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DAS HUHNEREI ALS LIEFERANT POLYKLONALER
ANTIKORPER

M. GASSMANN, T. WEISER, P. THOMMES, U. HUBSCHER

ZUSAMMENFASSUNG

Polyklonale Antikorper konnen nicht nur aus dem Blutf
immunisierter Siugetiere, sondern auch aus dem Eigelb
geimpfter Hithner isoliert werden. Dl_ese alternative Me-
thode hat folgende V@ﬂeile: (1) Hithner produzieren auch
gegen hochkonservierte Proteine Immunglobuline. (2)
Bereits geringe Mengen Antigen (total 20-30 pg Protein)
geniigen, um eine effiziente Immunantwort zu induzieren.
(3) Ein langanhaltender Antlkorpemter wird dank der
Verwendung von komplettem Freundschem Adjuvans er-
reicht und fiihrt zu einer Ausbeute yon mehr als 65 mg
spezifischen Antikdrpern pro Huhn und Monat. (4) Die
Isolierung der Antikdrper ist dank einfachen Prazipita-
tionsschritten mit Polyithylenglykol kostengtinstig,
schnell und fithrt zu 90% reinen Antikorpern. ) Die
Histhnerantikorper sind sehr séure- und hitzestabil. Daher
ist die perorale Einnahme der Eler zu:r Prophylaxe und
Therapie intenstinaler Infektionen von Tier und Mensch
denkbar. (6) Die Im_znun_is_ie:uhg hin{g;iflﬁsst beim Huhn
keine sichtbaren Entziindungsreaktionen und (7) das Ein-
sammeln der Eier ist bedeutend einfacher als Blutentnah-
men. Die vorliegende Uberszchtsarbeﬁ beschreibt die Me-
thode zur Produktion und Gewinnung von Antikdrpern
aus dem Eigelb und geht auf mogliche Anwendungsberei-
che in Grundlagenforschung, Dlagnose Pmphylaxe und
Therapie ¢ ein.

SCHLUSSELWORTER' Huhn— Etgeib — Antlkor-_ -
per — IgY — konservierte Proteme \

EINLEITUNG

Antikorper sind ein nicht wegzudenkendes Hilfsmittel in der
modernen Forschung, Diagnostik und klinischen Anwendun-
gen. Polyklonale Antikorper werden iiblicherweise aus dem
Serum immunisierter Sdugetiere gewonnen. Eine Alternative
zur Antiserumproduktion besteht darin, Legehennen zu im-
munisieren. Ein Teil der gebildeten Hithnerantikorper werden

" THE EGG YOLK - A RICH SOURCE OF PO-
LYCLONAL ANTIBODIES

Polyclonal antibodies can be isolated not only from the
blood of immunized mammals but also from the egg yolk
of immunized chickens. The advantages of this alternative
method are: 1) Birds produce antibodies against highly
conserved mammalian proteins. 2) The quantity of antigen
_needed for an efficent immune response is very low
(20-30 pg). 3) The use of complete Freund’s adjuvans
leads to long lasting titers of yolk antibodies yielding a
total amount of 65 mg specific antibodies per month. 4)
The purification of antibodies is simple, unexpensive and
quick. Polyethylene glycol precipitation is sufficient to
obtain a purity of more than 90%. 5) Chicken antibodies
are acid- and heat-resistant and might therefore be orally
applied to prevent or to cure infectious intenstinal diseases
of young animals or humans. 6) Immunization with com-
plete Freund’s adjuvans is well tolerated and produces no
inflammatory reactions and 7) collecting eggs is, in con-
trast to bleeding animals, non-invasive. In this review we
present both, the method how to produce and to isolate
yolk antibodies as well as their possible apphcatxon m'
science, dlagnosw, prophylams and therapy. “

‘ KEY WOBDS. chicken — egg yolk — antlbod|es
— IgY — conserved protein '

vom Blut ins Eigelb iibertragen (Patterson et al., 1962; Rose
et al., 1974). Auf diese Weise schiitzen Vogel — analog zur
Kolostralmilch von Sdugern — ihre Nachkommen mit miit-
terlichen Antikorpern. Diese Tatsache wurde bereits im letz-
ten Jahrhundert von Klemperer (1893) erkannt und klinisch
erforscht. Er stellte bei tetanusinfizierten Méusen fest, dass
nur diejenigen iiberlebten, die vorher mit dem Eigelb von
tetanusgeimpften Hiihnern behandelt worden waren. In der
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Zwischenzeit sind die Hiithnerantikorper von verschiedenen
Arbeitsgruppen charakterisiert und auf ihre Anwendbarkeit
hin untersucht worden.

Hiihner besitzen zwei Immunglobulinklassen mit ver-
schiedenen Sedimentationskoeffizienten (sog. Sved-
bergeinheiten, S). Die kleinere Immunglobulinklasse
(7S) unterscheidet sich biochemisch nur geringgradig
Vom Immunglobulin gamma (IgG) der Séugetiere und
wird als IgY bezeichnet (Leslie und Clem, 1969). IgY hat
ein Molekulargewicht von 180000 Dalton (Song et al.,
1985) und besteht aus zwei schweren (67 000 — 70 000) und
zwei leichten Ketten (22 000—30 000). Im Gegensatz zu
IgG bindet das Fc-Fragment des IgY weder an Protein A von
Staphylokokkus aureus noch an Protein G von Streptokokken
(Ankerstrom et al., 1985). Daher mussten alternative Reini-
gungsmethoden fiir IgY entwickelt werden (siehe Methoden
und Resultate).

Gottstein und Hemmeler (1985) verglichen die quantitative
Ausbeute von IgY und IgG nach Immunisierung von Hiih-
nern und Kaninchen. Sei konnten nachweisen, dass die
Menge an spezifischen IgY 18mal grosser war als diejenige
an IgG. Carollund Stollar (1983) zeigten, dass das Immun-
system von Hithnern in der Lage ist, auch gegen hochkon-
servierte Proteine Antikorper zu produzieren. Diese Resul-
tate konnten von unserer Arbeitsgruppe bestitigt werden
(Gassmann et al., 1990). Als Antigen verwendeten wir das
Kernantigen proliferierender Zellen (engl. Proliferating
Cell Nuclear Antigen, PCNA), ein zellzyklusreguliertes
Protein, das die Verdoppelung der eukaryontischen Erbin-
formation steuert (Spadari et al., 1989; Burgers, 1989).
PCNA ist ein hochkonserviertes Protein und kann im Rea-
genzglas funktionell zwischen Hefen und Kalbsthymuszel-
len ausgetauscht werden (Burgers, 1988). Bei Immunisie-
rung von Legehennen mit verschiedenen Antigenmengen
stellten wir fest, dass bereits 20 bis 30 pug Totalprotein
geniigten, um eine effiziente Immunantwort zu induzieren.
Aus den gesammelten Eiern eines Huhnes konnten wir

monatlich bis zu 65 mg spezifische anti-PCNA IgY isolie-
ren.

ANTIKORPERPRODUKTION IM HUHN:
METHODE UND BEISPIEL

Die Immunisierungsmethode der Legehennen und das Isola-
tionsverfahren' der IgY aus dem Eigelb haben wir aus ver-
schiedenen Publikationen entnommen (Polson et al., 1980;
Jensenius et al., 1981; Bade und Stegemann, 1984; Hassl und
Aspdck, 1988), modifiziert und verdffentlicht (Gassmann et
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al., 1990). Deshalb wird an dieser Stelle nur iibersichtsméssig
auf die Methodik eingegangen.

Sechs 22 bis 24 Wochen alte Legehennen wurden wie folgt
immunisiert (weitere Details konnen in Gassmann et al.,
1990, entnommen werden): Das gewiinschte Antigen wurde
auf 30—500 pl/ml verdiinnt und mit gleichem Volumen kom-
plettem Freundschem Adjuvans gemischt. Die intramuskuld-
re Injektion dieser Emulsion erfolgte an zwei Stellen der
Pektoralmuskulatur. Eine Boosterinjektion wurde nach 12
Tagen verabreicht. Die Eier wurden tdglich gesammelt, mar-
kiert und bei 4°C gelagert. Verschiedene Methoden, Antikor-
per aus dem Eigelb zu extrahieren, sind tibersichtsmissig
beschrieben worden (Ldsch et al., 1986). Wir haben die ein-
fache Fillungsmethode mit Poly#thylenglykol (PEG) gewéhlt
(Polson et al., 1980). Nach diesem Protokoll wird das Eigelb
vom Eiweiss getrennt und anschliessend mit 3,5% (Ge-
wicht/Volumen) PEG-6000 gefdllt. Nach Zentrifugation

Abb. 1: SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese des Antigens
und der IgY Antikorper.

PONA —

.

Bahn M: Molekulargewichtstandards (97 400, 66 200,
42 700, 31 000 und 21 500 Dalton). Bahn 1: Vorgereinigte
PCNA-Fraktion (12 1g), die als Antigen fiir die Western-Blot-
Analyse verwendet wurde. Bahn 2: Gereinigte PCNA-Frak-
tion (1,5 pg), die zur Immunisierung von Legehennen ver-
wendet wurde. Bahn 3: IgY Fraktion (30. Tag nach der ersten
Injektion), gereinigt durch PEG-Fillung. Weitere Aufreini-
gung derselben IgY Fraktion iiber DEAE-Zellulosechroma-
tographie (Bahn 4) und MonoQ FLPC (Bahn 5). Die Proteine
wurden in einem 12% Gel elektrophoretisch aufgetrennt und
mit Coomassie Brilliant Blau gefirbt. H: Schwere Kette; L:
Leichte Kette des Immunglobulins Y.
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Abb. 2: Zeitlicher Verlauf der anti-PCNA IgY Antikorperpro-
duktion im Eigelb des Huhnes.

1010 10

vy Vv

o
s

e

e

| 3 ; -
: ] .

0 17 16 20 25 30 A 48 B Tose

Fir die Western-Blot-Analyse wurde eine vorgereinigte
PCNA-Fraktion (siehe Abb. 1, Bahn 1) als Antigen und eine
PEG-gefillte IgY Fraktion (siche Figur 1, Bahn 3) als Anti-
koérper (1:500 Verdiinnung) verwendet. Die Pfeile geben Zeit-
punkt sowie Menge (Lg) injiziertes PCNA an. M: Molekular-
gewichtstandards (siehe Legende von Figur 1).

(14 000 x g, 10 Minuten) wird der Uberstand mit 12% PEG
erneut gefillt und das Sediment resuspendiert. Diese Losung
enthilt bereits eine {iber 90% reine Fraktion an IgY (Abb. 1,
Bahn 3) und kann direkt fiir den immunologischen Antigen-
nachweis eingesetzt werden (siehe unten). Pro Ei wurden bis
zu 100 mg IgY isoliert. Hiervon waren durchschnittlich 3 mg
spezifisch gegen PCNA. Die Antikorperfraktionen wurden
mittels einer DEAE-Ionenaustauschersdule (Abb. 1, Bahn 4)
und eine FPLC MonoQ-Sdule (Abb. 1, Bahn 5) weiter aufge-
reinigt.

Wie erwdhnt, benutzten wir das gereinigte PCNA (Moleku-
largewicht: 36 000 Dalton; Abb. 1, Bahn 2) zur Immunisie-
rung der Legehennen. Die anti-PCNA IgY wurden mittels
Western-Blot-Analyse (Towbin et al., 1979) nachgewiesen.
Diese immunologische Methode beruht darauf, dass der ein-
gesetzte Antikorper (Primédrantikdrper) ein elektrophoretisch
aufgetrenntes Protein (Antigen) erkennt und daran bindet. Ist
dies der Fall, so wird der Primédrantikérper mit einem kaufli-
chen Sekunddrantikdrper nachgewiesen. Letzterer ist mit ei-
nem Enzym gekoppelt, das nach Zugabe von Substrat eine
sichtbare Farbreaktion katalysiert. Als Antigen fiir die We-
stern-Blot-Analyse verwendeten wir eine vorgereinigte

PCNA-Fraktion (Abb. 1, Bahn 1). Der Zweitantikorper, ein
anti-Huhn IgG, der im Kaninchen produziert und an alkali-
sche Phosphatase gekoppelt worden war, wurde uns freundli-
cherweise von Dr. B. Gottstein (Institut fiir Parasitologie,
Ziirich) zur Verfligung gestellt. Zweitantikorper konnen auch
bei Sigma (Deutschland) oder Southern Biotechnology Asso-
ciates (Alabama, USA) gekauft werden.

Die Western-Blot-Analyse in Abb. 2 zeigt, dass eine begin-
nende Immunantwort bereits am 20. Tag nach der ersten
Injektion nachweisbar ist und am 30. Tag eine Sittigung
erreicht. Dieses Huhn wurde am Tag 0, 12 und 20 mit jeweils
10 pg Antigen immunisiert. Noch am 81. Tag, als das Ein-
sammeln der Eier eingestellt wurde, waren Antikorper im
gleichen Masse wie nach 30 Tagen nachweisbar. Dieser lang-
andauernde Antikorpertiter entspricht den Resultaten von
Ldsch et al. (1986) und ist wahrscheinlich auf die Mykobak-
terien zuriickzufiihren, die im kompletten Freundschen Adju-
vans vorhanden sind. Diese verursachen die Bildung von
Granulomen, aus denen das eingeschlossene Antigen konti-
nuierlich freigesetzt wird (French et al., 1970; Tam und
Benedict, 1975).

ANTIKORPERPRODUKTION IM HUHNEREI:
PRAKTISCHE ANWENDUNGSBEREICHE

Wie bereits erwihnt, geniigen 20 bis 30 ug eines hochkonser-
vierten Proteins, um spezifische Hithnerantikorper in grossen
Mengen zu produzieren, die anschliessend mit kleinem Auf-
wand aus dem Eigelb extrahiert werden kénnen. Die Tabelle
zeigt eine Ubersicht {iber die Antigenarten und -mengen, die
bereits erfolgreich zur Herstellung von IgY eingesetzt worden
sind. Wichtig ist dabei die Tatsache, dass auch gegen schwach
immunogene Substanzen wie Vitamin D (gekoppelt an bovi-
nes Serumalbumin) oder Insulinrezeptoren die Bildung von
Antikorpern induziert werden kann. Aus derselben Tabelle ist
ferner ersichtlich, dass die vorgereinigten IgY Antikorper
direkt fiir verschiedene immunologische Nachweismethoden
wie ELISA, RIA usw. angewendet werden konnen.

In der Grundlagenforschung ist der Einsatz von Legehennen
als Antikérperproduzenten von grossem Interesse, da es viel-
fach unmoglich ist, grosse Antigenmengen zu isolieren. Auch
wirken hochkonservierte Proteine im Sdugetier nur schwach
immunogen. Ahnliches gilt fiir die heute weitverbreitete Im-
mundiagnostik. Eine Ubersichtsarbeit tiber immunologische
Nachweismethoden von Parasiten wurde von Gottstein und
Deplazes (1989) publiziert. Soll ein Nachweisverfahren eta-
bliert werden, miissen iiblicherweise grosse Mengen an Anti-
korpern vorhanden sein. Hiihner produzieren IgY ohne Boo-
sterinjektionen bis zum 200. Tag bei gleichbleibendem Anti-
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Tab. 1: Antikorperherstellung im Hiihnerei: Vergleich verschiedener Antigenmengen und Nachweismethoden

Antigen Injizierte Nachweismethode Autoren

. ~ Totalmenge®) ‘ .
Brucella abortus® . 17 Zellen ELISA Rocket«IE ~ Loschetal. (1986)
Bactermdes ruminicola (B14) 35 mg ELISA ~ Rickeetal. (1988)
Selenomonas ruminantmm D) ‘ mg  ELISA Ricke et al. (1988) ,
Toxoplasma gondii mg i  Hassl und Aspdick (1988)
Echinococcus granulosus - mg Gottstein und Hemmeler (1985)
Unreifes Protein aus ’E‘omatenhollen mg . Bade und Stegemann (1984)

Kanmchen IgG mg

Kemantlgen prohfenerender Zellen

(PCNA) aus Kalbsthymus

Humanes Serumalbumin” ) . 40-80

Humanes IgGund IgM , 3eweﬁs 24 g°)

Humaner Insulmrezeptor (OL subumt) ‘ 0, 09  mg?

Humanes Plasmakallikrein 0,2 - mg

Hu:-anes P rathyreo:dhormon 01 me
013 mg
0,5— L mg :;

. ELISA. RockctJE

~ Altschuh et al.,.(l98/45) _
_ ‘Cdi’oll und Stollar (1982)

Gassmannet al. (19
~ Lésch et al. (198" .
- Altschuh etal. (1984)

Recket-IB

IP, Bindungsassay ~ Songetal. (1985)

TEP RID ~ Burgeretal. (1985)

RIA  Vieira et al. (1984)
_RIA  Fertel etal. (1981) ‘
~ RIA, IEP ; Bauwens etal. (1987) ,,,

a) Boosterinjektionen nach 45 Tagen sind nicht erw#hnt

b) Immunisierungen ohne komplettes Freundsches Adjuvans sind nicht beriicksichtigt

¢) Inkomplettes Freundsches Adjuvans wurde verwendet

d) Geschitzte Menge, da die Antigene aus einem getrockneten Gel extrahiert wurden

e) Hapten war an einen Tréger gekoppelt

f) Hohe Titer wurden erst nach drei Boosterinjektionen festgestellt, 5 Monate nach der ersten Immunisierung

Abkiirzungen:

ELISA: Enzym-linked Immunosorbent Assay
Rocket-IE: Rocket Immunelectrophorese
IHA: Indirekte Haemagglutination

RID: Radiale Immunodiffusion

korpertiter (Ldsch et al., 1986). In der klinischen Anwen-
dung wird der prophylaktische und therapeutische Einsatz
von Eiemn immunisierter Legehennen diskutiert. Es wurde
nachgewiesen, dass die IgY sehr sdureresistent sind und das
Kochen im intakten Ei wihrend sechs Minuten iiberstehen
(Ldsch et al., 1986). Somit konnten spezifische IgY, die nach
Verzehr von gekochten Eiern in den Magen gelangen, unbe-
schadet den Diinndarm erreichen und dort ihre Wirkung ge-
gen unerwiinschte Mikroorganismen entfalten. Aus diesen
Uberlegungen wurden in der Arbeitsgruppe von Losch Lege-
hennen mit der Porcimune-R-Vakzine fiir tragende Sauen
immunisiert (Kiihlmann et al., 1988). Spezifische IgY Anti-
korper gegen die Vakzinebestandteile sind im Eigelb nachge-
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Inh: Hemmung der Enzymaktivitét
Western: Western-Blot-Analyse
IP: Immunoprézipitation

IEP: Immunoelektrophorese

wiesen worden. Es bleibt abzuwarten, ob eine passive Im-
munisierung der Ferkel dank dem Verzehr dieser Eier erfolg-
reich sein wird. Auf diese Weise konnte der Weg offen sein,
Ferkel gegen Darminfektionen bakteriellen (z. B. E. coli und
Salmonellenstimme) sowie auch viralen Ursprungs (z. B.
Transmissible Gastroenteritis, TGE und Enzootische Virus-
diarrhoe, EVD) zu schiitzen. Analog kénnten junge Kélber
gegen Corona- und Rotavirusinfektionen geschiitzt werden.
Ahnliche Versuche mit dem Ziel, neugeborene Menschen
dank dieser passiven Immunisierung zu schiitzen, werden zur
Zeit von Yolken und Mitarbeitern (1988) durchgefiihrt. Diese
Arbeitsgruppe hat anti-Rotavirus IgY aus dem Eigelb isoliert,
mit einer infektiosen Dosis muriner Rotaviren inkubiert und
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jungen Miusen peroral appliziert. Nach anschliessender In-
fektion zeigte keine dieser Mause Anzeichen von Diarrhoe
oder Gastroenteritis (Yolken et al., 1988).

Die Produktion polyklonaler Antikorper im Hiihnerei ist eine
vielversprechende Methode, da die Handhabung von Lege-
hennen bei der Immunisierung, das Sammeln von Eiern und
die schnelle, ertragreiche Extraktion von IgY aus dem Eigelb
einfach sind. Gleichzeitig soll erwahnt werden, dass auch
tierschiitzerische Uberlegungen eine grosse Rolle spielen:
Die Hiihner zeigen trotz der Anwendung von komplettem
Freundschem Adjuvans keinerlei entziindliche Lokalreaktio-
nen, wie man sie hiufig bei Kaninchen und Ziegen beobach-
tet. Zusitzlich ist das Sammeln von Eiern nicht invasiv und
die Antikorperausbeute viel grosser als bei einer Blutentnah-
me. Aus allen diesen Griinden stellt das Eigelb eine sehr
wertvolle Quelle fiir polyklonale Antik6rper dar.
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Le jaune d’oeuf — une source riche d’anti-
corps polyclonales

Les anticorps polyclonales peuvent étre isolés non seulement
a partir de sang de mammiféres immunisés, mais aussi de
jaune d’oeuf de poules vaccinées. Cette méthode alternative
présente les avantages suivants: 1) Les poules produisent des
anticorps contre des protéines strictement conservées de
mammiféres. 2) Une trés petite quantité d’antigenes (20-30
ug) suffit pour induire une réponse immunitaire efficace. 3)
L’usage de I’adjuvant de Freund complet permet d’atteindre
un titre durable d’anticorps et un rendement de 65 mg d’anti-
corps spécifiques par mois. 4) L’isolation des anticorps est
simple, rapide et bon marché. On obtient par des précipita-
tions avec du polyéthyléne glycole une pureté de plus de 90%.
5) Les anticorps de poules sont tres résistants & I’acide et a la
chaleur. Pour cette raison on pourrait envisager leur applica-
tion par voie orale dans la prévention ou le traitement d’infec-
tions intestinales chez 1’animal comme chez I’homme. 6)
L’immunisation ne provoque aucune réaction inflammatoire
visible chez la poule. 7) Le ramassage des oeufs est nettement
plus aisé que la prise de sang. Ce travail présente la méthode
de production et d’obtention d’anticorps A partir de jaune
d’oeufs. Il en décrit differentes possibilités d’utilisation dans
la recherche fondamentale, le diagnostic, la prophylaxie et le
traitement.

Il tuorlo d’uovo — una ricca fonte di anticor-
pi policlonali

Gli anticorpi policlonali possono essere isolati non solo dal
sangue di mammiferi immunizzati, ma anche dal tuorlo di
galline immunizzate. I vantaggi di questo metodo alternativo
sono: 1) Gli uccelli producono anticorpi contro proteine di
mammifero altamente conservate. 2) La quantitd di antigene
necessario per una efficente risposta immunitaria ¢ molto
bassa (20-30 pg). 3) L’uso dell’adiuvante di Freund completo
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porta a un duraturo titolo di anticorpi nel tuorlo che da una
resa totale di 65 mg di immunoglobuline specifiche per mese.
4) La purificazione degli anticorpi ¢ semplice, di poca spesa,
veloce e una resa del 90% ¢ facilmente raggiungibile attraver-
so la precipitazione con polietilenglicole. 5) Gli anticorpi di
galline sono resistenti agli acidi ed al calore per cui potrebbero
essere somministrati oralmente ad animali ed a uomini per
prevenire o curare infezioni dell’ apparato intestinale. 6)
L’immunizzazione con adiuvante di Freund completo & ben
tollerata dall’animale, non dando alcuna reazione infiamma-
toria. 7) La raccolta delle uova, diversamente da quella del
sangue, non € invasiva. In questa rassegna presentiamo sia il
metodo per produrre ed isolare gli anticorpi dal tuorlo, sia il
loro possibile uso nellaricerca di base, nella diagnostica, nella
profilassi o nella terapia.
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