huhn
immunstimulierende Aktivitit besitzt.
Die bei Verwendung von PCSL erziel-
ten Antikorpertiter waren durchaus mit
den beim Einsatz von Freundschem
kompletten Adjuvans erreichten Wer-
ten vergleichbar. Dies ist vor allem
deshalb von besonderer Bedeutung, da
Pam,Cys-Ser-Lys, im Gegensatz zu
oligen Adjuvantien zu keinen chroni-
schen pathologischen Verinderungen
an der Injektionsstelle fithrt (Wiede-
mann et al., 1991; Schmidt et al, 1996).
Damit steht auch fiir diese Tierart mit
dem Lipopeptid Pam,Cys-Ser-Lys, ein
Adjuvans mit ausreichender immunsti-
mulierender Wirkung und geringen
Nebenwirkungen fiir die Immunisie-
rung zur Gewinnung avidrer Antikor-
per zur Verfiligung.

In einem zweiten Versuchsansatz
sollte gepriift werden, inwieweit die
Kombination von PCSL mit einem
weiteren, ein T-Helferzell-Epitop ent-
haltenden, Lipopeptid (PCSTy16) bei
der Erstimmunisierung eine Steigerung
der Immunantwort bewirken kann. Da-
bei zeigte sich, dal die gemessenen
Antikorpertiter nicht signifikant hoher
lagen als bei den Tieren, die bei allen
Immunisierungen nur ein Adjuvans er-
halten hatten. Deshalb soll in weiteren
Untersuchungen geklirt werden, ob die
kombinierte Verwendung beider Lipo-
peptide auch bei den Boosterungen zu
deutlicheren Unterschieden bei den
Antikorpertitern im Vergleich zu den
beim Einsatz nur eines Adjuvans er-
reichten Werten fiihrt,
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