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Beschreibung
TECHNISCHER BEREICH

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren zur Herstellung von Immunglobulin A in Saugetieren, Ver-
fahren zur Herstellung von Milch, die Immunglobulin A enthalt, und die Nutzungsmdglichkeiten fur das/die er-
zeugte Immunglobulin A und Milch.

HINTERGRUND

[0002] Immunglobulin A (IgA) ist ein gut dokumentiertes Immunglobulin, das in fast allen Korperflissigkeiten
vorkommt. Man geht davon aus, dass es eine wesentliche Rolle beim Schitzen des Wirtes vor einer Infektion
durch pathogene Organismen spielt, die Uber die Schleimhautoberflichen der Atemwege, des Ma-
gen-Darm-Kanals und des Urogenitaltraktes eindringen. IgA ist an der Beseitigung pathogener bakterieller, vi-
raler und parasitischer Organismen und einer Vielfalt aufgenommener oder inhalierter Antigene von den
Schleimhautoberflachen durch Neutralisieren von Toxinen und viralen Partikeln, Inhibieren der Adharenz bak-
terieller Pathogene und Verhindern der Besiedelung und Penetration von Schleimhautoberflachen durch pa-
thogene Mikroorganismen beteiligt. Die Schllsselrolle von Immunglobulinen, einschlief3lich IgA, in Milch ist da-
her die Erzeugung lokaler schitzender Immunitat im Magen-Darm-Kanal der Jungtiere wahrend der Saugepe-
riode.

[0003] Der Nutzen von Immunglobulinen auf den Gebieten Pharmazie und Tiermedizin zur Behandlung bak-
terieller oder viraler Infektionen des Darms oder allgemeiner zur Behandlung von Erkrankungen und Entzin-
dungen ist mittlerweile anerkannt. Im Laufe der Jahre wurden verschiedene Techniken zur Herstellung von Im-
munglobulinen vorgeschlagen. Ein besonders beliebtes Verfahren ist die Induktion und Gewinnung von Im-
munglobulinen von Wiederkauermilch. Dieser Ansatz hat spezielle Vorteile, da das in der Milch erzeugte Im-
munglobulin in einer Form vorliegt, die fir den sofortigen Verbrauch geeignet ist, oder zu geeigneten Formeln
oder Produkten verarbeitet werden kann. Seine Verwendung ist unbedenklich und die industrielle Infrastruktur
zur Herstellung von antikérperhaltiger Milch ist bereits vorhanden.

[0004] Das Immunsystem von Wiederkauern scheint sich von dem seines humanen Pendants dahingehend
zu unterscheiden, dass das in bovinen Milchdriisensekretionen dominante Immunglobulin IgG, ist. Demzufolge
liegt der Schwerpunkt der Antikérperproduktion in Milch durch aktive Immunisierung auf Immunglobulin G, ob-
schon das bevorzugte Immunglobulin aus den oben dargelegten Griinden theoretisch IgA ware.

[0005] Es wurden einige Versuche unternommen, erhéhte Anteile von IgA in Wiederkauermilch zu erzeugen.
Es wurden Vorschlage zur Impfung durch eine einzelne Verabreichungsmethode wie parenteral, subkutan, in-
travenos, systemisch, oral, intraperitoneal, intramuskular, intramammar und dergleichen unterbreitet. Im Allge-
meinen flhren diese Verabreichungsmethoden zur Gberwiegenden Produktion von IgG,. Die systemische Im-
munisierung erzeugte sowohl IgA als auch IgM in Milch, aber nur in geringen Konzentrationen. Die Reaktion
wurde verbessert, als intramuskulare/subkutane (IM) und intramammare (IMM) Immunisierungsprozesse kom-
biniert wurden (Am. J. Vet. Res'). Es hat sich gezeigt, dass auch Kombinationen aus intraperitonealer (IP) und
intramammérer (IMM) Infusion IgA und IgG, hervorbringen (Immunology’; Res. in Vet. Sci®, Res. in Vet.Sci",
The Ruminant Immune System in Health and Disease'®). Es wird bemerkt, dass diese Methode zu einer be-
grenzten Verbesserung der IgA Produktion fiihrt (The Ruminant Immune System in Health and Disease ). Eine
Kombination aus IM und IMM Immunisierung fiihrte zu einer Prédominanz von IgG, in der Milch (Aus. J. Dairy
Technology®) sowie zu einer allgemeinen Erhéhung der Anteile von I1gG,, IgA und IgM (Am. J. Vet. Res'). Au-
Rerdem wurde eine signifikante Variabilitat bei den produzierten Antikérpertitern zwischen Tieren bemerkt.

[0006] Die vorherrschende Produktion von IgG, stimmt mit den Feststellungen Gberein, dass produzierte IgGs
die Hauptimmunglobuline in Milchdriisensekretionen von Wiederkauern sind.

[0007] Intramammare Immunisierungstechniken werden infolge des hohen Milchdriiseninfektionsrisikos im
Allgemeinen nicht als Impfmethode unter Freilandbedingungen bevorzugt (Aus. J. Dairy Technology®). Ande-
ren Arbeiten zufolge ist dies jedoch mdglicherweise nicht der Fall (Am. J. Vet. Res").

[0008] Es ist zu beachten, dass ein groRRer Teil der veréffentlichten Literatur bezlglich der Immunglobulinpro-
duktion in Milchdriisensekretionen auf die Krankheitsvorbeugung bei Tieren oder ihrem Nachwuchs gerichtet
ist. Es wird sich kaum mit der Produktion von mit Immunglobulin angereicherter Milch zur Gewinnung der Im-
munglobuline an sich befasst.
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[0009] Eine Ausnahme hierzu ist ein Verfahren zur Herstellung eines Proteinkonzentrats, das immunologi-
sche Faktoren milchigen Ursprungs enthalt, im Schweizer Patent Nr. 1,573,995. Vor fast 20 Jahren offenbarte
dieses Patent ein Verfahren zur Herstellung von Milch mit einem hohen Antikérpertiter durch intrazisternale In-
stillation in die Milchdrlse, parenterale Injektion (subkutan, intravends), Injektion in das retromammare Gang-
liensystem durch Skarifikation, durch orale Aufnahme oder durch eine Kombination von verschiedenen dieser
Methoden. Das einzige spezifische offenbarte Immunisierungsprotokoll zur Gewinnung von Kolostrum und
Ubergangsmilch beinhaltete etwa 11 Immunisierungsschritte tiber einen Zeitraum von 8 Wochen vor dem Kal-
ben. Dieses Protokoll beinhaltet mehrere parenterale (einschlief3lich intravendse) Verabreichungsschritte, mit
mehreren eingestreuten IMM Verabreichungsschritten, und setzt 2 orale Verabreichungsschritte in der Woche
vor dem Kalben voraus.

[0010] Dieses Protokoll wird heute nicht oft angewendet. Der Immunisierungsplan ist angesichts der Anzahl
der involvierten Schritte miihsam und genau genommen fir die Immunglobulin-A-Produktion nicht optimiert. In
der Tat ist das Patent irrefihrend, indem es nahe legt, dass in Muttermilch von Wiederkauern IgAs Uberwiegen;
eine Fehlannahme, die moéglicherweise aus der Kenntnis resultiert, dass IgA in humaner Milch vorherrscht. Wie
in anderen Lehren (siehe z.B. Aus. J. Dairy Technology®) ermittelt wurde, ist das Uberwiegend in Muttermilch
produzierte Immunglobulin IgG.

[0011] Inden Jahren dazwischen wurde aulRerdem gezeigt, dass eine orale Zufiihrung von Antigenen in kaum
einer oder keiner Erhéhung der IgA-Titer in Milchdrisensekretionen im Vergleich zu nicht inokulierten Kontrol-
len resultiert (Am. J. Vet. Res'). Es wird angenommen, dass die Anwesenheit des Pansens mdglicherweise
das Antigen daran hindert, den Dinndarm zu erreichen. Demzufolge ist der von Hilpert geforderte orale Ver-
abreichungsschritt heute kontraindiziert.

[0012] Ebenso ware eine intravendse Injektion aufgrund der méglichen nachteiligen Wirkungen wie ein ana-
phylaktischer Schock im Allgemeinen fir Immunisierungszwecke nicht empfehlenswert (Cold Spring
Harbour'®, ILAR Journal'®).

[0013] Es besteht derzeit Bedarf an einem Verfahren zum Induzieren und Produzieren von IgA in Milch in ho-
heren Anteilen, als sie bisher durch bekannte Antigenverabreichungsverfahren erhalten wurden. Auferdem ist
ein Verfahren erwilinscht, das zusatzlich die Variabilitat bei der Herstellung von IgA zwischen Tieren verringert.
Ein kommerzielles Verfahren, das die Herstellung von IgA optimiert, wahrend gleichzeitig das Immunisierungs-
protokoll vereinfacht wird, ist ebenfalls erwiinscht.

[0014] Es ist daher eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Verfahren zum Induzieren und Produzieren
von Immunglobulin A in Milch bereitzustellen, das zum Teil in Richtung einer Uberwindung der obigen Nachteile
geht oder der Aligemeinheit zumindest eine nitzliche Wahl bietet.

[0015] Demzufolge kann allgemein gesagt werden, dass die vorliegende Erfindung aus einem nichttherapeu-
tischen Verfahren zur Herstellung von Immunglobulin A (IgA) in der Milch eines Wiederkauers besteht, das die
folgenden Schritte umfasst:

(a) Verabreichen eines Antigens an einen trachtigen Wiederkauer Uber zwei beliebige Verabreichungsme-
thoden, ausgewahlt aus intramammar (IMM), intraperitoneal (IP) und intramuskular (IM); und

(b) Verabreichen eines Antigens an den genannten Wiederkauer tber eine dritte Verabreichungsmethode,
ausgewahlt aus intramammar (IMM), intraperitoneal (IP) und intramuskular (IM); unter der Voraussetzung,
dass alle drei Verabreichungsmethoden verschieden sind; und

(c) Gewinnen von IgA-haltiger Milch von dem Wiederkauer.

[0016] Vorzugsweise folgt dem anfanglichen Verabreichungsprotokoll ein Programm mit Booster-Verabrei-
chungen wahrend des Zeitraums vor der Geburt.

[0017] Ineinem bevorzugten Verfahren der vorliegenden Erfindung ist das verabreichte Antigen bei jeder Ver-
abreichungsmethode das gleiche.

[0018] Vorzugsweise wird das verabreichte Antigen in einem Adjuvans emulgiert. Ein besonders bevorzugtes
Adjuvans ist Freundsches inkomplettes Adjuvans (FIC).

[0019] In einer Ausgestaltung der Erfindung kann IgA von der gewonnenen Saugetiermilch isoliert werden.
Das isolierte IgA kann bei Bedarf gereinigt werden.
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[0020] GemaR einem weiteren Aspekt stellt die vorliegende Erfindung IgA-haltige Saugetiermilch bereit, die
mit den erfindungsgemafien Verfahren hergestellt wird.

[0021] Gemal noch einem weiteren Aspekt stellt die vorliegende Erfindung IgA bereit, das mit den erfin-
dungsgemalen Verfahren produziert wird.

[0022] Die zur Verwendung in den erfindungsgemafien Verfahren bevorzugten Saugetiere sind Wiederkauer,
insbesondere Milchkihe.

[0023] Die vorliegende Erfindung sieht ferner die Verwendung von Immunglobulin A, das mit den erfindungs-
gemalen Verfahren produziert wird, in pharmazeutischen, kosmetischen und tiermedizinischen Zusammen-
setzungen sowie in Lebensmittelprodukten vor, einschlieRlich funktioneller Lebensmittel und Nahrungsergan-
zungsmittel.

[0024] Obschon die vorliegende Erfindung grob der obigen Definition entspricht, wird es fir die fachkundige
Person verstandlich sein, dass die Erfindung nicht darauf begrenzt ist und dass sie auch Ausgestaltungen ein-
schlieft, fir die die folgende Beschreibung Beispiele gibt. Insbesondere werden bevorzugte Aspekte der Er-
findung unter Bezugnahme auf die Begleitzeichnungen beschrieben. Dabei zeigt:

[0025] Fig. 1 eine typische Immunglobulinverdiinnungskurve fiir eine positive Kontrollprobe im ovinen E. coli
IgA Enzymimmuntest (ELISA — Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay).

[0026] Fig. 2 die Anti-E.coli-lgA-Titer von Milch der rechten (immunisierten) Druse fur alle Gruppen am Tag
0, Tag 5, in der Woche 2 und Woche 4 nach dem Geburtsvorgang.

[0027] Fig. 3 stellt Anti-E.coli-lgA-Reaktionen von Milch der rechten (immunisierten) Driise und der linken
(unbehandelten) Driise am Tag 0 gegeniber.

[0028] Fig. 4 zeigt die Anti-E.coli-lgA-Reaktionen fir individuelle Schafe mit rechten (immunisierten) Driisen
am Tag 1 post-partum. Es ist der Effekt der Immunisierungsmethode dargestellt.

[0029] Fig. 5 zeigt die Anti-E.coli-Reaktionen fir individuelle Schafe mit rechten (immunisierten) Driisen am
Tag 2 post-partum.

[0030] Fig. 6 zeigt die Anti-3K Scourguard-IgA-Antikdrpertiter von Milch der rechten (immunisierten) Driise
fur alle Gruppen am Tag 0 und 5.

[0031] Fig. 7 zeigt die Anti-3K Scourguard-IgA-Antikorpertiter von Milch der rechten (immunisierten) und lin-
ken Druse fur alle Gruppen am Tag 0.

[0032] Fig. 8 zeigt eine typische Verdiinnungskurve fiir positive und negative Kontrollproben im ovinen TNF
IgA ELISA.

[0033] Fig. 9 zeigt individuelle Probenanalysen von Anti-TNF-IgA-Titerreaktionen in Milchproben der rechten
(immunisierten) Driise am Tag 1 post partum fiir jede der Immunisierungsgruppen.

[0034] Fig. 10 zeigt die Daten fur Anti-TNF-Titer von Proben der rechten (immunisierten) und linken (unbe-
handelten) Driise am Tag 1 post-partum.

[0035] Fig. 11 zeigt die Beziehung zwischen Anti-TNF-IgA und Laktationsstadium.

[0036] Fig. 12 zeigt eine typische Verdinnungskurve fir positive und negative Kontrollproben im C.albicans
IgA ELISA.

[0037] Fig. 13 zeigt den Anti-C.albicans-IgA-Antikérpertiter von Milch der rechten (IMM Immunogen in FIC)
Drise fir alle Gruppen am Tag 1, 2, 7, 14 und 60.

[0038] FEia. 14 vergleicht die Anti-C.albicans-lgA-Reaktion in der linken Druse (wassriges IMM Immunogen)
und der rechten (FIC IMM Immunogen) Driise im Laufe der Laktationsperiode.

4/33



DE 698 34 490 T2 2007.03.01
AUSFUHRLICHE BESCHREIBUNG

[0039] Der hierin verwendete Begriff ,Milch" betrifft sowohl Milch als auch Kolostrum in der Form, in der sie/es
von dem Saugetier produziert wird.

[0040] Der hierin verwendete Begriff ,Antigen" bezieht sich auf jedes Material, das eine Antigenreaktion in ei-
nem behandelten Saugetier induzieren kann.

[0041] Gemal einem ersten Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zum Induzieren von Im-
munglobulin A (IgA) in einem Saugetier. In einem ersten Schritt beinhaltet das Verfahren das aktive Immuni-
sieren eines trachtigen Saugetiers mit einem Antigen durch zwei beliebige Verabreichungsmethoden, ausge-
wahlt aus intramammar (IMM), intraperitoneal (IP) und intramuskular (IM). In einem zweiten Schritt wird das
Saugetier wieder aktiv durch eine dritte Verabreichungsmethode immunisiert, die aus den oben genannten Me-
thoden ausgewahlt wird. Die Voraussetzung fiir dieses Verfahren ist, dass alle drei ausgewahlten Verabrei-
chungsmethoden unterschiedlich sind.

[0042] Die Anmelderinnen haben tberraschenderweise festgestellt, dass durch die Anwendung von drei Ver-
abreichungsmethoden die IgA-Antikorpertiterwerte Uber die erwarteten Werte erhéht werden, wenn einfach
zwei bekannte Verabreichungsmethoden mit einer dritten Verabreichungsmethode kombiniert werden oder
wenigstens die Variabilitat bei der IgA-Antikérpertiterreaktion zwischen Tieren verringert wird.

[0043] Der/die Leser(in) wird verstehen, dass die Reihenfolge der Methoden und der Zeitpunkt der Verabrei-
chung fir das Verfahren zum Induzieren von Immunglobulin A nicht entscheidend sind. Ferner kdnnen die Im-
munisierungen mit den verschiedenen Methoden der Reihe nach, diskontinuierlich oder gleichzeitig durchge-
fuhrt werden. Ein derzeit bevorzugtes Immunisierungsprotokoll sieht die gleichzeitige IM und IP Immunisierung
mit anschlieRender IMM Immunisierung vor. Die IM und IP Immunisierungen haben effektiv die Aufgabe, die
Immunsystemantwort auszulésen. Die IMM Immunisierung ist ein lokalisierter Reiz, um die IgA-Produktion in
dieser immunisierten Region zu induzieren.

[0044] In einer weiteren bevorzugten Ausgestaltung folgt dem anfanglichen Immunisierungsprotokoll eine
Reihe von Antigen-Booster-Dosen (iber den Zeitraum vor der Geburt. Die eingeflihrten Antigenmengen, die
Haufigkeit (Zeitintervall) und die Anzahl der Booster-Dosen kann/kénnen stark variieren. Zum Beispiel von ei-
ner einzigen Booster-Impfung lber eine einzige Verabreichungsmethode zu einem Zeitpunkt bis zu mehreren
Impfungen uber jeweils drei Verabreichungsmethoden zu vielen verschiedenen Zeitpunkten.

[0045] Booster-Impfungen erfolgen gewoéhnlich in einem Abstand nach Belieben des Bedieners. Um lokale
Irritationen und Kongestion zu vermeiden, wird es gewdhnlich bevorzugt, dass Booster-Shots nicht 6fter als
alle zwei Wochen an dieselbe Stelle verabreicht werden.

[0046] Ein bevorzugter Verordnungsplan setzt die gleichzeitige IM und IP Immunisierung zu zwei separaten
Zeitpunkten voraus, gefolgt von einer IMM Immunisierung zu einem Zeitpunkt. Das heif3t, genau genommen
zwei Priming-Schritte, gefolgt von einem lokalen Challenge. Der erste Priming-Schritt findet gewdhnlich 2 bis
8 Wochen vor dem zweiten Priming-Schritt und dem Challenge-Schritt statt.

[0047] Diese letzteren Schritte finden vorzugsweise gleichzeitig statt. Ein praktisches Protokoll beinhaltet die
Durchflihrung des ersten Initialreaktionsschrittes 6 bis 14, vorzugsweise 8 bis 12 und am bevorzugtesten 8 Wo-
chen vor der Geburt und die Durchflihrung des zweiten Priming-/lokalen Challenge-Schrittes 2 bis 10 Wochen,
vorzugsweise 4 bis 8 und am bevorzugtesten 4 Wochen vor der Geburt. Wie zuvor bemerkt, ist der Zeitpunkt
jedoch nicht entscheidend.

[0048] Ein zweiter bevorzugter Verordnungsplan sieht die anfangliche Immunisierung 6 bis 14, vorzugsweise
8 bis 12 und am bevorzugtesten 8 Wochen vor der Geburt vor, gefolgt von 1 oder 2 Booster-Shots Uber die
jeweiligen drei Verabreichungsmethoden zu 1 bis 3 Zeitpunkten vor der Geburt. Die letzte Immunisierung er-
folgt gewdhnlich 1 bis 2 Wochen vor der Geburt.

[0049] Besonders bevorzugt wird ein Verordnungsplan, der einen zusatzlichen Priming- und lokalen Challen-
ge-Schritt erfordert, so dass 8 Wochen vor der Geburt (minus 8 Wochen) eine gleichzeitige IM und IP Immuni-
sierung erfolgt, gefolgt von gleichzeitigen IM/IP und IMM Immunisierungen bei minus 4 Wochen, einer zweiten
IMM Immunisierung bei minus zwei Wochen und einer letzten gleichzeitigen IM und IP Immunisierung bei mi-
nus einer Woche.
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[0050] Ein weiterer bevorzugter Verordnungsplan sieht die anfanglichen IM/IP Immunisierungen 12 Wochen
vor der Geburt und den zweiten Priming-/lokalen Challenge-Schritt 8 Wochen vor der Geburt, eine zweite IMM
Immunisierung bei minus 6 Wochen und eine letzte gleichzeitige IM/IP Immunisierung bei minus 4 Wochen vor.

[0051] Anhand des Obigen ist zu verstehen, dass eine grof3e Variation beim Zeitpunkt der Immunisierungen
moglich ist, die gewodhnlich 14 Wochen vor der Geburt beginnen, vorzugsweise jedoch 12 bis 8 Wochen vor
der Geburt.

[0052] Nach der Geburt kdnnen sinkende Antikdrperkonzentrationen durch periodisches Einfiihren von Boos-
ter-Shots des ausgewahlten Antigens in das Saugetier im Laufe der Laktationperiode gemaf entsprechenden
oben angeflihrten Vorgeburtsprotokollen erhéht werden. Im Allgemeinen sind hier zwischen 1 und 6, vorzugs-
weise 2 bis 4 und am bevorzugtesten 2 oder 3 gleichzeitige IM und IP Immunisierungen in der Laktationsphase
nach der Geburt zusammen mit 1 IMM Immunisierung in der Involutionsphase der Laktation involviert.

[0053] In einer weiteren Ausgestaltung der Erfindung beinhaltet das erfindungsgemafe Verfahren ferner ei-
nen Vorselektionsschritt. In diesem Schritt werden einzelne Tiere getestet und im Hinblick auf ihre IgA-Produk-
tionsfahigkeit ausgewahit.

[0054] Wie zuvor erwahnt, gibt es eine erhebliche Variabilitat zwischen Tieren in Bezug auf die Produktion
von Immunglobulinen. Dieser Vorselektionsschritt, bei dem die Tiere ausgewahlt werden, die die besten
IgA-Antikorpertiterreaktionen zeigen, hilft bei der Verringerung des Variabilitdtsfaktors zwischen Tieren. Dieser
Prozess kann ebenso fiir die Bildung von Gruppen von Tieren angewendet werden, die fir die IgA-Produktion
besonders geeignet sind.

[0055] Verfahren fir die IM, IP und IMM Verabreichung sind in der Technik allgemein bekannt. Zur IM Immu-
nisierung wird es gewohnlich bevorzugt, dass mehr als eine Stelle zur Verabreichung mit diesem Verfahren
verwendet wird. Bevorzugte IM Verabreichungsstellen sind die linke und die rechte Seite des brachiochepalic
[sic] Muskels (d.h. zwei Stellen in einem Muskel). Zur IP Immunisierung wird derzeit die Verabreichung in die
Peritonealh6hle, gewdhnlich an nur einer Stelle, bevorzugt. Wiinschenswerterweise erfolgt die Verabreichung
an der unteren Lendengrube (sublumbar fossa).

[0056] Die genauen Verabreichungsstellen fir diese Methoden kénnen natirlich gemaf bekannten Verabrei-
chungsprotokollen variieren. Menge und Form des verabreichten Antigens kdénnen ebenfalls entsprechend
dem verwendeten Antigen und dem zu immunisierenden Saugetier gemal bekannten Impfstoffformulierungen
variieren.

[0057] Im Allgemeinen wird das Antigen bei der IM und IP Methode mit Spritze und Kanile und bei der IMM
Methode mit einem engen chirurgischen Polyethylenschlauch, der an einer Spritze angebracht ist, oder alter-
nativ mit einem konventionellen sterilen intramammaren Applikator injiziert. Fir die IMM Immunisierung wird
das Antigen im Allgemeinen Uber den Hauptmilchgang oder den supramammaren Lymphknoten verabreicht.
Vorzugsweise Uber die Zitzendffnung in den Zitzenkanal. Fur die besten Ergebnisse wird aulRerdem bevorzugt,
dass jede Milchdrise bei jeder Gelegenheit immunisiert wird. Dadurch wird die in dem Saugetier hervorgeru-
fene lokalisierte IgA Reaktion maximiert.

[0058] Das injizierte Antigenvolumen variiert je nach dem Saugetier und der Immunisierungsmethode. In der
folgenden Tabelle 1 ist eine Ubersicht {iber die Injektionsvolumen fiir Schafe und Kiihe enthalten, die mit den
IM, IP und IMM Methoden immunisiert werden.

Tabelle 1

Schafe

™ ip ™M
Volumen 1,0 ml (pro Stelle) 1,0 ml 1,0 ml (pro Druse)
max Volumen 5,0 ml 2,5 ml 2,0 ml (pro Driuse)
Kiihe

™ IP M
Volumen 2,0 ml (pro Stelle) 4,0 ml 2,0 ml (pro Driise)
max Volumen 8,0 ml 10,0 ml 5,0 ml (pro Driise)
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[0059] Zum Immunisieren von Rindern wird das Antigen typischerweise fiir IM zu 2 ml pro Stelle an 2 Stellen,
fur IP zu 4 ml an 1 Stelle und fir IMM zu 2 ml in jeweils die vier Drisen verabreicht.

[0060] Im Gegensatz zur landlaufigen Meinung zeigen Freilandversuche, dass es bei der intramammaren Im-
munisierung kein signifikantes Infektionsrisiko gibt, vorausgesetzt, es werden entsprechende Vorsichtsmalf3-
nahmen getroffen. Die Drisen missen zum Beispiel vor der Immunisierung sorgfaltig sterilisiert werden. Ge-
eignete Sterilisationsverfahren sind in der Technik bekannt. Hierzu kénnen zum Beispiel Ethanol/lodwaschen
dienen. Eine weitere VorsichtsmalRnahme ist die Gewahrleistung, dass das Antigen in einer Losung verab-
reicht wird, die ein Antibiotikum enthalt. Zu geeigneten Antibiotika gehéren Dupocillin, Ampicillin und Clavulox
L.C.

[0061] Die zur Verwendung im erfindungsgemafen Verfahren ausgewahlten Sdugetiere sind gewdhnlich wirt-
schaftlich nutzliche Saugetiere wie Wiederkauer. Beispiele fir bevorzugt verwendete Wiederkauer sind Kiihe,
Ziegen und Schafe.

[0062] Der hierin verwendete Begriff ,Antigen" bezieht sich auf jedes beliebige Material, das eine Antigenre-
aktion in dem behandelten Saugetier induzieren kann. Antigene kdnnen gemaf dem endgultigen Nutzen der
IgA-Formulierung ausgewahlt werden. Das heifl3t, soll die Formulierung zum Erzeugen von passiver Immunitat
verwendet werden, dann ist das Antigen zu verwenden, gegen das eine solche Immunitat erwlinscht ist. Zu
Antigensubstanzen, die im erfindungsgemafien Verfahren verwendet werden kdnnen, gehdren Bakterien, Vi-
ren, Hefen, Mycoplasmen, Proteine, Haptene, Tiergewebeextrakte, Pflanzengewebeextrakte, Spermatozoen,
Pilze, Pollen, Staub, chemische Antigene und Saugetierzellen.

[0063] Wenn Haptene als Antigene verwendet werden sollen, dann missen sie zuerst mit Tragersubstanzen
wie Proteinen unter Anwendung chemischer Verfahren konjugiert werden, die der fachkundigen Person allge-
mein bekannt sind. (ILAR Journal').

[0064] Zu nitzlichen bakteriellen Antigenen gehdéren Gattungen von Escherichia, Staphylococcus, Strepto-
coccus, Salmonella und Pneumonococcus. Besonders bevorzugte bakterielle Antigene sind Escherichia coli,
Clostridium difficile, Vibriocholerae und Helicobacter pylori.

[0065] Zu bevorzugten Hefeantigenen gehéren Gattungen von Candida.
[0066] Ein besonders bevorzugtes Hefeantigen ist Candida albicans.

[0067] Zu nitzlichen viralen Antigenen gehdren Rotavirus, Herpes, Gefligelpocken, Rhinopneumonitis, Co-
ronavirus, Parvovirus und Influenza. Zu Proteinantigenen gehéren Tumornekrosefaktor, Insulin-dhnliche
Wachstumsfaktoren und Somatostatin, virale oder bakterielle Zelloberflachenproteine und konjugierte Protein-
antigene. Chemische Antigene sind u.a. Pollen, Pestizide, Insektizide, Fungizide und Toxine. Komplexe Anti-
gene, die eine Kombination aus zwei oder mehr Antigenen der identifizierten Typen beinhalten, sind ebenfalls
moglich. Ein solches bevorzugtes komplexes Antigen ist 3K Scourguard (SmithKline Beecham, Royal Oak,
Auckland, New Zealand). Der Impfstoff enthalt pathogenes E. coli, bovines Rotavirus und Coronavirus.

[0068] Zu nitzlichen Mycoplasmaantigenen gehdéren Mycoplasma pneumoniae und Cryptosporidium par-
vum.

[0069] Gewdhnlich werden die Antigensubstanzen in flissigem Medium zur Infusion oder Injektion geman be-
kannten Protokollen suspendiert. Es kénnen alle beliebigen geeigneten Trager, Verdiinnungsmittel, Puffer und
Adjuvanzien verwendet werden, die in der Technik bekannt sind. Zu geeigneten Suspensionsflissigkeiten ge-
héren Salzlésung, Wasser und physiologische Puffer.

[0070] Die Verwendung von Adjuvanzien ist ebenfalls erwiinscht. Zu Adjuvanzien, die zur Verwendung mit
den Antigenen der Erfindung geeignet sind, gehéren Freundsches komplettes Adjuvans (FCA), Freundsches
inkomplettes Adjuvans (FIC), Adjuvans 65, Cholera-Toxin-B-Untereinheit, Alhydrogel; oder Bordetella pertus-
sis, Muramyldipeptid, Cytokine und Saponin. Ajuvanzien auf Olbasis und insbesondere FCA und FIC werden
bevorzugt.

[0071] Vor der Injektion werden die Antigene in geeigneten Tragern typischerweise mit einem Adjuvans auf

Olbasis (FIC wird bevorzugt) unter Verwendu__ng eines Laborhomogenisators emulgiert. Wassriges Antigen
wird typischerweise mit 3 Volumen eines Oladjuvans vermischt und emulgiert, bis eine stabile Was-
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ser-in-Ol-Emulsion entsteht, wie anhand von in der Technik allgemein bekannten Tests demonstriert wird.

[0072] GemaR der landlaufigen Meinung war die Verwendung von Adjuvanzien auf Olbasis auch bei der di-
rekten intramammaren Immunisierung aufgrund des Risikos nachteiliger Reaktionen nicht méglich. Die Anmel-
derinnen der vorliegenden Erfindung haben gefunden, dass die Verabreichung mit Adjuvanzien auf Olbasis un-
ter entsprechenden VorsichtsmaRnahmen nicht nur méglich, sondern auch erwiinscht ist. Durch die Verwen-
dung von FIC kann die immunogene Reaktion, die fiir einige Antigene erhalten wird, vor allem bei der Verab-
reichung mit der IMM Methode wesentlich verstarkt werden. Es wird daher zur Zeit bevorzugt, dass Antigene
fur alle Immunisierungen in FIC emulgiert werden, mit Ausnahme von kleinen Polypeptiden, bei denen FCA
moglicherweise fur die erste IM/IP Immunisierung bevorzugt wird. FCA wird jedoch nicht fur IMM verwendet.

[0073] Wie zuvor erwahnt, sind GroRe und Konzentration der Antigendosen nicht entscheidend und in der
Technik gibt es bekanntlich einen Dosisbereich, der als Antigenimmunogenitatsfenster bekannt ist, das ge-
wohnlich relativ breit ist.

[0074] Zu viel oder zu wenig Antigen kann jedoch Suppression, Toleranz- oder Immunabweichung in Rich-
tung auf zellulare Immunitat und weg von humoraler Immunantwort induzieren. Fur Proteinantigene liegen op-
timale Dosen typischerweise bei etwa 5 bis 25 pg/kg Lebendmasse in Wiederkduern und fir tote, lyophilisierte
bakterielle oder virale Antigene sind Dosen von 1 x 108 bis 4 x 10" Organismen je ml typisch.

[0075] Wie ebenfalls oben erwahnt wurde, wird es bei der IMM Immunisierung bevorzugt, dass das Antigen
zusatzlich in Suspension mit einem Antibiotikum formuliert wird.

[0076] Was die spezifische Form des Antigens betrifft, so wird es dem/der Leser(in) verstandlich sein, dass
sowohl Lebend- als auch Totvakzine moglich sind. Studien haben gezeigt, dass Totvakzine IgG, Antworten sti-
mulieren, wohingegen Lebendvakzine 1gG, Antworten stimulieren. Zur Produktion von IgA sind beide Alterna-
tiven maéglich.

[0077] Das mit den jeweiligen Immunisierungsmethoden verabreichte Antigen kann gleich oder unterschied-
lich sein. Demzufolge kénnen mehrere verschiedene Antigene mit den drei verschiedenen Immunisierungsme-
thoden fir die jeweiligen Initial- und die Booster-Immunisierungen verabreicht werden. Es wird jedoch derzeit
bevorzugt, dass das gleiche Antigen oder eine Kombination von Antigenen mit den drei Methoden bei jeder
Immunisierungsgelegenheit verabreicht wird.

[0078] Gemal einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Herstellung von
IgA-haltiger Saugetiermilch, wobei das Verfahren die Induktion von IgA Antikérpern gemafl dem oben detail-
lierten Prozess und dann das Gewinnen der IgA-haltigen Milch von dem Saugetier beinhaltet. Die Gewinnung
der Milch kann mit normalen Melkverfahren erfolgen.

[0079] Die IgA Titerreaktionen sind im Allgemeinen am ersten Tag nach der Geburt am starksten. Danach fal-
len diese Antikdrperwerte auf zwischen 5 und 20 % des Ausgangswertes. Dieser folgende Wert wird gewdhn-
lich zwei bis drei Monate lang oder bis zur Abtrocknung oder Involution beibehalten. Die IgA-Werte kénnen in
diesem Zeitraum durch Booster-Immunisierungen wie oben erdrtert erhdht werden. IgA-haltige Milch kann im
Laufe dieses Zeitraums nutzbringend gewonnen werden.

[0080] Diese Milch ist in der direkt von dem Saugetier erhaltenen Form nitzlich, kann aber bei Bedarf verar-
beitet werden. Zu Beispielen flir Verarbeitungsschritte gehdéren Warmebehandlung, UV-Bestrahlung, Konzen-
tration, Anreicherung mit Lebensmittelzusatzen, Trocknung zu Konzentraten, Milchpulver und dergleichen.

[0081] Als ein weiterer Schritt des erfindungsgemafien Verfahrens kann das IgA von der Milch isoliert werden.
Die Isolation kann mit Trennmethoden erfolgen, die in der Technik bekannt sind. Zum Beispiel, Isolation von
Fraktionen, die reich an Immunglobulin sind, von Molke in Can. J. Vet. Res?', EP 0320152, WO 97/27757,
GB2179947, von Milch in Milchwissenschaft®, US 4,229,342, vom Kolostrum in Agric. Biol. Chem?°, Franzési-
sches Patent Nr. 2520235, Neuseelandisches Patent Nr. 239466 und US 4,582,580, und von Milch und vom
Kolostrum in US 4,644,056.

[0082] Das isolierte IgA kann anschlieRend bei Bedarf gereinigt werden. Die Reinigung kann mit bekannten
Techniken erfolgen, wie durch Prazipitation und lonenaustauschchromatographie. Geeignete Techniken sind
in den oben angefiihrten Journalen und Patenten offenbart. Sowohl das isolierte als auch das gereinigte Im-
munglobulin A, das in den zuséatzlichen Verfahrenschritten hergestellt wird, bilden einen Bestandteil der vorlie-

8/33



DE 698 34 490 T2 2007.03.01
genden Erfindung.

[0083] GemalR einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung IgA-haltige Saugetiermilch, die mit
dem erfindungsgemafien Verfahren produziert wird.

[0084] Verfahren zum Herstellen von immunglobulinhaltigen Proteinkonzentraten im kommerziellen MaRstab
sind im Schweizer Patent Nr. 1,573,995 offenbart. Kurz, das Verfahren beinhaltet das Gewinnen der Milch von
hyperimmunisierten, milchtragenden Weibchen; Trennen von Rahm und Verunreinigungen, Koagulieren der
geklarten und entrahmten Milch, Trennen des Caseins, Filtrieren, Ultrafiltrieren und Sterilisieren der Proteine
der Molke durch Filtration, Verdampfen und Trocknen des Produkts unter Bedingungen, bei denen die Immun-
globuline nicht denaturieren und die Sterilitat wahren.

[0085] Gemal einem weiteren Aspekt sieht die vorliegende Erfindung die Verwendung von IgA in Form von
Milch, verarbeiteten Milchprodukten, Konzentraten, isoliertem IgA und gereinigtem IgA, produziert gemaf dem
erfindungsgemafen Verfahren, vor. IgA ist in den Bereichen pharmazeutische, tiermedizinische und kosmeti-
sche Zusammensetzungen sowie in Lebensmitteln und Nahrungsmittelergdnzungen eventuell vielfaltig ein-
setzbar. Diese Zusammensetzungen, Lebensmittel und Erganzungsmittel kdnnen Patienten (einschlief3lich hu-
maner Patienten), die diese bendtigen, verabreicht werden.

[0086] Spezieller, die passive orale Immunisierung ist mit Milchimmunglobulinen von speziell geimpften Ku-
hen auf dem Gebiet der Humangesundheitsflirsorge seit langem bekannt. Angesichts der bedeutenden Rolle,
die IgA in der Verhitung von Darminfektionen spielt, kbnnen mit IgA-haltigen Formulierungen Patienten, die
fur solche Darminfektionen empfanglich sind, effektiv behandelt werden. Es sind alle Formulierungen, die
IgA-Antikdrper gegen enterotoxinogene, gastrische Pathogene einschliellich pathogenes E. coli, Rotavirus,
Staphylococcus, Streptococcus, Aerobacter, Salmonella, Pseudomonas, Haemophilus influenza, Proteus vul-
garis, Shigella dysenteriae, Diplococcus pneumonae, Coronavirus und Corynebacterium acne enthalten, még-
lich.

[0087] Eine Anwendungsmdglichkeit sind Formulierungen, die hohe Anteile von fir Sauglinge spezifischem
IgA enthalten.

[0088] Sauglinge sind oft sehr empfanglich fir Magen-Darm-Stérungen. Spezielle Formulierungen, die An-
ti-Cryptosporidiosis-IgA zum Schutz vor einer Cryptosporidiosisinfektion bei HIV- und AIDS-Patienten enthal-
ten, sind eine weitere Moglichkeit. Allgemeine Formulierungen zum Schitzen Reisender vor Diarrhoe und all-
gemeinen Magenstérungen werden in Erwagung gezogen. Nutzliche Formulierungen, die Antikdrper gegen
Helicobacter pylori zum Schutz vor Magengeschwiren enthalten, sind mdglich.

[0089] Geeignete Formulierungen kénnen auf der Basis von Formulierungen produziert werden, die in der
Technik bekannt sind. Die Technik stellt z.B. Formulierungen zur Behandlung der folgenden Stérungen bereit:

Behandlung von Quelle
Gastroenteritis Schweizer Patent Nr. 1,573,995
Infantile E. coli Gastroenteritis Eur. J. Pediatr™
Darminfektionen Advances in Exp. Med. & Biol."
Darmerkrankungen US 5,066,491
Campylobacter jejuni J. Applied Bacteriology®
Shigella Flexneri Am. J. Tropical medicine and Hygiene®
Rotavirus-Diarrhoe Indigenous Antimicrobial Agents?
Zahnkaries Infection and Immunity®®
Cryptosporidial-Diarrhoe Lancet®, Gastroenterology?®
Cryptosporidiosis bei AIDS Archives of Disease in Childhood*
Rotavirus-Gastroenteritis J. Infectious Diseases'®

J. Clinical Microbiology"”
H. pylori US 5,260,057
Atmungserkrankung US 5,066,491
Cryptosporidiosis US 5,066,491

[0090] Eine umfassende Ubersicht (iber die Verwendung boviner Immunglobuline zur Behandlung von oder
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Vorbeugung gegen bestimmte Humankrankheiten, die durch H. pylori, C. parvum, E. coli, S. flexneri, C. difficile,
V. cholerae und Rotavirus verursacht werden, ist in den Proceedings of the IDF seminar on Indigenous antimi-
crobial agents of milk® enthalten.

[0091] In einem allgemeineren Kontext sind pharmazeutische IgA-haltige Formulierungen erwiinscht, die auf
die Bedurfnisse von Jungen, Alten, medizinisch Beeintrachtigten und unheilbar Kranken mafRgeschneidert
sind.

[0092] Die erfindungsgemafen Formulierungen finden ebenso Anwendung im tiermedizinischen Bereich.
Zum Beispiel zur Herstellung von Formulierungen, die spezifische IgA-Antikorper gegen pathogene Mikrobio-
logika wie E.coli, Rotavirus, Coronavirus und andere ,Scour" verursachende Mikroben zur Vorbeugung gegen
und Behandlung von gastrischen Stérungen beim neugeborenen Vieh enthalten.

[0093] Es sind Formulierungen moglich, die spezifische IgA Antikdrper gegen Mycotoxine, Phytotoxine, Aflo-
toxine, Herbizide, Pestizide und Fungizide enthalten, um die Absorption von diesen nach der oralen Aufnahme
zu blockieren.

[0094] Allgemeiner, es kdnnen Formulierungen hergestellt werden, die IgA gegen unerwiinschte Lebensmit-
telinhaltsstoffe enthalten, um deren Absorption zu blockieren.

[0095] Neben pharmazeutischen und tiermedizinischen Formulierungen finden gemaf der vorliegenden Er-
findung produzierte IgA Antikdrper im Erndhrungsbereich Verwendung.

[0096] Dies kann von der Verwendung der Milch per se bis hin zu spezifischen produzierten Formulierungen
reichen, die hohe IgA-Anteile fur das Wohlbefinden enthalten, zum Beispiel fir den Einsatz in Nahrgetranken
und Sportnahrung.

[0097] Es sind Formulierungen moglich, die spezifisches IgA gegen gangige Allergene wie Pollen, Staub und
Milben zum Schutz vor Allergien enthalten. Hierin werden Formulierungen in Erwagung gezogen, die spezifi-
sche Antikdrper gegen Mycotoxine, Phytotoxine, Aflotoxine, Pestizide, Herbizide, Umweltschadstoffe wie Dio-
xine, polychlorierte Biphenyle und Fungizide enthalten, um die Absorption dieser Verbindungen zu blockieren.

[0098] Formulierungen gegen unerwiinschte Lebensmittelinhaltsstoffe wie Cholesterol zum Blockieren ihrer
Absorption waren besonders nitzlich. Gemal einem weiteren Aspekt kann das spezifische IgA mit Probiotika
oder Wachstumsfaktoren zur Herstellung von Formulierungen fir ein Magenwohlbefinden komplexiert werden.

[0099] Im entsprechenden tiermedizinischen Bereich sind Formulierungen moglich, die IgA zur ernahrungs-
technischen Unterstiitzung vor allem von wirtschaftlich bedeutendem tierischen Nachwuchs wie Lammer, Fer-
kel, Kalber, Fohlen und Kuken enthalten. Es kénnen auch Formulierungen nutzlich sein, die aus spezifischem
IgA bestehen, das gegen unerwiinschte Lebensmittelinhaltsstoffe wie B-Caroten gerichtet ist, um ihre Absorp-
tion zu blockieren.

[0100] Ein weiterer Anwendungsbereich fiir das erfindungsgemafe IgA Produkt sind Formulierungen mit An-
tikdrpern gegen Haut- oder Haarproteinantigene fiir topische Anwendungen, gegen Hautantigene, komplexiert
mit UV-absorbierenden Verbindungen wie Zink fir einen Langzeitschutz vor Sonnenbrand, und mit spezifi-
schen IgA-Antikérpern, komplexiert mit Wachstumsfaktoren zur Hautreparatur.

[0101] Die Formulierungen kdnnen in Form von Getranken, Lotionen, Pulvern, Cremes und dergleichen ge-
maR in der Technik allgemein bekannten Prinzipien hergestellt werden. Die Formulierungen kénnen oral, intra-
venos, intramuskular, subkutan, rektal, topisch, parenteral oder bei Bedarf iber andere Wege verabreicht wer-
den.

[0102] Die Formulierungen kénnen pharmazeutisch akzeptable Trager oder im Falle von Nahrungsergan-
zungsmitteln ernahrungsmafig akzeptable Trager enthalten. Zu solchen Tragern gehdren wassrige Losungen,
nicht toxische Exzipienten, einschlief3lich Salze, Konservierungsmittel und Puffer. Die Formulierungen kénnen
Additive wie Mineralien, Vitamine, Aromastoffe, Duftstoffe und dergleichen enthalten.

[0103] Allgemeine Unterstitzung bei der Herstellung solcher Formulierungen kann von Remingtons Phar-

maceutical Sciences, 16" Edition. Easton: Mac Publishing Company (1980); the National Formulary XIV, 14th
Edition. Washington: American Pharmaceutical Association (1975); und Goodman and Gillmans The Pharma-
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cological basis for Therapeutics (7" Edition) erhalten werden.
[0104] Die Erfindung wird nun unter Bezugnahme auf die folgenden Beispiele beschrieben.
1. BEISPIEL

[0105] Es wurden 64 trachtige Mutterschafe ausgewahlt, in acht Gruppen unterteilt und durch intramuskulare
(IM), intraperitoneale (IP) oder intramammare (IMM) Methoden oder Kombinationen dieser drei Methoden im-
munisiert. Fir die IMM Immunisierung wurde nur die rechte Drise immunisiert, wahrend die linke Drise unbe-
handelt blieb und als Kontrolle diente.

Immunisierungsprotokoll

Gruppe (n = 8) Immunisierungsmethode
IM

IP

IMM

IM/IP

IM/IMM

IP/IMM

IM/IP/IMM

KEINE (Kontrolle)

ONO O WN -~

[0106] Die Tiere wurden gemafl dem folgenden Plan immunisiert.

Immunisierungsplan

I IX ji vV Vv VI VII
-8'wo -4 Wo -2 Wo -Iwo 0 +4 Wo +8 wo +12 wo
1 I 3 | l 1 |
Geburt EntwBhnung
IM-1 IM-2 IM-3 IM-4 IM-5 ™M-6
1P-t p-2 IP-3 P4 IP-5 IP-6
DMM-t MM.2 IMM-3
Antigen

[0107] Als Antigen wurde ein handelsiblicher pathogener E. coli Impfstoff (Suvaxyn, Maternafend-4; J&H Pa-
cific Ltd, NZ) verwendet. Dieser Impfstoff hat bekanntlich hohe Konzentrationen von K88, K99, 987P und F41
Pili Antigenen.
[0108] Die Details der Immunisierungsprotokolle sind wie folgt:

Immunisierung |

IM/IP

[0109] Stammimpfstoff wurde mit Freundschem inkomplettem Adjuvans (FIC; 1 Teil Impfstoff : 3 Teile FIC)
emulgiert.
IM; 1 ml pro Stelle; 2 Stellen
IP; 1 ml pro Stelle; 1 Stelle

Immunisierung Il

IM/IP

IM/IP wie bei Immunisierung | wiederholen.
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IMM

[0110] Stammimpfstoff wurde in steriler Salzlésung (1 Teil Impfstoff : 1 Teil Salzlésung) verdlinnt. Ein Antibi-
otikum (Dupocillin) wurde zum IMM Imunogen in einem Verhaltnis von 1 ml Antibiotikum : 30 ml Immunogen
gegeben.

IMM; 1 ml je Druse; nur rechte Drise

Immunisierung lll
IMM
Immunisierung Il nur fir IMM wiederholen.
Immunisierung IV, V und VI
IM/IP
Immunisierung | wiederholen.
Immunisierung VII
IM/IP & IMM
Immunisierung Il wiederholen.
Gesundheitszustand der Tiere

[0111] Der allgemeine Gesundheitszustand der an dem Versuch beteiligten Mutterschafe wurde durch regel-
maRige Gewichtskontrollen und tierarztliche Untersuchungen Uberwacht. Es wurde kein erkennbarer Unter-
schied hinsichtlich Gewichtszunahme/-verlust zwischen den Behandlungsgruppen beobachtet. Es wurden kei-
ne nachteiligen Immunisierungseffekte beobachtet. Zwei der 64 Mutterschafe wurden auf Mastitis behandelt,
ein Mutterschaf aus Gruppe 6 (IP/IMM) und ein Mutterschaf aus Gruppe 7 (IM/IP/IMM). Insgesamt wurden kei-
ne schadlichen Wirkungen der IMM Immunisierung festgestellt.

Proben

[0112] Den Mutterschafen wurde vor der Immunisierung I, Il und IV vor dem Lammen Blut enthommen. Pro-
ben von Blut und Kolostrum/Milch (linke und rechte Milchdriisen separat) wurden nach der Geburt am Tag 0
(Geburt), 1, 2, 3 und 5 und dann in der Woche 1, 2 und 3 und dann im Monat 1, 2 und 3 genommen.

[0113] Das Blut wurde in EDTA Vacutainern auf Eis gesammelt. Getrenntes Plasma wurde bei —20°C zur An-
tikdrperanalyse aufbewahrt. Kolostrom/Milchproben (20-30 ml) von der linken (unbehandelten) und rechten
(immunisierten) Milchdriise wurden auf Eis gehalten, bis sie zur Fettbeseitigung zentrifugiert wurden (4°C; 20
Minuten; 2000 g,..,)- Entrahmter Uberstand wurde erneut zentrifugiert (4°C; 1 Stunde; 40.000 g,,,), um Milch-
molke/Plasma und Casein zu trennen. Der Uberstand wurde bei —20°C zur Antikérperanalyse aufbewahrt.

Probenanalyse

[0114] Alle Proben und Reagenzien wurden mit 0,01 M phosphatgepufferter Salzlésung (pH 7,5), die 0,05 %
v/v Tween-20 (PBS-T) und 1 % w/v Rinderserumalbumin (BSA; Typ A7030, Sigma Chem. Co., USA) enthielt,
verdunnt und alle Waschen erfolgten mit einem automatisierten Plattenwascher (ELP-35, BioTek Instruments,
USA) mit PBS-T, sofern nicht anders angegeben.

[0115] ELISA-Platten (Maxisorp F-96 Immunoplatten, Nunc, Danemark) wurden mit 100 ul E. coli Antigen
(Suvaxyn Maternafend-4; J & H Pacific Ltd, NZ) beschichtet, 1:1000 in 0,05 M Carbonatpuffer (pH 9,6) ver-
dinnt, dber Nacht bei 4°C inkubiert und dreimal gewaschen. Verbleibende aktivierte Stellen auf den Immuno-
platten wurden durch 2-stiindiges Inkubieren bei 22°C mit 250 yl PBS-T, der 1 % w/v BSA enthielt, blockiert.
Nach zweimaligem Waschen der Platten wurden 100 pl 10fache Serienverdinnungen von Testproben (Primar-
antikérper; 1:100, 1:1000, 1:10.000, 1:100.000) zu Duplikat-Wells gegeben. Die Platten wurden 2 Stunden lang
bei 22°C inkubiert und anschlieRend dreimal gewaschen. 100 pl eines zweiten Antikdrpers, der aus spezifi-
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schem Schwerketten-Kaninchen-Anti-Schaf-IgA (1:200.000; Bethyl Laboratories, USA) bestand, wurden zu
den Platten gegeben. Die Platten wurden Gber Nacht bei 4°C inkubiert, dann dreimal vor der Zugabe von 100
pl des Enzymkonjugats, Ziegen-Anti-Kaninchen-Ig konjugiert mit Meerrettichperoxidase (1:8000; Dako, Dane-
mark), gewaschen. Nach einer zweistiindigen Inkubation bei 22°C wurden die Platten zweimal mit PBS-T und
dann zweimal mit PBS ohne Tween-20 gewaschen und mit 100 pl frisch zubereiteter Substratlésung befillt.
Die Substratlésung bestand aus 0,1 g/l 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin (Boehringer Mannheim, Deutschland) in
0,1 M Natriumacetatpuffer (pH 5,5), der 1,3 mmol/l Wasserstoffperoxid enthielt. Nach einer 30-minttigen Inku-
bation bei 22°C wurden 50 pl einer Stopplésung, 2M H,SO,, zugegeben und die optische Dichte (OD) wurde
bei 450 nm mit einem automatisierten Plattenleser (EL311s, BioTek Instruments, USA) gemessen.

[0116] Bei jeder ELISA Mikroplatte wurde eine positive Qualitatskontrollprobe (geprift bei 1:100, 1:1000,
1:10.000, 1:100.000 und 1:1.000.000) und eine negative Qualitatskontrollprobe (gepriift bei 1:1000) mit den
Proben laufen gelassen. Absorbanzwerte von diesen Kontrollproben wurden in Berechnungen verwendet, um
die Probenantikdrpertiter zu bestimmen. Die mittlere Absorbanz zwischen der maximalen Absorbanz der posi-
tiven Kontrolle und der Absorbanz der negativen Kontrolle liefert einen 50-%-Wert. Die reziproke Verdiinnung
von Probenantikdrper entsprechend diesem 50%-Absorbanz-Wert wird als der Antikorpertiter fur die Probe
eingestuft.

[0117] Fig. 1 zeigt eine typische Verdinnungskurve fiir die positive Kontrollprobe im E. coli IgA ELISA.
Ergebnisse

[0118] Proben wurden anfanglich als Gruppenpools gepriift, um eine Ubersicht (iber die Reaktionen der
Gruppe auf verschiedene Immunisierungsplane zu erhalten.

[0119] Eig. 2 zeigt die Anti-E.coli-IgA-Titer von Milch der rechten (immunisierten) Drise fir alle Gruppen am
Tag 0, Tag 5, in Woche 2 und Woche 4. Bei allen Gruppen waren die IgA-Antikorpertiter der Milch am Tag 0
(Geburt) am hdchsten, wobei die Werte im Laufe der ersten Woche fielen. Gruppe 7 (IM/IP/IMM) erbrachte die
beste IgA Reaktion mit einem Milchantikdrpertiter von 105.000. Es folgte Gruppe 5 (IM/IMM) mit einem Titer
von 50.000 und Gruppe 6 (IP/IMM) mit einem Titer von 22.000. Die anderen Gruppen zeigten eine minimale
Reaktion, einschlieRlich Gruppe 3 (IMM). Bis zum Tag 5 waren die IgA-Antikdrpertiter in der Milch der Gruppen
5, 6 und 7 auf etwa 20 % der Tag-0-Titer zurlickgegangen, bis zur Woche 4 waren die Titer jedoch mit etwa
3000 noch immer bedeutend.

[0120] In Eig. 3 sind Anti-E.coli-IlgA-Antworten der rechten (immunisierten) Druse und der linken (unbehan-
delten) Drise am Tag 0 gegentibergestellt. Bei den IgA-Antikdrpertitern in der Milch gab es eine deutliche Re-
aktionsdifferenz zwischen Proben von der rechten (immunisierten) Driise und der linken (unbehandelten) Dri-
se. Wahrend in den rechten Milchproben der Gruppen 5, 6 und 7 hohe Titer gemessen wurden, lagen die Titer
der entsprechenden linken Milchproben bestenfalls bei nur 20 % dieser Werte.

2. BEISPIEL
[0121] Es wurden einzelne Probenanalysen von Anti-E.coli-IgA-Titerreaktionen fur jede der Immunisierungs-

gruppen des 1. Beispiels durchgefiihrt. Proben wurden mit dem ELISA-Assay gemaf dem Verfahren aus dem
1. Beispiel analysiert. Die Ergebnisse fiir Tag 0 und 1 sind jeweils in den Fig. 4 und Fig. 5 dargestellt.

Ergebnisse

[0122] In allgemeiner Ubereinstimmung mit den zuvor zusammengefassten Daten waren die Titer in mit der
IM, IP oder IMM Methode alleine immunisierten Tieren niedrig und in mit der Kombination aus IM/MM, IP/IMM
und IM/IP/IMM Methoden behandelten Tieren weit hdher (Mittel + s.e.m. Antikdrpertiter; jeweils 1/32.100 *
1/13.500; 1/29.000 £ 1/12.000; 1/30.000 + 1/7300).

[0123] Es wurden keine bedeutenden Unterschiede bei den mittleren IgA Titerreaktionen beobachtet, die sich
aus der Immunisierung mit den jeweiligen drei Kombinationsmethoden ergaben. Es wurde jedoch eine wesent-
liche Variabilitat bei der Titerreaktion innerhalb der Gruppe beobachtet, und insbesondere der Standardfehler
des Mittelwertes fur die IM/IP/IMM Gruppe (1/7300) war weit geringer als der fur die IM/IMM (1/13.500) und
IP/IMM (1/12.500) Methoden berechnete.

[0124] Dieses Titerreaktionsmuster wurde ab Tag 2 und danach in Milchproben aufrechterhalten. Die Daten
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scheinen aufzuzeigen, dass die Immunisierung durch das Drei-Stellen-IM/IP/IMM-Verfahren das Ausmal der
Reaktion nicht Gber das mit den IM/IMM und IP/IMM Kombinationen erhaltene erhéht, sondern dazu dient, die
Variabilitét bei der IgA Reaktion zwischen Tieren zu verringern.

3. BEISPIEL

[0125] Es wurden 64 trachtige Mutterschafe ausgewahlt, in acht Gruppen unterteilt und durch intramuskulare
(IM), intraperitoneale (IP) oder intramammare (IMM) Methoden oder Kombinationen dieser drei Methoden im-
munisiert. Fur die IMM-Immunisierung wurde lediglich die rechte Drise immunisiert, wahrend die linke Drise
unbehandelt blieb und als Kontrolle diente.

Immunisierungsprotokoll

Gruppe (n = 8) Immunisierungsmethode
IM

IP

IMM

IM/IP

IM/IMM

IP/IMM

IM/IP/IMM
KEINE-Kontrolle

ONOO AR WN -~

[0126] Die Tiere wurden gemafl dem folgenden Plan immunisiert.

Immunisierungsplan

1 I J¢1 v \'4 Vi VII
-8 Wo -4 \Wo -2 Wo -I'wo 0 +4 Wo +8 wo +12 wo
1 I 1 | | 1 1
Geburt Entwbhnung
IM-1 IM-2 -3 IM-4 M-S M-8
-t P2 Ip-3 P4 IP-5 P-6
MM-t DMM-2 InMM-3
Antigen

[0127] Als Immunogen wurde ein handelsiblicher Impfstoff, 3K Scourguard (SmithKline Beecham, Royal
Oak, Auckland, Neuseeland) verwendet. Dieser Impfstoff enthalt pathogenes E. coli, bovines Rotavirus und
Coronavirus.

[0128] Die Details der Immunisierungsprotokolle sind wie folgt:

Das Immunisierungsprotokoll aus dem 1. Beispiel wurde mit 3K Scourguard wiederholt, das anstelle von Ma-
ternafend als Stammimpfstoff verwendet wurde.

Gesundheitszustand der Tiere

[0129] Der allgemeine Gesundheitszustand der in dem Versuch beteiligten Mutterschafe wurde durch regel-
mafige Gewichtskontrollen und tierarztliche Untersuchungen Giberwacht. Wie im 1. Beispiel wurde(n) kein er-
kennbarer Unterschied hinsichtlich Gewichtszunahme/-verlust zwischen den Behandlungsgruppen und keine
nachteiligen Immunisierungseffekte beobachtet.

Proben

[0130] Proben von Blut und Kolostrum/Milch wurden gemafR dem Protokoll des 1. Beispiels genommen.
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Probenanalyse

[0131] Der ELISA-Assay wurde gemaf dem Verfahren aus dem 1. Beispiel durchgefuhrt, mit der Ausnahme,
dass 3K Scourguard (1:1000) fir die Mikroplattenbeschichtung anstelle von Maternafend verwendet wurde.
Blutplasma und Kolostrum/Milch wurden gepoolt, um einen ersten Hinweis auf die Antikérperreaktionen der
Gruppe zu erhalten.

Ergebnisse

[0132] Fig. 6 zeigt die Anti-3K Scourguard-IgA-Titer von Milch der rechten (immunisierten) Drise fir alle
Gruppen am Tag 0 und 5. Bei allen Gruppen waren die IgA-Antikorpertiter in der Milch am Tag 0 (Geburt) am
hdéchsten, wobei die Werte im Laufe der ersten Woche fielen. Gruppe 7 (IM/IP/IMM) erbrachte die beste IgA
Reaktion mit einem Milchantikérpertiter von 210.000. Es folgte Gruppe 5 (IM/IMM) mit einem Titer von 70.000
und Gruppe 3 mit einem Titer von 27.000. Gruppe 6 (IP/IMM) erbrachte eine Milchantikdrperreaktion von
20.000. Die anderen Gruppen erbrachten eine minimale Reaktion. Bis zum Tag 5 waren die IgA-Antikorpertiter
in der Milch der Gruppen 3, 5 und 7 auf etwa 10 % der Tag-O-Titer zuriickgegangen.

[0133] Fig. 7 zeigt die Anti-3K Scourguard-IgA-Titer von Milch der rechten (immunisierten) und linken (unbe-
handelten) Drise fur alle Gruppen am Tag 0. Die rechte Drise erbrachte eine weit hohere Reaktion als die
linke Druse. Es gab keine bedeutende Antikorpertiterreaktion fur die unbehandelte linke Druse, mit Ausnahme
der Gruppe 3.

BEISPIEL

[0134] 32 trachtige Mutterschafe wurden vier Behandlungsgruppen zugeordnet und durch Kombinationen
aus intramuskularen (IM), inraperitonealen (IP) und intramammaren (IMM) Methoden immunisiert. Das IMM
Immunogen fiir die Gruppe 3 lag in wassriger Lésung vor, wohingegen das IMM Immunogen fiir die Gruppe 4
in FIC emulgiert war. Fur die IMM Immunisierungen wurde nur die rechte Drise immunisiert, wohingegen die
linke Drise unbehandelt blieb und als Kontrolle diente.

Immunisierungsprotokoll

Gruppe (n = 8) Immunisierungsmethode

1 IM/IMM

2 IP/IMM

3 IM/IM/IMM

4 IM/IP/IMM (FIC)

[0135] Die Tiere wurden gemafl dem folgenden Plan immunisiert.

Immunisierungsplan

[0136] Als Antigen wurde ein TNF-Praparat verwendet, das im Handel von R & D Systems, 614 McKinley
Place, New England, USA, erhdltlich ist. Eine Stammldsung (1 mg/ml) wurde durch Rekonstituieren des ge-

friergetrockneten TNF in steriler Salzldsung hergestellt.

[0137] Die Details der Immunisierungsprotokolle sind wie folgt:
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Immunisierung |
IM/IP

[0138] Die Antigenstammlésung wurde auf 0,16 mg/ml verdiinnt und anschlieend mit FIC emulgiert (1 Teil
Salzlésung : 3 Teile FIC).

IM; 1 ml je Stelle; 2 Stellen

IP; 1 ml je Stelle; 1 Stelle

Immunisierung Il
IM/IP
IM/IP wie bei der Immunisierung | wiederholen.
IMM

[0139] Fur rechte Drisen: Antigenstammldsung wurde in steriler Salzlésung auf 0,1 mg/ml verdiinnt. Ein An-
tibiotikum (Dupocillin) wurde in einem Verhaltnis von 1 ml Antibiotikum : 40 ml Immunogen zugegeben.
IMM; 1 ml je rechte Drise

IMM (FIC)

[0140] Fur rechte Drisen: Antigenstammldsung wurde in steriler Salzlésung auf 0,32 mg/ml verdinnt und mit
FIC emulgiert (1 Teil Salzlésung : 3 Teile FIC). Ein Antibiotikum (Dupocillin) wurde im Verhaltnis von 1 ml Anti-
biotikum : 40 ml Immunogen zugegeben.

IMM (FIC); 1 ml je rechte Druse

Immunisierung Ill
IMM/IMM (FIC)
Immunisierung Il nur fir IMM/IMM(FIC) wiederholen.
Immunisierung IV
IM/IP
Immunisierung | wiederholen.
Gesundheitszustand der Tiere
[0141] Der allgemeine Gesundheitszustand der in dem Versuch beteiligten Mutterschafe wurde durch regel-
mafige Gewichtskontrollen und tierarztliche Untersuchungen tiberwacht. Die Tiere behielten ihr Gewicht wah-
rend der Trachtigkeit und Laktation und es wurden keine Behandlungseffekte innerhalb der Gruppe beobach-
tet. Zwei Tiere starben an nicht im Zusammenhang stehenden Ursachen wahrend der Trachtigkeit/des Lam-
mens (beides Mutterschafe aus der Gruppe 1, IM/IMM). Ein Tier wurde aufgrund von Mastitis in der linken un-
behandelten Driise aus dem Versuch genommen. Es wurden keine nachteiligen Effekte auf die Immunisierung
festgestellt. Anzeichen fir eine Geschwirbildung an den IM und IP Immunisierungsstellen waren minimal. Es
wurden keine bedeutenden Unterschiede bei der Milchdrisenfunktion zwischen den linken und den rechten
Drisen und zwischen Driisen beobachtet, die mit Immunogen in steriler Salzlésung oder FIC immunisiert wur-
den.
Proben
[0142] Den Mutterschafen wurde vor der Immunisierung I, Il und IV vor dem Lammen Blut entnhommen. Nach
dem Lammen wurden Proben von Blut und Kolostrum/Milch (linke und rechte Milchdriise separat) am Tag 1

(Geburt), 2, 3, 6, 14 und 28 und im Monat 2 und 3 genommen.

[0143] Die Proben wurden gemall dem im 1. Beispiel angewendeten Verfahren genommen und behandelt.
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Probenanalyse

[0144] Der ELISA-Assay fur TNF wurde gemaR dem im 1. Beispiel angewendeten Verfahren durchgefuhrt,
mit der Ausnahme, dass TNF zur Plattenbeschichtung (2 mg/ml) verwendet wurde. Fig. 8 zeigt eine typische
Verdunnungskurve fur die positiven und negativen Kontrollproben im TNF IgA ELISA. Die Inter-Assay-Prazisi-
on wurde anhand 10 wiederholter Analysen der positiven Kontrolle berechnet und der Variationskoeffizient be-
trug 10,2 %.

Ergebnisse
IgA-Reaktionen in Milch

[0145] Einzelne Probenanalysen der Anti-TNF-IgA-Titerreaktionen in Milchproben der rechten (immunisier-
ten) Drise am Tag 1 post partum sind fiir jede der Immunisierungsgruppen in Fig. 9 dargestellt. Die Titer waren
in Tieren, die durch die IM/IMM, IP/IMM oder IM/IP/IMM Methoden immunisiert wurden, wobei das Immunogen
in Salzldsung verabreicht wurde, niedrig. (Mittlere + s.e.m Antikorpertiter: jeweils 1/3600 + 1/2600; 1/3300 +
1/1500; 1/900 £ 1/500). Im Gegensatz dazu waren die Titer in Tieren, die mit den IM/IP/IMM Kombinationsme-
thoden behandelt wurden, wobei das IMM Immunogen in FIC emulgiert war, etwa 20 mal héher (1/61.900 +
1/29.600). Eine wesentliche Variation wurde bei den Reaktionen der einzelnen Tiere der Gruppe 4 beobachtet,
bei denen die Titer von 1/4000 bis 1/250.000 reichten.

Antikérperreaktionen in Milch der rechten und linken Driise

[0146] Bedeutende Unterschiede waren in Anti-TNF-IgA-Titer von Milch der rechten (immunisierten) und lin-
ken (unbehandelten) Driise erkennbar, wobei der IgA-Titer der linken Drise fast nicht nachweisbar war, was
mit frGheren Feststellungen fir E. coli Gbereinstimmte. Fig. 10 zeigt die Daten fiir die Anti-TNF-IgA-Titer von
Milchproben von der linken und der rechten Driise am Tag 1 post partum.

Antikérperreaktion in Milch wahrend der Laktation

[0147] Die Beziehung zwischen Anti-TNF-IgA und dem Laktationsstadium ist in Eig. 11 dargestellt. Die Daten
sind Mittel + s.e.m. Titer von Milch der rechten (immunisierten) Driise von Tieren der Gruppe 4, die mit der
IM/IP/IMM (FIC) Kombinationsmethode behandelt wurden. Die Anti-TNF-IgA-Titer waren in den anfanglichen
Milchdrisensekretionen post partum am hdchsten und gingen bis zum Tag 6 von den Héchstwerten auf etwa
10% und bis zum Monat 1 auf etwa 5 % zuriick (entspricht einem IgA Titer von 1/3500). Das Gesamtreaktions-
muster war dem aus dem E. coli Versuch ahnlich, wobei der Antikdrperriickgang mit dem Beginn der vollstan-
digen Laktation und erhéhtem Milchvolumen zusammenfiel.

5. BEISPIEL

[0148] 35 trachtige Kihe wurden in vier Gruppen unterteilt und entweder mit zwei Methoden, drei Methoden
oder keiner gemafl dem folgenden Protokoll immunisiert. Immunogen wurde in Freundschem inkomplettem
Adjuvans (FIC) fur intramammare (IMM) Immunisierungen der rechtsseitigen Drisen und fur intramuskulare
(IM) und intraperitoneale (IP) Immunisierungen emulgiert. Fir die linken Drisen wurde Immunogen in wassri-
ger Lésung verwendet.

Immunisierungsprotokoll

Gruppe Immunisierungsmethode
1a (n =10) IM/IMM

1b (n = 10) IP/IMM

1c (n=10) IM/IP/IMM

1d (n =5) KEINE

[0149] Die Tiere wurden gemafl dem folgenden Plan immunisiert.
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Immunisierungsplan

I IT 1 v
-8 Wo -4 Wo -2 Wo -1 lWO Q

] ] ! ,

Geburt
IMM-1 IMM-2
IM-1 IM-2 IM-3
IP-1 IP-2 P-3
Antigen

[0150] Als Antigen fir die Immunisierung wurde Hefe, Candida albicans, verwendet. Die Hefezellen wurden
in Medium kultiviert, durch Zentrifugation geerntet, gewaschen, durch Hitze abget6tet und anschlieRend ge-
friergetrocknet. Eine Stammldsung von C. albicans (7 mg Protein je ml) wurde durch Rekonstituieren des ge-
friergetrockneten C. albicans in Phosphatpuffer hergestellt.
[0151] Die Details des Immunisierungsprotokolls sind wie folgt:
Immunisierung |
IM/IP
[0152] Antigenstammldsung wurde in steriler Salzldsung auf 1 mg/ml verdinnt und mit FIC emulgiert (1 Teil
Salzlésung : 3 Teile FIC).
IM; 2 ml je Stelle; 2 Stellen
IP; 4 ml je Stelle; 1 Stelle
Immunisierung Il
IM/IP
IM/IP wie far Immunisierung | wiederholen.

IMM

[0153] Furrechte Drisen: Antigenstammldsung wurde in steriler Salzlésung auf 1 mg/ml verdinnt und mit FIC
emulgiert (1 Teil Salzldsung : 3 Teile FIC).

[0154] Fur linke Drisen: Antigenstammldsung wurde in steriler Salzlésung auf 0,25 mg/ml verdinnt.
IMM; 2 ml je Drlse; 4 Drusen

Immunisierung Ill
IMM
Immunisierung Il nur far IMM wiederholen.
Immunisierung IV
IM/IP
Immunisierung | wiederholen.
Gesundheitszustand der Tiere
[0155] Der allgemeine Gesundheitszustand der an dem Versuch beteiligten Kiihe wurde durch regelméafige

Gewichtskontrollen und tierarztliche Untersuchungen Gberwacht. Die Immunisierungsstellen wurden regelma-
Rig begutachtet, um Auswirkungen des Immunisierungsverfahrens zu beurteilen. Es wurden keine Reaktionen
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von klinischem Grad an irgendeiner der immunisierten Stellen beobachtet. Darliber hinaus zeigten die gesam-
melten Milchvolumendaten, dass die Behandlung der Milchdriise die Gesamtlaktationsleistung der Tiere nicht
beeinflusste.

Proben

[0156] Den Kuhen wurde vor der Immunisierung |, Il und IV vor dem Kalben Blut entnommen. Proben von Blut
und Kolostrum/Milch wurden nach der Geburt am Tag 1, 2, 3, 5, 7, 14, 28 und 60 genommen. An den Probe-
entnahmetagen wurden die Kilhe morgens und abends viertelgemolken (d.h. Proben wurden von einzelnen
Drisen entnommen), die Milchvolumen wurden aufgezeichnet und eine Probe von 100 ml wurde behalten. Die
morgens und abends genommenen Viertelgemelkproben wurden fiir Laboranalysen zusammengefasst.

[0157] Blut- und Kolostrum/Milchproben wurden gemafl dem im 1. Beispiel angewendeten Verfahren behan-
delt.

Probenanalyse

[0158] Der ELISA-Assay flr C. albicans wurde gemaR dem im 1. Beispiel angewendeten Verfahren durchge-
fuhrt, mit der Ausnahme, dass C. albicans (5 mg/ml) zur Plattenbeschichtung verwendet wurde; der zweite An-
tikérper, der zur Ermittlung der Klassenspezifitdt verwendet wurde, war Kaninchen-Anti-Rind-IgA (1:40.000;
Bethyl Laboratories, USA); enzymkonjugierter Antikérper war Ziegen-Anti-Kaninchen (1:12.000; Dako, Dane-
mark). Das Endpunktnachweissystem war das gleiche wie im 1. Beispiel.

[0159] Fig. 12 zeigt eine typische Antikdrperverdinnungskurve fir die positive Kontrollprobe.
Ergebnisse

[0160] Bei den Gruppen 1a, 1b und 1c waren die Anti-C. albicans-IgA-Milchantikérpertiter am Tag 1 (Geburt)
am hochsten, wobei die Werte Gber den Laktationszeitraum zuriickgingen, wie bei den friheren Schafversu-
chen (Beispiele 1 bis 4) beobachtet wurde.

Immunisierung an zwei Stellen gegenuber Immunisierung an drei Stellen

[0161] Eia. 13 zeigt die Anti-C. albicans-IgA-Antikérpertiter von Milch der rechten (IMM Immunogen in FIC)
Drise fir alle Gruppen am Tag 1, 2, 7, 14 und 60. Die an drei Stellen immunisierten Tiere (Gruppe 1c;
IM/IP/IMM) wiesen eine weit héhere Reaktion als die an zwei Stellen immunisierten Tiere auf (Gruppe 1a;
IM/IMM und Gruppe 1b; IP/IMM). Die Mittel + s.e.m. AntikOrpertiter waren jeweils 11.700 £ 3700, 2500 + 700
und 3000 + 900. Die Gruppe 1d (Kontrolle) hatte einen sehr geringen Antikorpertiter am Tag 1 (Titer von 200
1 70). Die hdheren Titer der an drei Stellen immunisierten Tiere wurden lber den Laktationszeitraum aufrecht-
erhalten.

Freundsches Agens gegeniber Salzlésung fur IMM-Immunisierungen

[0162] FEiq. 14 zeigt einen Vergleich zwischen dem Anti-C. albicans-IgA-Titer von Milch der linken (wassriges
IMM Immunogen) und der rechten (FIC IMM Immunogen) Drise bei der Gruppe 1c¢ im Laufe des Laktations-
zeitraums. Drisen, die mit in FIC emulgiertem Immunogen immunisiert wurden, erbrachten eine héhere Reak-
tion als Drusen, die mit wassrigem Immunogen immunisiert wurden, wobei dieser Unterschied mit der Zeit zu-
nahm. Am Tag 1 lag der Titer der rechten Drise bei 11.700 + 3700 im Vergleich zum Titer der linken Drise von
8700 + 2900. Bis zum Tag 60 war der Titer der linken Driise auf 590 + 200 zurlickgegangen, wohingegen der
Titer der rechten Drise 4 Mal héher war (2300 + 800). Diese Differenz zwischen der Reaktion der linken und
rechten Druse war auch in den an zwei Stellen immunisierten Gruppen (Gruppe 1a und 1b) offensichtlich.

[0163] GemaR der vorliegenden Erfindung wird somit ein Verfahren zum Induzieren von IgA in einem Sauge-
tier sowie die Produktion von IgA in Sdugetiermilch auf einem Niveau bereitgestellt, das tiber dem liegt, das
bisher erreicht wurde oder moéglicherweise zu erwarten war, wenn eine dritte Verabreichungsmethode fiir ein
Antigen mit zwei bekannten Verabreichungsmethodenprotokollen kombiniert wird. Alternativ stellt die vorlie-
gende Erfindung wenigstens ein Verfahren bereit, mit dem die Variabilitat der IgA-Antikorpertiterreaktion zwi-
schen Tieren reduziert werden kann. Es ist zu verstehen, dass diese Ergebnisse einen Vorteil darstellen, wenn
IgA-haltige Produkte zur Verwendung in pharmazeutischen, tiermedizinischen und kosmetischen Formulierun-
gen sowie in Nahrungs- und Nahrungserganzungsmitteln erwiinscht sind.
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Patentanspriiche

1. Nichttherapeutisches Verfahren zur Herstellung von Immunglobulin A (IgA) in der Milch eines Wieder-
kauers, das die folgenden Schritte umfasst:
(a) Verabreichen eines Antigens an einen trachtigen Wiederkauer tiber zwei beliebige Verabreichungsmetho-
den, ausgewahlt aus intramammar (IMM), intraperitoneal (IP) und intramuskular (IM);
(b) Verabreichen eines Antigens an den genannten Wiederkauer Uber eine dritte Verabreichungsmethode,
ausgewahlt aus intramammar (IMM), intraperitoneal (IP) und intramuskular (IM);
unter der Voraussetzung, dass alle drei Verabreichungsmethoden verschieden sind; und
(c) Gewinnen von IgA-haltiger Milch von dem Wiederkauer.

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei in Schritt (a) die beiden ausgewahlten Verabreichungsmethoden IP
und IM sind und in Schritt (b) die dritte Verabreichungsmethode IMM ist.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, wobei die beiden Verabreichungsmethoden aus Schritt (a)
der Reihe nach, diskontinuierlich oder gleichzeitig erfolgen.

4. Verfahren nach einem der Ansprliche 1 bis 3, wobei die beiden Verabreichungsmethoden aus Schritt (a)
gleichzeitig erfolgen.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, wobei die Schritte (a) und (b) der Reihe nach, diskontinu-
ierlich oder gleichzeitig durchgefihrt werden.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, wobei die Schritte (a) und (b) vor dem Geburtsvorgang
einmal oder zweimal wiederholt werden.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, wobei Schritt (a) vor dem Geburtsvorgang zweimal wie-
derholt wird.

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei jeder Schritt (a) in Abstadnden von 2 bis 8 Wochen durchgefiihrt wird.

9. Verfahren nach Anspruch 7, wobei jeder Schritt (a) in Abstanden von 2 bis 9 Wochen durchgefiihrt wird.

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 6 bis 9, wobei Schritt (a) 6 bis 14 Wochen vor dem Geburtsvor-
gang, der erste Wiederholungsschritt (a) 2 bis 10 Wochen vor dem Geburtsvorgang und der letzte Schritt (a)
1 bis 4 Wochen vor dem Geburtsvorgang durchgefiihrt wird.

11. Verfahren nach Anspruch 10, wobei Schritt (a) 8 bis 12 Wochen vor dem Geburtsvorgang, der erste
Wiederholungsschritt (a) 4 bis 8 Wochen vor dem Geburtsvorgang und der letzte Schritt (a) 1 bis 4 Wochen
vor dem Geburtsvorgang durchgefiihrt wird.

12. Verfahren nach Anspruch 11, wobei Schritt (a) 8 Wochen vor dem Geburtsvorgang, der erste Wieder-
holungsschritt (a) 9 Wochen vor dem Geburtsvorgang und der letzte Schritt (a) 1 Woche vor dem Geburtsvor-

gang durchgefiihrt wird.

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 6 bis 12, wobei Schritt (b) vor dem Geburtsvorgang einmal wie-
derholt wird.
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14. Verfahren nach einem der Anspriiche 6 bis 12, wobei die Schritte (b) in Abstéanden von 1 bis 6 Wochen
durchgefiihrt werden.

15. Verfahren nach einem der Anspriche 6 bis 13, wobei die Schritte (b) in Abstadnden von 2 Wochen
durchgefiihrt werden.

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 13 oder 14, wobei Schritt (b) 3 bis 12 Wochen vor dem Geburts-
vorgang und der Wiederholungsschritt (b) 1 bis 10 Wochen vor dem Geburtsvorgang durchgefiihrt wird.

17. Verfahren nach Anspruch 16, wobei Schritt (b) 4 bis 8 Wochen vor dem Geburtsvorgang und der Wie-
derholungsschritt (b) 2 bis 4 Wochen vor dem Geburtsvorgang durchgefihrt wird.

18. Verfahren nach Anspruch 17, wobei Schritt (b) 4 Wochen vor dem Geburtsvorgang und der Wiederho-
lungsschritt (b) 2 Wochen vor dem Geburtsvorgang durchgefuhrt wird.

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 18, wobei das Antigen wenigstens ein Mitglied der Gruppe
bestehend aus Bakterien, Hefen, Viren, Mycoplasmen, Proteinen, Haptenen, Tiergewebeextrakten, Pflanzen-
gewebeextrakten, Spermatozoen, Pilzen, Pollen, Staub und einem Komplex von Antigenen umfasst.

20. Verfahren nach Anspruch 19, wobei das Antigen ein bakterielles Antigen ist.

21. Verfahren nach Anspruch 20, wobei das bakterielle Antigen ausgewahlt wird aus der Gruppe beste-
hend aus: Escherichia, Staphylococcus, Streptococcus, Salmonella, Pneumonococcus, Helicobacter, Crypto-
sporidiosus, Campylobacter und Shigella.

22. Verfahren nach Anspruch 20 oder 21, wobei das bakterielle Antigen E. coli ist.

23. Verfahren nach Anspruch 19, wobei das Antigen ein Hefeantigen ist.

24. Verfahren nach Anspruch 23, wobei das Hefeantigen Candida albicans ist.

25. Verfahren nach Anspruch 19, wobei das Antigen ein Proteinantigen ist.

26. Verfahren nach Anspruch 25, wobei das Proteinantigen Tumornekrosefaktor ist.

27. Verfahren nach Anspruch 19, wobei das Antigen ein Komplex von Antigenen ist, wobei der Komplex
ein Gemisch aus E. coli, Rotavirus und Coronavirus ist.

28. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 27, wobei das Antigen als eine Suspension formuliert wird.

29. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 28, wobei das Antigen zusammen mit einem akzeptablen
Trager, Verdiinnungsmittel, Puffer und/oder Adjuvans verabreicht wird.

30. Verfahren nach Anspruch 29, wobei das Antigen zusammen mit einem Adjuvans verabreicht wird.

31. Verfahren nach Anspruch 30, wobei das Adjuvans ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus:
komplettem Freundschem Adjuvans (FCA), inkomplettem Freundschem Adjuvans (FIC), Adjuvans 65, Chole-
ra-Toxin-B-Untereinheit, Alhydrogel, Bordetella pertussis, Muramyldipeptid, Cytokininen und Saponin.

32. Verfahren nach Anspruch 30, wobei das Adjuvans ein Adjuvans auf Olbasis ist, das ausgewahlt wird
aus der Gruppe bestehend aus: Freundschem komplettem Adjuvans (FCA), Freundschem inkomplettem Ad-
juvans (FIC).

33. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 32, wobei das Antigen zusammen mit einem Antibiotikum
verabreicht wird.

34. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 33, wobei das in jedem Verabreichungsverfahren und an
den jeweiligen Orten verabreichte Antigen unterschiedlich ist.

35. Verfahren nach den Ansprichen 1 bis 33, wobei das in jedem Verabreichungsverfahren und an den
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jeweiligen Orten verabreichte Antigen gleich ist.

36. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 35, wobei der Wiederkauer ausgewahlt wird aus der Gruppe
bestehend aus Kihen, Ziegen, Schafen.

37. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 36, wobei der Wiederkauer eine Milchkuh ist.

38. Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche, wobei das Verfahren ferner einen Schritt zum Extra-
hieren von IgA aus der IgA-haltigen Milch umfasst.

39. Verfahren nach Anspruch 38, das ferner einen Schritt zur Reinigung des extrahierten IgA umfasst.

Es folgen 10 Blatt Zeichnungen
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