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(57) Abstract

The invention relates to specific egg yolk antibodies IgY and the obtainment and use thereof for immunotherapy in animal breeding
and animal production. Pullets are immunised and repeatedly boostered over the entire laying period of twelve to thirteen months. The
obtained IgY antibodies in the form of whole egg powder, egg yolk powder or lyophilisates are given to the animal stock via ready feed or
drinking water. The IgY antibodies can be used as the basis in monospecific ELISA kits for associated diagnostics and titer quality control
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(57) Zusammenfassung

Die Erfindung betrifft spezifische IgY—-Eidotterantikorper, ihre Gewinnung und ihre Verwendung zur Immuntherapie in der Tierzucht
und Tierproduktion. Mit Hilfe eines neuen Immunisierungsschemas werden Junghennen tiber die gesamte Legeperiode von 12 bis 13 Monaten
immunisiert und wiederholt geboostert und die gewonnenen IgY—Antikorper in Form von Volleipulver, Eidotterpulver oder Lyophilisate iiber
Fertigfutter oder iiber Tréinkwasser an Tierbestinde gegeben. Die IgY—Antikdrper sind als Ausgangsbasis in monospezifischen ELISA—Kits
fiir die Begleitdiagnostik und die Titer-Qualitétskontrolle sowie fiir die Titerentwicklung geeignet.
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Spezifische IgY-Eidotterantikorper, ihre Gewinnung und ihre Verwendung

Die Erfindung betrifft spezifische IgY-Eidotterantikdrper, ihre Gewinnung und ihre
Verwendung zur Immuntherapie in der Tierzucht und Tierproduktion. Sie werden in Form
von Volleipulver, Eidotterpulver oder Lyophilisat iiber Fertigfutter oder tiber Trinkwasser
an Tierbestdnde gegeben. Die IgY-Antikorper sind als Ausgangsbasis in monospezifischen
ELISA-Kits fur die Begleitdiagnostik und die Titer-Qualitdtskontrolle sowie fiir die
Titerentwicklung geeignet.

Ausgangspunkt der vorliegenden Erfindung ist die Tatsache, dal vom Huhn (Gallus gallus)
aktiv erworbene Immunitidten zum Schutz ihrer Nachkommen als spezifische polyklonale
IgY-Antikorper iiber das Eidotter iibertragen werden (KLEMPERER, F., 1893 [1]) und
diese eine echte Alternative fiir eine gezielte passive Immuntherapie bzw. Immundiagnostik
darstellen, die die Tétung bzw. Manipulation von Laborsdugern ersetzen und unnétig
machen (u.a. KOBILKE, 1994 [2a]; KOBILKE et al, 1994 [2b]; SCHADE et al, 1993 {4],
[5]; IBURG et al, 1994 [7]; OLTMER, 1998 [8]).

Immunglobulinhaltige Eidotter mit spezifischem IgY werden durch gezielte
Immunisierungen  unter  Verwendung von  Adjuvantien  hergestellt.  Diese
immunglobulinhaltigen Eidotter mit spezifischen IgY (ERHARD et al, 1993 [9]) ersetzen
fehlende Impfstoffe und Immunseren. Das Huhn sichert dabei insgesamt eine hohe
Ausbeute an solchen spezifischen, thermostabilen und sdurefesten IgY-Eidotterantikdrpern,
die der Immunglobulin-Klasse 1gG zuzuordnen sind (KOBILKE 1994 [2], KOBILKE et al.
1994 [2b], LOSCH 1996 [10]).

Aus der DE 195 04 755 Al sind avidre, vitelline, gegen HIV-Antigene gerichtete
Antikérper sowie ein Verfahren zu ihrer Herstellung und ihre Verwendung bei HIV-
positiven Patienten zur Erzeugung hoher Antikorper-Serumtiter bekannt.

Bekannt ist auch aus der EP 0 225 254 B1 die Verwendung eines speziellen Antikorpers,
der aus dem Ei des Huhnes, welches gegen ein pathogenes Antigen immunisiert worden ist,
gewonnen wurde und in pharmazeutischer Zusammensetzung gegen von einem
darmgiftbildenden E.coli hervorgerufene infektiose Darmkrankheit bei neonatalen Saugern

eingesetzt wird.
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Ferner ist aus der EP 0 503 293 Al die Gewinnung von IgY-Antikdrpern sowie ihre
pharmazeutische Anwendung als Eidotterpulver und insbesondere die Eidotterreinigung
und -entfettung bekannt.

Der aus den genannten Patentschriften ersichtliche Stand der Entwicklung ist in seiner
Verwendung eingeschrankt auf neonatale Sauger oder den Menschen, gegen pathogene
E.coli-Stimme und Rotavirus bzw. das HIV-1-p24-core-Antigen. Es werden allgemein die
Gewinnung von IgY-Eidotterantikérpern und deren Aufbereitung fiir eine allgemeine
Therapie bzw. die Aufbereitung/Reinigung dieser Dotter als pharmazeutische Komposition
dargelegt. Aus den EP 0 225 254 Bl und 0 503 293 Al sind keine
Immunisierungsschemata und verwendete Adjuvantien erkennbar.

Die Aufgabe der Erfindung besteht darin, spezifische IgY-Antikdrper permanent und in
derart ausreichender Menge zur Verfligung zu stellen, dal mit ihrer Hilfe eine spezifische
passive Immuntherapie vorgenommen und der iiber Jahre akkumulierte Infektionsdruck in
vorhandenen Tierbestdnden spiirbar reduziert werden kann.

Die Aufgabe wurde erfindungsgeméB dadurch gelost, dal spezifische Eidotterantikorper
vom Huhn - die gesamte Legeperiode ausnutzend - durch Immunisierung nach einem neuen
Impfschema mit gefliigelpathogenen Viren und Bakterienkulturen - Parvovirus,
Adenovirustypen, Reovirustypen bzw. E.coli-Stimmen und Pasteurella multocida ssp. -
gewonnen werden.

Zur Losung der Aufgabe liegt der Erfindung auf Basis jahrelanger Praxis und Erfahrungen
die Tatsache zugrunde, daB Bakterien und Viren - insbesondere solche, die stark den
Magen-Darm-Kanal angreifen und sich dort hauptséchlich in den Zellen vermehren - zu
den Hauptursachen verlustreicher Infektionskrankheiten und Leistungsminderungen beim
Nutzgefliigel, insbesondere beim Wassergefliigel und beim Legehuhn, gehoren. Trotz
teilweiser Immunprophylaxe mittels Impfstoffen werden die Nutzgefliigelbestinde nicht
geniigend und durchgéngig gegen solche Infektionen geschiitzt.

Ferner wird vorgeschlagen, globulinhaltiges Trockenvolleipulver und/oder Eidotterpulver
oder deren Lyophilisat mittels neuer Einsatzmdglichkeiten und -strategien oral mit dem
Futter und/oder dem Trankwasser und/oder mit Futtermittelergéinzungsstoffen und/oder als

Naturheilmittel zu verabreichen.
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Die Eigenschaften von polyklonalen Eidotterantikdrpern und, bei oraler Gabe, ihr giinstiger
Angriffsort im Darmkanal garantieren einen nachhaltigen Erfolg beim Einsatz als
Trockenvollei- oder Eidotterpulver im Fertigfutter fiir Nutzgefliigel oder als Lyophilisat via
Trinke tiber den geféhrdeten Zeitraum.

Bisher sind solcherart praxisrelevanter und den Forderungen der Tierschiitzer
entgegenkommender Immuntherapien bei Gefliigel, insbesondere bei Wassergefliigel und
Legehuhn, nicht bekannt. Uberraschenderweise hat sich herausgestellt, daf} darin und in der
unkomplizierten und kostengiinstigen Verabreichung via Fertigfuttermischungen oder
Trankwasser ein wesentlicher Fortschritt erreicht wird und durch dieses Vorgehen als
Immuntherapie  betrdchtliche Tierverluste und Wachstumsminderungen in der
Aufzuchtphase sowie Legeleistungs- und Befruchtungsminderungen bei den erwachsenen
Zuchttieren, Wachstumsdepressionen in der Mastphase sowie Schlachtwertminderungen
verhindert und der Infektionsdruck in den Produktionsanlagen betrichtlich gemindert
werden oder eine Feldvirusverdrangung erreichbar ist.

GemaB der Erfindung werden die IgY-Antikorper durch ein neues Immunisierungsschema
fiir Gefliigel gewonnen, das die Erreichung permanent hoher Antikdrper und damit
maximaler Antikorperausbeuten fiir eine rationelle und dkonomisch vertretbare Therapie
ermdglicht. Das Immunisierungsschema erstreckt sich auf die gesamte Legeperiode von 12
bis 13 Monaten. Zur Durchfiihrung desselben werden 7 bis 14 Tage vor der
Basisimmunisierung 14 bis 15 Wochen alte Junghennen der Legerichtung aufgestallt.

Die Einsatzstrategie und Anwendung bei der Bekdmpfung erwihnter verlustreicher
Gefliigelinfektionen mit oft seuchenhaftem Verlauf und das Einpassen dieser oralen
Therapie bei Gefliigel, insbesondere bei Wassergefliigel und Legehiihnern, in die objektiv
gegebenen Liicken der Immunprophylaxe ermdglicht die zuvor genannte Losung der
Aufgabenstellung.

Aus dem Immunisierungsschema zur Entstehung derartiger spezifischer IgY-Antik6rper via
Eidotter, die das Gefliigel zum Schutze seiner Nachkommen gegen Infektionen erzeugt,
werden durch gezielte Impfung spezifische Antikorper-haltige Eier mit hochstmoglichem

spezifischen IgY-Gehalt wéhrend der gesamten Legeperiode erzeugt.
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Die gelegten Eier werden kiihl gelagert aufbewahrt und regelm#Big - nicht #lter als vier
Wochen - eingeschlagen und als Volleihomogenisat bzw. als Eidotterhomogenisat zu
Vollei- oder Eidotterpulver oder zu Gefriertrockengut (Lyophilisat) unter keimarmen
Bedingungen verarbeitet.

Das Vollei- oder Eidotterhomogenisat wird ohne weitere Zusitze nativ verarbeitet und
konfektioniert und in der Nutzgefliigelfiitterung oder resuspendiert via Trinke eingesetzt.
Dieses Endprodukt wird gewonnen aus der Vollei- und/oder der Eidotterrohmasse als
Pulver tiber Spriihtiirme oder als Lyophilisat.

Im Bereich der Erfindung liegt es, den von IgY- Eidotterantikérpern zur spezifischen,
passiven Immuntherapie und fiir den Aufbau von diagnostischen KITS (z.B. ELISA)
vorgesehenen Anwendungen auch gegen andere Erreger sowie flir andere Tierspezies und

fir den Menschen zu erweitern.

Allen bisherigen Patentbeschreibungen haftet der Nachteil an, daB ihnen die diagnostischen

Untersuchungsmethoden/-verfahren zur begleitenden Kontrolle

- des Ausgangs- bzw. Herdenstatus

- der Wirksamkeitskontrolldiagnostik fiir diese spezifischen angewendeten Antikdrper in
Produktionsherden

- der seuchendiagnostischen Verfolgsuntersuchungen sowie

- der quantitativen Antikdrperbestimmung

fehlen.

Deshalb verfolgt diese Schutzrechtsanmeldung das Ziel, begleitend zur Immunisierung der

Probanden bzw. Antikorperspender sowie des Immunstatus bei den Herden der

Anwenderbetriebe die addquate Untersuchungsmethodik mittels neuer ELISA-Kits

mitzukreieren. Dadurch lassen sich bisher géngige, aber aufwendige und teure

Untersuchungsmethoden (z.B. SNT / Serum-Neutralisations-Test) abldsen.

Die Merkmale der Erfindung gehen aufler aus den Anspriichen auch aus der Beschreibung

hervor, wobei die einzelnen Merkmale jeweils fiir sich allein oder zu mehreren in Form von

Kombinationen vorteilhafte schutzfahige Ausfiihrungen darstellen, fiir die mit dieser

Schrift Schutz beantragt wird. Die Kombination besteht aus bekannten (Immunisierungen,

Boosterungen) und neuen Elementen (Immunisierungsschema, Art der Verabreichung), die

sich gegenseitig beeinflussen und in ihrer neuen Gesamtwirkung einen Gebrauchsvorteil
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und den erstrebten Erfolg ergeben, der darin liegt, da nunmehr nicht nur der iiber Jahre
akkumulierte Infektionsdruck in Tierbestdnden reduziert, sondern iiberraschenderweise
auch eine Feldvirusverdringung erreicht werden kann.

Die erfindungsgeméaflen IgY-Antikorper werden dadurch erhalten, dal immunisierte SPF-
oder Vorzugs-Junghennen der Legerichtung subkutan oder intramuskulir immunisiert
werden und die Antigen-Dosis 100 pg (0,1 ml) bis 1.000 pg (1 ml) in 0,5 bis 1,0 ml
Suspension (steril) betrégt, verteilt auf 3 bis 4 Injektionsdepots.

Die Erfindung soll nachstehend an mehreren Ausfiihrungsbeispielen erléutert werden:
Beispiel 1:

Durch hochimmunogene lebende oder abgetotete (inaktivierte) reine mono- oder
polyvalente homologe oder heterologe Antigene (gegen verlustreiche erregerbedingte
Infektionen des Wassergefliigels und der Legehennen) immunisierte SPF- bzw. Vorzugs-
Junghennen der Legerichtung (Legehybriden mit definiertem Status) und durch wiederholte
Boosterung bei legenden Hennen werden nach einem nachfolgend beschriebenen, neuen
Impfschema permanent zu gewinnende spezifische IgY-Antikorper enthaltene Eidotter mit
einem Gehalt an hochspezifischen, polyklonalen, vitellinen Antikérpern zwischen
20 - 100 mg spezifisches IgY pro Eidotter erzeugt.
Langzeitimmunisierungsschema fiir die optimale IgY-Gewinnung:
Um permanent einen maximalen Antikorperspiegel im Eidotter zu erzeugen, erstreckt sich
das erfindungsgemife Immunisierungsschema auf die gesamte Legeperiode von 12 bis 13
Monaten. Es werden 7 bis 14 Tage vor der Basisimmunisierung 14 bis 15 Wochen alte
Junghennen der Legerichtung aufgestallt und nach folgendem Schema immunisiert:
Tag 0: Basisimmunisierung = 1. Immunisierung sbk. oder i.m. mit Antigen und
komplettem Freunds Adjuvans (FCA) oder anderen alternativen Adjuvantien
(a)
Tag 28: 1. Boosterung = 2. Immunisierung mit Antigen und inkomplettem
Freunds Adjuvans (IFA) oder aA
Tag 38 -42: Beginn des erreichten Antikorperpiks = Ernte/Gewinnung und
Aufbereitungsbeginn der Eidotter
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Tag 56: 2. Boosterung = 3. Immunisierung mit Antigen und IFA oder aA
Tag 140: 3. Boosterung = 4. Immunisierung mit Antigen und IFA oder aA
Tag 252: 4. Boosterung (Auffrischungsimpfung) = 5. Inmunisierung mit Antigen und

IFA oder aA

[alle Immunisierungen ab Tag 28 subkutan (sbk.)]
Tag 510 - 500: Endnutzung der immunisierten Legehennen am Nutzungsende nach 17 bis
18 Lebensmonaten, d. h. im 12. bis 13. Legemonat.
Antigendosis: je nach Reinheitsgrad und Zustand (Lyophilisat oder Kultursuspension)
zwischen 100 ug (0,1 ml) und 1000 pg (1 ml) in 0,5 - 1,0 ml Suspension (steril).
Adjuvans: zwischen 0,1 - 0,5 ml je Dosis gut durchmischt in sterilen Spritzen und Kaniilen
als Freund's Adjuvans; komplett und inkomplett.
Je nach antigenem Molekulargewicht (< 15000 > 30000) ist eine Bindung des Antigens an

Trégereiweile (bovines Serumglobulin oder humanes Serumalbumin) erforderlich.

Beispiel 2:
Aus dem dargelegten Immunisierungsschema nach Beispiel 1 und dem allgemeinen
Immunisierungsprinzip zur Entstehung solcher spezifischen IgY-Antikdrper via Eidotter,

die das Gefligel zum Schutze seiner Nachkommen gegen Infektionen erzeugt, werden

~durch gezielte Impfung beispielsweise an Legehennen ab 15. Lebenswoche nach

erfindungsgeméfBem Langzeitimmunisierungsschema und unter Zuhilfenahme von
Freund’s Adjuvans diese spezifischen, antikorperhaltigen Eier mit hochstméglichem
spezifischen IgY-Gehalt wihrend der gesamten Legeperiode erzeugt.

Die gelegten Eier werden kiihl gelagert aufbewahrt und regelmiBig - nicht #lter als vier
Wochen - eingeschlagen und als Volleihomogenisat bzw. als Eidotterhomogenisat mit 1:1
physiol. Kochsalz- oder PbS-Pufferlosung im pH-Bereich um 6,0 bis 7,5 zu Vollei- oder
Eidotterpulver oder zu Gefriertrockengut (Lyophilisat) unter keimarmen Bedingungen

verarbeitet.
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Das Vollei- oder Eidotterhomogenisat wird ohne weitere Zusitze verarbeitet und

konfektioniert und in der Nutzgefliigelfiitterung oder resuspendiert via Triinke eingesetzt.

Dieses Endprodukt wird gewonnen aus der Ei- und/oder der Eidotterrohmasse

a) als Pulver iiber Spriihtiirme nach vorgegebenen Temperatur-Zeit-Parametern zwischen
68° und 95° C durch Erhitzung mit mindestens 95% Trockensubstanz = maximal 5%
Restfeuchte,

b) als Lyophilisat (Gefriertrockengut) tiber Gefriertrocknungsanlagen, resuspendierbar,

mit max. 3,5% Restfeuchte.

Beispiel 3:

Die neuen, nach Beispiel 2 erzeugten Produkte sind reich an spezifischem IgY und zu
Eidotter- oder Volleipulver und/oder Lyophilisat aufbereitet und besitzen eine spezifische,
immuntherapeutische Wirkung. Sie werden oral zu 1% bis 5% ins Fertigfutter oder zu 2%
bis 5% resuspendiert ins Triankwasser eingemischt und zwischen 1 und 6 (8) Wochen lang -
ggf. wiederholt - verabreicht.

Der Einsatz via Futterbeimischung und/oder als Futterzusatzstoff erfolgt beispielsweise
beim Nutzgefliigel bei indizierter Gefahrdung mono- oder polyvalent spezifisch in der
Aufzucht- und Mastphase und/bzw. wiahrend der Legeperiode bzw. in der
Reproduktionsphase des Nutzgefliigels sowie in der Legeruhe der bei Zuchttieren gegen die
Virosen (Parvo-, Adeno- und/oder Reovirose) beim Wassergefliigel und/bzw.
enterotoxische E.coli-Stdmme und Pasteurella multocida ssp.-Infektionen bei Legehennen
unter Beachtung der Diagnostik, des Infektionsdrucks, der volkswirtschaftlichen und

epizootiologischen Verlustrelevanz sowie der Beachtung der StreBprophylaxe und des

Tierschutzes.
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Patentanspriiche

Spezifische IgY-Eidotterantikorper, dadurch gekennzeichnet, dal von nach einem
Immunisierungsschema, das auf hochimmunogenen lebenden oder abgetdteten reinen
mono- oder polyvalenten homologen oder heterologen Antigenen beruht,
immunisierten Hennen permanent Eidotter mit einem hohen Gehalt an
hochspezifischen polyklonalen vitellinen Antikdrpern erhalten werden, wobei
Junghennen iiber die gesamte Legeperiode von 12 bis 13 Monaten immunisiert und

wiederholt geboostert werden.

Gewinnung von spezifischen IgY-Eidotterantikorpern, wie im Anspruch 1 beschrieben,
nach Basisimmunisierung von Hennen, dadurch gekennzeichnet, da zur Erzeugung
eines permanent maximalen Antikorperspiegels im Eidotter Junghennen gemif
nachfolgendem Immunisierungsschema iiber die gesamte Legeperiode von 12 bis 13

Monaten immunisiert werden:Basisimmunisierung = 1. Immunisierung 1. Boosterung

= 2. Immunisierung - Beginn des erreichten Antikorperpiks -2. Boosterung = 3.
Immunisierung, 3. Boosterung = 4. Immunisierung, 4. Boosterung
(Auffrischungsimpfung) = 5. Immunisierung  undNutzung der immunisierten

Legehennen bis zum 17. oder 18. Lebensmonat.

IgY-Antikérper nach den Anspriichen 1 und 2, erhiltlich in Eiern von Hennen der
Legerichtung, deren erste Immunisierung am Tag 0 subkutan mit Antigenen und
komplettem Freunds Adjuvans (FCA), die zweite Immunisierung zwischen dem 25.
und 30. Tag, vorzugsweise am 28. Tag mit Antigen und inkomplettem Freunds
Adjuvans (IFA) oder aA (anderes alternatives Adjuvans) erfolgt, in der Zeit zwischen
dem 35. und 45. Tag der Beginn des erreichten Antikdrperpiks liegt und in dieser Zeit
die Gewinnung und Aufbereitung von Eidotter beginnt, die dritte Immunisierung
zwischen dem 51. und 61. Tag, vorzugsweise am 56. Tag mit Antigen und IFA oder
aA, die vierte Immunisierung zwischen dem 130. und 150. Tag, vorzugsweise am 140.
Tag mit Antigen und IFA oder aA, die fiinfte Immunisierung zwischen dem 240. und
265. Tag, vorzugsweise am 252. Tag mit Antigen und IFA oder aA und die
Endnutzung zwischen dem 490. und 500. Tag erfolgt.
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Gewinnung von IgY-Antikérper nach Anspruch 2, dadurch erhiltlich, daB
immunisierte SPF- oder Vorzugs-Junghennen der Legerichtung subkutan oder
intramuskuldr immunisiert werden und die Antigen-Dosis 100 pg (0,1 ml) bis 1.000 ug
(1 ml) in 0,5 bis 1,0 ml Suspension (steril) betrégt, verteilt auf 3 bis 4 Injektionsdepots.

IgY-Antikorper nach den Anspriichen 1 bis 4, enthalten in Volleihomogenisat und

Volleipulver, die unter keimarmen Bedingungen hergestellt werden.

IgY-Antikorper nach den Anspriichen 1 bis 4, enthalten in Eidotterhomogenisat und

Eidotterpulver, die unter keimarmen Bedingungen hergestellt werden.

IgY-Antikorper nach den Anspriichen 1 bis 4, enthalten in Volleihomogenisat und

Eidotterhomogenisat als Lyophilisate, die unter keimarmen Bedingungen hergestellt

werden.

IgY-Antikdrper nach den Anspriichen 1 bis 4, enthalten in Volleipulver oder
Eidotterpulver oder Lyophilisat als Bestandteil von Tierfutter und/oder Tiertrinke zur
Verringerung des Infektionsdrucks in und Verdringung des Feldvirus aus den

Tierbestinden.

IgY-Antikorper nach den Anspriichen 1 bis 4 und 8, enthalten in Fertigfutter oder
Trénkwasser flir Nutzgefliigel, das insbesondere gegen Virosen - Parvo-, Adeno-
und/oder Reovirose - und gegen enterotoxische E.coli-Stimme und Pasteurella

multocida ssp.-Infektionen anfillig ist.

IgY-Antikdrper nach den Anspriichen 1 bis 4, als Ausgangsbasis enthalten in
monospezifischen ELISA-Kits fiir die Begleitdiagnostik, die Titer- und
Qualitétskontrolle sowie die Titerentwicklung.
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11.

12.

11

Verwendung von spezifischen IgY-Eidotterantikdrpern nach den Anspriichen 1 bis 10,
dadurch gekennzeichnet, dall die reich an spezifischem IgY und eine spezifische
immuntherapeutische Wirkung aufweisenden Volleipulver und Eidotterpulver und
Lyophilisate iiber Fertigfutter oder {iber Trénkwasser an Nutzgefliigel gegeben werden,
das insbesondere gegen Virosen - Parvo-, Adeno- und/oder Reovirose - und gegen

enterotoxische E.coli-Stdmme und Pasteurella multocida ssp.-Infektionen anfillig ist.

Verwendung von spezifischen IgY-Eidotterantikorpern nach den Anspriichen 1 bis 10
als Ausgangsbasis in monospezifischen ELISA-Kits fiir die Begleitdiagnostik und die
Titer-Qualitdtskontrolle sowie die Titerentwicklung.
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