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Einleitung

Seit 2006 wurden in Deutschland und anderen europdischen Landern vermehrt
Kalber mit einer ungewdhnlichen Blutungsneigung beobachtet (FRIEDRICH et al.,
2009; PARDON et al.,, 2010). Das Syndrom wird als bovine neonatale
Panzytopenie (BNP) bezeichnet.

Charakteristisch fir die Krankheit sind innere und auBere Hamorrhagien, sowie
eine Zellreduktion bis hin zur vollkommenen Abwesenheit der blutbildenden Zellen
im Knochenmark. Im Blutbild findet sich eine Leukozytopenie, welche den
schweren Verlauf von Begleiterkrankungen erklart, sowie eine hochgradige
Thrombozytopenie, die flr die gesteigerte Blutungsneigung verantwortlich zu sein
scheint (FRIEDRICH et al., 2009; PARDON et al.,, 2010). Oftmals ist ein
hamorrhagischer Darminhalt zu finden und in der histopathologischen
Untersuchung zeigt sich, dass die roten Blutzellen aus den GefaBen austreten,
obwohl die Gewebearchitektur intakt ist. Zudem zeigt sich eine massive
Zelldepletion in allen lymphoiden Geweben (PARDON et al., 2010). Die Krankheit
tritt oft im Alter von zwei bis drei Wochen auf und die Kélber versterben in den
meisten Fallen innerhalb weniger Tage (FRIEDRICH et al., 2009). Neben den
klinischen Fallen wird noch eine gréBere Zahl an subklinischen Féllen vermutet
(PARDON et al., 2010).

Schnell wurden bekannte virale, bakterielle und toxische Ursachen durch
Routinediagnostik ausgeschlossen und noch immer war keine Atiologie bekannt
(PARDON et al., 2010).

Epidemiologische Erhebungen ergaben als einzige Gemeinsamkeit, dass nahezu
alle BNP-Mutter mit einem im Jahr 2004 neu auf den Markt (TEICH, 2006)
gekommenen, inaktivierten Impfstoff gegen das bovine Virusdiarrhé Virus (BVDV)
(PregSure-BVD®, Pfizer) geimpft wurden (FRIEDRICH et al., 2009). Dieser wurde
mittlerweile in ganz Europa vom Markt genommen (FRIEDRICH et al., 2011).

Da es Hinweise auf einen Zusammenhang von BNP mit der Kolostrumaufnahme
gab, fuhrte die Klinik fur Wiederkauer der LMU Minchen in Zusammenarbeit mit
dem Bayerischen Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit einen
Kolostrumfltterungsversuch mit sechs Kalbern durch. Dabei wurden die Tiere
direkt nach der Geburt von ihren Muittern getrennt und bekamen statt deren
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Kolostrum Kolostren von Mdittern, die bereits mindestens ein BNP-Kalb geboren
hatten. Letztendlich entwickelten drei der Kaélber Symptome von BNP
(FRIEDRICH et al., 2011). BRIDGER et al. (2010) wiesen vor kurzem die Bindung
von lgG-Antikérpern aus dem Serum von BNP-Mittern an die Leukozyten von
gesunden, neugeborenen Kalbern nach. AuBerdem konnte eine Bindung der
gleichen Antikdrper an die Leukozyten von Kaélbern nach der Verfitterung von
BNP-Kolostrum ihrer Matter nachgewiesen werden. Diese Versuche lassen eine
Verbindung zwischen der Kolostrumaufnahme und der Entwicklung von BNP sehr

wahrscheinlich erscheinen.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der Analyse von Kolostrumproben von BNP-
Mattern. Ziel war die Identifizierung eines Agens, das im Vergleich zu Kolostrum
von gesunden Mutterkiihen signifikante Unterschiede aufweist. Durch die
Auftrennung der kolostralen Proteine mithilfe der Gelchromatographie gelang die
Separation und ldentifizierung von IgG. Diese IgG-Antikérper wurden flr weitere
Versuche verwendet. Nachdem eine Bindung von IgG aus BNP-Kolostrum
(lgGene) an bovine Zellen nachgewiesen werden konnte, wurden weitere
Versuche zur Induktion einer Zelltoxizitdt und zur Klarung der Reaktivitat von
IgGene Mit den verschiedenen Leukozytensubpopulationen durchgefihrt. Um eine
eventuelle Verbindung mit der Impfung gegen BVDV zu evaluieren, wurde eine
mogliche Kreuzreaktivitat zwischen IgGgne und BVDV getestet.
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Literaturubersicht

1 Uberblick zur bovinen neonatalen Panzytopenie

1.1 Epidemiologie

Seit 2006 wurden in Deutschland vermehrt Kalber mit einer hamorrhagischen
Diathese beobachtet (FRIEDRICH et al., 2011). Dabei stellte sich zuerst die
Frage, ob es sich um eine tatsachliche Haufung handelte, oder ob es derartige
Falle schon friiher gab und sie nur nicht bemerkt wurden. FRIEDRICH et al.
(2009) schlossen letzteres aber aus, da das Krankheitsbild sehr schwere und
aufféllige Symptome aufweist und bei einzelnen Betrieben zu groBen Verlusten
fihrte. Schon bald kamen auch Berichte Uber dieses Syndrom aus anderen
europaischen Landern hinzu. In Belgien traten derartige Falle das erste Mal im
Jahr 2006 (zwei Félle) auf und erreichten 2008 (39 Falle) und 2009 (38 Falle)
einen Héhepunkt (PARDON et al., 2010). In Schottland wurde 2008 zum ersten
Mal Gber Kalber berichtet, die mit Panzytopenie und Hamorrhagien aufgrund einer
Knochenmarkshypoplasie ahnliche Symptome wie die Kaélber in Belgien und
Deutschland zeigten (SAC, 2008). Im Jahr 2009 folgten ahnliche Berichte und die
Verbindung zu dem Syndrom in anderen europaischen Landern wurde hergestellt
(PENNY et al., 2009; VLA, 2009). WILLOUGHBY et al. (2010) berichten von Uber
100 Verdachtsfallen in GroBbritannien im Jahr 2009.

Deshalb wurde im Dezember 2009 im Rahmen des 1° European Buiatrics Forum
in Marseille ein Satellitensymposium zu diesem Thema veranstaltet. Hier wurden
unter anderem weitere Berichte Uber Falle von hamorrhagischer Diathese in
GroBbritannien, den Niederlanden, Frankreich (48 Verdachtsfalle) und Italien
vorgetragen (CORBIERE et al., 2009; ELLIS-IVERSEN & COLLOFF, 2009;
GENTILE et al., 2009; SMOLENAARS & MARS, 2009). Weiterhin einigte sich
dieses Expertengremium darauf, das Syndrom fortan als bovine neonatale
Panzytopenie (BNP) zu bezeichnen. Unter Tierarzten und Landwirten ist BNP
auch weiterhin unter Bezeichnungen wie z.B. ,Blutschwitzen“ oder ,Bleeding Calf
Syndrome*, bekannt (PARDON et al., 2010).
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Zur Definition der Diagnose BNP wurde Einigkeit darlber erzielt, dass neben den
vielfaltigen  klinischen =~ Symptomen  der pathologische Befund  der
Knochenmarksdepletion (Panmyelophthise) ausschlaggebend sein soll, da diese
bei allen Kalbern mit BNP nachweisbar ist (FRIEDRICH et al., 2009).

Das Paul-Ehrlich-Institut bestatigte die Meldung von Uber 2300 Fallen von BNP in
der Européischen Union, davon waren es alleine in Deutschland 1800 Falle (Stand
30.04.2010; http://www.pei.de/nn_1686480/DE/infos/tieraerzte/pharm-vet/uaw-
vet/bnp/bnp-cvmp.html). PIONTKOWSKI (2010) vom Bundesverband der
beamteten Tierdrzte beschreibt in seiner Zusammenfassung zur bovinen
neonatalen Panzytopenie das gehaufte Auftreten von BNP-Fallen in Bayern und
Nordrhein-Westfalen. Seltener trat das Syndrom in Baden-Wdirttemberg und
Schleswig-Holstein auf, wahrend zum Beispiel Thiringen und Sachsen-Anhalt
kaum oder gar nicht betroffen waren. Aufféllig dabei ist, dass die Bundesléander
verschiedene Impfstrategien beziglich des Einsatzes von Impfstoffen gegen die
bovine Virusdiarrhé (BVD) haben.

Seit 2010 sind die Fallzahlen, die an die Klinik fir Wiederkauer der LMU Miinchen
gemeldet werden, deutlich riicklaufig. Das kann zum einen daran liegen, dass die
Landwirte die Félle nicht mehr an die Kliniken melden, da nur die wenigsten
Kalber, unabhangig von der Behandlung, Gberleben und die Diagnose BNP bisher
keinen weiteren Informationsgewinn fir die Landwirte bedeutet. Mdglich ist aber
auch, dass viele Bauern kein Kolostrum mehr von Mutterkiihen, die bereits ein
Bluterkalb hatten, verfittern, sondern Fremdkolostrum von gesunden Tieren
verwenden (Annette Friedrich, persdnliche Kommunikation).

BNP betrifft Kalber aller Rassen. Beispielsweise wurden Falle bei deutschem
Fleckvieh,  Schwarzbunten, weiB-blauen Belgiern und verschiedenen
Rassenkreuzungen beschrieben. In Frankreich sind die dort gehaltenen
Rinderrassen, wie Charolaise- oder Limousine-Rinder, betroffen. Dabei sind
mannliche und weibliche Kalber in etwa dem gleichen AusmaB betroffen
(CORBIERE et al., 2009; FRIEDRICH et al., 2009; KAPPE et al., 2010; PARDON
et al., 2010).
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1.2 Klinische Symptome

Je nach Literaturquelle lag das Alter der erkrankten Kélber zwischen einem und
32 Tagen. Das mittlere Alter lag bei 17 Tagen (KAPPE et al., 2010), 16 Tagen
(PARDON et al., 2010) oder 12,7 Tagen (FRIEDRICH et al., 2009). Die meisten
Tiere zeigen demzufolge in der zweiten bis dritten Lebenswoche die ersten

Symptome.

Fir diese Krankheit typische Symptome umfassen eine allgemeine
Blutungsneigung (h@morrhagische Diathese), die sich durch Hamorrhagien
(Petechien, Ekchymosen oder Hamorrhagien) der Haut und der inneren und
auBeren Schleimhaute bemerkbar macht. Hautblutungen wurden bei 60 % der
betroffenen Kélber in der Klinik fir Wiederkduer im Jahr 2008 festgestellt. Dabei
fiel auf, dass diese bei Kélbern, die von Mai bis November eingeliefert wurden,
signifikant haufiger auftraten (FRIEDRICH et al., 2009). Eine Erklarung dafir ist,
dass Mucken in diesen Monaten vermehrt vorkommen und somit auch die Anzahl
der Insektenstiche steigt. Diese bluten dann durch die hamorrhagische Diathese
nach (FRIEDRICH et al., 2009).

Aber nicht alle betroffenen Kélber fallen primér durch Hautblutungen auf. Zum Teil
werden sie auch wegen klassischer Neugeborenenerkankungen (z.B. Durchfall,
Nabelentzliindung), Stérungen des Allgemeinbefindens oder idiopathischem Fieber
vorgestellt (11 von 25 Féllen in der Klinik fir Wiederkauer der LMU Mdinchen,
2008). Diese Patienten zeigten erst wahrend dem Klinikaufenthalt Symptome der
BNP, wie zum Beispiel Nachbluten nach Injektionen, starke Blutbeimengungen im
Kot oder spontane Hautblutungen (FRIEDRICH et al., 2009).

Petechiale Blutungen der Schleimhaute, zum Beispiel an der Zungenunterseite,
dem Naseneingang oder der Vaginalschleimhaut, sind ein sehr haufiger Befund
(FRIEDRICH et al., 2009) und kénnen meist schon im Initialstadium der Krankheit
beobachtet werden (PARDON et al., 2010). Ein weiterer regelmaBiger Befund ist
der blutige Kot, der bei fast allen erkrankten Kéalbern mit unterschiedlich starkem
AusmalB der Blutbeimengungen auftritt (24 von 25 Kalber in der Klinik fr
Wiederkauer der LMU Miinchen, 2008) (FRIEDRICH et al., 2009). Auch PARDON
et al. (2010) beschreiben Malena als ein bei allen Kélbern im fortgeschrittenen
Krankheitsstadium vorhandenes Symptom.
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Therapieresistentes hohes Fieber (bis zu 41,8 °C) wurde friher oder spater bei
den meisten Kélbern festgestellt (FRIEDRICH et al., 2009; PARDON et al., 2010).
Das Allgemeinbefinden und die Futteraufnahme der Tiere sind im Anfangsstadium
oft ungestort, erst mit Fortschreiten der Krankheit verschlechtert sich der mentale
Status und der Zustand der Tiere immer weiter (FRIEDRICH et al., 2009;
PARDON et al.,, 2010). Erklarbar ist das unter anderem durch den schweren
Verlauf der auftretenden Begleiterkrankungen, wie Lungenentziindung, Durchfall
oder sogar Sepsis (FRIEDRICH et al., 2009). Obwohl die Tiere meist
Bluttransfusionen und andere Medikamente erhalten, Uberleben nur wenige Tiere,
die klinische Symptome zeigen. PARDON et al. (2010) berichten beispielsweise,
dass 91 % der in der Klinik vorgestellten Falle innerhalb von einem bis 15 Tage
nach dem Auftreten erster Symptome verendeten oder euthanasiert werden

mussten.

1.3 Hamatologische Befunde

Der typische Befund betroffener Tiere ist die immer auftretende hochgradige
Thombozyto- und Leukopenie. Zum Teil findet sich auch eine Anamie, die zu
Beginn auf den Blutverlust zurlickzufihren ist, spater aber in eine aplastische
Anamie Ubergeht (FRIEDRICH et al., 2009). Die zytologische Untersuchung des
peripheren Blutes zeigte in den meisten Fallen aktivierte Lymphozyten sowie eine
Neutro- und Thrombozytopenie. Die Prothrombinzeit scheint bei allen Fallen leicht
verlangert, Fibrinogen kann erhéht oder normal sein und in der biochemischen
Untersuchung kann eine Hypoproteindmie auffallen, die wahrscheinlich durch den
Blutverlust verursacht wird (PARDON et al., 2010).

1.4 Pathologie

Eine Gemeinsamkeit aller untersuchten Falle sind die generalisierten
Hamorrhagien (Petechien, Ekchymosen, Hamorrhagien). Diese sind sowohl in der
Haut, subkutan oder in den &uBeren Schleimhduten zu sehen, finden sich aber
auch in unterschiedlich starkem AusmaB in den Serosen der inneren Organe (zum
Beispiel im Gastrointestinaltrakt, dem Herz, oder den Meningen) und der
Skelettmuskulatur.  Ein  weiterer, relativ  haufiger Befund st eine

Lymphadenopathie. Viele Tiere haben einen hamorrhagischen Mageninhalt, dabei
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sind nur in wenigen Fallen Bakterien, wie zum Beispiel Clostridium perfringens,
isolierbar. Neben Erosionen oder sogar Ulzerationen im Abomasum sind
hamorrhagische Pleural-, bzw. Abdominalerglsse, ein weniger haufigerer Befund.
Zum Teil hatten die Kalber Pneumonien unterschiedlicher Art. Das Knochenmark
der Réhrenknochen, wie Femur oder Humerus, und des Sternums erscheint oft
blassrot (KAPPE et al., 2010; PARDON et al., 2010).

1.5 Histopathologische Untersuchungen

Die Blutungen in der Haut, den Mukosen, der Skelettmuskulatur und den inneren
Organe sind auf den Austritt von Erythrozyten aus den BlutgefaBen
zurlickzufihren. Dabei bleiben die Gewebestruktur sowie das Endothel der
GefaBe intakt. Im Darm finden sich bis auf den blutigen Inhalt und einige
unspezifische Befunde (zum Beispiel milde eosinophile oder lymphoplasmazytare
Infiltration in der Lamina propria) keine Auffalligkeiten. Andere, seltenere Befunde

sind beispielsweise eine kapsulare Fibrose der Milz oder der Lunge und der Leber.

Bezeichnend hingegen sind die Ergebnisse der zytologischen und
histopathologischen Untersuchungen der hamatopoetischen und lymphoiden
Gewebe. In den untersuchten Lymphknoten ist immer eine hochgradig diffuse
lymphoide Depletion im Kortex sowie im Parakortex (sowohl im T-, als auch im B-
Zellkompartiment der Lymphfollikel) zu sehen. Auch in der Milz sind mit den
Milzfollikeln und den periarteriellen lymphatischen Scheiden die B- und die T-
Zellregion von der Lymphozytendepletion betroffen. Ausstriche von Milzgewebe
wurden bei einigen Kalbern durchgefiihrt. Dabei waren immer aktivierte
Lymphozyten (Immunoblasten) und Plasmazellen zu sehen. Wenn der Thymus
untersucht wurde, war auch hier eine lymphoide Depletion zu finden (PARDON et
al., 2010).

Untersuchungen des Knochenmarks betroffener Kalber enthillen in allen Fallen
eine Depletion des hadmatopoetischen Gewebes. Dabei waren alle Zellen der
Hamatopoese in reduzierter Zahl oder auch gar nicht mehr vorhanden (totale
Aplasie) (BELL et al., 2010; PARDON et al., 2010). Haufig waren im Knochenmark
multifokal aktivierte Makrophagen (ovaler bis runder exzentrischer Kern, Uppiges,

zum Teil vakuoliertes Zytoplasma) zu sehen. In manchen Faéllen waren diese in
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engem Kontakt mit Lymphozyten und selten war sogar eine Hadmophagozytose
feststellbar (PARDON et al., 2010).

Nur wenige Falle, bei denen Knochenmarksaspirationen im Verlauf der Krankheit
wiederholt durchgefihrt wurden, sind bisher beschrieben. Die Ergebnisse lassen
aber vermuten, dass zu Beginn durchaus noch einige Vorlduferzellen und
Megakaryozyten vorhanden sind, die Zahl aber mit dem Fortschreiten der
Krankheit bis zur totalen Aplasie abnimmt (PARDON et al., 2010).

1.6 Futterungsversuche zur Rolle von Kolostrum in der Auslésung
von BNP

Schon zu Beginn dieser Untersuchungen gab es Vermutungen, dass BNP mit der
Kolostrumaufnahme der Kélber zusammenhangen kénnte. Grund daflir waren
zum Beispiel Berichte von Landwirten, die Kolostrum vom Nachbarhof (wo bereits
Falle von BNP aufgetreten waren) an ihre Kaélber verfuttert hatten. Diese
entwickelten daraufhin Symptome, obwohl das Syndrom auf dem eigenen Betrieb
bisher noch nicht vorgekommen war. Bis auf einen unbestatigten Fall in
Schottland gab es bisher keine Berichte Uber Symptome von BNP vor der
Kolostrumaufnahme (FRIEDRICH et al., 2011).

Futterungsversuche der Klinik fiir Wiederkauer der Universitat Miinchen

Im Juli 2009 wurde ein Futterungsversuch in der Klinik fir Wiederkauer (LMU
Munchen) auf Anregung und in Zusammenarbeit mit dem Bayerischen Landesamt
fir Gesundheit und Lebendmittelsicherheit (LGL) durchgeflhrt (FRIEDRICH et al.,
2011). Dabei wurden sechs Kaélber (Nr. 1 bis 6) von zwei Betrieben, in denen noch
keine Falle von BNP aufgetreten waren und die nicht gegen BVDV impften, direkt
nach der Geburt von ihren Muittern getrennt. Diese Tiere konnten somit kein
Kolostrum aufnehmen. Stattdessen wurde ihnen zwischen zwei und drei Liter
Kolostrum (zum Teil auch Mischkolostrum) von Muttern, die jeweils mindestens
schon ein BNP-Kalb geboren hatten, geflttert.

Die Tiere wurden fir die Zeit des Versuches getrennt von anderen Tieren
gehalten. Es wurden taglich Blutproben genommen und die Kalber wurden klinisch

untersucht.
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Vor der Kolostrumaufnahme waren bei keinem der sechs Versuchskalber
Antikdrper gegen BVDV oder Pestivirusgenom nachweisbar. Nach der
Kolostrumaufnahme waren im Serum von allen Kéalbern Antikdrper gegen BVDV
nachweisbar (FRIEDRICH et al., 2011).

Die Kalber mit den Nummern 2, 3 und 4 wurden euthanasiert, nachdem sie
eindeutige Symptome der BNP entwickelt hatten und ihr Zustand sich zunehmend
verschlechterte. Die Gbrigen Kaélber entwickelten andere Krankheiten, die eine
Euthanasie erforderlich machten. Alle Tiere wurden in der Pathologie des LGL
untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass die Kalber mit den Nummern 2, 3 und 4
mit multiplen Hadmorrhagien und einer Panmyelophthise die flr BNP typischen
Befunde aufwiesen. Kalb Nr. 1 und Nr. 6 zeigten zwar einige wenige Petechien
bzw. Hamorrhagien, die Zahl der Vorlauferzellen und Megakaryozyten im
Knochenmark erschien aber nur bei Kalb Nr. 6 etwas vermindert. Kalb Nr. 5 hatte
eine Nabelentziindung und Arthritis. Der Befund aus der Untersuchung des

Knochenmarks war nicht auffallig.

Als Kontrollen wurden sechs Kalber unterschiedlicher Rassen, die in der Klinik fur
Wiederkduer geboren wurden und von Betrieben stammten, die keine BVD-
Impfung durchfihrten und auch noch keine Falle von BNP hatten, herangezogen.
Sie bekamen das Kolostrum ihrer jeweiligen Mutter geflttert. Auch diese Tiere
wurden Uberwacht. Keines der Kalber entwickelte Symptome von BNP oder zeigte
eine Thrombozyto- oder Leukopenie (FRIEDRICH et al., 2011).

Weiterhin fihrten FRIEDRICH et al. (2011) einen ,Kreuzversuch“ durch. Dabei
wurde das Kolostrum einer bezlglich BNP unauffélligen Mutterkuh an das Kalb
einer Kuh verflttert, die bereits drei Bluterkalber in Folge geboren hatte. Das
Kolostrum dieser Mutter wurde an das Kalb der unverdachtigen Mutter verflttert.
Das Ergebnis des Versuchs war, dass letztendlich das Kalb der unverdachtigen
Mutter im Alter von 12 Tagen aufgrund seines schlechten Zustands euthanasiert
werden musste. Neben blutigem Kot wies das Tier auch Petechien auf. Die
pathologische Untersuchung zeigte moderate Hamorrhagien und eine
Panmyelophthise (FRIEDRICH et al., 2011).
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Versuche zum Nachweis leukozytenreaktiver Antikorper bei BNP-Miittern

BRIDGER et al. (2010) wies kirzlich die Bindung von IgG Antikérpern aus dem
Serum von BNP-Mittern an die Leukozyten neugeborener gesunder Kalber nach.
Dabei wurde Serum von BNP-Muttern und Serum von Mittern gesunder Kalber
verdinnt und mit Leukozyten gesunder Kalber inkubiert. Zum Nachweis von
gebundenem IgG wurden die Zellen danach mit einem sekundaren, Fluorochrom-
konjugiertem Antikérper gegen bovines IgG inkubiert und mit einem
Durchflusszytometer analysiert. Weiterhin wurde ein Kolostrumfitterungsversuch
durchgeflihrt, bei dem vier Kalber mit dem Kolostrum ihrer jeweiligen Mutter, die
vorher schon ein Kalb mit BNP geboren hatten, geflttert wurden. Den Kélbern
wurden vor und nach der Kolostrumaufnahme Blutproben entnommen und mithilfe
des bereits genannten, sekundaren Antikérpers konnte der Anteil an Leukozyten,
die IgG gebunden hatten, nachgewiesen werden. Dieser stieg nach der
Kolostrumaufnahme stark an. Im Verlauf des Versuches stellte sich heraus, dass
der Anteil der IgG bindenden Zellen (IgG+ Zellen) mit der Schwere der BNP-
Symptome bei den Kélbern korrespondiert.

Schlussfolgerungen

Diese Versuche bestédtigen die Vermutung, dass die Kolostrumaufnahme
wahrscheinlich eine entscheidende Rolle bei der Auslésung von BNP bei Kélbern
spielt. Durch die Versuche von BRIDGER et. al (2010) wird die Hypothese eines
nicht-infektiésem Agens im Kolostrum von BNP-Mdattern (FRIEDRICH et al., 2011),
welches mit peripheren Blutzellen reagiert, bestatigt. Die Reaktivitdt dieser
Antikbérper mit Zellen des Knochenmarks sowie der Mechanismus, der zur

Zerstérung dieser Vorlauferzellen flhrt, bleiben jedoch weiterhin ungeklart.
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2 Krankheiten mit Panzytopenie und Pathologie im
Knochenmark

Nachdem die ersten Félle bei Kalbern mit Symptomen einer hadmorrhagischen
Diathese, Panzytopenie und Hypoplasie des Knochenmarks auftraten, wurden
vermehrt Anstrengungen zum Nachweis bekannter Ursachen flr die geschilderte
Symptomatik unternommen. Mdgliche Differentialdiagnosen wurden in Betracht
gezogen und Untersuchungen in diese Richtungen angestellt. Die in Frage
kommenden Mdéglichkeiten mit Auslésung einer zu BNP &hnlichen Symptomatik

werden hier kurz zusammen gefasst.
2.1 Bei Wiederkauern

2.1.1 Nicht-infektiose Ursachen

In der Literatur wurden einige Falle von Panzytopenie aufgrund einer Zelldepletion
im Knochenmark in Zusammenhang mit verschiedenen medikamentésen und

toxischen Ursachen beschrieben.

Sulfonamide

So wurde der Fall eines 14 Tage alten Holsteinkalbes nach der Behandlung mit
einem Sulfadoxin-Trimethoprim-Gemisch abgehandelt. Das Tier hatte neben dem
gestérten Allgemeinbefinden blasse Schleimhaute, blutigen Durchfall und blutete
aus Injektionsstellen nach. Das Blutbild lieB neben einer Anamie auch eine
Thrombozyto- und Leukopenie (Neutropenie) erkennen. Nach der Euthanasie
wurden zahlreiche Hamorrhagien, unter anderem in Serosen und
Skelettmuskulatur, sowie eine Hypoplasie des Knochenmarks gestgestellt
(AMMANN et al.,, 1996). Beim Menschen wurden ebenfalls Falle von
Knochenmarksdepression, verbunden mit einer Thrombozyto- und Leukopenie, in
Zusammenhang mit der Behandlung mit Sulfonamiden beschrieben (MACAULAY,
1954). Auch beim Hund gab es Berichte Uber die Entwicklung einer aplastischen
Anamie mit Hypoplasie des Knochenmarks nach Gabe von Trimethoprim-
Sulfadiazin (in Verbindung mit Fenbendazol) (WEISS & ADAMS, 1987).

Es ergaben sich keine Hinweise darauf, dass alle betroffenen Kalber mit

Sulfonamiden vorbehandelt wurden. Der Nachweis einer
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Sulfamethazin/Trimethoprim-Kombination  bei einem Kalb  wird durch
therapeutische BemuUhungen erklart (FRIEDRICH et al., 2009). In der
Humanmedizin, aber auch bei Hunden, wird eine idiosynkratische Reaktion nach
Gabe von Sulfonamiden beschrieben. Neben Symptomen wie Fieber,
Hautausschlag  oder  Lymphadenopathie  findet man  héufig eine
Thrombozytopenie, Neutropenie oder sogar eine hamolytische Andmie. Die
Ursache hierflr liegt seltener im Knochenmark als in der Peripherie (TREPANIER,
2004). Es ist aber unwahrscheinlich, dass derartige Dispositionen plétzlich gehauft
auftreten und fur die Entwicklung von BNP verantwortlich sind (FRIEDRICH et al.,
2009).

Furazolidon

Furazolidon ist ein Antibiotikum aus der Gruppe der Nitrofurane. In verschiedenen
Versuchen wurde gezeigt, dass Furazolidon auch in friher therapeutisch
eingesetzten Dosen Uber einen langeren Zeitraum hinweg verabreicht zu
Symptomen wie Petechien, Malena und Hamorrhagien fihren kann. Unstillbare
Nachblutungen aus Injektionsstellen wurden im Finalstadium ebenfalls
beschrieben. Alle Tiere verendeten friher oder spater (HOFMANN, 1972;
HOFMANN et al., 1974). Es kommt zu einer Schadigung des Knochenmarks, was
sich im Blutbild in einer Thrombozyto- und Neutropenie, sowie spater auch in einer
Anamie auBert. Je hdher dabei die Menge an verabreichten Furazolidon ist, desto
schneller zeigen die Tiere Symptome. In der pathologischen Untersuchung sind
neben den &uBerlich sichtbaren Petechien auch Blutungen in allen Organen und
der Muskulatur zu sehen. Nekrosen im Intestinaltrakt werden auf eine verminderte
Abwehrbereitschaft in Folge der Granulozytopenie zuriick gefiihrt (HOFMANN et
al., 1974). Im Knochenmark ist eine Abnahme der Megakaryozyten bereits eine
Woche nach der ersten Furazolidongabe festzustellen. Myeloblasten nehmen
nach drei bis finf Wochen ein erstes Mal ab (HOFFMANN-FEZER et al., 1974).

Furazolidon wurde friiher bei Kélbern zur Darmprophylaxe eingesetzt (HOFMANN
et al.,, 1974). Die in der Literatur beschriebenen Symptome entsprechen zwar
denen von BNP, jedoch ist eine wochenlange tagliche Verabreichung des
Medikaments  nétig. Zudem  verbietet  mittlerweile  die  Verordnung
(EG) Nr. 470/2009 den Einsatz von Nitrofuranen (einschlieBlich Furazolidon) bei
lebensmittelliefernden Tieren (Anhang IV der Verordnung).
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Trichothezene

Trichothezene sind Mykotoxine, die als sekundare Stoffwechselprodukte
unterschiedlicher Pilzarten (z.B. Fusarium, Trichothecium) entstehen (STOBER,
2007). Eine Anzahl an negativen Auswirkungen auf das Knochenmark
verschiedener Spezies, die sich neben anderen Symptomen wie Erbrechen, in
einer hamorrhagischer Diathese verbunden mit einer Thrombozyto- und
Leukopenie manifestieren, wurden beschrieben (PARENT-MASSIN, 2004).
Obwohl das Rind weniger empfanglich zu sein scheint als das Schwein (STOBER,
2007), ist die hochgradig nekrotisierende Wirkung von intravends verabreichtem
Diazetoxyszirpenol, einem Fusarium-Toxin, auf das Knochenmark von Kaélbern
nachgewiesen (COPPOCK et al., 1989).

Es konnten aber keine Trichothezene bei der Untersuchung von Futterproben
betroffener Betriebe nachgewiesen werden (FRIEDRICH et al., 2009)

Trichlorathylen

Eine Krankheit mit hdmorrhagischem Syndrom, verbunden mit einer Aplasie des
Knochenmarks und einer Nierenschadigung, wurde nach Fltterung mit, durch
Trichlorathylen extrahiertem, Sojaschrot beschrieben (STOCKMANN, 1916). Der
auslésende toxische Faktor wurde spater als S-(1,2-dichlorvinyl)-L-Cystein
(DCVC) bezeichnet. Kalber, die DCVC oral oder intravends erhielten, zeigten
Mélena, petechiale Blutungen der Schleimhdute, subserése Hamorrhagien im
Verdauungstrakt und im Blutbild eine hochgradige Thrombozyto- und Leukopenie
(MCKINNEY LL. et al., 1957).

Mittlerweile wird Trichlorathylen aber nicht mehr zur Extraktion von Sojaschrot
verwendet (STOBER, 2007). In Urin- und Blutproben von betroffenen Kalbern
konnte weder DCVC, noch dessen Metabolit N-Acetyl-DCVC nachgewiesen
werden (KAPPE et al., 2010).
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Akute Adlerfarnvergiftung

Eine akute Vergiftung mit Adlerfarn (Pteridium aquilinum) kann beim Rind
aufgrund seiner toxischen Wirkung auf das Knochenmark zu einer
hamorrhagischen Diathese fiihren. Das auslésende Agens ist dabei das
Norsequiterpen Ptaquilosid. Vergiftungen kiindigen sich durch einen Abfall der
Thrombozyten und der Leukozyten an. Die Ausscheidung von Ptaquilosid mit der
Milch wird zwar beschrieben (ALONSO-AMELOQOT et al., 1996), allerdings treten
akute Symptome erst nach monatelanger intensiver Fitterung (Anteil > 30%) mit
Adlerfarn auf (STOBER, 2007).

Anamie bei Schaf- und Ziegenlammern nach Fiitterung von Kolostrum
bestimmter Kiihe

WINTER (2011) beschreibt die Ahnlichkeit von BNP bei Kélbern mit der Anamie
von Schaf- und Ziegenldammern nach Fultterung von Kolostrum bestimmter
Mutterkihe, die sie in den spaten 1980er Jahren untersucht hat (WINTER &
CLARKSON, 1992).

Kolostrum von Kihen kann als Ersatz an Schaf- und Ziegenlammer verfiittert
werden. Die Immunglobuline, und auch andere enthaltene Bestandteile, sind nicht
speziesspezifisch und werden in die Zirkulation absorbiert. Gerade bei Uber das
Kolostrum Ubertragenen Krankheiten, wie Maedi/Visna oder der caprinen Arthritis-
Enzephalitis, ist ein Einsatz von speziesfremden Kolostrum sinnvoll (WINTER &
CLARKSON, 1992).

Dass Lammer nach der Fltterung von bovinem Kolostrum eine Anamie entwickeln
kénnen, wurde bereits 1983 in England (Schafe) (STUBBINGS, 1983) und 1988 in
Frankreich (Ziegen) beschrieben (PERRIN & POLACK, 1988).

Die Lammer zeigen die ersten klinischen Symptome im Alter von finf bis zwdlf
Tagen. Der Hamatokrit fallt bei betroffenen Tieren stark ab. Die Lammer werden
apathisch und zeigen keinen Antrieb mehr, von selbst Milch zu trinken. Die
Schleimhaute sind blass und die Herz- und Atemfrequenz steigt deutlich. In der
pathologischen Untersuchung erscheinen die Tierkérper ebenfalls sehr blass. Wie
bei von BNP betroffenen Kalbern wird auch hier das cremeweiB3 oder grau
erscheinende Knochenmark als auffalligstes Merkmal beschrieben (WINTER &
CLARKSON, 1992). WINTER (2011) beschreibt, dass bei der Andmie der La&mmer
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aber vor allem die Erythrozyten und ihre Vorlauferzellen betroffen sind. Bei der
Messung des Hamatokrits ist fir gewdhnlich aber, im Gegensatz zu Blutproben
von BNP-Kaélbern, eine Thrombozytenschicht erkennbar. Die meisten betroffenen

Tiere versterben und es gab auch hier subklinische Félle.

Als Ursache wird kolostrales, bovines IgG beschrieben, das sich an die Oberflache
der Erythrozyten und ihrer Vorlauferzellen anheftet. Dadurch werden diese dann
vom retikuloendothelialen System als ,fremd* erkannt und werden zerstért
(WINTER & CLARKSON, 1992).

Schon eine Menge von 50 ml bovinen Kolostrum von bestimmten Kihen soll
ausreichen, um eine derartige Anadmie bei Ld&mmern auszulésen (WINTER &
CLARKSON, 1992). FRIEDRICH et al. (2011) beschreiben die relativ geringe
Inzidenz von Kuhen, die Antikdrper, die zur Entstehung von BNP beitragen, in
ihrem Kolostrum haben. Auch bei der Andamie der LAmmer wird beschrieben, dass
nur Kolostrum von wenigen Kihen diese Symptome auslésen kann (WINTER &
CLARKSON, 1992).

PERRIN & POLLACK (1988) zeigten, dass von 20 Ziegenlammer nach der
Fltterung von Kolostrum einer Kuh, sieben Tiere Symptome einer Anamie
entwickelten. Es konnte nachgewiesen werden, dass asserviertes Kolostrum oder
Serum dieser Kuh die Fahigkeit hatte, Erythrozyten erkrankter Lammer zu

agglutinieren, nicht aber die von gesunden Lammern.

Verschiedene Methoden wurden beschrieben, um bovines Kolostrum auf seine
potentiellen hamolytischen Eigenschaften zu untersuchen (BERNADINA &
FRANKEN, 1985; WINTER, 1990). Zumeist sind diese Tests aber in der
tierarztlichen Praxis nicht durchfihrbar oder zu aufwendig (WINTER &
CLARKSON, 1992).
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2.1.2 Beschreibung idiopathischer Einzelfalle aus der Literatur

Bei Rindern werden Thrombozytopenien oftmals aufgrund unzureichender
individueller Diagnostik als idiopathisch bezeichnet (BRAUN et al., 2008).
Tatsachlich gibt es nur wenige Berichte CUber wirklich idiopathische
Thrombozytopenien und diese sind mit keiner Schadigung des Knochenmarks
verbunden (LUNN & BUTLER, 1991; JANZEN & CLARK, 1995). Einige Einzelfalle,
bei denen keine Atiologie festzustellen war, sollen jedoch trotzdem kurz erwéhnt
werden. Ein Bericht Uber eine Kuh mit Thrombozytopenie und aplastischer Anamie
nach Impfung mit einem polyvalenten Botulismus-Impfstoff liegt vor. Uber das
Knochenmark wurde keine Aussage getroffen, da wiederholte Biopsien nur
Fettmark enthielten (YERUHAM et al., 2003). Ein weiterer Fall ware der einer drei
Jahre alten Holsteinkuh mit Panzytopenie aufgrund einer Knochenmarksnekrose.
Auch bei diesem Tier wurde letztendlich keine Ursache fur die Symptome
festgestellt (WEISS & MILLER, 1985).

Bisher ist in der Literatur nur eine Fallbeschreibung verflgbar, in der &hnliche
Symptome wie bei BNP geschildert werden. Das elf Tage alte Holsteinkalb hatte
Maélena, blasse Schleimhaute, Fieber und ein blutverkrustetes Fell aufgrund einer
mangelnden Koagulation nach Injektionen. Das Blutbild zeigte neben einer
An@mie eine Thrombozyto- und Leukopenie. Nach dem Tod des Tieres wurde das
Knochenmark untersucht und eine hochgradige Hypoplasie mit einer Reduktion
aller Vorlauferzelllinien festgestellt. Es konnte keine Ursache firr diesen speziellen
Fall gefunden werden (SHIMADA et al., 2007).

Zusammengenommen sind es jedoch sehr seltene Einzelfalle, die vom klinischen
und pathologischen Bild meist nicht vollstandig auf das Krankheitsbild BNP
zutreffen und keine Erklarung fir das Syndrom liefern.
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2.1.3 Infektiose Ursachen

Ostkiistenfieber der Rinder

Ostklstenfieber der Rinder (East Coast Fever) wird durch das Protozoon Theileria
parva verursacht, das durch Zecken der Gattung Rhipicephalus appendiculatus
Ubertragen wird. Es gehért zu den verlustreichsten Rinderkrankheiten Afrikas.
Symptome wie Fieber, Andmie, Panzytopenie, Thrombozytopenie und eine
Hypoplasie des Knochenmarks wurden beschrieben (MBASSA et al., 1994).
Geographisch ist die Erkrankung aber bisher auf Ost-, Zentral- und Sldafrika
beschrankt, streng verbunden mit der Ausbreitung des Vektors (SIEPELMEYER &
RESCH, 2009).

Epizootische Hamorrhagie der Hirsche

Das Virus der epizootischen Hamorrhagie der Hirsche (Epizootic haemorrhagic
disease virus, EHDV) wurde erstmals in New Jersey, USA, nach einem
Massensterben von WeiBwedelhirschen (Odocoileus virginianus) (SHOPE et al.,
1960) isoliert. Es wird durch Mlcken der Gattung Culicoides Ubertragen (JONES
et al, 1977). Aber auch andere Wiederkduerarten wie zum Beispiel
Maultierhirsche (Odocoileus hemionus), Bisons (Bison bison) und Dickhornschafe
(Ovis canadensis) kdnnen infiziert werden. (DUBAY et al., 2004; NOL et al., 2010).
Symptome sind unter anderem Anorexie, zahlreiche innere und &uBere
Hamorrhagien, blutiger Nasen- und Maulausfluss, Odeme der Nasen-, Maul-, und
Konjunktivenschleimhaut, Dyspnoe und hamorrhagische Enteritis (FISCHER et al.,
1995; YADIN et al, 2008). EHDV wurde mittlerweile auch bei Rindern
nachgewiesen. Im Allgemeinen ahneln die Symptome hier zwar eher denen der
Blauzungenkrankheit (YADIN et al., 2008) und in der Literatur wurde bislang kein
Einfluss auf das Knochenmark beschrieben. Trotzdem wurde EHDV neben dem
Blauzungenvirus (Bluetongue Virus, BTV) als Ausléser fir BNP in Betracht
gezogen (PARDON et al., 2010).
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Bovine Virusdiarrho

Das bovine Virusdiarrhd Virus (BVDV) ist ein behulltes Virus mit Einzelstrang RNA
Genom positiver Polaritdt, das dem Genus Pestivirus in der Familie der
Flaviviridae zuzuordnen ist. BVDV I&sst sich hinsichtlich seiner Wirkung auf Zellen
in zytopathogene (cp) und nicht zytopathogene (ncp) Biotypen unterscheiden
(GILLESPIE et al., 1960). AuBerdem wird es durch markante, genetische
Unterschiede in die Genotypen 1 und 2 unterschieden (PELLERIN et al., 1994).
Die bovine Virusdiarrhé (BVD) wurde 1946 zum ersten Mal beschrieben
(OLAFSON et al., 1946) und in den darauffolgenden Jahren mit milden oder
subklinisch verlaufenden Infektionen verbunden. In den spaten 1980er Jahren
wurde in Nordamerika eine neue, seuchenartig verlaufende Form von BVD
beschrieben, die mit Symptomen wie eine in Hamorrhagien resultierende
Thrombozytopenie, Leukopenie, teils blutigem Durchfall, Fieber und einer
Mortalitasrate von Uber 30 % einherging (REBHUN et al., 1989; PELLERIN et al.,
1994). Derartig schwere Verlaufsformen sind oft mit hochvirulenten, nicht
zytopathogenen BVD Typ 2 Virusinfektionen (ncpBVDV-2) verbunden. Ein
hemmender Effekt von ncpBVDV-2 auf die Proliferation von Vorlauferzellen des
Knochenmarks wurde beschrieben (KELLER et al., 2006). Subtypen von BVDV
Typ 1 wurden weltweit nachgewiesen, wahrend der Typ 2 zumeist in Nordamerika
isoliert wird (RIDPATH et al., 2000).

2.2 Infektiose Ursachen bei anderen Tierarten

Familie Circoviridae

Die Kiukenanamie wird durch ein aviares Circovirus (Chicken Anemia Virus, CAV)
verursacht. Typische Symptome sind, neben der hochgradigen Anéamie,
subkutane und intramuskulare Blutungen, eine Atrophie von Thymus und Bursa
fabricius, sowie eine Depletion des Knochenmarks (ROLLE & MAYR, 2007;
KUSCU & GUREL, 2008) CAV infiziert nur Hilhner und ist der einzige Vertreter
des Genus Gyroviridae.

Allerdings gibt es noch das Genus Circovirus mit Vertretern, die auch Saugetiere
und andere Vogelarten infizieren. Neben den porcinen Circoviren (PCV) gehdrt
unter anderem der Verursacher der Schnabel- und Federkrankheit der Papageien
(Psittacine beak and feather disease virus, PBFDV) dazu. AuBer PCV-1 sind alle
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bekannten Circoviren pathogen, zerstéren das Lymphgewebe und kdnnen eine
hochgradige Immunsuppression verursachen (PRINGLE, 1999; TODD, 2000;
SEGALES & MATEU, 2006). Bei jungen afrikanischen Graupapageien (Psittacus
erithacus erithacus), die mit PBFDV infiziert waren, wurde eine Panzytopenie
beobachtet (SCHOEMAKER et al.,, 2000). Auch bei experimentell mit PCV-2
infizierten Ferkeln konnte zumindest eine Leukopenie nachgewiesen werden
(NIELSEN et al., 2003).

Bislang gibt es nur wenige Erkenntnisse Uber die Existenz von Circoviren bei
Rindern (KAPPE et al., 2010). Der Nachweis eines, dem PCV-2 sehr ahnlichen,
Circovirus (99% Homologie in der Sequenz) in Organproben von Rindern und
Aborten wurde beschrieben. Das Virus wurde vorlaufig als bovines Circovirus
bezeichnet (NAYAR et al., 1999). In einer Studie wurden im Serum von Rindern
PCV-reaktive Antikdrper nachgewiesen (TISCHER et al., 1995), in einer anderen
Studie wurden dagegen keine Antikdrper gegen PCV-2 nachgewiesen (ALLAN et
al., 2000). Diese Daten regten in Zusammenhang mit der Ursachenforschung zur

BNP weitere Untersuchungen an.

Europaische Schweinepest

Die Europaische Schweinepest (ESP) wird durch ein Virus der Familie Flaviviridae
verursacht, das, wie BVDV, dem Genus Pestivirus zuzuordnen ist (Europaisches
Schweinepestvirus, ESPV) und kommt nur beim Schwein vor (ROLLE & MAYR,
2007). Zu den Symptomen gehdren unter anderem Fieber, Anorexie, Stérungen
der primaren lymphoiden Organe und Hamorrhagien der Haut sowie der inneren
Organe (SUMMERFIELD et al., 2000; MOENNIG et al., 2003). Das Blutbild zeigt
eine hochgradige Thrombozyto- und Leukopenie. Es wurde nachgewiesen, dass
ESPV eine Depletion der hamatopoetischen Vorlauferzelllinien des Knochenmarks
verursachen kann (SUMMERFIELD et al., 2000; SUMMERFIELD et al., 2001).
Dies lasst sich aus der Affinitdt des Virus fur myeloide und endotheliale Zellen
erklaren (SUMMERFIELD et al., 2000).

Durch den eventuellen Zusammenhang von BNP mit einer Impfung gegen BVD
(FRIEDRICH et al.,, 2009) und durch die Verwandtschaft von BVDV, Border
Disease Virus (BDV) und ESPV (gruppiert im Genus Pestivirus) wurden diese
Virusspezies als Kandidaten fir weitergehende Untersuchungen in dieser Arbeit

ausgewahlt.
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Parvoviren

Die Familie der Parvoviridae hat nur ein fir Sdugetiere bedeutendes Genus, das
Genus Parvovirus. Hier wird zum Beispiel das feline Parvovirus (FPV) als
Verursacher der Panleukopenie der Katzen eingeordnet. Typische pathologisch-
anatomische Veranderungen umfassen eine Thymusatrophie, petechiale
Blutungen in Serosa- und Mukosaepithelien und degenerative Veranderungen im
Darm sowie im Knochenmark. Diese resultieren in der Zerstérung der myeloiden
Zellen. Das Virus vermehrt sich nur in mitotisch aktiven Geweben, was die
Tatsache erklart, warum Infektionen vor allem in den Zellen von Thymus,
Knochenmark, Lymphgewebe und Dinndarmepithel stattfinden. Im Blutbild zeigt
sich naturgemaB eine hochgradige Panleukopenie und durch die
Immunsuppression kommt es haufig zu Sekundarinfektionen (TRUYEN et al.,
2009).

Auch beim Hund gibt es verschiedene Parvoviren (kanine Parvoviren, CPV). Die
Pathogenese ist ahnlich der der Panleukopenie der Katzen. Betroffene Hunde
entwickeln eine Enteritis, verbunden mit Neutropenie, Lymphopenie und zum Teil
Panleukopenie (POTGIETER et al., 1981). Auch eine milde Thrombozytopenie
kann auftreten (WEISS et al., 1999). Im Knochenmark ist eine bezeichnende
Depletion der neutrophilen Vorlauferzellen zu beobachten. Erythroide
Vorlauferzellen sind leicht reduziert, wohingegen andere Vorlauferzellen in
normalem Umfang vorhanden sind. In der Phase der Rekonvaleszenz ist
schlieBlich eine Hyperplasie der granulozytéaren und erythroiden Vorlauferzellen
festzustellen (POTGIETER et al., 1981).

Bovine Parvoviren (BPV) sind dagegen unterschiedlich pathogen (PARDON et al.,
2010). Kalber, die kein Kolostrum erhalten hatten, entwickelten Durchfall nach
einer oralen Infektion mit BPV. Die orale Infektion mit BPV von drei Monate alten
Kélbern fUhrte, neben Durchfall, zur Entwicklung einer Lymphopenie. Auch auf
reproduktive Vorgange kann eine Infektion mit BPV wohl Einfluss nehmen
(SANDALS et al., 1995).

Beim Menschen kann das Parvovirus B19 eine Panzytopenie verursachen
(KONDO et al.,, 2002; YETGIN et al., 2004) und bei Patienten mit einer
Immunschwéache im Knochenmark persistieren, wobei es eine hohe Affinitat fir
unreife erythroide Zellen zeigt (ROSENFELD & YOUNG, 1991).
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2.3 Beispiele von Panzytopenie mit Pathologie im Knochenmark
beim Menschen

Auch beim Menschen wurden verschiedenste Krankheiten mit Panzytopenie und
Pathologie im Knochenmark beschrieben. Hier sollen nur einige Beispiele genannt

werden.

Hamophagozytische Lymphohistiozytose (HLH)

Die Hamophagozytische Lymphohistiozytose (HLH) beschreibt ein klinisches
Syndrom, das eine heterogene Gruppe von Krankheiten zusammenfasst. Zum
Einen gibt es genetische Formen (primare Formen), die autosomal rezessiv oder
x-chromosomal vererbt werden. Bei der familiaren HLH treten in 70-80 % der
Falle erste Symptome schon im S&auglingsalter (<1 Jahr) auf. Beispiele fir
vererbte Immundefekte wéaren weiterhin das Chédiak-Higashi-Syndrom oder das
Griscelli-Syndrom. Zum Anderen werden auch unterschiedlich bedingte erworbene
Formen (sekundare HLH) beschrieben. Den ersten Bericht zu HLH gab es bei
Erwachsenen, die eine Organtransplantation erhalten hatten, und anschlieBend
eine Virusinfektion entwickelten. Bald wurde aber klar, dass auch andere
Infektionen, wie Bakterien, Pilze oder Protozoen, das Syndrom auslésen kénnen.
Dabei stellte sich heraus, dass die Gruppe der Herpesviren, und hier vor allem das
Epstein-Barr-Virus und das Cytomegalie-Virus, HLH auslésen kénnen. Die
meisten Patienten hatten zuvor keinen bekannten Immundefekt. Eine andere Form
wéare das Lymphom-assoziierte hdmophagozytische Syndrom. Auch hier scheint
das Epstein-Barr-Virus eine entscheidende Rolle zu spielen. Die klinische
Diagnose HLH wird gestellt, wenn finf der folgenden acht Kriterien zutreffen:

- Fieber

- Splenomegalie

- Zytopenie von mindestens zwei Zelllinien

- Hypertriglyceridamie und/oder Hyperfribrinogenamie

- erhéhtes Ferritin

- erhéhter Spiegel von I6slichem IL-2-Rezeptor (sCD25)

- verminderte oder nicht vorhandenen naturliche Killer (NK)-Zellaktivitat und

- Hamophagozytose im Knochenmark, in der Zerebrospinalflissigkeit oder in
den Lymphknoten
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Alle Symptome kdnnen durch eine erhfhte Konzentration von inflammatorischen
Zytokinen (z.B. IL-1, IL-6, TNFa), sowie durch Organinfiltration durch aktivierte
Lymphozyten und Histiozyten erklart werden (JANKA, 2007).

PARDON et al. (2010) diskutieren die HLH im Zusammenhang mit BNP: Zwar
wurden viele fir die HLH typischen Parameter aufgrund der mangelnden
Verflugbarkeit verlasslicher Tests nicht durchgefiihrt, wie zum Beispiel Ferritin- und
sCD25-Spiegelmessungen, oder die Bestimmung der NK-Zellaktivitat. Trotzdem
wurden durch die zytologische Untersuchung im Knochenmark zweier betroffener
Kélber aktivierte Makrophagen und Hamophagozytose nachgewiesen. Auch in
Proben von anderen Kélbern waren Gruppen von Makrophagen in engem Kontakt
mit Lymphozyten die einzigen Uberbleibsel in einem sonst aplastischen
Knochenmark. Folglich wurden Vermutungen Uber eine mogliche Rolle dieser
Zellen in der Pathogenese angestellt, obwohl die Symptome von BNP nicht
vollstandig dem Krankheitsbild der HLH des Menschen entsprechen.

Denguefieber

Auch beim Menschen gibt es mit dem Denguevirus (DENV) einen Vertreter aus
der Familie der Flaviviren, das in seiner hamorrhagischen Verlaufsform
(Hamorrhagisches Denguefieber) unter anderem eine Depression des
Knochenmarks verursacht. Durch Neutralisationstests kénnen mittlerweile vier
Serotypen des DENV unterschieden werden. Die Mechanismen, die zu einer
schweren Verlaufsform der Infektion fihren, sind noch nicht vollstdndig geklart.
Das DENV wird durch Aedes-Mucken Ubertragen und gelangt durch deren Stich in
die Haut. Das Virus verbreitet sich zuerst Uber das Blut (primare Virdmie) und
infiziert dann vor allem Makrophagen, Hepatozyten und Endothelzellen. Infizierte
Zellen sterben zum GroBteil durch Apoptose, zum Teil aber auch durch Nekrose.
Abhéangig vom AusmafB der Infektion von Stromazellen im Knochenmark und dem
Spiegel von léslichen Faktoren wie IL-6, IL-8 oder IL-10 wird die Hamatopoese
gehemmt. Die Infektion mit DENV stimuliert gleichzeitig die Entwicklung
spezifischer Antikérper und eine zellulare Immunantwort. IgM kreuzreagiert mit
Endothelzellen und Thrombozyten, was zu einer Produktion von Plasmin flhrt.
Dadurch werden die vaskulare Permeabilitdt und die Koagulopathie verstarkt.
Hinzu kommt eine Erhéhung von IgG, welches heterologe Virusserotypen

wahrend einer zweiten Infektion bindet, aber nicht neutralisiert. Dies wiederum
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fihrt zu einer verstarkten Infektion von Antigen-présentierenden Zellen (APZ) und
lasst die Viruslast weiter ansteigen. Hohe Viruslasten stimulieren wahrscheinlich
auch kreuzreaktive T-Zellen. Die Fahigkeit aktivierter T-Zellen, virusinfizierte
Zellen zu zerstéren ist abhangig von der Aviditdt des T-Zellrezeptors zum
humanen  Leukozytenantigen  (HLA)-Peptidkomplex.  Vermutlich  bieten
kreuzreaktive T-Zellen niedriger Aviditdt keinen Schutz, da sie zwar hohe
Konzentrationen proinflammatorischer Zytokine produzieren, aber ihre zytolytische
Aktivitat verlieren. Eine verzdgerte Beseitigung der Viruslast wirde die Aktivierung
solcher kreuzreaktiven T-Zellen verlangern. Dies wirde wiederum zur Produktion
von hohen Konzentrationen an Zytokinen (z.B. TNFa, IL-6) oder von anderen
|6slichen Faktoren flhren. Es sind diese l6slichen Faktoren, von denen viele noch
nicht bekannt sind, die zu Veranderungen der Endothelzellen und damit zur
Koagulopathie und zum Entweichen von Plasma aus den GeféBen fihren. Dies
kann letztendlich zum lebensbedrohlichen, hypovoldmischen Schock fiihren
(ROSENFELD & YOUNG, 1991; MARTINA et al., 2009).

3 Mechanismen zur Entstehung von Autoimmunreaktionen

3.1  Grundlegende Mechanismen

Autoimmunkrankheiten sind die Konsequenz einer Immunantwort gegen
kérpereigene Antigene (Autoantigene, Selbstantigene), die in der Schadigung von
Geweben und Organen resultieren kann (ALBERT & INMAN, 1999). Es gibt viele
Mechanismen, die zur Entstehung von Autoimmunreaktionen flhren kdnnen.
Grundsatzlich lassen sich einige generelle Situationen vereinfacht darstellen
(SAINT-REMY, 2010).

Molekulare Mimikry

Diese Hypothese beruht auf der Theorie, dass ein empfanglicher Wirt eine
Infektion mit einem Agens erfahrt, welches Antigene aufweist, die immunologische
Ahnlichkeiten mit Antigenen des Wirtes zeigen. Der Unterschied ist aber, dass die
Antigene des Agens in der Lage sind, eine Immunreaktion im Wirt hervor zurufen,
wenn sie den T-Zellen prasentiert werden. Die entstandene pathogen-spezifische
Immunantwort kann mit den ahnlichen kdérpereigenen Strukturen kreuzreagieren
(ALBERT & INMAN, 1999) und das feine Gleichgewicht, welches im Thymus und
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in der Peripherie zur Toleranz von Autoantigenen fihrt, zerstéren. Die T-Zellen,
die mit korpereigenen Antigenen reagieren, helfen wiederum B-Zellen,
Autoantikérper zu produzieren und infiltrieren das Gewebe. Die molekulare
Mimikry wirkt so als Auslésemechanismus und kann dazu fihren, dass zusatzliche
Zellen in den Prozess mit einbezogen werden. Dies kann in Form der Erkennung
neuer T-Zellepitope desselben Autoantigens oder der Ausweitung der Reaktivitat
auf zusatzliche Autoantigene (Epitope spreading) geschehen (SAINT-REMY,
2010).

Uberstimulation von Antigen-prasentierenden Zellen

Im Kontext einer Entzindung und/oder einer Infektion kommt es zur
Gewebezerstérung und zur Expression von Rezeptoren der natirlichen Immunitat,
wie zum Beispiel den Toll-like Rezeptoren (TLR). Das kann dazu flhren, dass
antigenprasentierende Zellen Uberstimuliert werden und die
Oberflachenprasentation von Haupthistokompatibilitatskomplex (Major
Histocompatibility Complex, MHC)- Klasse II-Molekllen ansteigt (SAINT-REMY,
2010). Das T-Zell-Repertoire beinhaltet flir gewodhnlich eine Anzahl an
autoreaktiven Zellen, die der Negativselektion im Thymus entkommen sind
(FLETCHER et al., 2011). Diese autoantigen-spezifische T-Zellen finden unter
diesen Umsténden viel bessere Konditionen fir ihre Aktivierung vor. AuBBerdem
beinhalten Proteine, die aus zerstértem Gewebe freigesetzt werden, einen Pool
von Antigenen, die dem Immunsystem neu prasentiert werden (SAINT-REMY,
2010). TSUMIYAMA et al. (2009) beschreiben beispielsweise, dass die
Uberstimulation des Immunsystems von M&usen durch wiederholte Applikation
eines Antigens unvermeidlich zu systemischen Autoimmunitatsreaktionen flhrt.

Neuerdings wurde aber auch festgestellt, dass die Toleranzinduktion von T-Zellen
lebenslang in der Peripherie im Stroma der Lymphknoten ablauft. Der Entwicklung
einer Autoimmunreaktion kann vorgebeugt werden, wenn der autoreaktive T-Zelle
ihr verwandtes Antigen durch eine Stromazelle im Lymphknoten prasentiert wird
(FLETCHER et al., 2011).
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Weitere Beispiele fiir periphere Mechanismen zur Entstehung von

Autoimmunerkrankungen

Peptide von Autoantigenen werden durch MHC-Klasse Il und MHC-Klasse |
Moleklle présentiert. T- und B-Zellen werden in der Peripherie in einem nicht-
funktionellen Zustand (Anergie) gehalten, solange sie einer gegebenen
Konzentration eines Selbstantigens ausgesetzt sind. Die Reduktion dieser
Konzentration kann dazu flhren, dass die Inhibition der T- und B-Zellen
unterdriickt wird und eine autoimmune Reaktion ausgeldst wird (SAINT-REMY,
2010).

Foxp3* CD25*CD4" Tg-Zellen sind natirlicherweise im gesunden Immunsystem
als eine phéanotypisch und funktionell eigene T-Zellsubpopulation zu finden. Sie
werden im Thymus gebildet und verbinden zentrale und periphere Mechanismen
der Toleranz von Selbstantigenen. Die Foxp3* CD25'CD4" T eg-Zellen
kontrollieren in der Peripherie autoreaktive T-Zellen, die der Negativselektion im
Thymus entkommen sind. Studien haben gezeigt, dass eine Depletion oder
Dysfunktion dieser Zellen in sonst gesunden Tieren zur Entstehung einer
Autoimmunerkrankung flhren kann, unabhangig davon, ob andere Typen von
Treg-Zellen vorhanden sind (SAKAGUCHI, 2005).

3.2 Langlebige Plasmazellen

Da Serumantikérper bekanntlich eine kurze Uberlebenshalbwertszeit haben (Tage
bis Wochen), ist es offensichtlich, dass es einen Pool an stetig
antikérperproduzierenden Plasmazellen geben muss, um ein hohes MaB an
zirkulierenden Antikérpern auch in der Abwesenheit vom entsprechenden Antigen
aufrechterhalten zu kénnen (SLIFKA et al., 1995). Mittlerweile erfolgte der
Nachweis von antigenspezifischen, langlebigen Plasmazellen im Knochenmark,
die nicht der Zellteilung unterliegen (MANZ & RADBRUCH, 2002). Diese Zellen
werden im Kontext einer Immunreaktion generiert und migrieren ins Knochenmark,
wo sie, durch Signale von dort ansassigen Zellen, in ihrer so gebildeten
Uberlebensnische persistieren und (iber lange Zeitrdume hinweg Antikérper
sekretieren. Diese Plasmazellen kénnen aber auch in entzindetem Gewebe

Uberleben.
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Bei Autoimmunerkrankungen stellen langlebige Plasmazellen, die Autoantikérper
produzieren, eine bisher ungeléste Herausforderung dar, da sie resistent
gegenuber herkdmmlichen Behandlungsmethoden (Immunsuppression, anti-
inflammatorische Medikamente) sind (HOYER et al., 2008).

4 Zusammenfassung bisheriger Forschungsergebnisse zur
Aufklarung von BNP

Unterschiedliche Arbeitsgruppen haben bisher bekannte, infektidse oder toxische
Ursachen durch Routinediagnostikverfahren und durch die Untersuchung
verschiedener Proben von betroffenen Kélbern ausgeschlossen. Dazu gehéren
beispielsweise DCVC, organische Verbindungen (L6sungsmittel),
Cumarinderivate, Chemotherapeutika (Sulfonamide) und Arzneimittelriickstande
(Furazolidon). Aber auch Futterproben betroffener Betriebe wurden, besonders im
Hinblick auf das Vorhandensein von Mykotoxinen, untersucht (FRIEDRICH et al.,
2009; KAPPE et al., 2010).

Far kurze Zeit wurde die Beteiligung eines Circovirus an der Pathogenese von
BNP diskutiert. KAPPE et al. (2010) wiesen in verschiedenen Organproben bei
finf von 25 BNP-Kélbern und bei einem von acht Kontrolltieren Circovirusgenom
nach, das zu 99 % der Sequenz von PCV-2 entspricht. WILLOUGHBY et al.
(2010) prasentierten jedoch Untersuchungsergebnisse, in denen trotz

umfangreicher virologischer Diagnostik kein Circovirusgenom nachweisbar war.

KRAPPMANN et al. (2010) untersuchten einen mdglichen Zusammenhang von
BNP mit einer Mutation im fir den Koagulationsfaktor XI codierenden Gen. Ein
Zusammenhang mit BNP war nicht nachweisbar. Trotzdem wiesen sie
ausdricklich auf ein mégliches Zusammenspiel einer genetischen Pradisposition
mit anderen Faktoren in Hinblick auf die Pathogenese von BNP hin. BALLINGAL
et al. (2011) fanden keinen Zusammenhang fir eine Pradisposition von BNP und
dem Genort fir MHC-Klasse || DRB3 bei Holsteinrindern.

Die einzige bisher festgestellte epidemiologische Gemeinsamkeit bezliglich BNP
ist die Vakzinierung der BNP-Multter mit einem, Mitte 2004 auf den Markt
gekommenen (TEICH, 2006), inaktivierten BVDV-Impfstoff (PregSure®-BVD,
Pfizer) (FRIEDRICH et al., 2009; BRIDGER et al., 2010). Als Folge gab der
Ausschuss fir Tierarzneimittel der Européaischen Arzneimittelagentur dem Antrag
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Deutschlands (gestellt durch das Paul-Ehrlich-Institut) statt und nahm die
Vermarktungsrechte fir die Vakzine im Juli 2010 zurlick (Pressemitteilung des
Ausschusse fur Tierarzneimittel der Europaischen Arzneimittelagentur, Treffen
vom 13.-15. Juli 2010). Schon zuvor hatte der Hersteller das Produkt freiwillig in
Deutschland (April 2010) und schlieBlich in ganz Europa (Juni 2010) vom Markt
genommen. In Landern, die frei von BVD sind oder keine Impfung durchflihren
(z.B. Danemark, Osterreich, Schweiz) wurden keine Félle von BNP bekannt
(FRIEDRICH et al., 2011).

5 Zielsetzung

Aufgrund der mindlichen Berichte vieler Landwirte Uber eine mégliche Auslésung
von BNP durch die Fitterung von Kolostrum bestimmter Mditter, sowie der
Ergebnisse des im Sommer 2009 durchgeflhrten Fltterungsversuchs von
FRIEDRICH et al. (2011) lag der Schwerpunkt dieser Arbeit in der Analyse von
Kolostrumproben von BNP-Muttern. Dabei sollte ein Agens identifiziert werden,
das im Vergleich zu Kolostrum von Mutterkiihen mit gesunden Kalbern signifikante
Unterschiede aufweist. Ein erstes Ziel war die Auftrennung kolostraler
Immunglobuline und anderer Proteine und deren Identifikation, um eine
Probenbank gereinigter Proteine fir weitere Versuche anlegen zu kénnen. Diese
Proteine sollten dann in einem zweiten Schritt in verschiedenen Bindungs- und
Toxizitatstests auf ihre Reaktion mit bovinen Zellen hin getestet werden. Aus den
Bindungsstudien mit bovinen Zellen resultierten Untersuchungen mit Pestiviren,
um einen moglichen Zusammenhang mit dem Einsatz des neuen, inaktivierten

BVDV-Impfstoffes zu eruieren.

Die hier dargestellten Laboruntersuchungen bezlglich der Pathogenese von BNP,
die im Zeitraum von Mai 2009 bis Dezember 2010 durchgefiihrt wurden, hat das
Bayerischen Staatsministerium fir Umwelt, Gesundheit und Verbraucherschutz in
Auftrag gegeben und finanziert. Die Laboruntersuchungen wurden im Bayerischen
Landesamt fir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit in OberschleiBheim

durchgefihrt.
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Material und Methoden

1 Probenmaterial

1.1 Kolostrumproben

Kolostrumproben von Kiihen, die ein Kalb mit BNP geboren haben

Kolostrumproben dieser Gruppe (BNP-Kolostren) stammten von Kuihen, die
bereits mindestens ein Kalb mit BNP geboren haben. Diese Proben wurden von
den Landwirten abgefllt, bei -20 °C gelagert und an die Klinik fir Wiederkauer der
LMU Mdinchen weitergegeben. Aliquote dieser Proben wurden in den hier
durchgefiihrten Versuchen verarbeitet.

Eine Probe wurde von einem Tierarzt direkt an das LGL gesendet.

Die Tiere stammen von acht verschiedenen Betrieben (Tabelle 11l.1) aus
verschiedenen Bundeslandern. Alle Kilhe wurden mindestens einmal mit dem in
Verbindung zu BNP diskutierten BVDV-Impfstoff PregSure-BVD® aus

inaktiviertem Virus geimpft (Dr. Annette Friedrich, persénliche Kommunikation).
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Tabelle lll.1 Uberblick tiber die Herkunft und die Verteilung der BNP-Kolostren

Probe Nr. Betrieb Regierungsbezirk, Bundesland
BNP-1 A Nordwirttemberg, Baden-Wiirttemberg
BNP-2 B Miinster, Nordrhein-Westfalen
BNP-3 C Mittelfranken, Bayern
BNP-4 C Mittelfranken, Bayern
BNP-5 D Oberpfalz, Bayern
BNP-6 E Oberbayern, Bayern
BNP-7 B Miinster, Nordrhein-Westfalen
BNP-8 F Mittelfranken, Bayern
BNP-9 F Mittelfranken, Bayern
BNP-10 F Mittelfranken, Bayern
BNP-11 D Oberpfalz, Bayern
BNP-12 G Schwaben, Bayern
BNP-13 G Schwaben, Bayern
BNP-14 H Arnsberg, Nordrhein-Westfalen
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Kolostrumproben von Kiithen mit gesunden Kalbern

Alle 14 Kolostrumproben von Kontrolltieren stammten vom Lehr- und Versuchsgut
(LVG) der LMU Miinchen, wo BNP bisher nicht aufgetreten ist. Eine Impfung
gegen BVDV wird derzeit nicht durchgefihrt (Dr. Stefan Niske, persénliche
Kommunikation) (Tabelle 111.2). Je 100 ml Kolostrum wurden nach der Geburt des
Kalbes in zwei 50 ml GefaBe abgeflllt und bis zur weiteren Verwendung bei

-20 °C gelagert.

Tabelle 111.2 Uberblick tber die asservierten Kontrollkolostren aus dem Lehr- und
Versuchsgut der LMU Minchen

Probe Nr. Herkunft
LVG 397
LVG 404
LVG 420
LVG 439
LVG 454

LVG 456

LVG 476 Lehr- und Versuchsgut der

Tierarztlichen Fakultat der LMU
LVG 483 Minchen

LVG 753
LVG 795
LVG 827
LVG 862
LVG 865
LVG 903

1.2 Blutproben

Kalber mit Symptomen von BNP

Die Blutproben von Kalbern mit BNP-Symptomen stammten von Patienten der
Klinik fir Wiederkauer der Universitat Minchen. Jedem Tier wurden mindestens
50 ml EDTA-BIlut enthommen.

Jedem Kalb wurden zusatzlich 10 ml nicht gerinnungsgehemmtes Blut zur

Gewinnung von Serum entnommen.
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Gesunde Kalber

Blutproben von gesunden Kalbern wurden von Tieren des LVG entnommen. Alle
Tiere waren zwischen einem und 28 Tagen alt, um mdglichst genau der
Altersgruppe der BNP-Kélber zu entsprechen. Es wurden 10-30 ml EDTA-Blut und

10 ml nicht gerinnungsgehemmtes Blut zur Serumgewinnung enthommen.

Serumproben von Mutterkihen

Mutterkihen, die bereits mindestens ein BNP-Kalb geboren hatten, wurden 10 ml
nicht gerinnungsgehemmtes Blut zur Serumgewinnung entnommen. Die Tiere

stammten von zwei Betrieben in denen viele Falle von BNP auftraten.

Als Kontrollen wurde die gleiche Menge an Blut zwei Mittern (eine Kuh stammte
aus dem LVG, die andere aus der Klinik fur Wiederkauer der LMU Minchen) mit

gesunden Kélbern entnommen.

1.3 Organproben aus der Pathologie

In der Pathologie des LGL wurden Knochenmark- und Thymusproben von Kélbern
entnommen (Tabelle 111.3). Ein Stlick des Femurknochen wurde ausgesagt, zur
Desinfektion in Ethanol (70 %) getaucht und in einer sauberen Plastikschale bis
zur weiteren Verwendung bei —80 °C eingefroren. Vom Thymus der Kalber wurde
ein walnussgroBes Stick entnommen, ebenfalls mit Ethanol desinfiziert und in
einer sauberen Schale bei —80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Als
Kontrollen dienten Proben von Kaélbern, die aus einem anderen Grund in die
Pathologie zur Untersuchung eingeliefert wurden und keine sichtbaren
Veranderungen des Knochenmarks, sowie keine inneren oder &uBeren Blutungen

aufwiesen.

Tabelle 1Il.3 Anzahl der in der Pathologie des LGL enthommenen Knochenmark-
und Thymusproben von BNP- und Kontrollkalbern

Knochenmark Thymus

BNP-Kélber 8 3

Kontrollkalber 15 2
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2 Labormaterial

2.1 Zellen
Bovine Leukozyten und periphere mononukledre Blutzellen (peripheral blood
mononuclear cells, PBMC) aus dem Blut von Kalbern (1-28 d)

Diese Zellen wurden aus dem Blut von Kélbern gewonnen und direkt fir
verschiedene Versuche verwendet.

Madin Darby Bovine Kidney (MDBK) Zellen (ATTC Katalog Nr. CCL-22™)

Diese Zellen wurden fir Bindungs- und Reduktionstests mit kolostralem IgG

verwendet.
Bovine Kidney Zellen (BK-KL3A, Fa. Bayer AG)

Diese Zellen wurden fir Bindungstests mit kolostralem 1gG verwendet.
Porcine Kidney 15 (PK15) Zellen (ATTC Katalog Nr. CCL-33™)

Diese Kontrollzelllinie einer nicht zu den Wiederkauern gehérenden Spezies
wurde flr Bindungstests mit kolostralem 1gG verwendet.

2.2 Viren

Die verwendeten, Viruszellkulturernten der nicht zytopathogenen (ncp) Pestiviren
wurden urspriinglich dankenswerterweise von Dr. Georg Meyers (Institut fir
Immunologie, Friedrich Loéffler Institute, Tlbingen) zur Verfligung gestellt.

Bezeichnung Stamm KID5o/ml

Bovines Virusdiarrhd Virus

New York 6,5
(BVDV)
Border Disease Virus
X818 6,5
(BDV)
Europaisches
Glentorf 6,5

Schweinepestvirus (ESPV)
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2.3 Chemikalien, Reagenzien, Nahrmedien

Chemikalien und Reagenzien
1,4-Dithiothreitol
2-Mercaptoethanol
7-Aminoactinomycin D (7-AAD)
Agarose (Gibco)
Ammoniumchlorid (NH4CI)

Aqua destillata (Water purification
system)

Chlorwasserstoff (HCI), 1M
Concanavalin A

DEPC treated H,O
Dikalium-Ethylendiamintetraacetat

Dulbecco’s PBS (10 x) without
Ca2+& M92+

Essigsaure 100 % p.a. (Eisessig)
Ethanol absolut, zur Analyse
Ethanol 70 % (vergallt)
Ethidiumbromidlésung
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Fetal bovine serum (FBS)

Fetal bovine serum (FBS)

Roth, Karlsruhe

Bio-Rad, Miinchen

Beckton Dickinson, Heidelberg
Invitrogen, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt

Sartorius Stedim biotech, Aubagne,
Frankreich

Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Ambion, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

PAA, Linz, Osterreich

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Biochrom AG, Berlin

PAA, Linz, Osterreich
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Gentamicin (50 mg/ml)

Glycerin

HEPES 1M

ITS+3 Liquid Media Supplement (100x)
Kaliumhydrogencarbonat
Lammli-Puffer (2x)

Low-Tox Guinea Pig Complement,
Lyophilized

Lymphocyte Separation Medium
LSM 1077

MEM Earle’s Salts Medium
Methanol

Natriumbikarbonat 7,5 % (w/v)
Natriumchlorid

Natriumpyruvat 100 mM
Natronlauge (NaOH)
Nicht-essentielle Aminosauren
Normal goat serum (Ziegenserum)

Precision Plus Protein Standard
unstained

RPMI 1640

SyproRuby Protein gel stain

PAA, Linz, Osterreich

Roth, Karlsruhe

PAA, Linz, Osterreich

Sigma Aldrich, St. Louis, USA
AppliChem, Darmstadt
Bio-Rad, Miinchen

Cedarlane, Burlington, Kanada

PAA, Linz, Osterreich

PAA, Linz, Osterreich
Merck, Darmstadt
PAA, Linz, Osterreich
Roth, Karlsruhe

PAA, Linz, Osterreich
Merck, Darmstadt
PAA, Linz, Osterreich
Promo Cell, Heidelberg

Bio-Rad, Miinchen

PAA, Linz, Osterreich

Bio-Rad, Miinchen
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TAE-Puffer (Gibco)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
(TRIS)

Tris/Glycin/SDS (10 x) Laufpuffer
TRIS-HCI

Trypan blue 0,5% (w/v)

Nahrmedien

Serumfreies Medium

Invitrogen, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Bio-Rad, Miinchen
Roth, Karlsruhe

Biochrom AG, Berlin

1 % Natriumpyruvat; 1 % NEAS;
1% ITS-3; 1 % 1M HEPES;
0,2 % Gentamycin; RPMI 1680

(PILLING et al., 2009)

Medium fiir BK-KL3A Zellen

5 % FBS; MEM Earle’s Salts

5-10 % FBS; 1 % NEAS;

Medium fiir MDBK-Zellen 1 % Natriumbikarbonat;
MEM Earle’s Salts
Anzucht 10 % FBS; 1 % NEAS;
0,8 % Natriumbikarbonat;
MEM Earle’s Salts
Medium fir PK15-Zellen

Erhaltung 2 % FBS; 1 % NEAS;
1 % Natriumbikarbonat;
MEM Earle’s Salts
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2.4 Antikorper

Primare, unkonjugierte Antikorper

Alle verwendeten Antikérper stammen aus der Maus und reagieren mit ihren

entsprechenden bovinen Antigenen.

Klon Antigen | Isotyp | Konzentration verw"endete Herkunft
Verdinnung
CC30 CD4 lgG1 unbekannt 1:10 D. Werling
CC63 CD8 lgG2a unbekannt 1:10 D. Werling
CC21 CD21 lgG1 unbekannt 1:10 D. Werling
CC149 | CD172a | IgG2b unbekannt 1:10 D. Werling
IL-A88 MHCH1 lgG2a unbekannt 1:10 D. Werling
IL-A42 CD2 lgG2a unbekannt 1:10 D. Werling
AKS1 CD335 lgG1 1 mg/ml 1:1000 AbD Serotec
NKp46

MM1A CD3 lgG1 1 mg/ml 1:1000 VMRD
CC15 WCH1 lgG2a 1 mg/mi 1:1000 AbD Serotec
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Sekundare, fluorochromkonjugierte Antikorper

Alle hier verwendeten Antikérper stammen aus der Ziege und reagieren mit dem

entsprechenden Immunglobulinisotypen aus der Maus.

verwendete
Bezeichnung | Konzentration . Herkunft
Verdiinnung
P21129 1gG1 1 mg/ml 1:1000 Molecular Probes
PE
A-21126 1gG1 2 mg/ml 1:2000 Molecular Probes
Alexa Fluor 633
A21131 IgG2a 2 mg/ml 1:2000 Molecular Probes
Alexa Fluor 488
A-21136 1gG2a 2 mg/ml 1:2000 Molecular Probes
Alexa Fluor 633
M32404 IgG2b unbekannt 1:5 Molecular Probes
PE
lgG FITC 1 mg/ml 1:200 AbD Serotec
Isotypkontrollen
) verwendete
Bezeichnung Isotyp Konzentration . Herkunft
Verdiinnung
MCA928 lgG1 0,1 mg/ml 1:100 AbD Serotec
MCA929 lgG2a 0,1 mg/ml 1:100 AbD Serotec
MCAG691 lgG2b 0,1 mg/ml 1:100 AbD Serotec
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2.5 Puffer und Lésungen

Gelfiltrationschromatographie

Alle Puffer wurden mit destilliertem Wasser (Aqua dest.) angesetzt und

anschlieBend durch 0,22 um-Filter in Glasflaschen vakuumfiltriert.

Bezeichnung

Bestandteile

Durchflussrate

0,1M TRIS-HCI
0,5M NaCl

Aquilibrieren 2,6 ml/min

Probenauftrennung 1 ml/min

Laufpuffer pH8 _
NaOH zum Einstellen des
pH-Werts
Waschpuffer 0,2M NaOH 1,3 ml/min
Aqua dest. destilliertes Wasser 1,3 ml/min
20 % Ethanol | Ethanol absolut zur Analyse 1,3 ml/min

Durchflusszytometrie

FACS Flow Sheath Fluid

BD Biosciences, Heidelberg

7-AAD-Puffer

Gebrauchsverdiinnung 1:50 in PBSo

SDS-PAGE

1x Tris/Glycin/SDS Laufpuffer

100 ml 10x Tris/Glycin/SDS Laufpuffer

+ 900 ml Aqua dest.

10 % Glycerinlésung

50 ml Glycerin + 450 ml Aqua dest.

2x Probenpuffer reduzierend

10 pl 2-ME + 190 pl 2x Lammli-Puffer

Fixierlésung

(10 % Methanol, 7 % Essigséaure)

100 ml Methanol + 70 ml Essigsaure

+ 830 ml Aqua dest..
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Andere Puffer und Lésungen

Erythrozytenlysepuffer

8,29 g/l NH4ClI, 1,0 g/l KHCO3, 1 mM
EDTA in Aqua dest.

PBS (1x) ohne Kalzium und Magnesium

50 ml PBSo (10x) ad 500 ml Aqua dest.

Physiologische Kochsalzlésung (0,9 %)

8,0 g NaCl ad 1000 ml Aqua dest.

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
(TRIS), 2M

121,14 g TRIS ad 500 ml Aqua dest.

2.6 Kits

Bovine IgA ELISA Kit

Bethyl Laboratories, Montgomery, USA

Bovine IgG ELISA Kit

Bethyl Laboratories, Montgomery, USA

Bovine IgM ELISA Kit

Bethyl Laboratories, Montgomery, USA

DNeasy Blood & Tissue Kit

Qiagen, Hilden

QIAquick Gel Extraction Kit

Qiagen, Hilden

Svanovir Bovine Viral Diarrhoea Virus
antibody ELISA

Svanova, Uppsala, Schweden

Die hier verwendeten Kits wurden mit den vom Hersteller mitgelieferten

Reagenzien nach Anleitung durchgeflhrt.
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2.7 Primer und FragmentgréBen

Primer .
Sequenz (5°-3°) FragmentgroBe Quelle
For/rev
panCV-s Halami
. AGA GGT GGG
1% roundfor | TCT TCA CNH
TBA AYA A
: Nicht angegeben
panCV-as Halami
t AAG GCA GCC
1% round rev ACC CRT ARA
ART CRT C (HALAM I et al.,
Circo nested-s 2008)
. AGC AAG GAA
Halami CCC CTC AYY
2" round for TBC ARG G
: 350 bp
Circo nested-as
_ ACG ATG ACT
Halami TCN GTC TTS
2" round rev MAR TCA CG
2.8 Gerate und Laborhilfsmittel
Brutschrank
CO2-Brutschrank Binder

Chromatographiesystem

AKTA Prime plus

HiPrep XK26/60 Sephacryl

S-300 HR Saule

Durchflusszytometer

FACS Canto Il, 2 Laser

ELISA Reader

Sunrise Basic

GE Healthcare
GE Healthcare

BD Biosciences

Tecan
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Geldokumentation SDS-PAGE

Gel iX Imager

Gelelektrophoreseapparatur

Mini-Protean 3 Cell

Heizblock/Thermomixer

Thermomixer Comfort

Magnetrihrer

Combimag REO

Mikroskope
Laborlux 12

CKX 41

Mikrotiterplattenschittler

Schittler MTS 4

Pipetten

Reference 10-100/50-200/1-1000 pl
Research 1-10 pl

Research (8-Kanal) 30-300 pl

Multipette plus

Pipettierhilfe

Easypet

Power Supply (fir SDS-PAGE)
PowerPac HC

Schittelmaschine (fir SDS-PAGE
Gelfarbung)

SM 25

Intas

Bio-Rad

Eppendorf

Janke & Kunkel GmbH

Leitz

Olympus

IKA

Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf

Eppendorf

Bio-Rad

Laborgeratebau Glastechnik
Umwelttechnik
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Sicherheitswerkbank

Hera Safe

Thermocycler

T3000 Thermocycler

Ultrazentrifugenrotor

Type 45 Ti Fixed Angle Rotor

Vortex

Vortex Genie 2

Waage
CP622-0OCE

Zahlkammer

Fuchs-Rosenthal

Zentrifugen
Heraeus Megafuge 1.0

Optimal L-90 K Ultrazentrifuge

Heraeus

Biometra

Beckman Coulter

Scientific Industries

Sartorius

Brand GmbH

Thermo Fisher Scientifc

Beckman Coulter
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2.9 Software

Verwendungszweck
Auswertung FACS-Daten
Durchflusszytometer Software

Chromatographiesystem Software

ELISA-Reader Software
Textverarbeitung
Diagramme und Tabellen
Literaturverwaltung
Statistikprogramm

Geldokumentation Aufnahmesoftware
SDS-PAGE

Auswertesoftware SDS-PAGE

2.10 Verbrauchsmaterial

Blutréhrchen zur Serumgewinnung,
10 ml

Cell Star Gewebekulturflasche
Combitips plus 1 ml, 2,5 ml, 20 ml
EDTA-Blutréhrchen, 10 ml

Falcon Tubes, 12x75 mm

Filteraufsatz 500 ml zur Vakuumfiltration

Mikrotestrundbodenplatten aus PS,

96 Vertiefungen, steril und unsteril

Programm
Flow Jo 7.6.3, Tree Star
FACS Diva, BD Biosciences

Prime View 5.0 Edition AB,
GE Healthcare

Magellan

MS Word

MS Excel

Endnote X4

SPSS Statistics 18.0.0

PCI Gel Imager, Intas

Lablmage, Kapelan

KABE Labortechnik, Nimbrecht

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg
KABE Labortechnik, Nimbrecht
Beckton & Dickinson, Heidelberg
Biochrom AG, Berlin

Sarstedt, Nimbrecht
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Stahlnetz fur die FACS-Proben,
Maschenweite 0,042 mm

pH-Indikatorstabchen (pH 0-14)
PP-Roéhrchen, steril, 15 ml und 50 ml
Ready Gel Tris-HCI 4-20 %
Safe-Lock Tubes 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml

Spritzenfilter, 0,45 um

Ultrazentrifugenréhrchen aus

Polykarbonat, 70 ml

Zellschaber 24 cm

W&E Drahtgewebefabriken,
Ludwigsstadt

Macherey-Nagel, Diren
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Bio-Rad, Minchen

Eppendorf, Hamburg

Sartorius Stedim biotech, Aubagne,
Frankreich

Beckman Coulter, Brea, USA

TPP, Trasadingen, Schweiz
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3 Methoden

3.1 Virologische Methoden

3.1.1 Virologische Diagnostik

Internationales Referenzlabor fir BTV und EHDV in Pirbright, England

Serum-, Leukozyten- und EDTA-Blutproben betroffener Kalber wurden an das
internationale Referenzlabor des Instituts fur Tiergesundheit in Pirbright, England,
geschickt. Dort wurden die Proben auf das Vorhandensein von Antikérpern gegen
BTV und EHDV und zum Nachweis von Virusgenom von BTV und EHDV getestet
(Tabelle [ll.4). Die Proben wurden dabei entsprechend ihres Ursprungs
zusammengefasst, so dass letztendlich vier Probengruppen entstanden.

Tabelle 1.4 Ubersicht (ber die nach Pirbright versendeten Proben zur
virologischen Diagnostik

Gr;\ifpe Probe Probenart Kommentar
891/09 Serum BNP-Kalb
2. BK-KL3A
L Zellpassage mit Serum Zytopath1og§g§£aEf(faekt nach
von Kalb 891/09 ' 9
892/09 Serum BNP-Kalb

2 2. BK-KL3A

Zellpassage mit Serum Zytopathogener Effekt nach

von Kalb 892/09 1. Passage
Leukozyten
3 1006/09 EDTA-Blut BNP-Kalb
Serum
Leukozyten
4 1007/09 EDTA-Blut BNP-Kalb
Serum

Die Untersuchungen erfolgten auf Grundlage der Vorgaben fiir das internationale
Referenzlabor fur BTV und EHDV in Pirbright mittels Antikérper-ELISA und

Virusgenom-Nachweis durch spezifische reverse Transkriptions-PCR (RT-PCR).
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Chip-Hybridisierungsexperiment

Der Versuch wurde mit einem Biochip (Biosecurity Chip SD0443, Entwicklung
geférdert vom ,Department for Environment, Food and Rural Affairs“® DEFRA,
England), der eine Probenhybridisierung mit UGber 600 konservierten
Nukleotidsequenzen aus bekannten Virusfamilien von Vertebraten, Invertebraten
und Pflanzen erlaubt, durchgefihrt. Es wurden Serumproben von BNP-Kélbern
(n=2) und gesunden Kalbern (n=2) getestet. Dies war moglich durch die
freundliche Unterstitzung von Dirk Werling (Royal Veterinary College (RVC),
London, England), Victoria Offord (RVC), Abu-Bakr Abu Median (Institut flr
Tiergesundheit, Pirbright, England) und Paul Britton (Institut fir Tiergesundheit).

Virologische Untersuchungen am Landesamt fiir Gesundheit und
Lebensmittelsicherheit

BVDV-Antikorper Nachweis durch ELISA

Kolostralserum-Proben von Kontrollmdttern (n= 7) und BNP-Mattern (n= 6) wurden
als Vortest in einer 1 zu 10 Verdinnung mit einem standardmaBig nach QSA-
Vorschriften des LGL verwendeten indirektem ELISA zum Nachweis von BVDV-
spezifischen 1gGy Antikérpern (SVANOVIR® BVDV-Ab ELISA, Svanoa) nach
Herstellerangaben getestet. Im Anschluss daran wurden alle verwendeten Proben
der Peakfraktion 2 (kolostrales IgG) von BNP-Muttern (n= 14) und Kontrollmuttern
(n=11) in einer Konzentration von 200 ug/ml mit diesem ELISA getestet.

Jede Probe wurde in zwei Plattenvertiefungen Uber Nacht getestet und die
Absorption (optische Dichte, O.D.-Wert) wurde gemessen. Eine Vertiefung war
dabei mit BVDV-Antigen beschichtet, die andere war mit einem Kontrollantigen
zum Ausschluss unspezifischer Bindungen beschichtet. Vor der Auswertung
muissen die gemessenen O.D.-Werte der Proben (ODgvpv.ag) Korrigiert werden,
indem die korrespondierenden Werte aus den Vertiefungen mit Kontrollantigen

(ODkontroll-ag) abgezogen werden.
ODBVDV-Ag - ODKontroII-Ag = ODkorrigiert

In jedem Test laufen eine Positiv- und eine Negativkontrolle zur Validierung des
Tests mit. Die Extinktionswerte der Proben (PP) werden in % des
Extinktionswertes der positiven Kontrollen ausgedriickt und mit folgender Formel

berechnet:
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ODkorrigiert der PrObe
PP = x 100

x ODxonigiert der Positivkontrolle

Die Hbéhe des PP-Wertes korreliert mit der Héhe des Antikérpertiters und die

Grenzwerte sind fur Einzelmilchproben vom Hersteller wie folgt festgelegt:

PP-Wert Bewertung
<9 Negativ
29 Positiv

Nachweis von BVYDV-, BTV- und PCV-2-Genom durch RT-PCR

Die Untersuchungen zum Nachweis von BVDV-Genom wurden nach der QSA des
LGL durchgefiihrt, die auf der amtlichen Methodensammlung des nationalen
Referenzlabors (Friedrich-Loffler-Institut, http:/www.fli.bund.de:; in der Fassung
vom Januar 2011) beruhen. Die Untersuchungen zum PCV-Genomnachweis
wurden ebenfalls nach der QSA des LGL durchgefiihrt. Einen Uberblick Giber die

untersuchten Proben gibt Tabelle 111.5.
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Tabelle 1lI1.5 Untersuchungen zum Genomnachweis von Circovirus (CV) und
bovinem Virusdiarrhé Virus (BVDV) in verschiedenen Proben von BNP- und
Kontrolltieren nach QSA-Vorschriften am Landesamt fir Gesundheit und
Lebensmittelsicherheit

Untersuchungen zum Genomnachweis
von
CV (n=3)
Knochenmark von BNP-Kélbern
BVDV (n= 8)
Knochenmark von CV (n=3)
Kontrollkalbern BVDV (n= 14)
Kolostrum von BNP-Miittern CV (n=2)
Kolostrum von Kontrollmuttern CV (n=2)
Inaktivierter BVD-Impfstoff
) CV (n=1)
(PregSure-BVD®, Pfizer)
Zellkulturiberstand BK-KL3A
CV (n=1)
Zellen
1. Passage BK-KL3A Zellen
nach Beimpfung mit CV (n=1)
BNP-Serum




I1l. Material und Methoden 49

3.1.2 Nachweis von Circovirus-Genom mit einer PCR nach HALAMI et al.
(2008)

Extraktion von DNA aus Zell- und Gewebeproben

Die DNA wurde bei allen verwendeten Proben nach Herstellerangaben mithilfe
des DNEasy Blood&Tissue Kits (QIAGEN) extrahiert. Als Extraktionskontrolle (EK)
diente Uberstand aus einer Hiihnerembryo-Fibroblasten-Zellkultur (HEF). Als
Positivkontrolle wurde DNA aus einem Stiick Schweinelunge, die positiv fir PCV-2
getestet worden war, extrahiert. Neben Femurmark von BNP-Kalbern wurden
Thymusproben und Leukozytenzellsuspensionen der Kalber aus dem
Fltterungsversuch getestet.

Von Organproben (Knochenmark, Thymus, Lunge) wurden vor der Extraktion
jeweils ein erbsengroBes Stick in einem 2 ml ReaktionsgefaB mit einem
Stahlkigelchen (& 5 mm, QIAGEN) und 180 ul ATL-Puffer versetzt und in einem
Tissue Lyser bei 25 Hz 3 min zerkleinert. AnschlieBend wurden 20 ul Proteinase K
zugegeben und die ReaktionsgefaBe wurden kurz geschuttelt. Die Proben wurden
tber Nacht bei 56 °C inkubiert, um eine mdglichst gute Lyse des Gewebeproteins
zu erreichen. Am nachsten Tag wurden die Proben erneut fir 15s kréftig
geschittelt und anschlieBend wurden 200 ul AL-Puffer hinzu gegeben und gut
vermischt. Jetzt wurden 200 ul Ethanol (100 %) zugegeben und sofort gut
gemischt. Nachfolgend wurden die Proben auf DNA-Fangersaulen aufgetragen.
Es folgte ein einminltiger Zentrifugationsschritt bei 8000 U/min. Die DNA-
Fangersaulen wurden im Anschluss an jeden Zentrifugationsschritt jeweils in ein
neues AuffanggefaB3 Ubertragen. Daraufhin wurden die Proben zuerst mit 500 pl
AW 1-Waschpuffer versetzt und bei 8000 U/min fir 1 min zentrifugiert. Ein zweiter
Waschschritt mit 500 pl AW2-Waschpuffer und anschlieBender Zentrifugation bei
14 000 U/min fur 3 min folgte. Die Fangersaule wurde noch einmal in ein neues
AuffanggefaB gesetzt und fir 1 min bei 14 000 U/min trocken zentrifugiert, um
auch die letzten Reste an Ethanol zu entfernen. Jetzt wurden die S&aulen in 1,5 ml
ReaktionsgefaBe gesteckt und nach Zugabe von 100 pl AE-Puffer (Elution der
DNA) fur 1 min bei Raumtemperatur (RaT) inkubiert. Die Proben wurden fir 1 min
bei 8000 U/min zentrifugiert. Um die DNA-Ausbeute zu maximieren, wurden
nochmals 100 ul AE-Puffer zugegeben und der Zentrifugationsschritt wiederholt.
Die Proben wurden bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.
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Die Extraktion von DNA aus Leukozytenzellsuspension verlief &hnlich. Die zuvor
bei —80 °C gelagerten Proben wurden aufgetaut. 100 pl Zellsuspension wurden mit
20 pl Proteinase K und anschlieBend mit 200 ul AL-Puffer versetzt. Die Proben
wurden bei 56 °C fur 10 min inkubiert. Die restliche Extraktion wurde, wie bereits

beschrieben, durchgeflhrt.

Pan Circovirus-PCR nach HALAMI et al. (2008)

Der Nachweis von Circovirus-Genom erfolgte nach einem Protokoll flr eine
konventionelle PCR (1. Runde) kombiniert mit einer nested PCR (2. Runde) nach
HALAMI et al. (2008). Zur Kontrolle der DNA-Extraktion und zum Ausschluss einer
Inhibition der PCR wurde eine DNA-Extraktionskontrolle (EK; Uberstand einer
HEF-Zellkultur) und eine Positivkontrolle (PK; DNA aus PCV-2 positiver
Schweinelunge, 1:100 verdinnt) mitgeflihrt. Nach Herstellung des Mastermixes,
der fur beide Runden gleich war (Tabelle II.6), wurden 42,6 pl von Mastermix 1
vorgelegt und anschlieBend 1 ul DNA hinzugefiigt. Nach einer initialen
Denaturierung wurden 6,4 pl des Mastermix 2 zugefligt. Die PCR erfolgte nach

dem in Tabelle II.7 dargestellten Thermalprofil.
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Tabelle 1.6 Reaktionsvolumina und -konzentrationen der Mastermix-
Komponenten fir beide Runden der PCR nach HALAMI et al. (2008)
Mastermix-Komponente Volumen Konzentration
MgCl, 2,5 ul 15 uM
DEPC H.O 38,1 pl
Primer rev 1 ul 25 uM
Primer for 1 ul 25 uM
Mastermix 1 42,6 pl
(konventionelle PCR)
dNTPs 1 ul 2,5mM
Taq 0,4 pl 2 Units/pul
10x Puffer 5ul
Mastermix 2 6,4
(nested PCR)
Gesamtvolumen Mastermix 49 pl
Zugabe DNA 1 ul
Gesamtvolumen Reaktionsansatz 50
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Tabelle 1.7 Thermalprofil fir die beiden Runden der PCR nach HALAMI et al.
(2008)

Initiale 95 °C 5 min
Denaturierung
Pause 85 °C « Zugabe Mastermix 2
Denaturierung 94 °C 30s
46 °C 1 min 45 Zyklen
Annealing (nested PCR:
56 °C)
Elongation 72 °C 1 min
Finale Elongation 72 °C 5 min

Agarosegelelektrophorese

Die gelelektrophoretische Auftrennung der in den beiden PCRs generierten
Nukleinsaurefragmente erfolgte Gber 1,5 %iges Agarosegel (1,59 Agarose pro
100 ml 1x TAE-Puffer). Zur spateren Visualisierung der DNA-Banden wurden 3 pl
(0,01 pg/ul) Ethidiumbromidlésung pro 100 ml Gel zugesetzt. Nach der
Polymerisation des Gels wurden die DNA-Proben mit Gel-Ladepuffer vermischt
und in die Geltaschen pipettiert. Um die ProduktgréBen bestimmen zu kénnen,
wurde eine 100 bp DNA-Leiter als GréBenmarker aufgetragen. Die Auftrennung
erfolgte bei 90 V fir 45 min in TAE-Puffer. Der Nachweis der DNA-Banden erfolgte
mit Hilfe eines digitalen Geldokumentationssystems (Biometra). Eventuell

generierte Doppelstrang-DNA wurde bei UV-Licht (A= 254 nm) nachgewiesen.
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Untersuchte Proben

Tabelle 111.8 Mit der PCR nach HALAMI et al. (2008) untersuchte Proben zum
Nachweis von Circovirusgenom

Probe BNP-Kalber Kontrollkalber
Knochenmark 6 13
Thymus 2 2

Sonstige Proben

Ultrazentrifugat von BK-KL3A Zellen

Ultrazentrifugat inaktivierter BVD Impfstoff (PregSure-BVD®, Pfizer)

Nukleotidsequenzanalysen

Bei drei Proben (BNP-Knochenmark, Ultrazentrifugat von BK-KL3A Zellen,
Kontroll-Knochenmark), die eine Bande auf der zu erwartenden H6he zeigten,
sowie der Positivkontrolle wurden die DNA-Fragmente auf einer Leuchtplatte mit
UV-Licht (360 nm) dargestellt und aus dem Agarosegel ausgeschnitten. Im
Anschluss wurden sie mithilfe des QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) nach

Angaben des Herstellers extrahiert.

Die Sequenzierung der DNA-Fragmente wurde bei der Firma Eurofins MWG
(Martinsried) in Auftrag gegeben. Zur Sequenzierung wurden die gleichen Primer

wie flr die PCR verwendet.

Untersuchungen zur Ubereinstimmung der Sequenzen wurden mithilfe der
Anwendung BLASTn 2.2.25 (ZHANG et al., 2000) durchgefihrt.
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3.2 Bearbeitung von venésem peripheren Blut

Blutentnahme

Das Blut wurde durch Punktion der Vena jugularis externa mit einer sterilen
Kanule (18G) mdglichst zeithah zu den Versuchen gewonnen. Das vendse Blut
wurde in mit EDTA beschickten 10 ml Plastikréhrchen oder in 10 ml GefaBe zur
Serumgewinnung oder in, mit 5 ml EDTA-Lésung (75 mg EDTA in 5 ml PBSo)
geflllten, 50 ml PP-Réhrchen aufgenommen und so schnell wie mdglich weiter

verarbeitet. Lagerung und Transport erfolgten bei Raumtemperatur.

Gewinnung von Serum

10 ml nicht gerinnungsgehemmtes Blut wurden fir mindestens vier Stunden bei
Raumtemperatur stehen gelassen. Dann wurde es fur 20 min bei 2700 U/min
(Megafuge 1.0, Heraeus) zentrifugiert. Der Uberstand (Serum) wurde mit einer
Pipette abgenommen und in Safe-Lock Tubes (2 ml) bei -20 °C bis zur weiteren

Verwendung gelagert.

Isolierung von Leukozyten

10 bis 15 ml EDTA-Vollblut wurden in ein 50 ml Reaktionsgefa3 geflllt und mit
Erythrozytenlysepuffer aufgeflllt. Nach einer Inkubationszeit von 5 min bei
Raumtemperatur wurde das lysierte Blut fir 10 min bei 1500 U/min zentrifugiert
(Megafuge 1.0, Heraeus). Nach AbgieBen des Uberstandes wurde das
Leukozytenzellpellet mit PBS ohne Kalzium und Magnesium (PBSo)
resuspendiert. Zellen vom selben Tier wurden zusammen geflihrt. Das Réhrchen
mit der Leukozytenzellsuspension wurde mit PBSo aufgefullt und erneut fir 10 min
bei 1500 U/min zentrifugiert (waschen). Abhangig von der GréBe des
Leukozytenzellpellet wurde dieses in 1 bis 3 ml PBSo aufgenommen und gut

resuspendiert.

10 ul der Leukozytenzellsuspension wurden mit 990 ul Trypanblau (0,5%)
gemischt und die Zellen mithilfe einer Fuchs-Rosenthal-Kammer unter dem
Mikroskop ausgezahlt. Die Konzentration wurde fir alle Experimente auf

2x 107 Zellen/ml eingestellt.



I1l. Material und Methoden 55

Auftrennung von peripheren mononukledren Blutzellen (PBMC) und
Granulozyten durch Dichtegradientenzentrifugation

Zur Auftrennung von PBMC und Granulozyten wurde das Leukozytenzellpellet in
ca. 4 ml PBSo aufgenommen. 9 ml Separationsmedium zur Dichtegradienten-
zentrifugation (Ficoll) wurden in einem 15 ml-Réhrchen vorgelegt und vorsichtig
mit der Leukozytenzellsuspension Uberschichtet. Das Réhrchen wurde fir 35 min

bei 1600 U/min (Megafuge 1.0, Heraeus) ohne Bremse zentrifugiert.

Das Zellpellet enthielt die Granulozyten, die PBMC befanden sich in einem grau-
weiBen Ring zwischen Plasma und Ficoll. Der Ring wurde vorsichtig
abgenommen, in ein 50 ml-Réhrchen transferiert und mit PBSo aufgeflllt. Das
restliche Ficoll wurde dekantiert und das Granulozytenpellet in 5 ml PBSo
resuspendiert. Beide Subpopulationen wurden noch einmal mit PBSo, wie bereits
beschrieben, gewaschen und auf eine Konzentration von 2x 10’ Zellen/ml
eingestellt (siehe oben).

3.3 Auftrennung und Nachweis kolostraler Proteine

3.3.1 Vorbereitung von Kolostrum

Die Kolostrumproben wurden nach einer von AZWAI et al. (1996) beschriebenen
Methode vorbereitet. Dazu wurden 100 ml Kolostrum mit 50 ml 0,9%iger NaCl-
Lésung gemischt. Je 62 ml der Mischung wurden in zwei Ultrazentrifugenréhrchen
geflllt und bei 37 000 U/min (Optimal L-90 K Ultrazentrifuge, Beckman Coulter)
eine Stunde bei 4 °C zentrifugiert und dadurch entfettet. Der klare, wassrige
Uberstand (Laktoserum) zwischen der oberen Fettschicht und dem Zellpellet
wurde abgenommen, auf einem Magnetrihrer gemischt und durch Zugabe von
1M HCI mithilfe von pH-Indikatorstabchen auf einen pH-Wert von 4 eingestellt.
Das Laktoserum wurde erneut zentrifugiert (25 000 U/min, 30 min, 4 °C). Nach
Abnahme des Uberstandes wurde dieser auf dem Magnetriihrer geriihrt, durch
Zugabe von 2M TRIS neutralisiert (pH7) und ein letztes Mal zentrifugiert
(25 000 U/min, 30 min, 4 °C). Der Uberstand wurde durch einen 0,45 pm
Spritzenfilter in 15 ml ReaktionsgeféBen steril filtriert. Das Filtrat (Kolostralserum)
wurde bei —20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.
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3.3.2 Gelfiltrationschromatographie

Die Gelfiltration ist eine Methode, um Molekile nach ihrer GréBe aufzutrennen.
Die Probe wird auf eine Saule aufgetragen und die enthaltenen Molekiile wandern
mit einem Laufpuffer durch die porése Matrix (hier Sephacryl S-300) im Inneren
der Saule. Da groBe Molekile nicht in die S&ulenmatrix eindringen kénnen,
werden sie zuerst eluiert. Kleinere Partikel kdnnen in unterschiedlichem AusmafR
in die Matrix eindringen und benétigen dadurch langer, um das Saulenbett zu

durchwandern.

Gerat und Saule

Das hier verwendete Gerat war das AKTAprime Plus Chromatographiesystem
(GE Healthcare). Die Absorption der aufgetrennten Proteine wurde bei Licht der
Wellenldnge 280 nm gemessen. Zusatzlich wurde auBerdem die Leitfahigkeit, der
Druck und die Temperatur erfasst. Der gerateeigene Durchflussbegrenzer wurde

ausgebaut, um einen zu hohen Druck im System zu vermeiden.

Es wurde eine vorgepackte Saule (HiPrep XK26/60 Sephacryl S-300 HR,
GE Healthcare) mit einem Saulenvolumen von 320 ml verwendet

Software und PC

Die vom Gerat gemessenen Parameter wurden durch einen angeschlossenen
Laptop aufgezeichnet und gespeichert. Dazu wurde die gerateeigene Software
Prime View 5.0 Edition AB (GE Healthcare) verwendet, die auch zur Auswertung

der Daten diente.

Waschen, Aquilibrieren und Lagerung der Séule

Vor jeder Auftrennung wurde die Sdule mit V2 Saulenvolumen Aqua dest. und zwei
Saulenvolumen Laufpuffer &quilibriert. Als Kontrolle flir eine erfolgreiche
Aquilibrierung wurde die UV-Grundlinie herangezogen. Nach jedem Lauf wurde
die Saule mit 2 Sdulenvolumen Waschpuffer gewaschen und anschlieBend
aquilibriert. Wurde die Saule langer als einen Tag nicht genutzt, wurde sie nach
dem letzten Lauf mit %2 Saulenvolumen Waschpuffer und drei Saulenvolumen
Aqua dest. gewaschen und schlieBlich mit drei Saulenvolumen 20 % Ethanol

gespult und, mit diesem gefullt, gelagert.
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Auftrennung von kolostralen Proteinen

Die Auftrennung erfolgte im Kihlraum bei 4 °C. Der an das Gerat angebrachte
2 ml-Sample Loop wurde mit 10 ml Laufpuffer gespult. 6 ml Kolostralserum
wurden in einer Einmalspritze aufgezogen. Diese wurde auf das Injektionsventil
des Gerates aufgesetzt und die Probe wurde in den Sample Loop gedruckt
(Probenvolumen 2 ml), wobei die Uberschissige Probenmenge zum Wegspulen
von eventuellen Laufpufferresten diente. Ein Saulenvolumen Laufpuffer lief mit
einer Durchflussrate von 1 ml/min durch die Saule und eluierte die in der Probe
enthaltenen Moleklle. Mit dem Fraktionskollektor wurden Fraktionen mit einem
Volumen von 4 ml in Plastikréhrchen gesammelt. Fraktionen, die Proteine oder
andere Molekile enthielten, konnten mithilfe der UV-Absorption bei 280 nm
identifiziert werden. Fraktionen eines jeden Peaks wurden gepoolt, durch einen
0,45 um Spritzenfilter steril filtriert und in Aliquoten bei -20 °C bis zum weiteren
Gebrauch gelagert.

3.3.3 ELISA zum Nachweis von Immunglobulinen

Der Nachweis von Immunglobulinen in aufgetrennten Kolostralserum-Proben
wurde mit ELISA Kits (Bethyl Laboratories) zur Detektion von bovinem IgA, IgG
und IgM den Herstellerangaben folgend durchgefiihrt. Dabei wurden folgende
Probenverdinnungen getestet: 1:100, 1:1000, 1:10000, 1:100 000. Als
Negativkontrolle wurde der Laufpuffer aus der Gelchromatographie verwendet, als
Positivkontrolle diente der jeweils vom Hersteller mitgelieferte Immunglobulin-
Standard. Der Ablauf des Tests war fur alle Immunglobulin-Subklassen gleich und

wurde bei Raumtemperatur durchgefihrt.

Zuerst wurde die bendtigte Anzahl an Teststreifen in den Plattenrahmen
eingesetzt. AnschlieBend wurden 100 ul Probe bzw. Kontrolle pro Well
aufgetragen, die Platte mit einer adhasiven Klebefolie abgedeckt und fir eine
Stunde inkubiert. Danach wurde die Platte viermal wie folgt gewaschen: Der
Platteninhalt wurde entleert und Restfllssigkeit durch Ausklopfen der Platte auf
Papierhandtiichern entfernt. Jedes Well wurde mit 200 pul ELISA-Waschpuffer
gefullt, die Platte anschlieBend wieder entleert und auf Papierhandtlichern
ausgeklopft. Dann wurden 100 ul der Detektionsantikdrperlésung pro Vertiefung
hinzugeflgt, gut gemischt und nach Abdecken der Platte fiir eine Stunde inkubiert.
Nach viermaligem Waschen wurden 100 pl Meerrettichperoxidase-Lésung C in
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jede Vertiefung pipettiert, die Platte bedeckt und fir 30 min inkubiert. Im Anschluss
wurde die Platte viermal gewaschen und 100 ul TMB Substrat-Lésung pro Well
zugegeben. Diesmal fand die dreiBigminitige Inkubation ohne Abdeckung im
Dunkeln statt. Nach dieser enzymatischen Reaktion sollte sich eine blaue Farbung
der Proben, die die entsprechenden Immunglobuline enthalten, entwickelt haben.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 100 pl Stop-Lésung pro Vertiefung
beendet, was daran zu erkennen war, dass ein sofortiger Farbumschlag von blau
nach gelb stattgefunden hat. Die Absorption der einzelnen Probenlésungen wurde
sofort im ELISA Plattenleser (Sunrise Basic, Tecan) bei einer Wellenlange von
450 nm bestimmt.

Nachdem bekannt war, dass bovines IgG in Peakfraktion 2 zu finden ist und dass
sich eine Probenverdinnung von 1: 100 000 am besten eignen wirde, wurden die
Peakfraktionen 2 aller BNP- sowie Kontrollproben verdinnt und im Doppelansatz
getestet. Im gleichen Test wurde eine im Kit enthaltene Standard-lgG-Probe
(500 ng/ml) in verschiedenen Verdinnungsstufen ebenfalls im Doppelansatz
getestet, so dass eine Standardkurve und daraus schlieBlich die IgG-
Konzentration von jeder Probe berechnet werden konnte.

3.3.4 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Auftrennung von Proteinen

Die diskontinuierliche Polyacrylamid-Gelelektrophorese zur Auftrennung von
Proteinen entsprechend ihrer unterschiedlichen Molekulargewichte wurde nach
der qualitatssichernden Arbeitsanweisung (QSA) des Landesamtes fir Gesundheit
und Lebensmittelsicherheit durchgefihrt. Nach der Auftrennung der kolostralen
Proteine durch Gelchromatographie wurden alle Peakfraktionen (1-5) von zwei
BNP- und einer Kontrollprobe auf ihren Proteingehalt unter reduzierenden und
nicht reduzierenden Bedingungen getestet.

Je 10 pl der unverdinnten Peakfraktionen wurden mit 10 pl 2x L&mmli Puffer
(nicht reduzierend) oder 10 pl 2x Probenpuffer (reduzierend) 1:2 verdinnt und
gevortext. Als Negativkontrolle wurde Laufpuffer aus der Gelchromatographie in
gleicher Weise behandelt. Zur Spaltung der Disulfidbricken (reduzierende
Bedingungen) wurden alle Proben und Kontrollen fir 5 min auf 95°C erhitzt und

wieder auf Raumtemperatur abgekuinhlt.
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Zwei Gradientengele (Ready Gel Tris-HCI 4- 20 %, Bio-Rad) wurden in die
Gelelektrophoreseapparatur eingesetzt. Die mittlere Gelkammer wurde mit
1x Tris/Glycin/SDS-Laufpuffer aufgefillt und auf ihre Dichtigkeit Uberprift. Die
Kamme der Gele wurden vorsichtig entfernt und eventuell vorhandene Luftblasen
vorsichtig aus den Geltaschen entfernt. Jede Geltasche wurde mit 10 pl der
entsprechenden Probenlésung geflllt. Pro Gel wurden eine Negativkontrolle und
zweimal ein Proteinstandard zum spateren Ablesen des Molekulargewichts der
Banden in je eine Geltasche pipettiert. Im Anschluss wurden die &auBeren
Gelkammern mit 1x Tris/Glycin/SDS-Laufpuffer aufgeflllt. Die an die Kammer
angelegte Spannung wurde auf 110 V eingestellt und die Elektrophorese lief, bis
die Bromphenolblau-Front den unteren Gelrand erreicht hatte. Am Ende wurden

die Gele aus der Kammer enthommen und geféarbt.

Farbung von Polyacrylamidgelen zum Nachweis von Proteinen

100 ml Fixierlésung (10 % Methanol, 7 % Essigsaure) wurden in eine Plastik-
schale gefiillt und das Gel wurde hineingelegt. Nachdem es 30 min vorsichtig
geschittelt (Schittler SM25, Laborgeratebau Glastechnik Umwelttechnik) wurde,
wurde die Fixierlésung abgegossen und 100 ml SyproRuby Farbelésung in die
Schale geflllt. Das Gel wurde Uber Nacht durchgehend vorsichtig geschittelt. Am
Tag darauf wurde die Farbelésung entfernt und durch 100 ml Fixierlésung ersetzt.
Nach weiteren 60 min auf dem Schittler wurde dieses wieder abgegossen. Das
Gel wurde mit Aquadest. gewaschen, auf die UV-Platte der
Geldokumentationskammer Uberflhrt und fotografiert. Die Auswertung der Banden

erfolgte mit der Software Lablmage.
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3.4 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie erméglicht die Messung und Analyse von Signalen, die
von Zellen oder anderen Partikeln erhalten werden, die in einem Fllssigkeitsstrom
im ldealfall einzeln durch einen Laserstrahl treten. Dabei kénnen verschiedene
Parameter gleichzeitig erfasst werden. Grundsatzliche Informationen liefern das
Vorwartsstreulicht (Forward Scatter, FSC), das etwas Uber die GréBe der Zelle
aussagt, sowie das Seitwartsstreulicht (Side Scatter, SSC), das Aufschluss tber
die Granularitdt und Oberflachenbeschaffenheit der Zelle gibt. Durch
fluoreszenzkonjugierte Antikérper kdbnnen zudem noch andere Zelleigenschaften,
wie zum Beispiel das Vorhandensein bestimmter Antigene auf der Zelloberflache,

erfasst werden.

Gerat, Software und PC

Der in dieser Arbeit verwendete FACS Canto Il (Beckton Dickinson) ist mit einem
blauen, luftgekihlten Festkérper-Laser mit einer Wellenlange von 488 nm und
einem roten Helium-Neon-Laser mit einer Wellenlange von 633 nm ausgestattet.
Damit kénnen neben dem FSC und dem SSC sechs Fluoreszenzparameter

erfasst werden.

Die vom FACS Canto Il gemessenen Daten wurden auf einen angeschlossenen
Computer Ubertragen und dort mit der Software FACS DIVA (Version 6.2.1,

Beckton Dickinson) erfasst und gespeichert. Die Auswertung erfolgte Uber die

Software Flow Jo (Version 7.6.3, Tree Star Inc.)

3.4.1 Darstellung von bovinen Leukozytensubpopulationen durch
Oberflachenmarkierungen

Aufgrund der geringeren Auswahl an k&uflich erwerbbaren primér konjugierten
Antik6érpern fur die Arbeit mit Rinderzellen wurde mit einer indirekten
Farbemethode gearbeitet. Dabei ist der primare Antikérper (pAK) unkonjugiert und
erst ein sekundarer Antikérper (sAK), der sich gegen den pAK richtet, ist an ein
Fluorochrom gekoppelt.

Alle Farbeschritte wurden in einer 96-Loch-Rundbodenplatte (Sarstedt) bei
Raumtemperatur durchgeflhrt.
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Fir die Darstellung von Oberflachenantigenen der bovinen Leukozyten wurden
25 pl - Leukozytenzellsuspension (entspricht 10° Zellen) in jedes bendtigte
Plattenloch pipettiert. Die Platte wurde far 2 min bei 1200 U/min zentrifugiert
(Megafuge 1.0, Hereaus) und der Uberstand durch abruptes Abkippen entfernt.
Auf das so gewonnene Zellpellet wurden 25 ul des jeweiligen Maus-anti-Rind pAK
(bei Doppelfaroungen beider pAK) gegeben und auf dem Schittler (MTS 4, IKA)
gut gemischt. Nach einer Inkubationszeit von 10 min wurden die Zellen drei Mal
durch Zugabe von 100 pyl PBSo, Zentrifugieren bei 1200 U/min fir 2 min und
Abkippen des Uberstandes, gewaschen. Nun wurden 25 pl des passenden,
fluorochromkonjugierten Ziege-anti-Maus sAK zu den Proben gegeben. Nach der
Inkubation (10 min) im Dunkeln wurden die Zellen zwei weitere Male gewaschen.
Nach dem letzten Waschschritt wurden die Zellen in 7-Aminoactinomycin-Puffer
(7-AAD-Puffer, Gebrauchsverdiinnung 1:50 in PBSo) resuspendiert. Nach einer
Inkubationszeit von 5 min wurden die Zellen durch ein Stahinetz (Maschenweite
0,042mm) in mit 250 ul FACS FLOW geflllte Réhrchen (12x75 mm Falcon

Réhrchen) filtriert und sofort mit dem FACS Canto Il analysiert.

Darstellung der Leukozytensubpopulationen von BNP- und Kontrollkdlbern

50 ml EDTA-Blut von BNP-Kélbern (n=9) und 10 ml EDTA-Blut von gesunden
Kontrollkélbern (n=8) wurden den Tieren entnommen. Die Leukozyten wurden,
wie bereits beschrieben, vorbereitet und mit den in Tabelle IlIl.9 aufgefihrten
Antikérperkombinationen behandelt. Die passenden Isotypkontrollen (IgG1, IgG2a,
IgG2b) wurden in den jeweiligen Versuchen mit getestet.
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Tabelle II1.9 Verwendete Antikdrperkombinationen zur Darstellung und Analyse
von bovinen Leukozytensubpopulationen in der Durchflusszytometrie

Primarantikorper

Sekundarantikorper

Identifikationsantigen

(Maus gegen Rind) (Ziege gegen Maus) far
CD4 IgGt Alexa Fluor 633 IgG1
T-Zellen
CD8 1gG2a Alexa Fluor 488 1gG2a
CD21 1gG1 Alexa Fluor 633 1gG1 B-Zellen
Granulozyten
CD3 IgGt Alexa Fluor 633 IgG1
Monozyten
CD172a IgG2b PE IgG2b
T-Zellen
CD335 IgGt Alexa Fluor 633 IgG1
NK-Zellen
CD2 1gG2a Alexa Fluor 488 1gG2a
CD3 IgGt Alexa Fluor 633 IgG1
yo-T-Zellen

WC1 IgG2a

Alexa Fluor 488 IgG2a
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Datenauswertung

Die Zellsuspensionen wurden mit dem FACS Canto Il eingelesen. Von jeder Probe
wurden 10 000 Ereignisse aufgenommen. Zuerst wurden die toten Zellen aus der
Analyse ausgeschlossen. Dazu wurden die Zellen nach einer von SCHMID et al.
(1994) beschriebenen Vorgehensweise in einer Punktewolke (ein Punkt pro
Ereignis, Dot Plot) (7-AAD gegen FSC) aufgezeigt (Abbildung IIl.1). Ein
elektronischer Grenzwert (Fenster) wurde auf die 7-AAD-negativen Zellen gesetzt
(lebende Zellen).

T-AAD

] .. 7L Lebende Zellen

FSC

Abbildung lll.1 Definition der lebenden Zellen eines Versuchs durch Setzen eines
Fensters auf die 7-AAD-negativen Zellen im Dot Plot (7-AAD vs. FSC).

Nur diese Zellen wurden zur weiteren Auswertung herangezogen. Durch Setzen
einer Markierung (Marker) im Histogramm (Abbildung I11l.2) oder von Fenstern im
Dot Plot in der jeweils mit dem korrespondierenden Isotyp-Antikbrper gefarbten
Kontrolle wurde in jeder Probe der Anteil an Zellen bestimmt, die im Vergleich zur
Kontrolle jenseits dieser Markierung bzw. des Fensters liegen und somit den

Fluorochrom-markierten Sekundarantikérper gebunden hatten.
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Abbildung Ill.2 Auswertung der Oberflachenantigenfaroung am Beispiel von mit
CD83-reaktiven Antikdérpern behandelten Zellen. Die Berechnung CDS3-positiver
Zellen erfolgte durch das Setzen eines Markers in der Histogrammdarstellung der
Fluoreszenz (Alexa Fluor 633) und Vergleich der Isotypkontrolle (hellgrau) mit der
CD3-gefarbten Probe (dunkelgrau).

Die einzelnen Leukozytensubpopulationen aus Proben der BNP-Kélber zu einem
gegebenen Zeitpunkt konnten so mit denen der Kontrollkélber verglichen werden.

3.4.2 Bindungstests mit kolostralem IgG

Bovine Leukozyten

Alle Farbeschritte wurden bei Raumtemperatur ausgefihrt. Leukozyten von
gesunden Kaélbern (1-28 d, n= 19) wurden wie bereits beschrieben vorbereitet. Alle
IgG-Proben wurden mit PBSo auf eine ungefédhre IgG-Konzentration von
200 pg/ml eingestellt. Da das aus Kolostrum gewonnene IgG (Peakfraktion 2)
keiner Isotypcharakterisierung unterzogen wurde, wurde ein Schritt zur
Blockierung unspezifischer Bindungen eingefligt. Dazu wurde vor der Zugabe von
kolostralem 1gG von BNP-Muttern (IgGgnp, N= 14) und Kontrollmittern (19Gkontr,
n=11), das dem priméaren Antikérper entspricht, 10 pl Ziegenserum (Promo Cell)
pro Vertiefung zugegeben (Blocken). Nach einer Inkubationszeit von 10 min
wurden die Zellen einmal gewaschen. Danach wurden 25pul der IgG-
Verdinnungen zugegeben. Die Zellen wurden fir 10 min inkubiert und dreimal wie
bereits beschrieben gewaschen. Als sekundarer Antikdrper diente ein
polyklonaler, FITC-konjugierter Antikorper gegen bovines IgG (AbD Serotec,
Verdinnung 1:200 in PBSo), von dem 25 pl in jede Vertiefung zugegeben wurden.
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Nach der Inkubation (10 min) im Dunkeln erfolgten zwei Waschschritte. Zuletzt
wurden, wie bereits beschrieben, 100 pl 7-AAD-Puffer zugegeben, die Probe in mit
250 ul FACS FLOW gefiilite Roéhrchen durch ein Netz filtriert und mit dem
FACS Canto Il analysiert.

Zelllinien

Bovine Nierenzellen (BK-KL3A), Madin Darby Bovine Kidney Zellen (MDBK) und
Porcine Kidney 15 Zellen (PK15) wurden geerntet, sobald der Zellrasen dicht war.
Die Zellen wurden in der Zellschale einmal mit 5 ml PBSo gewaschen, mit einem
Zellschaber vorsichtig von Boden abgeschabt, mit 5 ml PBSo resuspendiert und in
ein 50 ml Réhrchen Ubertragen. Dieses wurde mit PBSo aufgefillt und bei
1000 U/min (Megafuge 1.0, Heraeus) 10 min zentrifugiert (Waschschritt). Das
Zellpellet wurde mit 2 ml PBSo resuspendiert und erneut gewaschen. Zuletzt
wurde das Zellpellet je nach Zellmenge in 1-3ml PBSo aufgenommen,
resuspendiert und durch ein Stahlnetz (0,042 um Maschenweite) filtriert. Die
Konzentration wurde auf 2x 10’ Zellen/ml eingestellt. Die Behandlung der Zellen
mit kolostralem IgGenp (n=14) und IgGkontr (N=11) erfolgte wie bereits bei den
Leukozyten beschrieben.
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Datenauswertung

Die lebenden Zellen jeder Probe wurden, wie bereits beschrieben, bestimmt und
zur weiteren Analyse verwendet. Dann wurden die Zellen der Kontrollen, die nur
mit den Sekundarantikdrpern inkubiert wurden, analysiert. Dazu wurden die Zellen
im Histogramm gegen FITC dargestellt. Ein Marker wurde auf die FITC-negativen
(neg) und ein zweiter auf die FITC-positiven Zellen (IgG+) gesetzt (Abbildung
[1.3).

neg

lgG+

Count

e
-
FITC: Anti 1gG

Abbildung I11l.3 Beispiel fir das Setzen der Marker in einer Kontrolle, die nur mit
den Sekundarantikbrpern inkubiert wurde. Diese Grenzen werden auf die
zugehdrigen Proben zur Bestimmung der IgG+ Zellen Ubertragen.

Dadurch konnte bestimmt werden, ob tatsachlich kolostrales IgG spezifisch an die
Zelloberflache gebunden hatte. Die beiden Marker ,neg“ und ,lgG+“ wurden auf
alle zugehérigen Proben eines Versuchs Ubertragen, um diese miteinander

vergleichen zu kdnnen.

Um zu Uberpriifen, ob IgGene an alle Leukozytensubpopulationen gleichermaBen
bindet, wurde im FSC gegen SSC Dot Plot je ein Fenster auf die Population der
Granulozyten und der PBMC (Lymphozyten und Monozyten) gesetzt. Diese
wurden mit den durch Dichtegradientenzentrifugation getrennten Subpopulationen
(Granulozyten und PBMC) verglichen. Der Anteil der IgG+ Zellen wurde fir beide
Subpopulationen, wie bereits bei den Leukozyten beschrieben, bestimmt.



I1l. Material und Methoden 67

Darstellung der Ergebnisse aus den Bindungstests

Beim Vergleich der Bindung an die verschiedenen Zellen wurde die statistische
Darstellung der Ergebnisse im sogenannten Boxplot gewahlt. Dabei entspricht die
Box dem Bereich, in dem 50 % der Daten liegen. Die obere Grenze der Box wird
als das oberer Quartil, die untere als das untere Quartil bezeichnet. Die L&nge der
Box wird Interquartilsabstand genannt. Der Median wird durch einen Strich in der
Box wiedergegeben (50 % der Werte liegen oberhalb und 50 % unterhalb der
Linie). Der jeweils kleinste und gréBte Wert, der nicht als AusreiBer eingestuft
wird, wird durch die Whisker dargestellt (maximale Lange der Whisker betragt 1,5
Interquartilsabstédnde).  AusreiBer sind Werte, die zwischen 1,5und
3 Interquartilsabstanden vom unteren oder oberen Quartil entfernt liegen und
werden durch einen Kreis (°) gekennzeichnet. Extreme Werte liegen mehr als drei
Boxlangen vom unteren oder oberen Quartil entfernt und werden durch ein
Sternchen (*) gekennzeichnet (Abbildung 1Il.4) (TOUTENBURG & HEUMANN,
2008).

unterer oberer

Whisker : Whisker
Extrem- Median

wert Ausreiller

_ oberes
" o [ unteres Quartil Quartil 4{

Abbildung lll.4 Exemplarische Darstellung eines vertikalen Boxplots Gber einem
Zahlenstrahl.

3.4.3 Toxizitatstests von BNP-Proben auf Leukozyten

Mit Serum von BNP-Kalbern und Mutterkiihen

Serumproben von BNP- und gesunden Kontrolltieren (Kélber und Mutterkiihe)
wurden wie bereits beschrieben gewonnen. Es wurden 26 verschiedene BNP- und
11 verschiedene Kontrollserumproben getestet. Bovine Leukozyten wurden aus je
30 ml EDTA Blut von gesunden Kélbern (1-28 d, n= 16) wie bereits beschrieben
gewonnen. Das Leukozytenzellpellet wurde anstatt in PBSo in RPMI 1640 Medium

aufgenommen und die Leukozytenzellsuspension (LZS) auf eine Konzentration
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von 2x 10’ Zellen/ml eingestellt. Alle Ansatze wurden in einer sterilen 96-Loch-
Rundbodenplatte (Sarstedt) vorbereitet. Pro Ansatz wurden vier Vertiefungen mit
je 150 ul endgultigem Volumen fur die spatere Behandlung der Zellen gerechnet.
Ansatze mit 20 % Serumanteil (120 pl LZS + 30 pl Serum) und 40 % Serumanteil
(90 ul LZS + 60 pl Serum) wurden far jede BNP- und Kontrollserum-Probe
vorbereitet. Bei den Kontrollseren wurde auf Heterogenitat zu den verwendeten
Leukozyten geachtet. Als weitere Kontrolle wurde fétales bovines Serum (FBS)
verwendet, das in gleicher Weise den Zellen zugesetzt wurde. Nach Zugabe der
Seren bzw. des FBS zu den Zellen wurde der Platteninhalt durch Antippen
vorsichtig gemischt und bei 37 °C inkubiert. Nach 24 und 48 Stunden wurden flr
jede Probe 50 ul der Suspension in eine 96-Loch-Platte pipettiert und bei
1200 U/min fiir 2 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgekippt und 100 pl
7-AAD-Puffer wurden zugegeben. Nach flnfminGtiger Inkubation wurden die
Proben wie bereits beschrieben mit dem Durchflusszytometer analysiert.

Ziel der Auswertung war es zu testen, ob BNP-Serumproben eine Reduktion der
lebenden Leukozyten im Vergleich zu Kontroll-Serumproben bewirken wirden.
Dazu wurden die Proben nach 24 und 48 Stunden getestet. Von jeder Probe
wurden die lebenden Zellen, wie bereits beschrieben, bestimmt. Wenn flr eine
Probe mehr als eine Lebend-Tot-Farbung zur Auswertung zur Verflgung stand,
wurde das arithmetische Mittel der lebenden Zellen berechnet. Die Reduktion der
lebenden Zellen der jeweiligen Probe im Vergleich zum Vortag wurde berechnet.
Zur endgultigen Auswertung wurden die Daten beziglich der verwendeten
Serumkonzentration und dem Tag der Auswertung (24 und 48 Stunden) in
Gruppen zusammengefasst:

- Zellen mit 20 % (n= 6) und 40 % FBS (n= 6)
- Zellen mit 20 % (n=27) und 40 % BNP-Serum (n=27)
- Zellen mit 20 % (n= 11) und 40 % Kontrollserum (n=11)

Von jeder Gruppe wurde der Mittelwert mit der zugehdérigen Standardabweichung
der lebenden Zellen berechnet. Diese Werte wurden miteinander verglichen.
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Mit kolostralen Proteinen

Bovine Leukozyten wurden aus je 30 ml EDTA Blut von gesunden Kalbern
(1-28 d, n= 8) wie bereits beschrieben gewonnen. Anstatt mit PBSo wurde hier
das Leukozytenzellpellet zuletzt in serumfreien Medium aufgenommen und auf
eine Konzentration von 2x 10’ Zellen/ml eingestellt. Alle Ansétze wurden in einer
sterilen 96-Loch-Rundbodenplatte durchgefihrt. Fir diesen Versuch wurden nur
Proben ausgewabhlt, die in der Gelchromatographie in flinf Peakfraktionen getrennt
werden konnten, um vergleichbare Daten zu erhalten. Fir jede zu testende
Peakfraktion wurde pro Ansatz eine Vertiefung mit einem endgultigen Volumen
von 150 pl verwendet. Da dieser Versuch als Pilotversuch durchgefihrt wurde,
wurden den Zellen verschiedene Anteile (5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %) der
Peakfraktionen 1-5 zugesetzt (Tabelle 111.10).

Tabelle 11.10 Uberblick zu den verwendeten Anteilen der Peakfraktionen (PF) 1-5
aus der Gelchromatographie, jeweils von BNP-Muttern (BNP) und Kontrollmdttern

(Kontr) mit der Leukozytenzellsuspension (LZS) in den einzelnen Versuchen

5% 10 % 15 % 20 % 25 % 30 %
Menge der 142,5 pl 135 pl 127,5 pl 120 pl 112,5 ul 105 ul
Peakfraktion LZS + LZS + LZS + LZS + LZS + LZS +
pro Well 75U PF | 15ulPF | 225ulPF | 30ulPF | 37,5ul PF | 45ul PF
1x BNP
Versuch 1 1x Kontr
2x BNP 2x BNP 2x BNP 2x BNP
Versuch 2 2x Kontr | 2x Kontr 2x Kontr 2x Kontr
Versuch 3 1x BNP 1x BNP 1x BNP 1x BNP
1x Kontr | 1x Kontr 1x Kontr 1x Kontr
Versuch 4 2x BNP 2x BNP 2x BNP 2x BNP
2x Kontr 2x Kontr 2x Kontr 2x Kontr
Versuch 5 2x BNP 2x BNP 2x BNP 2x BNP
2x Kontr 2x Kontr 2x Kontr 2x Kontr
Ausgewertete 3x BNP | 7x BNP 3x BNP 8x BNP 4x BNP 4x BNP
Proben 3x Kontr | 7x Kontr | 3x Kont | 8x Kontr | 4x Kontr | 4x Kontr

Als weitere Kontrolle wurde der Laufpuffer aus der Gelchromatographie in den

gleichen

Konzentrationen verwendet.

Zusatzlich wurden Zellen

nur mit

serumfreien Medium inkubiert, um zu testen, welche Auswirkungen die Inkubation

mit diesem Medium auf die Vitalitdt der Zellen hat.

Nach Zugabe der
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Peakfraktionen zur Leukozytenzellsuspension wurde der Platteninhalt durch
Antippen vorsichtig gemischt und bei 37 °C inkubiert. Nach 24 h wurden fir jede
Peakfraktion und jede Verdinnung 50 ul der Suspension mit 7-AAD-Puffer wie

bereits beschrieben behandelt und mit dem Durchflusszytometer eingelesen.

Zur Auswertung wurde auch hier der Anteil lebender Zellen jeder Probe bestimmt.
Der Mittelwert der lebenden Zellen wurde fir die einzelnen Peakfraktionen (1, 2, 3,
4,5), fur die Verdinnungen (5%, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 % Anteil der
Peakfraktion) und fir die Gruppen (Inkubation mit BNP-Proben, Kontrollproben
oder Laufpuffer) berechnet. Ziel dieses Versuches war es, zu Uberprifen, ob die
einzelnen Peakfraktionen aus der Gelchromatographie einen negativen Einfluss
auf die Vitalitat der Leukozyten haben und ob es einen Unterschied zwischen den

Peakfraktionen aus BNP- und Kontrollkolostrum gibt.

Mit kolostralem IgG und Meerschweinchenkomplement

Bovine Leukozyten wurden aus je 30 ml EDTA Blut von gesunden Kalbern
(1-28 d, n= 4), wie bereits beschrieben, gewonnen und in serumfreien Medium auf
eine Konzentration von 2x 10’ Zellen/ml eingestellt. 150 ul Leukozytenzell-
suspension wurden in eine sterile 96-Loch-Rundbodenplatte eingesét. In die Halfte
der Vertiefungen wurden 5 pl des Mitogens Concanavalin A (ConA, 1 pg/ml) zur
Lymphozytenstimulation zugegeben. Durch Antippen der Platte wurde der Inhalt
vorsichtig gemischt. Die Platte wurde Uber Nacht bei 37 °C im Brutschrank

verwahrt.

Low-Tox Meerschweinchenkomplement wurde kurz vor Gebrauch, den
Herstellerangaben entsprechend, in eiskaltem Aqua bidest gelést und 1:20
(minimale vom Hersteller empfohlene Verdliinnung) in eiskaltem PBSo verdinnt.

Nach 24 h wurden Zellen vom gleichen Spendertier aus den Vertiefungen
entnommen und in einem Réhrchen zusammengefasst (mit und ohne ConA
getrennt). Dabei wurden sie durch ein Stahlnetz (Maschenweite 0,042 mm) filtriert,
um eine Einzelzellsuspension zu erhalten. 50 ul Leukozytenzellsuspension wurde
in die Vertiefung einer 96-Loch-Rundbodenplatte pipettiert und bei 1200 U/min
(Megafuge 1.0, Heraeus) zentrifugiert. Nach Zugabe von Ziegenserum und einem
Waschschritt (wie oben beschrieben) wurden 25 pul kolostrales IgG (200 pg/ml 1gG)
pro Vertiefung zugegeben wund fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.
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AnschlieBend wurden 50 pl Meerschweinchenkomplement bzw. PBSo (Kontrollen)
zugegeben. Die Leukozyten wurden zusammen mit dem kolostralen IgG und dem
Meerschweinchenkomplement fiir weiterer 30 min bei 37 °C inkubiert. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 100 pul PBSo gestoppt. Nach zwei
Waschschritten wurden 25 pul des FITC-konjugierten sekundaren Antikérpers
gegen bovines IgG und 100 ul des 7-AAD-Puffers wie bereits beschrieben
zugegeben. Die Zellen wurden im Durchflusszytometer analysiert.

Jede Probe (lgGegne n=10; 1gGkontr N=10) wurde auf Zellen von zwei
verschiedenen Spenderkalber getestet. Die lebenden Zellen und der Anteil 1gG+
Zellen jeder Probe wurden, wie bereits beschrieben, bestimmt. Zum Vergleich der
Ergebnisse wurden die Mittelwerte der IgG+ Zellen und der lebenden Zellen
folgender Gruppen (jeweils mit BNP- und Kontrollproben) berechnet:

- Zellen mit IgG (n= 20)

- Zellen mit IgG und Zusatz von Meerschweinchenkomplement (n= 20)

- Zellen mit IgG und Zusatz von ConA (n= 20)

- Zellen mit 1I9G und Zusatz von ConA und Meerschweinchenkomplement
(n= 20)

Ziel dieses Versuches war es, zu testen, ob sich mit Komplementzusatz eine
Toxizitat von IgGgnp-Proben auf Leukozyten gesunder Kalber (ohne
Vorbehandlung und/oder mit Proliferationsinduktion der Lymphozyten durch ConA)

induzieren lassen wiirde.

3.4.4 Versuche zum Nachweis einer Bindungsreduktion von kolostralem
IgG

Blockingtest mit MHC-Klasse I-reaktiven Antikorpern

MDBK-Zellen wurden, wie bereits beschrieben, vorbereitet und auf eine
Konzentration von 2x 107 Zellen/ml eingestellt. Der Versuch wurde bei
Raumtemperatur durchgefihrt. In jede bendtigte Vertiefung einer 96-Loch-
Rundbodenplatte wurden 10° Zellen pipettiert. AnschlieBend wurden 25 pl anti-
MHC-Klasse | (IL-A88; IgG2a)-Antikdrper oder PBSo als Kontrolle zugegeben
(1Z10 min). Die Zellen wurden dreimal gewaschen. 25pul eines
Sekundarantikérpers (AlexaFluor 633 anti IgG2a) wurden zugegeben und fir
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10 min inkubiert. Nach weiteren zwei Waschschritten wurden 10 pl Ziegenserum
pro Vertiefung zugegeben, die Zellen noch einmal gewaschen und die Behandlung
mit kolostralem IgG, wie bereits beschrieben, durchgefiihrt. Die Analyse erfolgte
im Durchflusszytometer. Der Versuch wurde mit IgGene (N=9) und IgGkontr (n= 8)
durchgefihrt. Dabei wurden finf der 1gGgnp-Proben und vier der 1gGkont-Proben

doppelt getestet.

Die lebenden Zellen und der Anteil IgG+ Zellen wurden bestimmt (siehe oben).
Der Anteil der fiir MHC-Klasse | positiven Zellen (MHC-1+) wurde in gleicher Weise
bestimmt, wie der der IlgG+ Zellen. Der Anteil der IgG+ Zellen der Probe, die mit
MHC-Klasse 1-reaktivem Antikdrper vorbehandelt wurde, wurde mit dem der
korrespondierenden Probe (Kontrolle ohne Vorbehandlung mit MHC-Klasse 1-
reaktiven Antikérpern) verglichen, um zu erheben, ob dieser MHC-Klasse I-
reaktive Antikérper die Bindungsstelle fir kolostrales IgG aus BNP-Kolostrum

blockieren wiirde.

Vorinkubation von kolostralem IgG mit Viruszellkulturernte von Pestiviren

IgGenp Proben (n= 10) wurden mit Viruszellkulturernten der nicht zytopathogenen
Pestiviren BVDV (Stamm New York) und BDV (Stamm X818), die beide auf
MDBK-Zellen vermehrt wurden, sowie ESPV (Stamm Glentorf), das auf PK15-
Zellen vermehrt wurde, vorinkubiert. Eine weitere Behandlung der
Viruszellkulturernten nach Gefriertauen wurde nicht durchgefiihrt. Als Kontrollen
dienten, neben PBSo, Zellkulturiberstande nicht infizierter MDBK- und PK15-
Zellen. Die Uberstiande wurden aus der Zellkultur entnommen und bei 1000 U/min
(Megafuge 1.0, Heraeus) fir 10 min zentrifugiert. Auch die Zellkulturiberstande
wurden mit den IgGgnp-Proben vorinkubiert. Die IgGgnp-Proben wurden derartig
mit PBSo vorverdiinnt, dass eine endglltige 1gG-Konzentration von ~200 pg/mi
durch Vermischen der gleichen Anteile (jeweils 40ul) von IgG- und
Virussupension erreicht wurde. Dabei wurde bei allen Pestiviren eine Virusmenge
von ungefahr 10%° kulturinfektidsen Dosen (KIDso)/ml verwendet. Die Proben
wurden bei 37 °C fur 30 min inkubiert.
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Bovine Leukozyten von gesunden Kalbern (1-28 d, n=9) wurden, wie bereits
beschrieben, vorbereitet, auf eine Konzentration von 2x 107 Zellen/ml eingestellt
und mit Ziegenserum geblockt. Die mit den verschiedenen Pestiviren,
beziehungsweise mit den Kontrollen, vorinkubierten IgGgnp-Proben wurden auf
ihre Bindung an die Leukozyten, wie bereits beschrieben (l11.3.4.2), getestet. Die
Analyse erfolgte mit dem Durchflusszytometer.

Von jeder IgGgnp-Probe wurde also die Bindung an Leukozyten nach
Vorinkubation mit folgenden Viren bzw. Kontrollen getestet:

- BVDV

- BDV

- ESPV

- MDBK- ZellkulturGberstand
- PK15- Zellkulturiberstand
- Oder PBSo

Der Anteil lebender Zellen sowie der Anteil IgG+ Zellen wurde ausgehend von
einer mit ZellkulturGberstand vorinkubierten Probe fiir jedes mit derselben IgGgnp-
Probe vorinkubiertes Pestivirus bestimmt.
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Ergebnisse

1 Virologische Untersuchungen

1.1 BTV-Antikorper Nachweis

Die Ergebnisse der virologischen Untersuchungen im Institut fir Tiergesundheit in
Pirbright sind der Tabelle IV.1 zu entnehmen. Bis auf den Nachweis von
Antikérpern gegen BTV in allen Probenpools wurden weder Antikdrper gegen
EHDV, noch virales Genom von BTV oder EHDV nachgewiesen.

Tabelle V.1 Untersuchungsergebnisse aus dem Institut flr Tiergesundheit
(Pirbright, England) zum Antikérper- (Ak) und Genomnachweis von

Blauzungenvirus (BTV) und Epizootic Haemorrhagic Disease Virus (EHDV)
(POS= positiv; NEG= negativ; KVN= Kein Virusgenomnachweis)

Gruppe . BTVAk | BTVRT- | EHDV Ak | EHDV RT-
N Probendetails | ¢ 55 PCR ELISA PCR
1 891/09: Serum, POS KVN NEG KVN
Zellkultur
2 892/09 Serum, POS KVN NEG KVN
Zellkultur
1006/09 Serum,
3 EDTA-Blut, POS KVN NEG KVN
Leukozyten
1007/09 Serum,
4 EDTA-Blut, POS KVN NEG KVN
Leukozyten
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1.2 Nachweis von Circovirus-Genom

In keiner der Proben (n=13), die nach QSA Vorschriften im LGL untersucht

wurden, konnte in der PCR Circovirusgenom nachgewiesen werden.

Mit der PCR nach HALAMI et al. (2008) wurde in einer Knochenmarksprobe eines
BNP-Kalbes und in vier Knochenmarksproben von Kontrollkélbern eine Bande auf
der Hohe des zu erwartenden DNA-Segments (ca. 350 bp) detektiert. Bei den
Thymusproben waren es zwei BNP-Proben und eine Kontrollprobe. Beim Test des
Ultrazentrifugats der BK-KL3A Zellen wurde ebenfalls eine Bande auf der richtigen
Hbhe gefunden. Alle anderen Proben waren negativ. Zum Teil konnten die PCR-
Fragmente in Wiederholungsversuchen nicht mehr nachgewiesen werden. Die
Positivkontrolle war bei allen Versuchen positiv, was die korrekte Funktion der
PCR bestatigt.
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Sequenzierung von DNA-Fragmenten

Die Sequenzierung der Proben ergab Sequenzen von unterschiedlicher Lange.
Tabelle IV.2 zeigt die Ergebnisse der Sequenzierung der PCR-Produkte aller
sechs eingeschickten Proben.

Tabelle IV.2 Ergebnisse aus der Sequenzierung der DNA-Fragmente aus der
Circovirus PCR nach HALAMI et al. (2008). Die Fragmente wurden Uber die

Anwendung BLASTn 2.2.25 mit Sequenzen von porzinem Circovirus 2 (PCV-2)
und dem PCV-2 Isolat PCV2-Ha08 auf Homologien gepruft.

Bezeichnung der GroBte Homologie zu/ Homologie zu PCV-2
DNA-Fragmente Quelle/ Ubereinstimmung Isolat PCV2-Ha08
(KAPPE et al., 2010)

84719/09a CN-S PCV-2 Stamm PCV2/herd A
Knochenmark Kontrolle (LOHSE et al., 2008) 99%
99%

84719/09b CN-AS
Verschiedene PCV-2 Isolate

Knochenmark Kontrolle 99%,
99%

BK CN-S

Ultrazentrifugat BK- Keine Sequenzlbereinstimmungen mit PCV-2

KL3A Zellen

LungPCVa CN-S PCV-2 Stamm PCV2/herd A

Schweinelunge
99%

LungPCVb CN-AS Verschiedene PCV-2 Isolate
Positivkontrolle PCV-2: 99%

Schweinelunge 99%
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Eine Ubereinstimmung von 99 % der Sequenzen mit Nukleotidsequenzen von
PCV-2 aus der Gen-Datenbank (Taxonomie Identitdtsnummer 85708) wurde bei
einigen der sequenzierten Proben gefunden. Auch der Vergleich zu dem von
KAPPE et al. (2010) isolierten Circovirus PCV2-Ha08 ergab eine Homologie von
99 % des Fragments aus dem Knochenmark des Kontrollkalbes und von 98 oder
99 % fur die Fragmente aus der fir PCV-2 positiv getesteten Schweinelunge. Das
aus dem BK-KL3A Zellultrazentrifugat erhaltene, 165 Basen lange, DNA-Fragment
stimmte mit keiner Nukleotidsequenz flir PCV2 aus der Gen-Datenbank Uberein.

1.3 BVDV-Genom Nachweis

In keiner der untersuchten Knochenmarkproben von BNP- und Kontrolltieren

konnte BVDV-Genom nachgewiesen werden.

1.4 Chiphybridisierung

Zwei Virusfamilien ergaben ein starkes Signal in den Chiphybridisierungen sowohl
der BNP-, als auch der Kontrollserumproben. Das erste und starkste Signal
stammte von einem Entencircovirus und war in allen getesteten Serumproben
detektierbar. Das zweite starke Signal stammte von einem pan-Blauzungenvirus
Primer (Abbildung 1V.1).
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Abbildung IV.1 Heat map der Chiphybridisierung einer Serumprobe eines BNP-
Kalbes mit dem DEFRA Biosecurity Chip. Starkere Signale liefern ein
Entencircovirus (A) und ein Pan-Blauzungenvirus Primer (B).
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2 Leukozytopenie bei BNP-Kalbern

Ein erster Unterschied zwischen Proben von BNP- und Kontrollkélbern war nach
der Gewinnung der peripheren Blutleukozyten zu erkennen. Das
Leukozytenzellpellet am Boden des Réhrchens war am Ende bei Proben von
BNP-Kalbern nur hauchdinn mit dem Auge erkennbar, wahrend bei Proben von
Kontrollkdlbern das Zellpellet trotz der geringeren enthommenen Blutmenge

deutlich sichtbar war.

Beim Vergleich der lebenden Zellen nach der Immunférbung war auffallend, dass
bei den BNP-Blutproben immer wieder Proben dabei waren, in denen die
lebenden Zellen (x 73,52 = 25,83; n= 9) im Vergleich zu den Kontrollblutproben
(x 89,46 = 4,12; n= 8) deutlich reduziert waren, obwohl alle Proben gleich

behandelt wurden (Transport, Verarbeitung).

Bei funf von neun getesteten BNP-Kélberblutproben (von verschiedenen Tieren)
war in der Analyse der Daten eine Granulozytopenie festzustellen. Aufféllig dabei
war, dass es sich hier ausnahmslos um jene Proben mit einem deutlich
reduzierten Anteil lebender Zellen handelte (x 47,01+£6,85). Abbildung IV.2 macht
den Unterschied zwischen Proben von einem gesunden und einem BNP-Kalb
deutlich.

BNP - Kalb gesundes Kalb
. Granulozyten 1 4 Granulozyten —,
316 54,51
3 - |
(5]
9]

FSC

Abbildung 1V.2 Vergleich der Zellpopulationen der Granulozyten und der
peripheren mononukleéren Blutzellen (PBMC) eines gesunden Kalbes mit denen
eines BNP-Kalbes im Dot Plot (FSC gegen SSC) nach Ausschluss der toten
Zellen.



IV. Ergebnisse 79

Durch die Reaktion mit einem monoklonalen Antikérper (CD172a) lassen sich die
Granulozyten und die Monozyten nochmal besser darstellen (Abbildung 1V.3). Die
Zellen in Abbildung 1V.2 und Abbildung IV.3 stammen aus denselben Proben. So
wird deutlich, dass auch das Setzten eines Fensters auf die
Granulozytenpopulation im Dot Plot (FSC gegen SSC) ein recht genaues Ergebnis
der Menge an Granulozyten in einer Probe liefert.

BNP-Kalb gesundes Kalb

] Granulozyten ] Granulozyten
2,53 56,12

35C

Mi:unozyten .
339 - Monozyten

12,92

PE: CD172a

Abbildung IV.3 Vergleich der Granulozyten und der Monozyten eines gesunden
Kalbes mit denen eines BNP-Kalbes nach Reaktion mit dem monoklonalen
Antikdérper CD172a im Dot Plot (PE: CD172a gegen SSC) nach Ausschluss der
toten Zellen.

Bei zwei Blutproben der neun getesteten BNP-Kalber fiel dagegen eine geringere
Anzahl an Lymphozyten und Monozyten (periphere mononukledre Blutzellen) im
Dot Plot (FSC gegen SSC) auf (Abbildung 1V.4)



IV. Ergebnisse 80

BNP-Kalb gesundes Kalb

SSC

FSC

Abbildung IV.4 Stark reduzierter Anteil der peripheren mononuklearen Blutzellen
(PBMC) bei einem BNP-Kalb im Vergleich zu einem gesunden Kalb.

Der monoklonale Antikérper MM1A reagiert mit dem CD3-Antigen, das auf der
Oberflache von a/B- und y/6-Lymphozyten, aber nicht auf der von B-Lymphozyten,
Monozyten oder Granulozyten exprimiert wird (DAVIS et al., 1993). Zum besseren
Vergleich der getesteten Zellen aus Abbildung IV.4 wurden dieselben Proben in
einem Uberlagerungs-Histogramm (Overlay-Histogramm) in Abbildung V.5
dargestellt.

1 CD3+
1 1,38

Count

>
Alexa Fluor 633 CD3
Abbildung IV.5 Uberlagerungs-Histogramm zur Darstellung der reduzierten

Anzahl an CD3+ Zellen in der Probe eines BNP-Kalbs (rot) im Vergleich zu der
Probe eines gesunden Kalbes (grau; 43,03 % der Zellen sind CD3+).
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Bei diesen beiden BNP-Blutproben ist also der Anteil an T-Lymphozyten
tatsdchlich reduziert. Aber auch der Anteil der Monozyten ist in diesen BNP-
Blutproben deutlich niedriger als bei der des gesunden Vergleichskalbes, was sich
erneut mithilfe des Granulozyten/Monozyten-reaktiven Antikérpers CD172a
darstellen lasst (Abbildung IV.6)

BNP-Kalb gesundes Kalb
- GranUIEz_vfen 1 Grari'u'lbjéx}ten
95,45 56,12

S5C

' “ Manozyten
12,92

Monozyten
0,38

™
-

PE: CD172a

Abbildung 1IV.6 Deutlich geringerer Anteil an Monozyten in der Blutprobe eines
BNP-Kalbes im Vergleich zu der Blutprobe eines gesunden Kalbes im Dot Plot
(PE: CD172a gegen SSC).

Eventuell sind in den Blutproben der BNP-Kalber mit der Lymphozytopenie auch
die B-Zellen von der Reduktion betroffen. Die beiden Proben der BNP-Kélber
(1,40% und 0,15% CD21+ Zellen) haben im Vergleich zu der Probe des gesunden
Kontrollkalbes (4,19% CD21+ Zellen) auch eine geringere Anzahl an CD21+
Zellen.
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3 Fraktionierung von Kolostrum

3.1 Separation von kolostralen Proteinen aus Kolostralserum

Je 14 Kolostralserumproben von BNP- und Kontrollmittern wurden aus den
Kolostrumproben gewonnen und die enthaltenen Proteine mit Hilfe der
Gelchromatographie aufgetrennt. Bei den BNP-Proben ergaben 13 von 14 Proben
funf deutlich abgrenzbare Peakfraktionen. Bei den Kontroll-Proben waren es zehn
von 14 Proben. Bei den restlichen Proben waren nur vier Peakfraktionen
abgrenzbar.

Ein Beispiel fir ein Chromatogramm der Proteinseparation einer
Kolostralserumproben zeigt Abbildung IV.7.

a»

mAu Peak 2

ﬂ\

\
\

\
/ \ ,f\ Peak 5
\v \

Rohrchen Nr.

Abbildung IV.7 Beispiel fir ein Chromatogramm nach der Proteinseparation einer
Kolostralserumprobe mit flnf voneinander abgrenzbaren Peakfraktionen
(Peak 1-5).
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3.2 Nachweis von Immunglobulinen, Proteinen und BVDV-
Antikorpern

3.2.1 Identifizierung von Immunglobulinen

Die Proteine der verschiedenen Peakfraktionen wurden unterschiedlichen Tests
unterzogen. Zu Beginn wurden je zwei oder drei Proben aus der BNP- und der
Kontroll-Gruppe in unterschiedlichen Verdinnungen mit ELISA-Kits zum Nachweis
von bovinem IgA, 1gG und IgM geprift. Diese Vorversuche sind statistisch nicht
auswertbar. Die Ziele dieser ersten Versuche waren zum einen der Nachweis,
dass die Auftrennung der kolostralen Proteine nach dem Molekulargewicht in der
Gelchromatographie funktioniert hat und zum anderen der Nachweis der

verschiedenen Immunglobulinsubklassen in den einzelnen Peakfraktionen.

Far IgA wurde von allen getesteten Proben die Verdiinnung 1:100 ausgewertet, fir
IgM 1:1000 und far IgG 1:100 000.

Einen Uberblick Giber die erhaltenen Daten geben Tabelle V.3, Tabelle IV.4 und
Tabelle IV.5.

Tabelle 1IV.3 Gemessene Absorption (optische Dichte, O.D.-Werte) von sechs
Proben bei 450 nm aus dem anti-bovinen IgA-ELISA; Probenverdiinnung 1:100;
NK= Negativkontrolle; n.v.= Probe nicht verfigbar

Probe Peak 1 Peak 2 | Peak 3 Peak 4 Peak 5 NK
o | LvG 827 0,820 0,406 0,140 0,118 n.v. 0,110
©
*E' LVG 862 0,886 0,526 0,152 0,141 n.v. 0,130
o
X LVG 753 1,547 1,082 0,343 0,194 0,180 0,160
BNP-6 1,119 0,280 0,122 0,111 0,103 0,102
o
E BNP-8 1,551 0,848 0,187 0,136 0,139 0,125
BNP-11 0,817 0,822 0,182 0,122 0,119 0,125

Die gemessene Absorption war bei den im Anti-IgA ELISA getesteten Proben in
den Peakfraktionen 1 und 2 am héchsten. In den Peakfraktionen 3 bis 5 nahern
sich die O.D.-Werte immer mehr denen der Negativkontrollen an.
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Tabelle IV.4 Gemessene Absorption (O.D.-Werte) von fliinf Proben bei 450 nm

aus dem anti-bovinen IgG-ELISA; Probenverdinnung 1:100 000;
NK= Negativkontrolle; n.v.= Probe nicht verfugbar

Probe Peak 1 Peak2 | Peak3 | Peak4 | Peak 5 NK
% LVG 862 0,063 0,684 0,061 0,039 n.v. 0,021
=
Q LVG 753 0,048 0,556 0,071 0,031 0,020 0,021
BNP-6 0,032 0,638 0,042 0,029 0,025 0,024
o
E BNP-8 0,041 1,170 0,083 0,035 0,019 0,024
BNP-11 0,094 0,627 0,068 0,031 0,022 0,024

Die gemessene Absorption war bei allen im Anti-lgG ELISA getesteten Proben in
der Peakfraktion 2 am héchsten. Wenn man die Verdinnung von 1:100 000
berlcksichtigt, lasst sich sagen, dass in den anderen Fraktionen nur geringste

Spuren von IgG nachweisbar sind.
Tabelle IV.5 Gemessene Absorption (O.D.-Werte) von fliinf Proben bei 450 nm

aus dem anti-bovinen IgM-ELISA; Probenverdiinnung 1:1000;
NK= Negativkontrolle; n.v.= Probe nicht verfigbar

Probe Peak 1 Peak2 | Peak3 | Peak4 | Peak 5 NK
% LVG 862 0,917 0,067 0,050 0,048 n.v. 0,049
é LVG 753 0,813 0,072 0,056 0,055 0,05 0,049
BNP-6 0,818 0,046 0,038 0,035 0,039 0,026
o BNP-8 0,768 0,049 0,029 0,028 0,032 0,034
=
(9] BNP-11 0,376 0,039 0,023 0,036 0,035 0,034

Die gemessene Absorption bei allen im Anti-lgM ELISA getesteten Proben ist in

der Peakfraktion 1 am hochsten.

Diese Ergebnisse entsprechen denen der in der Literatur beschriebenen (AZWAI
et al., 1996). Peakfraktion 1 ist IgM-reich und Peakfraktion 2 ist IgG-reich. Fir eine

bessere Separation von IgA wéren weitere Reinigungsschritte nétig gewesen.



IV. Ergebnisse 85

3.2.2 Bestimmung der IlgG-Konzentration in Peakfraktion 2

Da im Kolostrum 1gGy; den GroBteil der vorhandenen Proteine ausmacht
(BARRINGTON et al., 2001), war flr die nachfolgenden Versuche vor allem die
IgG-reiche Peakfraktion 2 aller Proben von Interesse. Deshalb wurde schon im
ELISA ein Fokus auf die weitere Analyse von Peakfraktion 2 gesetzt. Da die
bereits beschriebenen Vorversuche mit einer Probenvorverdinnung von
1:100 000 gut auswertbar waren, wurden jetzt alle 28 Proben der BNP- und
Kontrollgruppe vorverdinnt und im Doppelansatz getestet. Ein im ELISA-Kit
enthaltener 1gG-Standard wurde in verschiedene Konzentrationen verdinnt und
ebenfalls im Doppelansatz getestet. Aus den beiden flir jede Probe erhaltenen
O.D.-Werten wurde der Mittelwert berechnet. Aus den Werten der IgG-
Standardkonzentrationen wurde eine Standardkurve als abschnittsweise definierte
Funktion berechnet. Die einzelnen Abschnitte sind als Geraden zwischen den
Messpunkten definiert. Mithilfe dieser Standardkurve konnten die IgG-
Konzentrationen der einzelnen BNP- (Tabelle IV.6) und Kontrollproben (Tabelle

IV.7) berechnet werden.
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Tabelle 1V.6 I|gG-Konzentrationen in der Peakfraktion 2 der BNP-Kolostrumproben

Probe BNP Nr. X O.D. 450 nm IgG-Konzentration (mg/ml)
BNP-1 1,159 3,19
BNP-2 1,212 3,46
BNP-3 1,668 5,93
BNP-4 1,716 6,43
BNP-5 1,288 3,84
BNP-6 1,140 3,09
BNP-7 1,738 6,66
BNP-8 1,016 2,48
BNP-9 1,202 3,40
BNP-10 1,693 6,19
BNP-11 1,056 2,68
BNP-12 1,432 4,56
BNP-13 1,993 11,36
BNP-14 1,213 3,46
X + Standard- 1,395 0,308 4,77 + 2,39

abweichung
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Tabelle IV.7 IgG-Konzentrationen in der Peakfraktion 2 der Kontroll-
kolostrumproben

Probe LVG Nr. x O.D. 450 nm IgG-Konzentration (mg/ml)
397 1,093 2,86
404 0,961 2,20
420 1,580 5,30
439 1,043 2,61
454 1,218 3,48
456 1,134 3,06
476 1,082 2,80
483 1,038 2,58
753 1,888 8,23
795 1,246 3,63
827 0,488 0,12
862 0,543 0,15
865 0,658 0,24
903 1,825 7,56

o SETCRNGE 1,128 £0,421 3,20 + 2,46

abweichung

Wie aus Tabelle IV.6 und Tabelle IV.7 zu entnehmen ist, unterscheiden sich die
IgG-Konzentrationen der einzelnen Proben untereinander zum Teil recht deutlich.
Um die Proben standardisiert miteinander vergleichen zu kénnen, wurden deshalb
alle Proben in den unterschiedlichen Versuchen auf eine berechnete IgG-
Konzentration von 200 pg/ml eingestellt. Da die Kontrollen LVG 827, 862 und 865
zu wenig lgG enthielten, wurden sie fir weitere Versuche nicht mehr heran

gezogen.

3.2.3 Proteinnachweis in den Peakfraktionen 1 bis 4

Da in den Peakfraktionen 3 bis 5 nur minimale Spuren von Immunglobulinen
nachgewiesen werden konnten, wurde testweise eine Proteinauftrennung (SDS-
PAGE) mit zwei BNP- und einer Kontrollprobe durchgefihrt, um das
Vorhandensein anderer Proteine zu Uberprifen und eventuelle Unterschiede
zwischen den Gruppen zu detektieren. Diese Versuche sollten nur einen
Anhaltspunkt zum Vorhandensein anderer Proteine liefern. Die Versuche wurden
unter reduzierenden und nicht reduzierenden Bedingungen durchgefihrt. Bei den
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Ergebnissen war, soweit das bei der geringen Probenzahl zu beurteilen war, kein
Unterschied zwischen BNP- und Kontrollproben festzustellen (Tabelle IV.8).
Tabelle IV.8 Ubersicht (ber die Ergebnisse aus der Proteinauftrennung

(SDS PAGE) fir die getesteten Peakfraktionen 1-5 nach deren Separation durch
Gelchromatographie

Peak- _ Nicht-reduzierende _ Reduzierenc!e Bedingungen:
fraktion Bedingungen: Molekulargewicht | Molekulargewicht der erhaltenen
der erhaltenen Banden Banden
75 kDa
1 Anfang des Gels 50 kDa
25 kDa
150 kDa
2 130-180 kDa 50 kDa
25kDa
75 kDa
3 50 kDa 15 kDa (starkste Bande)
15 kDa (starkste Bande)
4 15 kDa 15 kDa
10 kDa 10 kDa
5 Keine Bande sichtbar Keine Bande sichtbar

Wie der Tabelle 1V.8 zu entnehmen ist, sind in den Peakfraktionen 1-4 Proteine
unterschiedlicher Gr6Be nachweisbar. Nur in der Fraktion 5 findet sich keine
Bande. Die Proteinauftrennung mittels SDS-PAGE bestatigt, dass die Auftrennung
nach der MolekilgroBe mithilfe der Gelchromatographie funktioniert hat. In
Peakfraktion 1 befinden sich die gréBten Molekule (IgM, 900kDa), in der Fraktion 4
mit einer Bande bei 10 kDa hingegen die kleinsten.
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3.24 Nachweis von BVDV-Antikorpern

In allen getesteten Kolostralserumproben, sowohl von BNP-Muttern (n=6), als
auch von Kontrollmittern (n=7), waren Antikérper gegen BVDV nachweisbar.
Dabei lag der Mittelwert der PP-Werte der 1 zu 10 Verdinnung bei den
Kontrollproben bei 110 (£ 18,95) und bei den BNP-Proben bei 136 (+ 20,70).

Die auf eine IgG-Konzentration von 200 pg/ml verdinnten Peakfraktion 2-Proben
(kolostrales 1gG) wurden daraufhin getestet. Sieben von elf Kontrollproben wurden
positiv getestet (Bereich 10-22). Dabei lag der PP-Mittelwert der positiven Proben
bei 16,57 (+4,58). In allen BNP-Proben wurden Antikérper gegen BVDV
nachgewiesen (Bereich 24-137). Der PP-Mittelwert lag hier bei 88,07 (+ 37,32).

4 Bindung von IgG aus BNP-Kolostrum an bovine Zellen

4.1 1gG-Bindung an Leukozyten

Die Versuche wurden mit Leukozyten von 19 verschiedenen Kalbern (1-28 d)
durchgefiihrt. Dabei wurden elf IgG-Proben aus Kontrollkolostren (IgGkontyr) und
14 19G-Proben auf BNP-Kolostren (IgGgnp) verwendet. Nur Versuche mit mehr als

80 % lebenden Zellen wurden ausgewertet.

Bindung an die Gesamtleukozyten

Eine Ubersicht tber die Haufigkeit, mit der die Einzelproben getestet wurden, gibt
Tabelle 1V.9. Einige Proben wurden mehrmals mit den Zellen desselben

Spendertieres getestet.
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Tabelle IV.9 Anzahl der durchgefihrten und ausgewerteten Versuche mit den
verschiedenen IgG-Proben aus BNP-Kolostrum

Versuche mit

Versuche mit

Probe > 80 % lebenden | <80 % lebenden | Gesamtanzahl
Zellen Zellen Versuche
(ausgewertet)
BNP-1 17 3 20
BNP-2 9 10
BNP-3 12 12
BNP-4 13 13
BNP-5 13 1 14
BNP-6 12 1 13
BNP-7 18 2 20
BNP-8 19 2 21
BNP-9 13 13
BNP-10 12 1 13
BNP-11 15 2 17
BNP-12 10 1 11
BNP-13 9 3 12
BNP-14 24 24

Die wiederholten Versuche zeigten, dass IgG aus Kolostrumproben von BNP-

Muttern (IgGenp) an die Leukozytenoberflache gesunder Kalber bindet. In Proben,

die mit IgG aus dem Kolostrum von gesunden Muttern (IgGkontr) 0der nur mit dem

Sekundérantikdrper (FITC anti-bovine 1gG) als Kontrolle behandelt wurden, lassen

sich kaum IgG+ Zellen nachweisen. Abbildung V.8 zeigt dies beispielhaft.
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IgG aus dem Kolostrum einer BNP-Mutter IgG aus dem Kolostrum einer Kontroll- Kontrolle: nur Sekundarantikérper
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Abbildung 1V.8 Beispiel fiir den Nachweis der Bindung von IgG aus dem
Kolostrum einer BNP-Mutter an die Leukozytenoberflache gesunder Kalber. Der
Anteil IgG+ Zellen nach Inkubation mit 1gG aus dem Kolostrum einer
Kontrollmutter oder nur mit dem Sekundarantikdrper ist deutlich geringer. Die
Anteile der IgG+ Zellen sind im jeweiligen Histogrammfenster aufgefihrt.

Alle 1gGgne Proben wurden mit Zellen unterschiedlicher Leukozytenspender
wiederholt auf ihre Bindung hin getestet. Auffallig hierbei war, dass der Anteil an
IgG+ Zellen nie gleich war, obwohl die IgG-Konzentration der einzelnen Proben
dieselbe blieb (vergleiche hierzu die Einzelprobenauflistung in Anhang IX.3). In
Abbildung 1V.9 wird beispielhaft die Bindung von IgGgne aus der Kolostrumprobe
BNP-5 an die Zellen verschiedener Spenderkélber zu verschiedenen Zeitpunkten
dargestellt.

W
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Abbildung IV.9 Beispielhafte Darstellung der variierenden prozentualen Anteile
der IlgG+ Zellen der Leukozyten verschiedener Spenderkalber (Kalb Nr.) nach
Inkubation mit IgGgnp aus der Kolostrumprobe BNP-5. Zellen vom selben
Spendertier sind in gleicher Farbe dargestellt.

Obwohl die Zellen der verschiedenen Spendertiere am selben Tag mit derselben
IgGenp-Probenverdiinnung inkubiert wurden, wurden unterschiedliche Anteile an
IgG+ Zellen gemessen. Vergleicht man den Anteil an IgG+ Zellen bei den Zellen
vom gleichen Spenderkalb, die aber an unterschiedlichen Tagen mit IgGgne aus
der Probe BNP-5 inkubiert wurden, stellt man fest, dass (bis auf die Zellen von
Kalb Nr. 42877) sich die Werte der IgG+ Zellen eher entsprechen.

Letztendlich wurden die Daten aller IgG-Bindungstests mit mehr als 80 %
lebenden Zellen der gesamten Leukozytenpopulation statistisch ausgewertet.

Das arithmetische Mittel der jeweiligen Reaktionsgruppen (lgGene, 19Gkontrs
Kontrolle nur mit 2.AK) wurde berechnet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 1V.10
dargestellt.
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Abbildung IV.10 Statistische Auswertung der IgG+ Zellen im Boxplot nach
Farbung der Leukozyten gesunder Kalber mit IgG aus BNP-Kolostrum (lgGgne),
IgG aus Kontrollkolostrum (IgGkont) und nur mit dem sekundaren FITC-
konjugierten Antikérpern gegen bovines IgG (Sekundarantikérper).

¢ = AusreiB3er

Ein hochsignifikanter Unterschied (p< 0,0001) zwischen der Bindung von IgGgnp
und der Bindung von IgGkontr , beziehungsweise der Sekundarantikorper an die
Leukozyten gesunder Kélber wurde mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests, gefolgt vom
Dunn-Test fur paarweise multiple Vergleiche, berechnet. Es gab keinen statistisch
signifikanten Unterschied zwischen der Bindung von IgGkontr und der Bindung des
Sekundarantikérpers (p= 0,9999).

Der Vergleich der lebenden Zellen nach Farbung mit IgGgne und 1gGkontr Mit dem
Mann-Whitney U-Test zeigte, dass kein statistisch signifikanter Unterschied
besteht (p= 0,333; n= 264).

Bindung von IgGgnp an Granulozyten und PBMC

Zur Bestimmung der Bindung von Kkolostralem IgG an die einzelnen
Leukozytensubpopulationen wurde einmalig eine Dichtegradientenzentrifugation
von Leukozyten eines gesunden Kalbes durchgefiihrt. Das Ergebnis der
Auftrennung (Granulozyten, PBMC) wurde mit dem Setzen der Fenster nach

Analyse der Gesamtleukozyten verglichen (Abbildung IV.11).
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Gesamtleukozyten Granulozyten nach Ficoll PBMC nach Ficoll

SsC

Abbildung IV.11 Vergleich der Leukozytensubpopulationen der Granulozyten und
der peripheren mononukledren Blutzellen (PBMC) nach deren Trennung durch
Dichtegradientenzentrifugation (Ficoll) mit dem Setzen der Fenster nach Analyse
der Gesamtleukozyten im Dot Plot (FSC gegen SSC).

Daraus wurde geschlossen, dass sich das Setzen von Fenstern auf die
Granulozyten und die PBMC im Dot Plot (FSC gegen SSC) sehr gut dazu eignet,
um zuverlassig die Bindung von IgGgne an die beiden Subpopulationen zu
evaluieren. Die Marker zu Bestimmung der IgG+ Zellen wurden, wie bereits bei
den Leukozyten beschrieben, auch fir die Granulozyten und die PBMC im
Histogramm gesetzt.

Die Bindung von 1gGgne und 19Gkoenr Wurde im Vergleich zur Bindung des

Sekundarantikérpers an beide Leukozytensubpopulationen ausgewertet.

Abbildung V.12 lasst erkennen, dass IgGgne in einem deutlich héheren AusmalB
im Vergleich zu IgGkontr und den Sekundarantikbrpern an die beiden
Subpopulationen bindet. Dabei ist der Mittelwert der Bindung an die PBMC-
Population (x 83,52+21,41) hdher als der an die Granulozyten (x 44,52+39,09).
Der Wilcoxon-Test fiir verbundene Stichproben ergibt einen hochsignifikanten
Unterschied (p< 0,0001; n= 257) zwischen der Bindung von IgGgne an die PBMC

und an die Granulozyten.



IV. Ergebnisse 95

Zudem ergibt der paarweise Vergleich nach der Methode von Dunn
hochsignifikante Unterschiede (p< 0,0001) zwischen der Bindung von IgGgnp und
der von IgGkontr, Sowie zwischen der Bindung von IgGgne und der
Sekundarantikérper, sowohl an die PBMC-Population als auch an die
Granulozyten. Die Bindung von IgGkontr Und die der Sekundéarantikdrper an die
Granulozyten (p=0,999), beziehungsweise an die PBMC-Population (p= 0,830)

unterscheidet sich statistisch nicht.
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Abbildung 1V.12 IgG aus BNP-Kolostrum (IgGgnp) bindet in einem signifikant
héheren Ausmal an die peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMC) als an die
Granulozyten von gesunden Spenderkélbern. IgG aus Kontrollkolostrum (IgGkontr)
und die Sekundarantikdrper binden im Vergleich dazu in einem signifikant
geringeren AusmalB an die Zellen.

¢ = AusreiB3er
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4.2 IgG Bindung an BK-KL3A- und MDBK-Zellen

Der Nachweis einer Bindung von kolostralem IgG an Zellen einer bovinen Zelllinie
sollte erkennen lassen, ob der/die Antikdrperligand/en allein auf Leukozyten
vorkommen oder auch auf anderen bovinen Zellen. Der individuelle Faktor, der bei
der Bindungsintensitat an die Leukozyten der verschiedenen Kalber eine Rolle zu
spielen scheint, sollte hierbei wegen der genetischen Homogenitat der Zelllinien
wegfallen. Untersucht werden konnten hierfir die BK-KL3A- und die MDBK-Zellen
als Vertreter fir bovine Zelllinien und die porzine PK15-Zelllinie als Kontrolle
anderer Speziesherkunft.

BK-KL3A Zellen

Der Vergleich der lebenden Zellen mit dem Mann-Whitney U-Test fir unabhangige
Stichproben ergibt keinen statistisch signifikanten Unterschied (n= 167, p= 0,793)
zwischen den beiden Gruppen (IgGgne und IgGkontr)-

Es konnte klar gezeigt werden, dass IgGene (X 24,17+20,28) im Vergleich zu
1gGkontr (X 0,06+0,03) und den sekundéaren Antikdrpern (x 0,05+0,03) an die Zellen
dieser Zelllinie bindet. Der Kruskal-Wallis-Test fir unabhangige Stichproben ergibt
hochsignifikante ~ Unterschiede (n=167; p<0,0001) zwischen den drei
experimentellen Ansatzen (Zellen inkubiert mit 19Ggne, |gGkonr Oder dem
Sekundérantikérpern). Der Mann-Whitney U-Test flr paarweise Vergleiche mit
Bonferroni-Korrektur zeigt hochsignifikante Unterschiede zwischen den mit IgGgne
inkubierten Proben und den mit 19Gkont, bzw. den nur mit den
Sekundarantikérpern inkubierten Proben (p< 0,0001). Zwischen den mit 19Gkontr
und den mit den Sekundarantikérpern inkubierten Proben konnte hingegen kein
statistisch  signifikanter ~ Unterschied (p=0,999) festgestellt  werden
(Hintergrundreaktionen).
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Anhang IX.4.1 zeigt eine Einzelauflistung der mit den BK-KL3A Zellen getesteten
IgGene-Proben. Eine Probe (BNP-3) bindet nur zu einem sehr geringen Grad an
die BK-KL3A Zellen (x 0,38 %). Bei einigen IgGgnp-Proben ist eine starke Variation
in der Bindung zu beobachten (z.B. BNP-1 von 9,65-46,63 % IgG+ Zellen). Die
Probe BNP-13 wurde am selben Tag dreimal mit derselben Antikdrperverdiinnung
getestet und zwei weitere Male an anderen Tagen. Dabei ist auffallend, dass die
Proben, die am selben Tag getestet wurden, ahnliche Anteile an IgG+ Zellen
aufweisen, wahrend die Werte der anderen Tage voneinander abweichen
(Abbildung 1V.13).
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Abbildung IV.13 Vergleich des Anteils der IgG+ Zellen von BK-KL3A Zellen, die
am selben Tag (hellgrau) mit IgGgne der Probe BNP-13 inkubiert wurden, mit dem
von Zellen, die an einem anderen Tag (blau) mit IgGgnp dieser Probe inkubiert
wurden. Der Anteil der IgG+ Zellen eines jeden Versuchs ist in den Saulen
angegeben.

MDBK-Zellen

Die vergleichende Analyse der lebenden Zellen mit dem Mann-Whitney U-Test fur
unabhangige Stichproben ergibt statistisch signifikante Unterschiede (n= 170,
p< 0,0001) zwischen den mit 1gGene (X 92,02+7,43) und den mit 1gGkontr
inkubierten Zellen (x 88,5916,48).

lgGenp (X 45,94+24,58) bindet im Vergleich zu IgGkontr (X 0,11+0,31) und den
sekundaren Antikérpern (x 0,06+0,06) explizit an die MDBK-Zellen. Der Kruskal-
Wallis-Test flur unabhangige Stichproben ergibt hochsignifikante Unterschiede
(n=179; p<0,0001) der Werte der IgG+ Zellen zwischen den drei Ansatzen
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(Zellen inkubiert mit IgGene, 19Gkontr 0der den Sekundarantikdrpern allein). Der
Mann-Whitney U-Test flr paarweise Vergleich mit Bonferroni-Korrektur ergibt
auch hier hoch signifikante Unterschiede zwischen den mit IgGgne und den mit
[gGkontr, bzw. den nur mit den Sekundéarantikérpern inkubierten Proben
(p< 0,0001). Zwischen den mit IgGkontr Und den nur mit den Sekundarantikérpern

inkubierten Zellen gibt es wiederum keinen signifikanten Unterschied (p= 0,999).

Anhang IX.4.2 zeigt eine Einzelauflistung der mit den MDBK-Zellen getesteten
IgGenp-Proben. Die Probe BNP-3 bindet, wie bereits bei den BK-KL3A Zellen, nur
in einem sehr geringen AusmaB an die MDBK-Zellen (x 3,26 1gG+ Zellen). Wie
oben bereits beschrieben, variiert der Anteil der IgG+ Zellen auch hier bei den
getesteten Einzelproben von Versuch zu Versuch zum Teil erheblich (z.B. BNP-6
von 7,69 - 63,46 % IgG+ Zellen). Wenn man aber die einzelnen Versuche, die mit
IgGene der Probe BNP-6 durchgeflhrt wurden, getrennt betrachtet, kann man
feststellen, dass bei Versuchen, die am selben Tag mit derselben
Antikérperverdiinnung durchgefihrt wurden, die prozentualen Anteile der IgG+
Zellen vergleichbar sind (Abbildung 1V.14).
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Abbildung 1V.14 Vergleich des Anteils der IgG+ Zellen von MDBK Zellen, die am
selben Tag (1.12. dunkelgrau; 7.12. hellgrau) mit 1gGgne der Probe BNP-6
inkubiert wurden, mit dem von Zellen, die an einem anderen Tag (blau) mit IgGgnp
dieser Probe inkubiert wurden. Der Anteil der IgG+ Zellen eines jeden Versuchs ist
in den Saulen angegeben.
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PK15-Zellen

Der Vergleich der Analyse der lebenden Zellen mit dem Mann-Whitney U-Test fir
unabhangige Stichproben ergibt keinen statistisch signifikanten Unterschied
zwischen den mit IgGene und den mit IgGkontr behandelten Proben (n= 90,
p= 0,333).

Der Kruskal-Wallis-Test flr unabhangige Stichproben (n=95, p=0,208) zeigt
keinen statistisch signifikanten Unterschied in den Werten der IgG+ Zellen
zwischen den mit IgGgnp inkubierten Proben (X 2,93%£1,12) und den mit 1gGkontr
(x 1,62%0,79) bzw. mit den Sekundarantikérpern (x 0,08+0,04) inkubierten Proben.

Zusammenfassung

Die Mittelwerte der IgG+ Zellen nach Inkubation mit IgGgne Wurden zum Vergleich
der drei Zelllinien untereinander analysiert. Der Kruskal-Wallis-Test far
unabhéangige Stichproben (n= 230; p< 0,0001) zeigt hochsignifikante Unterschiede
der Mittelwerte der IgG+ Zellen der drei Zelllinien an. Der anschlieBende
paarweise Vergleich mit dem Mann-Whitney U-Test ergibt hochsignifikante

Unterschiede zwischen den Werten fir

- Die PK15-Zellen und die BK-KL3A-Zellen (p< 0,0001),
- Die PK15-Zellen und die MDBK-Zellen (p< 0,0001) und
- Die BK-KL3A-Zellen und die MDBK-Zellen (p< 0,0001).

In Abbildung V.15 sind die Ergebnisse der statistischen Auswertungen aus diesen

Versuchen dargestellt.
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Abbildung IV.15 Statistische Auswertung des Anteils der IgG+ Zellen nach der
Inkubation von Zellen der Zelllinien BK-KL3A (BK), MDBK und PK15 mit IgG aus
BNP-Kolostrumproben (IgGgnp) und IgG aus Kontrollkolostrumproben (IgGkontr)-

¢ = AusreiBer * = Extremwerte
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5 Toxizitatsprifung von BNP-Proben

5.1 Einfluss von Serumproben auf die Zellvitalitat

Serumproben von BNP- und Kontrolltieren wurden mit den Leukozyten von
16 verschiedenen Spenderkédlbern getestet. Dabei wurden Vitalitatstests nach
24 und 48 Stunden Inkubation mit je einem Serum- oder FBS-Anteil von 20 %,
beziehungsweise von 40 % durchgefihrt. In Abbildung V.16 sind die Ergebnisse

des Versuchs dargestellt.
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Abbildung IV.16 Anteil der lebenden Leukozyten von gesunden Kalbern nach
Inkubation mit Serum von BNP- und Kontrolltieren oder mit FBS nach 24 und
48 Stunden.

Da dieser Versuch als Pilotversuch durchgefihrt wurde, ist die Anzahl der
getesteten Proben flir eine statistische Auswertung zu gering. Es konnte kein
deutlicher Unterschied zwischen den Anteilen der Uberlebenden Zellen nach
Inkubation mit BNP- und Kontrollproben sowie mit FBS festgestellt werden. Dies
gilt sowohl fir den Vergleich der Proben in den einzelnen Versuchen, als auch fir
die berechneten Mittelwerte. Zum Teil waren sogar die Uberlebensraten der
Zellen, die mit FBS inkubiert wurden, etwas niedriger als jene, die mit BNP- oder

Kontrollserum inkubiert wurden.
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5.2 Einfluss von kolostralen Proteinen auf die Zellvitalitat

Die Peakfraktionen 1-5 wurden mit Leukozyten von acht Spenderkélbern auf ihre
Toxizitat getestet. Der Anteil der lebenden Zellen der einzelnen Gruppen wurde im
Vergleich zum Anteil der lebenden Zellen nach Inkubation mit dem in der
Gelchromatographie verwendeten Laufpuffer beurteilt. Die Ergebnisse sind in den

Abbildungen 1V.17 bis 22 dargestellt.
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Abbildung IV.17 Anteil der Gberlebenden Leukozyten gesunder Kalber nach
Inkubation mit einem Zusatz von 5 % der Peakfraktionen (Peak 1-5) von BNP- und
Kontrollproben oder Laufpuffer nach 24 h.
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Abbildung IV.18 Anteil der Uberlebenden Leukozyten gesunder Kalber nach
Inkubation mit einem Zusatz von 10 % der Peakfraktionen (Peak 1-5) von BNP-
und Kontrollproben oder Laufpuffer nach 24 h.
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Abbildung IV.19 Anteil der Uberlebenden Leukozyten gesunder Kalber nach
Inkubation mit einem Zusatz von 15 % der Peakfraktionen (Peak 1-5) von BNP-
und Kontrollproben oder Laufpuffer nach 24 h.
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Abbildung 1V.20 Anteil der Gberlebenden Leukozyten gesunder Kalber nach
Inkubation mit einem Zusatz von 20 % der Peakfraktionen (Peak 1-5) von BNP-
und Kontrollproben oder Laufpuffer nach 24 h.
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Abbildung 1V.21 Anteil der Gberlebenden Leukozyten gesunder Kalber nach
Inkubation mit einem Zusatz von 25 % der Peakfraktionen (Peak 1-5) von BNP-
und Kontrollproben oder Laufpuffer nach 24 h.
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Abbildung 1V.22 Anteil der Gberlebenden Leukozyten gesunder Kalber nach
Inkubation mit einem Zusatz von 30 % der Peakfraktionen (Peak 1- 5) von BNP-
und Kontrollproben oder Laufpuffer nach 24 h.

Dieser Versuch wurde als Pilotversuch durchgefthrt. Eine statistische Auswertung
ist aufgrund der geringen Probenzahl, die jeweils von den einzelnen
Verdinnungen getestet wurden, nicht méglich. Es ist kein wesentlicher
Unterschied beziiglich der Uberlebensrate von Leukozyten, die mit den
Peakfraktionen aus BNP-Kolostrumproben und solchen, die mit Peakfraktionen
aus Kontrollkolostrumproben inkubiert wurden, festzustellen. Die Uberlebensrate
von Zellen, die nur mit dem Laufpuffer inkubiert wurden, scheint im Allgemeinen
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sogar niedriger zu sein, als nach Inkubation mit den Peakfraktionen. Dies bestatigt
Abbildung IV.23. Hier wurden die Mittelwerte nach Zusatz der jeweiligen Anteile
der Peakfraktionen (1-5) von BNP- und Kontrollkolostrumproben oder von
Laufpuffer berechnet. Auch der Mittelwert der nur mit serumfreiem Medium

inkubierten Zellen wurde berechnet und grafisch dargestellt (blaue Saule).
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Abbildung 1V.23 Mittelwerte der lebenden Leukozyten von gesunden Kalbern
nach Inkubation (24 h) mit einem Zusatz von unterschiedlichen Anteilen der
Peakfraktionen aus BNP- und Kontrollproben, Laufpuffer oder nur von
serumfreiem Medium (SFM).

Es ist zu erkennen, dass der Laufpuffer anscheinend nur bei einem Zusatz von
5-10 % keine negative Auswirkung auf die Zellvitalitat hat. Da sich aber BNP- und
Kontrollproben in ihrem Einfluss auf die Zellvitalitat nicht unterscheiden, ist dieser
negative Effekt eindeutig auf den Laufpuffer zurlckzuflhren. Der Anteil
Uberlebender Zellen nimmt mit Zunahme des Anteils des Laufpuffers (sowohl mit
den Peakfraktionen als auch nur mit dem Laufpuffer) deutlich ab.
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5.3 Toxizitatsprifung mit Komplementzusatz

Dieser Versuch wurde mit Leukozyten von vier verschiedenen Spenderkalbern
durchgefiihrt. Nach einer Inkubationszeit von 24 h mit oder ohne ConA-Zusatz
wurden die Zellen mit IgGgnp oder IgGkontr Versetzt und anschlieBend entweder mit
Meerschweinchenkomplement (MK) oder mit PBSo flir 30 min bei 37 °C inkubiert.
Der Versuchsaufbau sollte erkennen lassen, ob einer, und wenn welcher, dieser
Faktoren einen Einfluss auf die Zellvitalitdt und/oder die IgG-Bindung hat. Fir eine

statistische Auswertung ist die Probenanzahl zu gering.
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Abbildung 1V.24 Anteil der lebenden Leukozyten von gesunden Spenderkélbern
(n= 4) nach Uber-Nacht Inkubation mit oder ohne ConA-Zusatz, anschlieBender
Inkubation mit 1gG aus BNP- oder Kontrollproben und mit oder ohne
Meerschweinchenkomplement (MK) fir 30 min.

Abbildung V.24 zeigt den Anteil der lebenden Zellen der verschiedenen
Probengruppen. Es ist zu erkennen, dass die Leukozyten, die Uber Nacht mit
ConA inkubiert wurden, eine etwas geringere Uberlebensrate haben, als Zellen,
die nur mit Medium inkubiert wurden. Das scheint aber unabhangig von der
spateren Behandlung mit Meerschweinchenkomplement oder der Inkubation mit
IgG zu sein. Das Meerschweinchenkomplement hatte in diesen Versuchen in
Verbindung mit dem IgG der BNP-Proben keinen erkennbaren Einfluss auf die

Zellvitalitat.
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Abbildung IV.25 zeigt die Bindung von IgG aus BNP- und
Kontrollkolostrumproben, sowie nur des Sekundarantikérpers (Kontrollen), an die
unterschiedlich behandelten Leukozyten. Wie bereits beschrieben (1V.4.1) bindet
auch hier nur IgG aus BNP-Kolostrum an die Zellen. Der Anteil IgG+ Zellen liegt
bei Leukozyten, die nur mit MK behandelt wurden, mit durchschnittlich 45,15 %
(x22,85) am niedrigsten und bei Zellen, die mit MK und ConA behandelt wurden
mit 56,72 % (+24,53) am hdchsten. Die Mittelwerte der Zellen, die nur mit ConA
behandelt wurden (x 51,99+23,91 % IgG+ Zellen) und ohne jeden Zusatz
(x 50,94124,96 % lgG+ Zellen) liegen dazwischen.
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Abbildung IV.25 Bindung von IgGgne (BNP-Proben) an die Leukozyten gesunder
Kalber nach deren Inkubation mit oder ohne ConA-Zusatz Uber Nacht und
anschlieBender Inkubation mit Meerschweinchenkomplement (MK) far 30 min. Der
Anteil IgG+ Zellen nach Inkubation mit IgGkoentr (Kontrollproben) oder mit nur den
Sekundérantikdrpern ist deutlich geringer.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich bei diesen Versuchen durch den
Zusatz von Meerschweinchenkomplement keine vitalitdtsmindernden Einflisse
von IgGgnp oder 1gGkontr auf die Leukozyten gesunder Kélber nachweisen lieBen.
Auch die Reaktivitat von IgGgne mit den Leukozyten &nderte sich kaum.
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6 IgG-Bindungsreduktion

6.1 MHC-Klasse I-reaktive monoklonale Antikorper

Fanf der neun IgGgne-Proben und vier der acht 1gGkony-Proben wurden zweimal
mit den MDBK-Zellen getestet. Insgesamt wurden 14 Proben mit 1gGgne und
12 Proben mit 19Gkontr j© €inmal mit und einmal ohne Zusatz der MHC-Klasse I-
reaktiven Antikdrper (IL-A88) durchflusszytometrisch analysiert. Wie bereits
beschrieben (vgl. 1V.4.2) war auch in diesem Versuch eine Bindung von IgGgne an
die MDBK-Zellen nachweisbar. Der Anteil |gG+ Zellen bei MDBK-Zellen, die mit
IgGkontr 0der nur mit den Sekundarantikbrpern behandelt wurden, war deutlich
niedriger. Bei den mit IgGgne und MHC-Klasse |-reaktiven Antikérpern inkubierten
Zellen war bei im Durchschnitt 76,33 % der Zellen eine Bindung dieser Antikbrper
nachweisbar. Bei den mit IgGkontr inkubierten Zellen waren es 81,78 % der Zellen.

Beim Vergleich der korrespondierenden Proben mit und ohne MHC-Klasse I-
Antikérperzusatz war bei vier von 14 mit IgGgnp inkubierten Proben eine Reduktion
der IgG+ Zellen nach Vorbehandlung mit dem MHC-Klasse I-reaktiven Antikérper
festzustellen. Nur bei einer Probe (BNP-8) war diese Reduktion in beiden Tests
nachweisbar (Abbildung IV.26). Der Mittelwert der Bindungsreduktion bei allen vier
Proben lag bei 18,02 %.

100

80 —
c
2
3 60 |
N :
+ ® |gG mit MHC-I
% 40 _— nur IgG
N

20 —

0

BNP-1 BNP-7 BNP-8 BNP-8

Abbildung 1V.26 Bei vier von 14 mit IgGgne inkubierten Proben wurde eine
Reduktion (>5%) der IgG+ Zellen nach vorangegangenem Zusatz eines
monoklonalen MHC-Klasse I-reaktiven Antikérpers (MHC-I) nachgewiesen.



IV. Ergebnisse 109

Im Gegensatz dazu war bei sieben von 14 IgGgne-Proben eine Zunahme (> 5 %)
der IgG+ Zellen um durchschnittlich 14,20 % nach vorherigem Zusatz des MHC-
Klasse I-reaktiven Antikdrpers festzustellen (Abbildung IV.27).
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Abbildung IV.27 Bei sieben von 14 mit IgGgne geférbten Proben wurde eine
Zunahme (>5%) der IgG+ Zellen nach vorheriger Inkubation mit einem
monoklonalen MHC-Klasse I-reaktiven Antikérper (MHC-I) nachgewiesen.

Bei der IgGgnp-Probe BNP-1 konnte beispielsweise einmal eine Reduktion und
einmal eine Zunahme der IgG+ Zellen nach vorheriger Inkubation mit MHC-

Klasse |-spezifischen Antikdrpern nachgewiesen werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in diesem Versuch Kkeine
reproduzierbare Bindungsreduktion von IgGgne an  MDBK-Zellen  nach
vorangehender Behandlung mit dem monoklonalen MHC-Klasse I-reaktiven

Antikdrper (IL-A88) nachweisbar war.

6.2 Bindungsreduktion nach Vorinkubation mit Viruszellkulturernte

von Pestiviren

Zehn 1gGgnp-Proben  wurden mit den Leukozyten neun verschiedener
Spenderkalber zwischen vier- und achtmal inkubiert (58 Versuche). Es stellte sich
heraus, dass bei flinf dieser Versuche keine Bindung der jeweiligen 1gGgnp-Probe
an die Leukozyten nachweisbar war. In sechs Versuchen konnte zudem keine
Bindungsreduktion nach Vorinkubation von IgGene mit den Viruszellkulturernten
von BVDV oder BDV festgestellt werden. Tabelle IV.10 gibt einen Uberblick tiber

die durchgeflihrten Versuche.
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Tabelle IV.10 Verteilung der nachgewiesenen Leukozytenbindungsreduktionen
(Abnahme der IgG+ Zellen) von IgG+ Zellen nach Vorinkubation mit Zellkultur-
ernten des bovinen Virusdiarrhd Virus (BVDV) und des Border disease Virus
(BDV) bei allen getesteten 1gGgne-Proben (n=10). Bindung und Reduktion
beziehen sich auf BVDV.

IgGane Keine IgGene
Anzahl Bindungs- Keine Reduk- Bindungs-
Proben durchge- reduktion Bindung tion reduktion
Nr. fihrter nach Vorin- nach- nach Vorinku-
. ) ) . nach- . ,
Experimente | kubation mit | weisbar weisbar bation mit
BVDV BDV
BNP-1 6 4 1 1 4
BNP-2 6 6 6
BNP-4 6 5 1 3
BNP-5 6 5 1 5
BNP-6 6 6 6
BNP-7 8 5 1 2 5
BNP-9 6 5 1 5
BNP-10 4 4 3
BNP-11 4 3 1 2
BNP-12 6 4 1 3
Summe 58 47 5 6 42

Bei 42 Experimenten konnte eine Bindungsreduktion nach Vorinkubation mit
Zellkulturernten von BVDV und BDV nachgewiesen werden. Nur Experimente, in
denen eine Bindungsreduktion nach Vorinkubation mit Zellkulturernte von BVDV
nachgewiesen wurde, wurden statistisch ausgewertet (n=47). Bei jeder der zehn
einzelnen IgGgne-Proben wurde mindestens dreimal eine Bindungsreduktion

nachgewiesen (vgl. Tabelle IV.10).

Der Anteil der IgG+ Zellen nach Behandlung der Leukozyten mit IgGgnp-Proben,
die mit Zellkulturiberstand von MDBK-Zellen (x 45,02+24,65) oder PK15-Zellen
(x 45,37+£25,61) vorinkubiert wurden, unterschied sich statistisch nicht signifikant
(p= 0,266, n=47; t-Test) zu den gleichen, nur mit PBS vorbehandeltem IgGgne-
Proben (x 54,46+22,99). Auch der prozentuale Mittelwert der IgG+ Zellen, der mit
den mit Zellkulturernte von ESPV vorinkubierten IgGgne-Proben erzielt wurde,
unterschied sich nicht von dem der anderen eingesetzten Kontrollen
(x 46,86+22,80).
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Da sich die Mittelwerte der Kontrollen PBS, MDBK und PK15 nicht signifikant
unterschieden, wurde der Mittelwert aller Kontrollen berechnet und dieser als
Referenzwert gleich 100% IgG+ Zellen gesetzt. Eine Normalisierung der
Mittelwerte von BVDV, BDV und ESPV erfolgte, indem sie durch diesen
Referenzwert geteilt wurden. Abbildung 1V.28 zeigt die prozentualen Werte der
verbliebenen 1gG+ Zellen nach Vorinkubation der IgGgene-Proben  mit
Zellkulturernten von BVDV (x 50,94+23,42) und BDV (x 66,16£24,64) im

Verhaltnis zum Referenzwert (100 % Bindung).
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Abbildung 1V.28 Der prozentuale Anteil 1gG+ Zellen nach Inkubation der
Leukozyten von gesunden Kalbern mit IgG aus BNP-Kolostrum (IgGgnp) lasst sich
signifikant durch Vorinkubation von IgGgnp-Proben mit Zellkulturernten der ncp
Pestiviren bovines Virusdiarrhd Virus (BVDV) und Border disease Virus (BDV)
reduzieren. Durch Vorinkubation mit Zellkulturernte des europaischen
Schweinepest Virus (ESPV) lasst sich keine Bindungsreduktion auslésen. Die
durch Vorinkubation der IgGgne-Proben mit Zellkulturernten von BVDV, BDV und
ESPV erhaltenen Daten wurden durch Normalisierung in ein Verhaltnis zur
Referenzkontrolle (100 % IgG+ Zellen) gesetzt.
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Eine hochsignifikante Bindungsreduktion (p< 0,0001) der IgG+ Zellen nach
Vorinkubation von IgGgne mit Zellkulturernten von BVDV (49,0 % Reduktion) und
BDV (33,8 % Reduktion) im Vergleich zu den mit den Kontrollen
(Zellkulturiiberstande MBDK, PK15 und PBS) vorinkubierten IgGgnp-Proben wurde
mithilfe der Varianzanalyse fur verbundene Stichproben (ANOVA) und der
Greenhouse-Geisser-Korrektur gefolgt vom einem tTest flir gepaarte Stichproben
mit Bonferroni- Korrektur berechnet. Bemerkenswert ist, dass bei Leukozyten, die
mit ESPV Zellkulturernte vorinkubierten IgGgnp-Proben behandelt wurden
(x 103,63£22,69), Uberhaupt keine Bindungsreduktion im Vergleich zu den
Kontrollen erfolgte (p= 0,9999).

Kein Einfluss des BVDV-Antikorpertiters der IgGgnp-Proben auf die
Bindungsreduktion

In allen 1gGgnp-Proben wurden im ELISA Antikérper gegen BVDV detektiert
(IV.3.2.4). Daher war es von Interesse, ob die Hbéhe des festgestellten
Antikdrpertiters der einzelnen Proben mit der prozentualen Reduktion der IgG-
Bindung nach Vorinkubation mit Zellkulturernten von BVDV oder BDV korreliert.
Dazu wurde die mittlere prozentuale Bindungsreduktion jeder IgGgne-Probe nach
Vorinkubation  mit  Zellkulturernte  von BVDV  gegenlber den mit
Zellkulturiiberstand bzw. PBSo inkubierten Kontrollen berechnet und in einem
Diagramm in Verbindung mit dem im ELISA gemessenen BVDV-Antikdrpertiter
dargestellt (Abbildung 1V.29).
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Abbildung 1V.29 Es besteht kein direkter Zusammenhang zwischen der H6he des
im ELISA gemessenen BVDV-Antikdrpertiters (BVDV-Ak Titer; blaue S&ule) und
der mittleren prozentualen Bindungsreduktion der einzelnen IgGgne-Proben
(% Reduktion; graue Saulen) nach Vorinkubation mit Zellkulturernte von BVDV

gegenuber den Kontrollen.

Abbildung IV.29 zeigt deutlich, dass die Héhe des BVDV-Antikérpertiters in den
einzelnen 1gGgnp-Proben  unabhé&ngig von deren errechneten mittleren
prozentualen Bindungsreduktion nach Vorinkubation mit Viruszellkulturernte von
BVDV variiert.
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V.

Diskussion

1 Virologische Untersuchungen

Genom und Antikérpernachweis

In keiner der untersuchten Proben von BNP-Kalbern konnte BVD-, BTV- oder
EHD-Virusgenom nachgewiesen werden. Auch andere Arbeitsgruppen konnten
einen Zusammenhang der Entwicklung von BNP mit diesen Viren nicht bestatigen
(FRIEDRICH et al., 2009; KAPPE et al., 2010; PARDON et al., 2010). Antikdrper
gegen BTV waren hingegen in den in Pirbright getesteten, aus Serum, Leukozyten
und EDTA-Blut verschiedener BNP-Kélber gepoolten Proben nachweisbar. Das
lasst vermuten, dass die Matter dieser vier Kélber gegen BTV geimpft waren und
ein Transfer der Antikérper Uber das Kolostrum stattgefunden hat (FRIEDRICH et
al., 2009).

Nachweis von Circovirusgenom

Die Ergebnisse aus diesen Untersuchungen mit der PCR nach HALAMI et al.
(2008) zum Nachweis von Circovirusgenom lassen keine Rickschlisse auf die
Beteiligung eines Circovirus in der Pathogenese von BNP zu. PCR-Fragmente der
zu erwartenden GréBe wurden sowohl in Knochenmarks- und Thymusproben von

BNP-Kélbern, als auch von gesunden Kélbern nachgewiesen.

KAPPE et al. (2010) testeten Proben von finf von 25 BNP- und einem von acht
Kontrollkéalbern positiv mit dieser Circovirus-PCR. Nach der Amplifizierung des
kompletten Genoms wurde das Isolat aus Proben von einem BNP-Kalb als
PCV2-Ha08 bezeichnet.

Sowohl die Sequenzen aus dem Kontrollknochenmark, als auch aus der fir PCV-2
positiv. getesteten Schweinelunge (Positivkontrolle) zeigten eine hohe
Ubereinstimmung (bis zu 99 %) mit verschiedenen, in der Gen-Datenbank
gespeicherten PCV-2 Isolaten und Stammen, darunter auch das Isolat
PCV2-Ha08.
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Da die in diesen Versuchen verwendeten Proben aus der Pathologie des LGL
stammten und dort auch andere Tierarten (unter anderem Schweine) untersucht
werden, ware eine Kontamination mit porzinem Circovirus schon bei der
Probenentnahme denkbar. Dagegen spricht aber, dass die nach QSA-Vorschriften
des LGL getesteten Proben alle negativ waren. Andererseits kénnte auch eine erst
im Labor stattgefundene Kontamination den zumeist nicht reproduzierbaren

Nachweis von Circovirusgenom in verschiedenen Proben erklaren.

Die Untersuchung von groBen Probenanzahlen von BNP-Kélbern in England mit
verschiedenen PCR-Methoden zum Nachweis von Circovirusgenom ergaben
durchgehend nur negative Ergebnisse (WILLOUGHBY et al., 2010).

Die Chiphybridisierungen mit dem DEFRA Biosecurity Chip ergaben in allen
getesteten Serumproben (BNP- und Kontrollkélber), neben einem Signal mit der
Fanger-Nukleotidsequenz eines pan-BTV-Primers, auch ein Signal mit der

Sequenz, die spezifisch flr ein Entencircovirus ist.

Die Ergebnisse der eigenen PCR-Untersuchungen und der Sequenzierungen
lassen die Beteiligung eines Circovirus an der Pathogenese von BNP
unwahrscheinlich  erscheinen. Zudem konnten KAPPE et al. (2010)
Circovirusgenom nur in einer geringen Anzahl an BNP-Proben und in einer

Kontrollprobe nachweisen.

2 Vergleich der peripheren Leukozytensubpopulationen von
BNP-Kalbern und gesunden Kalbern

Ein typischer hamatologischer Befund ist neben der Thrombozytopenie die
hochgradige Leukozytopenie bei allen BNP-Kalbern (FRIEDRICH et al., 2009;
PARDON et al.,, 2010). Durch die Darstellung der Oberflachenantigene von
Leukozyten mithilfe von fluorochromkonjugierten Antikérpern und deren Erfassung
durch die Durchflusszytometrie kdnnen eine groBe Anzahl an Zellen der
verschiedenen Subpopulationen voneinander differenziert werden. Deshalb
wurden in dieser Arbeit Zellen aus Blutproben von BNP-Kalbern und von
gesunden Kalbern analysiert und miteinander verglichen. Eine statistische
Auswertung war aufgrund der geringen Anzahl der untersuchten Blutproben der
fir diese Arbeit zuganglichen BNP-Kalber (n= 9) nicht mdglich.
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Den ersten Hinweis auf die Leukozytopenie der an BNP erkrankten Kalber
lieferten die um ein flinffaches héheren Blutvolumina, die den BNP-Kalbern (mind.
50 ml) im Vergleich zu den gesunden Kalbern (10 ml) entnommen werden
mussten, um eine ausreichende Menge an Zellen fir die Durchflusszytometrie
gewinnen zu koénnen. Nach der Erythrozytenlyse und dem ersten
Zentrifugationsschritt war bei allen untersuchten Proben von BNP-Kélbern das
Zellpellet nur hauchdinn mit dem Auge erkennbar. Im Gegensatz dazu war das
Pellet bei den Proben der gesunden Kalber, trotz der geringeren Blutmenge,

deutlich zu erkennen.

Bei der Beurteilung der Leukozytensubpopulationen muss beachtet werden, dass
die Blutentnahme und die anschlieBende Evaluation der Anteile der

verschiedenen Subpopulationen immer nur eine Momentaufnahme darstellt.

Neutrophile Granulozyten haben beispielsweise eine Zirkulationszeit (definiert als
die Zeitspanne, die ein neutrophiler Granulozyt im Blut verbringt, bevor er ins
Gewebe migriert) von sechs bis zehn Stunden. Das bedeutet, dass die Population
der neutrophilen Granulozyten im Blut zwei- bis dreimal pro Tag erneuert wird
(THRALL et al., 2004). Monozyten haben beim Rind eine Zirkulationshalbwertszeit
von 20-23 Stunden bevor sie ins Gewebe migrieren und zu Makrophagen reifen
(WEISS & SOUZA, 2010). Unreife T-Zellen wandern aus dem Knochenmark in
den Thymus. Ausgereifte T-Zellen verlassen den Thymus und zirkulieren tber das
Lymphsystem und das Blut in den Kérpergeweben und Organen. Bei diesen
Zellen ist eine standige Zirkulation wichtig, da es die Chance der T-Zellen erhéht,

mit ihrem spezifischen Antigen in Kontakt zu treten (DAY, 2010).

Um also eine Aussage dber die Entwicklung der verschiedenen
Leukozytensubpopulationen im Verlauf der Krankheit machen zu kénnen, ware es
notig gewesen, den Kalbern in regelmaBigen Zeitabstdanden Blut zu entnehmen
und zu analysieren. Da die hier untersuchten Kalber aber zumeist schon im
moribunden Zustand in die Klinik eingeliefert wurden, konnte nur einmalig Blut
entnommen werden, bevor die Tiere aufgrund ihres schlechten Zustandes

euthanasiert werden mussten oder von selbst verstarben.
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Zusammenfassend lasst sich aus diesen Versuchen schlieBen, dass alle
getesteten Blutproben von BNP-Kélbern eine deutlich niedrigere Zahl an
Leukozyten im Vergleich zu den Proben von gesunden Kalbern enthielten. Dies
wurde zuvor bereits von anderen Arbeitsgruppen beschrieben (FRIEDRICH et al.,
2009; PARDON et al., 2010).

Bei manchen Blutproben der BNP-Kalber schienen eher die Granulozyten in stark
reduzierter Zahl vorhanden zu sein, bei anderen die Lymphozyten. Jeweils die
andere Leukozytensubpopulation erschien dann in gréBerer Zahl als bei den
gesunden Kontrollkalbern, weil durch das Fehlen einer Population einfach mehr
Zellen der anderen Population erfasst wurden. Bei der zytologischen
Untersuchung peripherer Blutproben von BNP-Kalbern beschreiben auch
PARDON et al. (2010) in den meisten Fallen eine Granulozytopenie. BELL et al.
(2010) beschreiben sowohl eine Neutro- als auch eine Lymphopenie bei
betroffenen Kalbern.

3 Identifikation von kolostralen Immunglobulinen und
Proteinen

Kolostrale Immunglobuline

Den Ergebnissen aus dem ELISA nach zu folgen, findet sich IgM nach der
Proteinseparation von Kolostralserum vor allem in der Peakfraktion 1. Unter nicht
reduzierenden Bedingungen befand sich die Hauptbande von Peakfraktion 1 noch
ganz am Anfang des zur Auftrennung verwendeten Polyacrylamidgels, was sich
durch die GréBe von IgM (ca. 960 kDa) erklaren lassen wirde. Unter
reduzierenden Bedingungen wurden die Disulfidbriicken hingegen gespalten und
IgM ist zum Teil in seine Untereinheiten zerfallen (Banden bei 75 kDa= schwere+
leichte Kette; Banden bei circa. 50 kDa= schwere Kette; Banden bei 25 kDa=
leichte Kette).

IgG (ca. 180 kDa) ist den ELISA-Ergebnissen zufolge vor allem in Peakfraktion 2
zu finden. Das stimmt auch mit den Ergebnissen aus der Proteinauftrennung
(SDS-PAGE) Uberein. Unter nicht reduzierenden Bedingungen war in den
getesteten Proben die starkste Bande in der Peakfraktion2 bei einem
Molekulargewicht im Bereich von 130-180 kDa zu finden, was mit der Tatsache
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Ubereinstimmt, dass IgG den gréBten Anteil der Proteine im Kolostrum ausmacht
(KORHONEN et al., 2000). Unter reduzierenden Bedingungen wiederum findet
man Banden im zu erwartenden Bereich der Molekulargewichte der schweren und
leichten Ketten. Da anscheinend nicht alle Disulfidbricken der Immunglobuline
gespalten wurden, war auch hier noch eine, im Vergleich deutlich schmalere,
Bande im Bereich von ca. 150 kDa zu finden.

Dass IgA als Monomer (ca. 180 kDa) und Dimer (ca. 360 kDa) vorliegt, erklart,
warum es nach der Proteinseparation durch die Gelchromatographie im anti-IgA
ELISA sowohl in Peakfraktion 1 (sekretorisches, dimeres IgA, 360 kDa), als auch
in Peakfraktion 2 (monomeres IgA, 180 kDa) zu finden war. Um IgA besser

separieren zu kénnen, waren weitere Reinigungsschritte nétig.

Im ELISA waren in den Peakfraktionen 3,4 und5 nur Spuren von Immun-
globulinen nachweisbar. Die Daten aus der Proteinauftrennung zeigen aber, dass
in den Peakfraktionen 3 und 4 andere Proteine nachweisbar sind. Nur in
Peakfraktion 5 findet sich keine Bande und somit keine erkennbaren Proteine.
Was letztendlich die Absorption des Lichts in dieser Fraktion in der

Gelchromatographie verursacht, bleibt in dieser Arbeit ungeklart.

Die Proteinauftrennung mittels SDS-PAGE macht auBerdem deutlich, dass die
Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht durch die
Gelchromatographie gut funktioniert hat. Selbst mit nur einem Reinigungsschritt

erhalt man fir die meisten Proteinfraktionen relativ saubere Auftrennungen.

Nachweis von Antikérpern gegen das bovine Virusdiarrh6virus in
Peakfraktion 2

Trotz der Tatsache, dass die Kontrollmitter derzeit nicht gegen BVDV geimpft
werden, konnten in allen getesteten Kolostralserumproben, sowie in Uber der
Halfte der getesteten Peakfraktion 2-Proben, Antikérper gegen BVD
nachgewiesen werden. Das kann zum Einen daran liegen, dass Tiere aus
Impfbetrieben zugekauft wurden, die schon einen Antikdrpertiter hatten. Zum
Anderen werden bei Rindern auch nach Uberstandener Infektion mit BVDV noch
Uber einen langen Zeitraum Antikérper gebildet und die BVDV-Antikérper-
Seropravalenz bei Rindern in Deutschland liegt bei 60 bis 80 % (BRENDEL,

2005). Zu erwarten war hingegen, dass alle Peakfraktion 2-Proben von
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BNP-Muttern Antikérper gegen BVDV enthalten wirden, da diese Tiere
mindestens einmal geimpft wurden. Die Impfung der BNP-Mdutter erfolgte in allen
Fallen héchst wahrscheinlich mit der Vakzine PregSure-BVD® (Pfizer), die als
besonders effektiv in der BVDV-Antikdrperinduktion beschrieben wird
(HARMEYER et al., 2004).

4 Reaktivitat von IgG aus BNP-Kolostrum mit bovinen Zellen

In diesen Untersuchungen wurde der Nachweis erbracht, dass aus dem Kolostrum
von BNP-Muttern isolierte IgG-Antikérper an die Leukozyten von gesunden,
neugeborenen und nicht genetisch verwandten Kalbern, sowie an Zellen der
bovinen Zelllinien BK-KL3A und MDBK binden. IgG aus dem Kolostrum von
KontrollmGttern bindet hingegen nicht an diese Zellen. Eine unspezifische Bindung
des Sekundérantikérpers konnte durch Inkubation nur dieses Antikérpers mit den
jeweiligen Zellen ausgeschlossen werden. Bindungen, die dabei an die Zellen

festgestellt wurden, wurden als Hintergrundreaktionen gewertet.

Es war auffallig, dass oftmals IgG aus derselben BNP-Probe in unterschiedlich
starkem AusmaB an die Leukozyten von verschiedenen Spenderkalbern
gebunden hat, obwohl die lgG-Konzentration nicht verandert wurde. Auch in
einem von BRIDGER et al. (2010) beschriebenen Versuch wurde festgestellt, dass
IgG aus Serum von BNP-Miittern in unterschiedlich starkem AusmafB an bovine
Leukozyten der dort verwendeten, nicht genetisch verwandten Spenderkalber,
bindet.

BRIDGER et al. (2010) fihrten noch ein weiteres Experiment durch. Dabei wurde
vier Kalbern das Kolostrum ihrer leiblichen BNP-Mdutter gefiittert und in den
Blutproben der Anteil der IgG+ Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. Der
prozentuale Anteil der IgG+ Zellen stieg nach der Kolostrumaufnahme markant an
und korrespondierte proportional mit der Schwere der BNP-Erkrankung der
Kalber.

Betrachtet man diese Tatsache in Verbindung mit den Ergebnissen aus dieser
Arbeit, ware die Schlussfolgerung zu ziehen, dass die Menge des mit dem
Kolostrum aufgenommenen IgG nicht der einzige ausschlaggebende Faktor fiir die
Entwicklung von BNP sein kann. Wére das der Fall, sollte bei derselben Menge an
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IgG aus derselben BNP-Kolostrumprobe eine vergleichbare Bindung an die
Leukozyten unterschiedlicher Kélber zu beobachten sein.

Auch FRIEDRICH et al. (2011) beobachteten in ihrem Kolostrum-
futterungsversuch, dass nur eines von zwei genetisch nicht verwandten Kalbern,
die dieselbe Mischung aus BNP-Kolostrum erhalten hatten, tatsachlich BNP-
Symptome entwickelte. Die im Serum gemessene Immunglobulinkonzentration

war nach der Kolostrumaufnahme jedoch bei beiden Kélbern gleich.

Diese Ergebnisse kénnten zum einen durch eine unterschiedlichen Epitopstruktur
der individuellen Leukozytenoberflachenliganden, zum anderen aber auch durch
die Expression des IgG-bindenden Antigens auf der Zelloberflache in verschieden
starkem AusmaB zu erklaren sein (BRIDGER et al., 2010). Es ist bekannt, dass
Blutzellen in ihren diversen Entwicklungs- oder Aktivierungsstadien verschiedene
Oberflachenantigene exprimieren und die Antigendichte variieren kann. Diese
Tatsache wird beispielsweise fur die Evaluierung des Immunstatus von HIV-
Patienten genutzt (CHATTOPADHYAY & ROEDERER, 2010) und kénnte auch
hier eine Mdglichkeit darstellen, warum die Bindung der IgGgnp-Proben so
unterschiedlich ausfiel.

Bei den Bindungstests, in denen anstatt der bovinen Leukozyten die Zelllinien
BK-KL3A oder MDBK verwendet wurden, sollten individuelle Faktoren irrelevant
sein. Es wurden aber ebenfalls variierende Anteile an IgG+ Zellen festgestellt.
Wenn man jedoch den Anteil der IgG+ Zellen von Zellen, die am selben Tag mit
derselben Probe inkubiert wurden, betrachtet, findet man, im Gegensatz zu den
am selben Tag mit IgG inkubierten Leukozyten verschiedener Spenderkalber,
ahnliche Werte. Es ware also mdglich, dass hier die Varianz auf andere Einfllsse,
wie beispielsweise eine veranderte, lagerungsbedingte 1gG-Konzentration in den
verwendeten Probenverdinnungen, zurlckzuflhren ist. BARNETT et al. (1998)
beschreiben unter anderem den Einfluss des pH-Wertes des zur Erythrozytenlyse
verwendeten Puffers, der Inkubationstemperatur oder der gewahlten
Antikérperkonzentration auf die Antikérperbindungskapazitat von Zellen. Diese

Vermutung musste in weiteren Wiederholungsversuchen tberprift werden.
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Die Tatsache, dass IgG aus BNP-Kolostrum sowohl an Leukozyten, als auch an
die beiden bovinen Zelllinien bindet, kann als Anhaltspunkt fir die weitere Suche
nach dem Liganden genutzt werden. Auch die signifikant erhéhte Bindung von
IgGene an die PBMC-Zellpopulation im Vergleich zu den Granulozyten kénnte

einen Hinweis geben.

5 Zellzerstorende Wirkung von Immunglobulin aus BNP-
Proben

Die fetale oder neonatale alloimmune Thrombozytopenie (FNAIT) tritt beim
menschlichen Fétus bzw. Neugeborenen mit einer Haufigkeit von 1:5000 auf. Die
Mutter bildet Antikdérper gegen ein Thrombozyten-spezifisches Antigen, das
aufgrund einer Inkompatibilitdt zwischen den Thrombozytenantigenen (human
platelet antigens) der Eltern nur auf den fetalen, nicht aber auf den maternalen
Thrombozyten exprimiert wird. Diese spezifischen IgG-Antikdrper passieren die
Plazenta und gelangen so in den Fotus, wo sie die Zerstérung der Thrombozyten
verursachen (PORCELIJN et al.,, 2008). Die transplazentare Passage von
Immunglobulinen ist durch die Plazenta epitheliochorialis des Rindes nicht
moglich, weswegen die Kélber die maternalen Antikérper Uber das Kolostrum
aufnehmen missen (SCHNORR & KRESSIN, 2006). Bei neugeborenen Kélbern
und Fohlen kénnen Uber das Kolostrum aufgenommene, maternale Antikérper zu
einer Isoerythrolyse oder auch isohamolytische Andmie genannten Erkrankung
fihren (STORMONT, 1975; SEINO, 2010). Ein derartiger Mechanismus ware
auch fir BNP denkbar, da der Zeitraum zwischen der Kolostrumaufnahme und
den ersten Veranderungen der Blutwerte bei BNP mit drei bis sechs Stunden sehr
kurz ist (BRIDGER et al., 2010; FRIEDRICH et al., 2011)

In den Bindungstests wurde jedoch bisher kein zellzerstérender Effekt des
kolostralen IgGgne auf die peripheren Leukozyten von jungen Spenderkélbern
oder die Zellen der bovinen Zelllinien festgestellt, die die drastische Thrombozyto-
und Leukopenie der BNP-Kalber erklaren kénnte.

Die Zellen in den Toxizitatstests wurden mit den verschiedenen BNP-Proben Uber
einen Zeitraum von 30 min (kolostrales IgG mit Komplementzusatz), 24 Stunden
(kolostrale Peakfraktionen 1- 5) oder 24 und 48 Stunden (Serum von BNP-Kélbern
und -Mattern) inkubiert. Anzumerken ist hierzu aber, dass die Pathogenese von
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BNP offensichtlich im Knochenmark ablauft und Knochenmarkzellen in dieser
Arbeit nicht zur Verflgung standen. Beim Menschen ist bekannt, dass sich
beispielsweise Stamm- und Vorlauferzellen aus der Nabelschnur biologisch von
denen im adulten Knochenmark oder peripherem Blut unterscheiden (MAYANI,
2010). Beim Rind wurden Unterschiede zwischen dem hamatopoetischen System
von Embryonen und erwachsenen Rindern festgestellt (KRITZENBERGER &
WROBEL, 2004). Derartige Unterschiede kénnten eine Erklarung dafir darstellen,
dass nur die Kélber und nicht die Mutterkiihe von BNP betroffen sind.

Moglichkeit einer Komplement-vermittelten Zellzerstérung

Die Aktivitdt von Komplementfaktoren wurde sowohl im Serum von Kalberféten
(TRIGLIA & LINSCOTT, 1980), als auch direkt im Kolostrum nachgewiesen. In
Verbindung mit den aus dem Kolostrum absorbierten Antikdérpern spielt das
Komplementsystem eine wichtige Rolle in der Entwicklung der passiven Immunitat
neugeborener Kélber (KORHONEN et al., 2000).

Das C3b/C4b  bindende regulatorische = Membrankofaktorprotein/CD46
(MCP/CD46y,,) findet sich auf allen bovinen Blutzellen, inklusive der Erythrozyten,
wieder und ist auch in vielen Geweben nachweisbar (ANTALIKOVA et al., 2007).
Beim Menschen (MCP/CD46n,m) sind vier Isoformen, die durch alternatives
Splicing eines 46 kb Gens entstehen, bekannt. (RILEY-VARGAS et al., 2004).
MCP/CD46n,m dient als Kofaktor fir Plasmaserinprotease-Faktor | zur Spaltung
der Komplementfaktoren C3b und C4b. Die eigenen Zellen werden so von der
Komplement-vermittelten Zerstérung geschitzt (MAURER et al.,, 2004).
MCP/CD46y,, wurde auBerdem als zellularer Rezeptor fir BVDV identifiziert
(MAURER et al., 2004) und wéare durch die eventuelle Verbindung von BNP mit
einer Impfung gegen BVDV (FRIEDRICH et al., 2009; BRIDGER et al., 2010) von
Interesse. Wirde beispielsweise der MCP/CD46y, vermittelte Schutz vor
Komplement-vermittelter Zerstérung der Kalberzellen durch die Bindung von
lgGene beeinflusst werden, waére dies ein wichtiger Hinweis auf den bisher
ungeklarten Mechanismus der Zellzerstérung.
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Da kolostrales 1gGgnpe allein auf bovine Zellen keinen Einfluss hatte, wurde eine
komplementvermittelte Zytotoxizitat in Betracht gezogen. Es gelang jedoch in
keinem der in dieser Arbeit durchgeflhrten Toxizitatstests, eine Reduktion der
Zellvitalitdét der peripheren Leukozyten, ob mit oder ohne Komplementzusatz,

nachzuweisen.

Die Inkubationszeit des kolostralen IgG mit Meerschweinchenkomplement-Zusatz
auf bovinen Leukozyten war mit 30 min die kirzeste. Eine Bindung von
kolostralem IgGgne an Leukozyten oder Zellen der Zelllinien wurde bereits nach
10 min nachgewiesen. Andere Autoren beschreiben eine Inkubationszeit flr
Meerschweinchenkomplement bei unterschiedlichen, nicht bovinen Zellen von
20 min (MCKINNON et al., 1981), 45 min (KORBELIK & DOUGHERTY, 1999)
oder 60 min (D'COSTA & HURWITZ, 2002) bei 37 °C. Da dieser Versuch als
Pilotversuch nur zweimal durchgeflhrt wurde, schien eine Inkubationszeit von

30 min angemessen.

Aber auch im Serum von erwachsenen Rindern und Kalbern ist Komplement
vorhanden (TRIGLIA & LINSCOTT, 1980) und somit aller Wahrscheinlichkeit nach
auch in den getesteten Seren von BNP-Kalbern und BNP-Muttern. Der Nachweis,
dass IgG aus dem Serum von BNP-Mittern an Leukozyten gesunder Kalber
bindet, gelang erst kirzlich. BRIDGER et al. (2010) zeigten, dass der Anteil der
Leukozyten im Blut von an BNP erkrankten Kélbern, die den IgG-Alloantikérper
(lgG+ Zellen) gebunden hatte, im Lauf der Erkrankung abnimmt. Im Serum werden
die zellularen Bestandteile (und somit die IgG+ Zellen) des Blutes durch
Zentrifugation entfernt und es ist zu bezweifeln, ob zum Zeitpunkt der
Blutentnahme bei den in dieser Arbeit zur Serumgewinnung geprobten BNP-

Kalbern Uberhaupt noch ungebundene Alloantikérper im Blut zu finden waren.

Es ware jedoch mdglich, dass zumindest im getesteten Serum von BNP-Muttern
sowohl Komplementfaktoren als auch die IgG-Alloantikérper vorhanden gewesen
sind. Die Schlussfolgerung ware, dass die Alloantikérper bei diesen Versuchen in
Verbindung mit Komplement fir einen wesentlich langeren Zeitraum (bis zu
48 Stunden) mit den Leukozyten in Kontakt waren. Trotzdem konnte in dem
Ansatz mit peripheren Leukozyten kein toxischer Effekt auf die Zellen im Vergleich

zu den Kontrollen (IgGkontr und FBS) festgestellt werden.
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In FBS sind verschiedene Komplementkomponenten zu finden (TRIGLIA &
LINSCOTT, 1980), wobei zu beachten ist, dass auch kommerziell erhaltliches
Tierserum ,ein Supplement mit undefinierten und variablen Komponenten® ist
(VAN DER VALK et al.,, 2010). Deswegen gestaltet es sich schwierig, eine
Erklarung daflr zu finden, dass zum Teil die mit FBS inkubierten Zellen eine etwas
geringere Uberlebensrate hatten als solche Zellen, die mit Serum von BNP- oder

Kontrolltieren inkubiert wurden.

Einfluss von anderen kolostralen Proteinen auf bovine Leukozyten

Neben IgG wurde auch versucht, den Einfluss anderer gereinigter, kolostraler
Proteine (Peakfraktionen 1 bis 5) auf die Leukozyten gesunder Kalber zu testen.
Es stellte sich aber heraus, dass anscheinend alleine der Laufpuffer aus der
Gelchromatographie schon eine zellzerstérende Wirkung hat und diese nur bei
einem Anteil der jeweiligen Peakfraktion von finf bis zehn Prozent an der
Gesamtzellsuspension vernachlassigbar scheint. Ab einem Laufpufferanteil von
15 bis 20 % Uberlebte nicht einmal mehr die Halfte der Zellen fir 24 Stunden. Bei
einem Zusatz von 5 bis 10 % der Peakfraktionen konnte kein Effekt auf die

Zellvitalitat festgestellt werden.

6 IgG-Bindungsreduktion

Aus BNP-Kolostrum separiertes IgG bindet sowohl an Leukozyten gesunder
Kélber als auch an die bovinen Zelllinien BK-KL3A und MDBK. Die Frage nach
dem Liganden auf den Zellen ist derzeit noch nicht geklart. In dieser Arbeit wurden
zwei verschiedene Tests durchgefuhrt, um Hinweise auf mdgliche Liganden auf
den Zellen zu erhalten.

Zum einen wurden MDBK-Zellen vor der Inkubation mit IgGgne mit MHC-Klasse I-
reaktiven Antikbrpern behandelt, um eventuell die Bindungsstellen auf den Zellen
zu blockieren. Zum anderen wurde IgGgne vor der Behandlung der Leukozyten
gesunder Kélber mit der Viruszellkulturernte verschiedener Pestiviren inkubiert,
um zu eruieren, ob die Antikdrper an die Viruspartikel binden.

Somit wéare eventuell die Bindungsstelle des Antikdrpers fiir die Zelle blockiert und

dadurch kénnte eine geringere Bindung an die Zellen festgestellt werden.
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6.1 MHC-Klasse | als méglicher zellularer Ligand fiir IgGgnp

Ein erster Ansatz war, dass ein zellulares Antigen mit einem genetisch bedingten
Unterschied eine Mdéglichkeit fir einen zellularen Liganden fir IgGgene darstellen
kénnte. Der Gedanke entstand aus der Tatsache heraus, dass die Bindungstests
mit 1gGene Oftmals verschiedene Anteile an IgG+ Zellen bei Leukozyten
verschiedener Spenderkalber ergaben, obwohl dieselbe 1gGgnp-Probe verwendet

wurde.

Molekile des MHC-Komplexes haben einen hohen genetischen Polymorphismus
bei verschiedenen Arten. Das ist zum Beispiel der Grund dafir, warum
transplantiertes Gewebe eines Organismus in einem anderen Organismus eine
starke Immunantwort hervorruft. Mit gréBter Wahrscheinlichkeit wird das
transplantierte Gewebe MHC-Molekille tragen, denen der Empfanger zuvor nie
ausgesetzt war. MHC-Klasse I-Molekiile werden auf nahezu allen Zellen des
Kérpers exprimiert. In der Trachtigkeit werden die MHC-Klasse I-Molekile auf den
Trophoblasten vieler Spezies runter reguliert. Diese Tatsache wird als wichtiger
Punkt in der Uberlebensstrategie des Fétus im Mutterleib bei vielen Saugetierarten
angesehen (BAINBRIDGE et al., 2001).

Bei MHC-Klasse |-Molekilen ist die Generation und Erhaltung der Diversitat in den
Genen eine wichtige evolutionare Strategie. Beim Menschen werden drei
hochgradig polymorphe klassische MHC-Klasse | Gene exprimiert (Human
leukocyte Antigens; HLA). Andere Spezies erhalten die Diversitat durch die
Generation von Haplotypen, die ausgesprochen variabel bezliglich der Anzahl und
der Kombination der transkribierten Gene sind. Beim Rind scheinen beide
Strategien eine Rolle zu spielen. Es wurde beschrieben, dass Rinder multiple
(sechs oder mehr) klassische MHC-Klasse | Gene haben und dass davon fir
gewodhnlich zwischen einem und drei der Genabschnitte transkribiert werden.
Manche dieser Kombinationen treten haufiger auf, andere seltener (BIRCH et al.,
2006).

Die hier verwendeten MHC-Klasse 1-reaktiven Antikérper (IL-A88) reagieren mit
einer monomorphen Determinante auf bovinen MHC-Klasse I-Molekilen und
sollten sich deshalb gut eignen, Moleklle der verschiedenen Typen auf der
Zelloberflache zu detektieren. Die Ergebnisse aus diesem Versuch waren jedoch
variabel. Zum Teil konnte eine Reduktion der IgGgne-Bindung nach
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Vorbehandlung mit MHC-Klasse I-reaktiven Antikérpern an die MDBK-
Zelloberflache detektiert werden, zum Teil aber auch eine Steigerung. Eine
Blockierung der Bindungsstelle mit diesem speziellen Antikérper erschien eher
unwahrscheinlich. Da keine weiteren Antikdrper gegen bovine MHC-Klasse I-
Molekile zur Verfigung standen und andere Versuche vielversprechendere

Hinweise lieferten, wurden diese Versuche nicht mehr weiter verfolgt.

BALLINGAL et al. (2011) typisierten den polymorphen MHC-Klasse II-Genort
DRB3 von 48 BNP- und 68 Kontrollkélbern von Holsteinrindern, der haufig mit
variierenden  Immunantworten  und  Antikérper-vermittelten  Autoimmun-
erkrankungen in Verbindung gebracht wird. Der Vergleich der Allelhdufigkeiten
zwischen erkrankten und gesunden Tieren zeigte jedoch keine signifikanten
Unterschiede. Somit ist es unwahrscheinlich, dass eine Pradisposition fir BNP
beim Holsteinrind mit MHC-Klasse II-Molekilen in Verbindung steht.

6.2 Bindungsreduktion durch Vorinkubation von IgGgye mit

Pestivirus Zellkulturernte

Da bisher die einzige epidemiologische Gemeinsamkeit der BNP-Mutter die
Impfung mit einem im Jahr 2004 auf den Markt gekommenen Impfstoff gegen
BVDV ist (FRIEDRICH et al., 2009; FRIEDRICH et al., 2011), war es naheliegend,
mit diesem Virus und zwei weiteren verwandten Pestiviren, dem BDV und dem
ESPV, Experimente durchzuflhren. Tatsachlich konnte eine Reduktion der
Bindung von IgGgne Nach dessen Vorinkubation mit Viruszellkulturernte von BVDV
und, in einem geringeren Ausmaf, auch mit BDV nachgewiesen werden. Eine
Bindungsreduktion nach Vorinkubation mit Viruszellkulturernte von BDV wurde in
etwas weniger Experimenten nachgewiesen, als nach Vorinkubation mit BVDV.
Die Vorinkubation mit Viruszellkulturernte von ESPV hingegen verursachte keine

Bindungsreduktion.

Interessanterweise ist BVDV- Typ 1 genetisch ndher mit ESPV als mit BDV
verwandt (BECHER et al., 2003). Allerdings sind die einzigen nattrlichen Wirte fur
ESPV Wild- und Hausschweine, wahrend sowohl fir BVDV als auch fir BDV eine
arteniibergreifende Ubertragung in der Ordnung der Paarhufer (Artiodactyla)
beschrieben wird. Schweine sind beispielsweise fir Infektionen mit BVDV und
BDV genauso empfanglich wie Wiederkauer (LE PORTIER et al., 2006). Fir einen
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spezifischen, IgGgnp-reaktiven  Liganden auf der  Oberfliche von
Wiederk&uerzellen (Leukozyten, Zelllinien) spricht der exklusive Bezug zu den mit
Zellkulturernte der Pestiviren BVDV und BDV vorinkubierten IgGgnp-Proben unter
Ausschluss von ESPV. Letzteres kénnte durch den Einsatz einer groBeren Zahl
verschiedener Stdmme der drei Pestiviren, unter Einbeziehung des im Impfstoff
verwendeten, cytopathogenen BVDV Stammes, der hier nicht zur Verfligung

stand, bestatigt werden.

VAN RIJN (2007) beschreibt den Unterschied zwischen ESPV und anderen
Pestiviren, wie BVDV Typ |, BVDV Typ Il und BDV (hier definiert als Nicht-ESPV).
Neben der bereits erwahnten Speziesspezifitat wird die kreuzneutralisierende
Fahigkeit von E2-Antikérpern gegen Nicht-ESPV-Stdmme zu anderen Nicht-
ESPV-Stammen beschrieben. ESPV-Stdmme werden hingegen nicht neutralisiert.
Eine mdgliche Erklarung hierfir wére, dass eine Variabilitat in einer oder mehr
Aminosauren die Affinitat/Aviditdt beeinflussen und in Unterschieden in der
Kreuzneutralisation resultieren. Diese Tatsache wirde mit den in dieser Arbeit
prasentierten Ergebnissen Ubereinstimmen, in denen eine Bindungsreduktion von
IgGene Nach Vorinkubation mit Viruszellkulturernte von BVDV und BDV, aber nicht
mit ESPV nachgewiesen wurde.

AuBerdem wurden die hier verwendeten Pestiviren BVDV und BDV im Gegensatz
zu ESPV in der bovinen Zelllinie MDBK vermehrt. Da die Virussuspension nach
der Ernte nicht weiter gereinigt wurde, kdénnte die Bindungsreduktion auch auf die
Prasenz von Zelldebris oder Virus-assoziiertem Zellmaterial zurtickzuflhren sein.
Die entsprechenden zur Kontrolle mitgefihrten Zellkulturiberstande von nicht
infizierten MDBK-Zellen wurden allerdings zentrifugiert, so dass dies eine
Erklarung dafiir sein kdnnte, warum hier keine Bindungsreduktion nachweisbar
war. Weitere Versuche in diese Richtung zur Absicherung und besseren Erklarung
dieser Ergebnisse sind deshalb nétig.

Interessanterweise korreliert die Bindungreduktion von IgGgne nach Vorinkubation
mit Viruszellkulturernte von BVDV aber nicht mit den BVDV-Titern in den
einzelnen lgGgnp-Proben. Dies kann als Hinweis auf eine durch die Bindung von in
den Viruszellkulturernten enthaltenen MDBK-Zellfragmenten ausgeldste Reduktion
gewertet werden. Es wirde ferner die Bindung der IgGgnp-Proben an die bovinen

Nierenzelllinien erklaren.
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7 Bildung autoreaktiver IgG-Antikorper

7.1 Zellulare Liganden fur IgGgnp

In dieser Arbeit wurden, auBer den beschriebenen Experimenten, keine weiteren
Untersuchungen, weder zur Entstehung der IgGgnp-Antikdrper, noch zu einem
moglichen zelluldaren Liganden durchgefihrt. Die hier beschriebenen Theorien
verbleiben deshalb auf einer rein spekulativen Ebene.

CD34

CD34 ist ein Transmembran-Glykoprotein, das auf hamatopoetischen
Vorlauferzellen und Endothelzellen exprimiert wird (KATZ et al., 1985; FINA et al.,
1990; BROWN et al., 1991). Beim Rind wurden zwei alternative SpleiBvarianten
der CD34 mRNA beschrieben. Es wird von Endothelzellen und hdmatopoetischen
Vorlauferzellen exprimiert (NIKU et al., 2007). Auf normalen hamatopoetischen
Knochenmarkszellen des Menschen wird CD34 nicht mehr exprimiert. Die Zellen
reifen heran und werden in die Peripherie entlassen (FACKLER et al., 1995).

Eine Reaktivitdt von IgGene mit CD34-Molekilen auf h&matopoetischen
Vorlauferzellen des Knochenmarks wirde eventuell die Pathogenese im
Knochenmark erklaren. Allerdings haben diese Arbeit und andere Untersuchungen
(BRIDGER et al.,, 2010) bisher nur gezeigt, dass die IgG-Alloantikdrper an
periphere Blutleukozyten binden. Eine Expression von CD34 auf peripheren
Blutleukozyten ist beim Rind bisher nicht beschrieben. Daher misste ein zweiter

Ligand fir IgGgnp auf den Blutzellen in Betracht gezogen werden.

Die Bindung, sowie eine eventuell zellschddigende Wirkung von IgGgne auf
Vorlauferzellen aus dem Knochenmark neugeborener Kalber bleiben noch zu

untersuchen.
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Membran-Kofaktorprotein/CD46

Ein weiteres, denkbares Beispiel fiir einen Liganden ware das bovine Membran-
Kofaktorprotein/CD46 (MCP/CD46y,,), welches wie bereits erwahnt, als zellularer
Rezeptor fur BVDV identifiziert wurde (MAURER et al., 2004).

Beim Menschen interagiert CD46/MCP mit mindestens sieben Pathogenen, spielt
eine Rolle in der Reproduktion (RILEY-VARGAS et al., 2004) und stimuliert die
Differenzierung von CD4" T-Zellen zu T-regulatorischen Zellen vom Phanotypen 1
(Tr1-Zellen) durch Quervernetzung mit CD3. Tr1-Zellen stellen einen wichtigen
Faktor zur Kontrolle von autoreaktiven Zellen dar (KEMPER et al., 2003) und es
wurde spekuliert, ob Defekte der Tri1-Zellen in der Entwicklung von
Autoimmunerkrankungen des Menschen eine grundlegende Rolle spielen
kénnten. Ein Zusammenhang mit Multipler Sklerose wurde bereits nachgewiesen
(ASTIER et al., 2006).

Die viralen Glykoproteine E2 und E™ sind die viralen Liganden, die fir die
Adsorption der Pestiviren an die Zelle verantwortlich sind (ROMAN SOSA, 2009).
Das E2 Glykoprotein konnte als MCP/CD46y.,-bindender Ligand des BVDV-
Virusstammes NADL identifiziert werden, wahrend weder E2 von ESPV noch E™
von BVDV eine Bindung zeigten (HIMMELREICH, 2003). In einer aktuelleren
Studie von Roman Sosa (2009) werden die fir die Bindung von MCP/CD46y,,
verantwortlichen Aminosauresequenzbereiche identifiziert und unter
verschiedenen BVDV- und ESPV-Stdammen verglichen. Dabei wurden vor allem
Ladungsunterschiede als mdogliche Ursache fir das unterschiedliche
Bindungsverhalten von BVDV und ESPV E2 Glykoprotein an MCP/CD46y,
angesehen. Auch beim Schwein wurde ein, zum humanen MCP/CD46 analoges,
Molekdl identifiziert (MCP/CD46p0c) (VAN DEN BERG et al., 1997) und eine
Ubereinstimmung von 50% der kompletten Aminosduresequenz von
MCP/CD46p.c und MCP/CD46,,,, nachgewiesen (MAURER et al., 2004).

Diese Unterschiede zwischen MCP/CD46p,: und MCP/CD46y, wére als
theoretische Ursache fir die nicht nachweisbare Reduktion der IgG+ Zellen nach
Vorinkubation von IgGgne mit Viruszellkulturernte von ESPV denkbar.
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KREY et al. (2006) zeigten in einem Experiment, dass die Infektion von MDBK-
Zellen mit verschiedenen BVDV-Stammen (unter anderem auch der in dieser
Arbeit verwendete Stamm New York) durch Vorinkubation der Zellen mit
MCP/CD460,-Antikdrper deutlich reduziert werden kann, die Antikdrper jedoch
eine Infektion mit BDV und ESPV nicht inhibieren. Dabei wurden allerdings
Unterschiede in der Starke der Bindungsreduktion, abhangig vom zur Infektion
verwendeten BVDV-Stamm und —Isolat, deutlich. Das lieB die Schlussfolgerung
zu, dass nicht alle BVDV-Stamme nur MCP/CD46y,, zur Infektion der Zelle nutzen.
Der in dieser Arbeit verwendete Stamm New York gehérte allerdings zu den
Stammen, bei denen eine Reduktion festgestellt wurde und somit eine Infektion
tber MCP/CD46y,, wahrscheinlich ist.

Die hier verwendeten Pestiviren BVDV und BDV wurden beide auf MDBK-Zellen
vermehrt. Auch MDBK-Zellen exprimieren MCP/CD46y,, (MAURER et al., 2004),
so dass auch im Falle einer Reduktion durch MDBK-Zelltrimmer dieses

Oberflachenprotein als zellularer Ligand fir IgGgne in Frage kommen kdnnte.

In den hier durchgeflihrten Experimenten wurde eine unterschiedlich starke
Bindungsreduktion nach Vorinkubation von IgGgne mit Viruszellkulturernten von
BVDV oder BDV bei Leukozyten von unterschiedlichen Spenderkalbern
nachgewiesen. Der verwendete BVDV-Stamm (New York) war hierbei immer
derselbe. Wie bereits oben erwahnt, wird eine Kreuzneutralisation von Antikérpern
gegen BVDV und BDV gegen das jeweilige andere Virus beschrieben. Eine
Kreuzneutralisation eines Antikdrpers gegen BDV mit ESPV wurde nur bei einem
ESPV-Stamm nachgewiesen. Sonst hatten Antikérper gegen die Nicht-ESPV-
Stamme keine Wirkung auf ESPV (VAN RIJN, 2007).

Hinsichtlich der unterschiedlich starken Bindung von IgGgnp an bovine Zellen und
der unterschiedlich starken Bindungsreduktion nach Vorinkubation mit
Viruszellkulturernten von BVDV und BDV stellt sich die Frage, welche anderen

Faktoren einen Einfluss auf die Bindung der Antikérper haben kdnnten.
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7.2 Médoglicher Einfluss einer genetischen Pradisposition

KRAPPMANN et al. (2010) weisen auf die Mdglichkeit hin, dass eine individuelle
und wahrscheinlich genetische Pradisposition in der Pathogenese von BNP eine
Rolle spielen kénnte, obwohl eine Mutation im Koagulationsfaktor XI nicht mit BNP

assoziiert ist.

In den hier durchgefiihrten Reduktionsversuchen mit IgGgnpe gab es einige Proben,
bei denen keine Bindung an die Leukozyten mancher Spenderkélber und folglich
auch keine Reduktion nach Vorinkubation mit Viruszellkulturernte von BVDV
nachzuweisen war. Zudem schwankte der Anteil IgG+ Zellen nach Inkubation mit
derselben IgGgnp-Probe bei der Bindung an verschiedene Spenderleukozyten bei
allen IgG-Proben.

Es gebaren bei weitem nicht alle Kiuhe, die mit dem besagten Impfstoff geimpft
wurden, Kalber, die BNP-Symptome entwickeln. Selbst wenn man voraussetzt,
dass nicht alle Kalber Symptome entwickeln und deswegen unentdeckt bleiben
und viele Falle von den Landwirten nicht gemeldet werden, ist die Inzidenz von
BNP in der Praxis eher gering. Man kann also davon ausgehen, dass nur wenige
Mutterkiihe Gberhaupt diese Antikdrper entwickeln und Uber das Kolostrum an die
Kélber weitergeben (FRIEDRICH et al., 2011).

Ein mdglicher Bezug zwischen dem Genotyp des Wirtes und dessen
Empfindlichkeit fir unerwlnschte Vakzinwirkungen wird in der Literatur
beschrieben und beruht wahrscheinlich neben dem MHC-Komplex auch auf
anderen Genen. Genetische Charakteristiken kénnen flr eine geringe, flr keine,
oder sogar flr eine gegenlaufige Immunreaktion des Wirtes auf die Vakzine und
ihre Komponenten verantwortlich sein, wie es bereits flir Maul- und Klauenseuche
beschrieben wurde (GLASS, 2004).

Wahrend Impfstoffe  aus  vermehrungsfahigen, attenuierten  Erregern
(Lebendimpfstoffe) eine Vielfalt an Proteinen mit naiven Epitopstrukturen
beinhalten, wird dem Wirt bei sogenannten Spaltvakzinen oftmals nur noch ein
einziges Protein mit entsprechend weniger Epitopen prasentiert. Dies reduziert die
Wahrscheinlichkeit, dass alle Tiere auf die Antigenstrukturen reagieren. Bei der
Spaltvakzine TickGARD (Biotech Australia Pty. Ltd.) wurden beispielsweise
Unterschiede in der Immunreaktion auf den Impfstoff von Tier zu Tier beobachtet.

Dabei wurde die Deletion von nur einer Aminosaure in der Antigenbindungsstelle
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des bovinen MHC-Klasse || DRB3 als Ursache flr eine bessere Erkennung des im
Impfstoff enthaltenen Antigens von, fir diese Deletion homozygoten, Tieren
beschrieben (SITTE et al., 2002). BALLINGAL et al. (2011) konnten jedoch keinen
Zusammenhang der Entwicklung von BNP mit dem MHC-Klasse IlI-Lokus DRB3

bei Holsteinrindern nachweisen.

An der Entwicklung einer Spaltvakzine far BVDV, basierend auf dem E2-
Glykoprotein, wird bereits gearbeitet. Trotzdem werden derzeit zur Impfung gegen
BVDV attenuierte Lebendimpfstoffe, sowie Impfstoffe mit einem inaktivierten Virus
verwendet (THOMAS et al., 2009). Lebendimpfstoffe gegen BVDV resultieren in
einer stabilen Immunitat, die der nach einer natirlichen Infektion entspricht
(BAKER, 1987). Inaktivierte Impfstoffe missen hingegen mehrmals appliziert
werden, um eine belastbare Grundimmunitat zu erreichen (RADOSTITIS et al.,
2000).

7.3 Mogliche Rolle des Impfstoffes

Das Glykoprotein E2 von BVDV wird derzeit als das Virushullprotein mit der
héchsten Immunogenitat angesehen. Es induziert die Bildung neutralisierender
Antikdrper und stellt wohl ein entscheidendes Antigen zur Evaluation der Potenz
eines Vakzins dar (PECORA et al., 2009). Die protektive Potenz der Impfung allein
mit dem E2 Glykoprotein, das durch ein rekombinantes Parapoxvirus exprimiert
wird, wurde auch im Schwein gegen eine ESPV Belastungsinfektion
nachgewiesen (VOIGT et al., 2007).

Die bei den BNP-Muttern hauptsdchlich verwendete Vakzine PregSure-BVD®
(Pfizer) enthélt einen inaktivierten zytopathogenen BVDV Typ 1-Stamm mit einem
E2-Antigenanteil von 5000 RE (relative Einheiten, gemessen mittels ELISA geman
interner  PrUfprozedur des Herstellers) (SALT et al.,, 2004). Ein
Herstellungsprotokoll der Zellkulturernte des Impfvirus, insbesondere der

Reinigungsschritte in der Produktion war nicht verfligbar.
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PregSure-BVD® wurde Mitte des Jahres 2004 zugelassen und auf den Markt
gebracht. Nach Herstellerangaben war der Impfstoff ,zur aktiven Immunisierung
weiblicher Rinder im zuchtreifen Alter (Kihe und Farsen) bestimmt. Zur
Grundimmunisierung sollte der Impfstoff im Abstand von drei Wochen zweimal
subkutan appliziert werden und die letzte Impfung sollte fir einen fetalen Schutz
gegen eine intrauterine BVDV Typ 1-Infektion mindestens 14 Tage vor der
Belegung/ Besamung erfolgen. Eine Aufrechterhaltung des Impfschutzes sollte
durch eine einmalige Injektion zwdlf Monate spater erfolgen (TEICH, 2006).

Adjuvantien werden zur Verbesserung der Immunantwort des Wirtes auf die im
Impfstoff enthaltenen Antigene mit unterschiedlichen Zielen, wie zum Beispiel der
Verbesserung der Immunogenitat schwacher Antigene (Vakzine aus inaktivierten
Erregern) oder der Verlangerung und Beschleunigung der Immunantwort,
eingesetzt. Dabei sind die genauen Wirkmechanismen der Adjuvantien aufgrund
der Komplexitat der ausgeldsten Kaskade der verschiedenen Reaktionen zumeist
nicht erkennbar (SINGH & O'HAGAN, 2003). Der im besagten Impfstoff
verwendete Adjuvans-Komplex QuilA/Cholesterin/Amphigen® wurde bei diesem
Impfstoff  erstmalig eingesetzt und kombiniert Nanotechnologie und
Mikrofluidisationstechnik (HARMEYER et al., 2004). PIONTOWSKI (2010)
beschreibt die Wirkungsweise des Adjuvantien-Komplexes des fraglichen
Impfstoffes, der zu einer stark gesteigerten Immunogenitat flhrt, unter Bezug auf
das derzeit nicht mehr erhaltliche technische Datenblatt des Impfstoffherstellers.
QuilA verbindet sich mit Cholesterol zu Helix-dhnlichen Strukturen. Dieser
Komplex wird unter Bildung eines Nanokomplexes an die BVD-Viruspartikel
angekoppelt. Die Nanokomplexe gehen eine Bindung mit den Amphigen®-
Mikrotrépfchen ein und verstarken dadurch nochmals die Immunogenitat. Die
gesamte Verbindung wird so durch die Antigen-préasentierenden Zellen im

Zielorganismus aufgenommen.

Die Produktion von inaktivierten BVDV-Impfstoffen in groBen Mengen bringt die
Herausforderung mit sich, Proteinantigene aufzubereiten, fir die der Wirt
immunologisch hoch reaktiv ist (PECORA et al., 2009). Bei inaktivierten
Impfstoffen gegen BVDV ist vor allem auch die Protektion des Fétus ein wichtiges
Ziel. Neben dem jetzt vom Markt genommenen Impfstoff PregSure-BVD® (Pfizer)
sind in der Bundesrepublik Deutschland nur zwei weitere inaktivierte Impfstoffe
zum Schutz vor fetaler BVDV-Infektion zugelassen (MOBBRUGGER, 2005).
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Der in einer Studie erhobene, mittlere neutralisierende Antikdrpertiter nach
zweimaliger Impfung zur Grundimmunisierung von Farsen mit dem Impfstoff nach
Herstellerangaben lag bei 2436 mit einem Maximalwert von Uber 4069
(HARMEYER et al., 2004). Bei einem anderen, zur Fetoprotektion zugelassenen,
inaktivierten Impfstoff lag der durchschnittliche Antikérpertiter nach drei
Anwendungen bei 496 (PIONTKOWSKI, 2010).

Die Infektion von Mausen mit Leishmania major scheint eine friilhe Tha-Antwort zu
induzieren, die aber bei resistenten Mausen frihzeitig durch IL12-abhangige
Mechanismen in eine (fir die Kontrolle der Infektion wichtige) Thy-Antwort
umgeleitet wird. Bei empfénglichen Mausen, wie zum Beispiel BALB/c-M&ausen,
wird die Tho-Antwort beibehalten und dominiert das klinische Bild (SACKS &
NOBEN-TRAUTH, 2002). Derzeit ist kein Impfstoff gegen Leishmaniose fir den
Menschen zugelassen. Zum Teil wird dafir das Fehlen des richtigen Adjuvans
verantwortlich gemacht (BADIEE et al., 2007). Der Schutz durch Impfung ist
abhangig von der Fahigkeit des Impfstoffes, die passende und selbst regulierende
Immunantwort fir ein bestimmtes Pathogen auszulésen. Als essentielle Rolle
eines Adjuvans wird dabei die Beeinflussung der Entwicklung der CD4+ T-Zellen
in Richtung Thy oder Th, angesehen (AFONSO et al., 1994). Eventuell liegt bei
der Impfung mit PregSure-BVD® das Problem in der (bermaBigen
Antikérperproduktion und damit in einer einseitigen, deregulierten Beeinflussung

der Immunantwort.

Denkbar ware also, dass eine eventuelle Uberstimulation des Immunsystems
(TSUMIYAMA et al., 2009), beispielsweise durch die starke Adjuvanswirkung,
ausgeldst wird, und damit zu einer Antikdrperbildung, zum Beispiel gegen den
zellularen Liganden des E2-Glykoproteins, geflihrt hat. Aber auch eine
Antikdrperbildung gegen eventuell noch im Impfstoff vorhandene Zellfragmente
der Produzentenzelllinie des Impfvirus aufgrund der starken Adjuvanswirkung

ware vorstellbar.
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7.4 Entstehung von Autoimmunitat

In von TSUMIYAMA et al. (2009) durchgefiihrten Versuchen wurden fir
Autoimmunerkrankungen nicht anféllige Mause wiederholt mit Staphylococcus
Enterotoxin B oder Ovalbumin immunisiert. Diese Uberstimulation des
Immunsystems kann die kritische Grenze der Selbstregulation brechen und flhrte
in diesem experimentellen Ansatz zur Bildung von Autoantikérpern. Somit kann
durch Uberstimulation den Autoren nach aus jeder Immunantwort auf
kérperfremde Antigene jederzeit eine Autoreaktivitat entstehen.

Der Zusammenhang zwischen der Entstehung verschiedener Autoimmun-
erkrankungen beim Menschen und Impfungen unterschiedlicher Art wird
kontrovers diskutiert (RUBINSTEIN, 2004; TISHLER & SHOENFELD, 2004;
SALEMI & D'AMELIO, 2010).

WAISBREN (2008) beschreibt fir seine Hypothese zur Entstehung von

Autoimmunitat nach Vakzinierung folgende Voraussetzungen:

- Je ein virusdhnliches Antigen des Wirtes (Empféanger der Vakzine) und
eines aus dem Impfstoff, die sich chemisch erganzen, formen ein
Doppelantigen

- Eines dieser Antigene besitzt dabei immunologische Ahnlichkeiten mit
einem im Wirt exprimierten Peptid (molekulare Mimikry) (SAINT-REMY,
2010). Dabei ahnelt das Wirtspeptid dem Antigen der Vakzine

- Ein immunologisch aktives Adjuvans ist vorhanden (z.B. in der Vakzine)

- Der Wirt hat eine bestimmte genetische Veranlagung (z.B. HLA- Muster)

BRENDEL beschreibt (2005), dass bei circa 60-80 % der Tiere in der
Rinderpopulation Antikérper gegen BVDV im Serum nachweisbar sind. Obwohl die
hier verwendeten Kontrollkolostren von Muttern stammen, die nicht gegen BVDV
geimpft wurden, waren auch bei neun der in dieser Arbeit untersuchten 1gGkoni-
Proben BVDV-Antikérper nachweisbar, was auf eine natirliche Infektion der Tiere
schlieBen lasst (FRIEDRICH et al., 2011).
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Langlebige antigenspezifische Plasmazellen (MANZ & RADBRUCH, 2002)
kébnnen dber einen langen Zeitraum Antikérper auch in Abwesenheit des
entsprechenden Antigens sezernieren. Diese Plasmazellen sind enorm resistent
gegentber immunsuppressiven MaBnahmen oder entzindungshemmenden
Medikamenten (HOYER et al., 2008).

7.5 Problematik langlebiger Plasmazellen

HOYER et al. (2008) beschreiben derartige Plasmazellen auch in Zusammenhang
mit Autoimmunerkrankungen. Langlebige Plasmazellen kénnen im Knochenmark
von Menschen wahrscheinlich Uber Jahre hinweg Uberleben (MOSER et al.,
2006). Wahrend der Erstkontakt mit einem Antigen zur Bildung von
antikbrpersezernierenden Plasmablasten mit einer Lebensspanne unter einer
Woche fahrt, verlassen Plasmablasten, die wahrend der zweiten Immunantwort
auf ein Antigen generiert wurden, das sekundare lymphoide Gewebe und
migrieren beispielsweise in das Knochenmark oder in chronisch entziindete
Gewebe, wo sie zu Plasmazellen reifen (ODENDAHL et al., 2005).

Solche Plasmazellen kénnten ein Grund dafiir sein, dass manche Mutterkihe
auch noch Jahre nach der Impfung Alloantikérper im Kolostrum haben, die BNP
bei ihren Kalbern verursachen kénnen. Untersuchungen zur Existenz und
Persistenz  alloreaktiver Antikérper und mdglicher pathophysiologischer
Konsequenzen bei den Muttertieren (z. B. Einflisse auf die Hamatopoese) sind fir
das Verstandnis des Gesamtbildes der BNP unerlasslich.
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VI. Zusammenfassung

Die bovine neonatale Panzytopenie (BNP) ist ein seit 2006 auftretendes
Krankheitsbild mit hoher Mortalitat, bei dem neugeborene Kalber an einer

hamorrhagischen Diathese aufgrund einer Panmyelophthise erkranken.

Vielfaltige mikrobiologisch-diagnostische Untersuchungen ergaben, wie bei
anderen Arbeitsgruppen auch, keinen Hinweis auf ein infektioses Geschehen in
Zusammenhang mit BNP.

IgG wurde, neben anderen Proteinen, aus Kolostrumproben von BNP- und
KontrollmGttern gereinigt, identifiziert und quantifiziert. In anschlieBenden
Versuchen konnte eine signifikant héhere Bindung von IgG aus BNP-Kolostrum
(IgGgnp) im Vergleich zu IgG aus Kontrollkolostrum (IgGkony) an die peripheren
Leukozyten genetisch nicht verwandter, junger Kélber nachgewiesen werden.
Dabei war eine Bindung sowohl an Granulozyten, als auch an die peripheren
mononukledren Blutzellen (PBMC) nachweisbar, wobei die Bindung an die PBMC-
Population signifikant héher war. Zudem wurde eine signifikante Bindung von
IgGene an die bovinen Zelllinien MDBK und BK-KL3A nachgewiesen. Eine
Bindung an die porzine Zelllinie PK15 war nicht festzustellen.

Die mégliche Toxizitdt von kolostralen Proteinen und von Serumproben, die von
durch BNP betroffenen Kélbern und den Mutterkiihen gewonnen wurden, wurde in
verschiedenen Ansatzen mit oder ohne Komplementzusatz mit peripheren
Leukozyten gesunder Kalber getestet. Es war weder ein Einfluss auf die
Zellvitalitat, noch ein Unterschied zwischen BNP- und Kontrollproben festzustellen.

Da ein Zusammenhang von BNP mit dem, mittlerweile vom europaischen Markt
genommenen, Impfstoff PregSure-BVD® (Pfizer) gegen die bovine Virusdiarrhd
diskutiert wird, wurden Versuche zur Reduktion der Bindung von IgGgne an die
Leukozyten neugeborener Kalber mit Viruszellkulturernten verschiedener
Pestiviren und den dazugehérigen Zelliberstanden durchgefihrt. Eine
Vorinkubation von IgGgne mit Zellkulturernten des, in MDBK-Zellen vermehrten,
bovinen Virusdiarrhévirus (BVDV) und des, ebenfalls in MDBK-Zellen vermehrten,
Border Disease Virus (BDV) ergab eine signifikante Reduktion der Bindung an die
Leukozyten im Vergleich zu den Kontrollen. Interessanterweise war nach
Vorinkubation mit Viruszellkulturernte des, in PK15-Zellen vermehrten, verwandten

Pestivirus der europaischen Schweinepest (ESPV) keine Reduktion nachweisbar.
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Sowohl bei den Bindungstests, als auch bei den Reduktionsversuchen war es
auffallig, dass dieselben IgGgene-Proben unter gleichen Bedingungen in
unterschiedlich starkem AusmaB an die Leukozyten verschiedener Spenderkalber
gebunden haben. Dies wirde die bereits von anderen Arbeitsgruppen
vorgeschlagene genetische Pradisposition in Zusammenhang mit der Entwicklung
von BNP unterstitzen. Erste Versuche zur Charakterisierung der/des Liganden
der kolostralen Antikérper durch Versuche zur Reduktion der Bindung durch
Vorbehandlung von MDBK-Zellen mit MHC-Klasse I-reaktiven, monoklonalen

Antikérpern erbrachten keine eindeutigen Ergebnisse.

Die Ergebnisse sprechen flir einen oder mehrere wiederkduerspezifische
Zellliganden von IgGgnp, die entweder mit den Pestiviren BVDV und BDV
assoziiert sind oder aber, hinsichtlich der Bindung an MDBK- und BK-KL3A-Zellen,
auch mit Zellfragmenten aus der Produzentenzelllinie des Impfvirus in Verbindung
stehen. Ein Zusammenhang mit dem Einsatz des BVDV-Impfstoffes PregSure-
BVD® (Pfizer) erscheint mdglich, da Impfstoffkomponenten die Bildung der
leukozytenreaktiven IgG-Alloantikérper verursacht haben kdnnten. Erganzend
kénnte eine genetische Pradisposition eine wichtige Rolle in der Entwicklung von
BNP spielen.
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VII. Summary

Bovine neonatal pancytopenia:
Laboratory experiments in context with etiological research

Bovine neonatal pancytopenia (BNP) is a newly emerging disease that has been
occurring since 2006 in neonatal calves showing dramatic and mostly lethal

hemorrhagic diathesis due to panmyelophthisis.

As found by other research groups, broad spectrum microbial diagnostics did not
reveal an infectious process linked to BNP.

Among other proteins, IgG was purified and identified from colostrum samples of
BNP and control dams and additionally quantified. In subsequent experiments a
significantly higher binding of IgG from BNP colostrum (IgGgne) compared to IgG
from control colostrum (IgGkontr) to the peripheral blood leukocytes of non related
young calves was detected. Thereby a binding to both the granulocytes and the
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) could be demonstrated, whereas the
binding to the PBMC population was significantly higher. Furthermore, a significant
IgG reaction with the bovine cell lines BK-KL3A and MDBK was found. No binding

occurred to the porcine cell line PK15.

Possible toxicity of colostral proteins and serum samples from BNP affected
calves and dams was tested in several approaches with or without addition of
complement with peripheral blood leukocytes of healthy donor calves. The
experiments showed no influence on cell vitality and no differences between BNP-

and control samples.

Since there is evidence that BNP might be linked to the use of the PregSure-
BVD® vaccine (Pfizer) for prevention of bovine virus diarrhea virus (BVDV), 1gG
pre-incubation experiments were carried out with cell culture harvests of different
pestiviruses and non infected cell culture supernatants. A significant reduction of
binding of IgGenp to the leukocytes of newborn calves was confirmed by pre-
incubation of IgGgne With crude cell culture harvests of bovine viral diarrhea virus
(BVDV) and border disease virus (BDV), both multiplied in MDBK cells, when
compared to the controls. Interestingly, pre-incubation with a crude cell culture
harvest of the related European swine fever virus (ESPV), multiplied in PK15 cells,

revealed no reduction.
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It was noticeable in both the binding assays and in the reduction experiments that
the same lgGgne Samples bound in varying degrees to the leukocytes of different
donor calves under standardized conditions. This observation supports the
possible link of BNP to a genetic predisposition suggested by other research
groups. First attempts to characterize the binding reduction by a pretreatment of
MDBK cells with MHC-class | reactive monoclonal antibodies did not provide clear
results.

So far, the results allude to one or more ruminant cell surface ligands of IgGgne,
which are possibly linked to either ruminant pestivirus (BVDV and BDV)
components or, regarding the binding to MDBK and BK-KL3A cells, to cell debris
in the virus harvest used in the vaccine. The generation of the IgG alloantibodies
and the application of the BVDV vaccine PregSure-BVD® (Pfizer) seem to be
linked as vaccine components could have induced the alloantibodies. Additionally,
a genetic predisposition could play an important role in the development of BNP.
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3 Detaillierte Daten zur Bindung der IgGgnp-Proben an die Leukozyten gesunder Kalber
BNP- 1 BNP- 2 BNP-3
Datum Spenderkalb % Lebende % IgG+ Datum Spenderkalb | % Lebende % IgG+ Datum Spenderkalb Nr. % Lebende % IgG+
Nr. Zellen Nr. Zellen Zellen
31.08.2010 42632 88,03 85,24 01.09.2010 1 88,45 17,81 28.09.2010 42862 81,90 15,20
01.09.2010 1 94,02 28,33 01.09.2010 2 80,17 33,82 28.09.2010 42864 83,90 56,20
01.09.2010 2 80,71 56,15 01.09.2010 3 85,84 21,94 29.09.2010 42862 82,36 8,39
01.09.2010 3 87,24 71,21 19.10.2010 42867 89,10 45,50 29.09.2010 42864 84,12 53,46
06.10.2010 42865 86,60 79,90 12.11.2010 42876 85,00 80,60 15.11.2010 42873 85,10 51,40
19.10.2010 42867 89,90 55,40 15.11.2010 42873 85,60 30,10 15.11.2010 42874 80,60 40,60
25.10.2010 42866 89,70 21,70 15.11.2010 42874 81,00 88,30 22.11.2010 42877 93,20 25,10
25.10.2010 42869 87,20 48,90 29.11.2010 42877 95,10 41,30 22.11.2010 42878 91,20 17,10
02.11.2010 42870 90,50 76,30 29.11.2010 42878 94,10 26,10 22.11.2010 42872 91,20 17,10
02.11.2010 42872 88,20 97,60 22.11.2010 42875 92,20 44,60
02.11.2010 42868 91,90 99,60 Mittelwert 42,83 29.11.2010 42877 95,50 46,80
05.11.2010 42870 90,30 76,50 Standardabweichung 25,22 29.11.2010 42878 95,30 25,40
05.11.2010 42875 90,60 66,30
15.11.2010 42873 89,00 84,60 Mittelwert 33,45
15.11.2010 42874 90,40 97,20 Standardabweichung 17,12
29.11.2010 42877 94,00 49,00
29.11.2010 42878 95,10 33,10
Mittelwert 66,30
Standardabweichung 24,38
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BNP- 4 BNP- 5 BNP- 6
L L L
Datum Spenﬂirkalb e ;::z:de % lgG+ Datum Spenﬂirkalb e Ii:ﬁ::de % lgG+ Datum Spenderkalb Nr. = ;::::de % lgG+

31.08.2010 42632 88,94 44,03 28.09.2010 42862 87,40 90,90 31.08.2010 42632 88,79 45,26
01.09.2010 1 90,96 27,21 28.09.2010 42864 85,10 69,10 01.09.2010 1 90,81 26,70
01.09.2010 2 81,62 53,33 29.09.2010 42862 87,79 88,44 01.09.2010 2 81,08 57,01
01.09.2010 3 88,26 33,33 29.09.2010 42864 85,26 67,03 01.09.2010 3 86,72 32,03
28.09.2010 42862 84,40 54,30 25.10.2010 42866 87,20 7,30 28.09.2010 42862 83,40 38,80
28.09.2010 42864 86,10 72,40 25.10.2010 42869 87,70 52,10 28.09.2010 42864 86,10 75,10
06.10.2010 42865 86,30 86,60 15.11.2010 42873 86,60 96,70 06.10.2010 42865 86,80 89,70
06.10.2010 42862 82,00 69,80 22.11.2010 42877 93,60 35,60 06.10.2010 42862 81,20 40,70
19.10.2010 42867 89,60 40,70 22.11.2010 42878 91,88 30,42 19.10.2010 42867 90,30 36,90
12.11.2010 42875 81,60 61,70 22.11.2010 42872 93,72 97,30 12.11.2010 42876 88,40 27,90
12.11.2010 42876 88,30 27,90 22.11.2010 42875 90,80 98,90 15.11.2010 42873 86,90 43,30
15.11.2010 42873 90,30 56,10 29.11.2010 42877 96,00 59,20 15.11.2010 42874 91,50 53,90

15.11.2010 42874 91,20 49,00 29.11.2010 42878 95,00 36,10
Mittelwert 47,28
Mittelwert 52,03 Mittelwert 63,78 Standardabweichung 19,04

Standardabweichung 17,78 Standardabweichung 30,06

BNP-7 BNP- 8 BNP-9
L L L
Datum Spenﬂirkalb e ;::z:de % lgG+ Datum Spenﬂirkalb e Ii:ﬁ::de % lgG+ Datum Spenderkalb Nr. & ;::::de % lgG+

31.08.2010 42632 90,19 4,11 01.09.2010 1 90,11 44,07 31.08.2010 42632 91,77 21,39
01.09.2010 1 91,45 34,04 01.09.2010 2 80,34 57,88 01.09.2010 1 90,21 12,70
01.09.2010 2 82,71 57,26 01.09.2010 3 87,06 79,41 01.09.2010 2 82,05 41,55
01.09.2010 3 86,29 36,99 28.09.2010 42862 85,40 94,90 01.09.2010 3 89,21 22,89
06.10.2010 42865 84,80 97,20 28.09.2010 42864 85,50 82,50 28.09.2010 42862 83,00 42,20
06.10.2010 42862 81,60 95,20 06.10.2010 42865 87,40 89,50 28.09.2010 42864 84,30 63,40
19.10.2010 42867 89,20 71,10 06.10.2010 42862 81,00 96,60 06.10.2010 42865 87,40 70,30
25.10.2010 42866 90,20 8,92 19.10.2010 42867 89,80 72,10 06.10.2010 42862 81,50 56,30
25.10.2010 42869 86,20 84,60 25.10.2010 42866 89,70 53,20 19.10.2010 42867 89,50 30,50
02.11.2010 42870 87,70 81,70 25.10.2010 42869 87,70 65,10 12.11.2010 42875 81,80 72,70
02.11.2010 42872 89,10 78,50 02.11.2010 42870 87,90 89,60 12.11.2010 42876 86,40 7,92
02.11.2010 42868 91,00 99,90 02.11.2010 42872 89,30 99,60 15.11.2010 42873 89,70 46,50
05.11.2010 42870 90,40 70,70 02.11.2010 42868 91,50 99,90 15.11.2010 42874 90,40 39,70

05.11.2010 42875 88,40 28,50 05.11.2010 42870 90,40 74,10
15.11.2010 42873 90,10 85,80 05.11.2010 42875 89,40 91,80 Mittelwert 40,62
15.11.2010 42874 90,00 99,80 15.11.2010 42873 90,40 97,70 Standardabweichung 21,11

29.11.2010 42877 82,70 91,00 15.11.2010 42874 91,40 99,60

29.11.2010 42878 94,70 48,80 29.11.2010 42877 93,90 73,80

29.11.2010 42878 93,80 45,30

Mittelwert 65,23
Standardabweichung 31,30 Mittelwert 79,30
Standardabweichung 18,79
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BNP- 10 BNP- 11 BNP- 12
Datum Spenderkalb % Lebende % IgG+ Datum Spenderkalb | % Lebende % IgG+ Datum Spenderkalb Nr. % Lebende % IgG+
Nr. Zellen Nr. Zellen Zellen

31.08.2010 42632 90,19 60,38 25.10.2010 42866 88,42 9,13 31.08.2010 42632 89,34 38,28
01.09.2010 1 89,94 47,12 25.10.2010 42869 86,20 47,29 01.09.2010 1 89,77 4,83
01.09.2010 2 81,02 4517 02.11.2010 42870 87,80 83,50 01.09.2010 2 81,88 22,48
01.09.2010 3 84,78 45,85 02.11.2010 42872 88,50 97,90 01.09.2010 3 87,35 43,63
19.10.2010 42867 89,50 30,50 02.11.2010 42868 91,00 99,80 19.10.2010 42867 86,40 39,30
15.11.2010 42873 82,50 74,90 05.11.2010 42870 91,20 57,00 25.10.2010 42866 86,30 8,69
22.11.2010 42877 92,40 50,30 05.11.2010 42875 87,20 74,30 25.10.2010 42869 86,80 35,20
22.11.2010 42878 89,80 41,50 12.11.2010 42875 81,60 91,40 12.11.2010 42876 88,00 81,60
22.11.2010 42872 89,80 41,50 12.11.2010 42876 88,10 83,60 15.11.2010 42873 84,40 47,60
22.11.2010 42875 92,90 68,10 15.11.2010 42873 84,70 88,20 15.11.2010 42874 80,80 96,10

29.11.2010 42877 94,60 86,00 15.11.2010 42874 80,30 98,30
29.11.2010 42878 94,00 76,40 22.11.2010 42877 93,40 29,90 Mittelwert 41,77
22.11.2010 42878 91,90 22,20 Standardabweichung 28,81

Mittelwert 55,64 22.11.2010 42872 91,90 22,20

Standardabweichung 17,16 22.11.2010 42875 90,60 93,40

Mittelwert 66,54

Standardabweichung 32,27

BNP- 13 BNP- 14 Fortsetzung BNP- 14
Datum Spenderkalb % Lebende % IgG+ Datum Spenderkalb | % Lebende % IgG+ Datum Spenderkalb Nr. % Lebende % IgG+
Nr. Zellen Nr. Zellen Zellen

28.09.2010 42862 84,90 94,30 31.08.2010 42632 89,77 99,32 02.11.2010 42872 89,30 99,70
28.09.2010 42864 84,70 79,90 01.09.2010 1 91,84 29,21 02.11.2010 42868 90,30 99,80
29.09.2010 42862 85,88 92,93 01.09.2010 2 82,11 60,69 05.11.2010 42870 90,60 81,30
29.09.2010 42864 84,98 75,75 01.09.2010 3 86,12 88,82 05.11.2010 42875 87,50 96,60
12.11.2010 42876 88,50 92,20 28.09.2010 42862 85,10 95,80 15.11.2010 42873 89,50 99,40
15.11.2010 42873 83,00 15,30 28.09.2010 42864 86,00 80,80 15.11.2010 42874 91,10 99,90
15.11.2010 42874 80,40 99,40 06.10.2010 42865 87,80 93,30 22.11.2010 42877 93,80 40,00
29.11.2010 42877 95,60 29,90 06.10.2010 42862 81,90 97,70 22.11.2010 42878 91,10 37,50
29.11.2010 42878 95,50 8,06 19.10.2010 42867 88,80 66,20 22.11.2010 42872 91,10 37,50
25.10.2010 42866 87,50 83,60 22.11.2010 42875 89,50 99,00
Mittelwert 65,30 25.10.2010 42869 87,60 70,20 29.11.2010 42877 96,10 62,30
Standardabweichung 36,82 02.11.2010 42870 87,30 92,40 29.11.2010 42878 94,80 53,10
Mittelwert 79,84
Standardabweichung 20,44
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4 Detaillierte Daten zur Bindung von IgGgye an bovine Zelllinien

4.1 Bindung an BK-KL3A Zellen

BNP- 1 BNP- 2 BNP-3
% Lebende o % Lebende o % Lebende o
Datum Zellen % 1gG+ Datum Zellen % lgG+ Datum Zellen % 1gG+

05.10.2010 92,89 35,41 05.10.2010 95,19 16,01 17.11.2010 97,65 0,84
08.10.2010 91,04 21,02 08.10.2010 87,43 3,79 15.12.2010 97,53 0,16
18.10.2010 87,83 19,95 18.10.2010 88,02 3,29 15.12.2010 98,24 0,53
21.10.2010 91,62 9,65 21.10.2010 93,70 1,43 15.12.2010 97,90 0,30
26.10.2010 91,37 46,63 17.11.2010 97,56 34,17 15.12.2010 97,97 0,06

17.11.2010 96,54 43,00 08.12.2010 96,26 3,49
04.12.2010 98,00 13,37 Mittelwert 0,38
08.12.2010 96,32 7,82 Mittelwert 10,36 Standardabweichung 0,31

Standardabweichung 12,80

Mittelwert 24,61
Standardabweichung 15,15
BNP-4 BNP- 5 BNP- 6
% Lebende o % Lebende o % Lebende o
Datum Zellen % lgG+ Datum Zellen % lgG+ Datum Zellen % lgG+

05.10.2010 91,84 22,10 26.10.2010 89,35 35,68 05.10.2010 92,85 11,86
08.10.2010 89,53 4,84 17.11.2010 96,04 51,72 08.10.2010 90,13 2,54
18.10.2010 88,40 13,34 08.12.2010 96,39 13,25 18.10.2010 87,13 2,03
21.10.2010 90,83 6,01 15.12.2010 97,98 44,78 21.10.2010 92,07 4,59
17.11.2010 97,40 47,14 15.12.2010 98,19 37,56 17.11.2010 97,58 31,26
04.12.2010 98,08 4,73 04.12.2010 98,19 0,96
Mittelwert 36,60 08.12.2010 97,18 0,56

Mittelwert 16,36 Standardabweichung 14,51
Standardabweichung 16,52 Mittelwert 7,69
Standardabweichung 11,08
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BNP-7 BNP-8
O, ()

Datum % ;::::de % lgG+ Datum % ;z:::de % lgG+
05.10.2010 93,47 56,12 05.10.2010 94,86 43,51
08.10.2010 86,35 26,10 08.10.2010 88,17 20,15
18.10.2010 88,97 25,69 18.10.2010 88,01 17,36
21.10.2010 90,15 13,62 21.10.2010 90,00 11,90
26.10.2010 91,10 47,98 26.10.2010 90,14 59,60
08.12.2010 96,82 20,72 17.11.2010 95,14 63,82

04.12.2010 98,42 18,16
Mittelwert 31,71 08.12.2010 96,19 9,09
Standardabweichung 16,59
Mittelwert 30,45
Standardabweichung 21,92
BNP-10 BNP-11
O, O,

Datum 7 ;::::de % lgG+ Datum o ;z:::de % lgG+
05.10.2010 93,34 39,92 26.10.2010 89,53 36,02
08.10.2010 89,70 18,12 17.11.2010 97,12 67,42
18.10.2010 87,92 17,54 04.12.2010 98,38 9,13
21.10.2010 92,57 12,40 08.12.2010 96,24 8,89
17.11.2010 97,46 77,22 15.12.2010 98,27 27,48

Mittelwert 33,04 Mittelwert 29,79
Standardabweichung 26,87 Standardabweichung 24,10

165
BNP-9
% Lebende o
Datum Zellen % lgG+
05.10.2010 87,91 26,52
08.10.2010 89,50 8,12
18.10.2010 89,15 10,31
21.10.2010 89,43 5,61
08.12.2010 96,91 7,20
Mittelwert 11,55
Standardabweichung 8,54
BNP-12
% Lebende o
Datum Zellen % lgG+
05.10.2010 93,22 38,39
08.10.2010 91,07 14,88
18.10.2010 87,43 7,08
21.10.2010 91,06 9,03
17.11.2010 96,96 71,68
08.12.2010 96,81 5,36
Mittelwert 24,40
Standardabweichung 26,16
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166
BNP- 13 BNP- 14
% Lebende o % Lebende o

Datum Zellen % 1gG+ Datum Zellen % lgG+
17.11. 93,08 61,98 05.10.2010 93,00 55,08
15.12. 97,71 47,26 08.10.2010 83,45 30,38
15.12. 97,94 4459 18.10.2010 87,92 43,64
15.12. 98,36 54,22 21.10.2010 90,32 29,04
08.12. 96,67 19,88 26.10.2010 90,35 47,57
Mittelwert 45,59 Mittelwert 41,14
Standardabweichung 15,87 Standardabweichung 11,23
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4.2 Bindung an MDBK-Zellen

BNP-1
% Lebende o
Datum Zellen % lgG+
05.10.2010 87,26 76,29
08.10.2010 82,83 64,48
18.10.2010 77,22 13,36
26.10.2010 94,19 99,10
04.11.2010 94,45 52,96
17.11.2010 96,68 61,22
01.12.2010 97,61 36,72
01.12.2010 97,30 23,59
07.12.2010 96,90 79,54
07.12.2010 96,63 77,81
Mittelwert 58,51
Stanardabweichung 27,05
BNP- 4
% Lebende o
Datum Zellen % lgG+
05.10.2010 89,72 57,11
08.10.2010 81,83 28,34
18.10.2010 77,00 7,39
17.11.2010 96,96 48,55
01.12.2010 97,08 11,26
01.12.2010 97,21 10,09
Mittelwert 27,12
Stanardabweichung 21,41

BNP-2
% Lebende o
Datum Zellen % lgG+
05.10.2010 91,86 43,35
08.10.2010 79,78 23,87
18.10.2010 77,38 7,17
17.11.2010 97,09 22,86
01.12.2010 96,89 5,62
01.12.2010 97,29 3,05
07.12.2010 97,46 50,94
07.12.2010 96,27 51,13
Mittelwert 26,00
Stanardabweichung 20,23
BNP-5
% Lebende o
Datum Zellen % lgG+

26.10.2010 93,23 91,63
17.11.2010 96,95 42,72
01.12.2010 97,59 38,59
01.12.2010 97,72 31,15
07.12.2010 96,94 55,60
07.12.2010 97,02 57,07
Mittelwert 52,79
Stanardabweichung 21,48

BNP-3
% Lebende o

Datum Zellen % lgG+
17.11.2010 97,46 6,99
15.12.2010 90,76 217
15.12.2010 87,69 4,24
15.12.2010 91,71 1,70
15.12.2010 90,29 1,21
Mittelwert 3,26
Stanardabweichung 2,38

BNP- 6
% Lebende o

Datum Zellen % lgG+
5.10. 89,61 63,46
8.10. 76,16 39,35
18.10. 77,74 7,69
17.11. 97,41 49,87
1.12. 97,81 12,21
1.12. 98,12 12,46
7.12. 95,34 49,49
7.12. 97,25 56,01
Mittelwert 36,32
Stanardabweichung 22,24




IX. Anhang 168
BNP- 7 BNP- 8 BNP-9
o, 0, 0,

Datum s ;::::de % lgG+ Datum s ;::::de % lgG+ Datum 2 Iizlt;::de % lgG+
05.10.2010 90,07 79,19 05.10.2010 90,49 80,51 05.10.2010 90,49 65,79
08.10.2010 82,71 75,06 08.10.2010 73,55 51,37 08.10.2010 77,27 43,54
18.10.2010 76,53 42,08 18.10.2010 74,24 40,14 18.10.2010 76,96 30,12
26.10.2010 91,98 97,04 26.10.2010 92,25 27,53 01.12.2010 97,59 16,73
04.11.2010 92,19 55,94 04.11.2010 92,47 59,77 01.12.2010 97,80 17,30
01.12.2010 98,55 50,42 17.11.2010 96,46 55,41 07.12.2010 97,32 74,14
07.12.2010 96,85 56,41 01.12.2010 97,55 38,81 07.12.2010 97,33 61,75
07.12.2010 97,13 71,46 01.12.2010 97,26 40,59

07.12.2010 96,03 76,34 Mittelwert 44,20
Mittelwert 65,95 07.12.2010 97,24 61,96 Stanardabweichung 23,62
Stanardabweichung 17,96
Mittelwert 53,24
Stanardabweichung 17,01
BNP-10 BNP- 11 BNP- 12
o, 0, 0,

Datum . ;::::de % lgG+ Datum . ;::::de % lgG+ Datum 2 Iizlt;::de % lgG+
05.10.2010 88,33 69,77 26.10. 91,31 28,93 05.10.2010 88,41 62,49
08.10.2010 80,36 68,32 411, 91,71 38,28 08.10.2010 82,69 46,83
18.10.2010 7717 33,74 17.11. 97,42 4292 18.10.2010 77,75 30,32
17.11.2010 97,66 65,11 1.12. 97,06 39,31 17.11.2010 97,49 43,62
01.12.2010 97,37 23,51 1.12. 97,57 34,49 01.12.2010 98,24 2417
01.12.2010 97,50 34,44 7.12. Platte 1 97,43 74,68 01.12.2010 97,40 17,13

7.12. Platte 1 97,12 63,26 07.12.2010 97,69 61,66
Mittelwert 49,15 7.12. Platte 2 98,59 82,54 07.12.2010 97,35 58,19
Stanardabweichung 20,78 7.12. Platte 2 98,18 77,36
Mittelwert 43,05
Mittelwert 53,53 Stanardabweichung 17,56
Stanardabweichung 20,82




IX. Anhang 169

BNP- 13 BNP- 14
o, O,

Datum & ;::::de % lgG+ Datum & ;::::de % lgG+
17.11.2010 97,38 55,37 05.10.2010 91,14 83,75
01.12.2010 98,57 50,46 08.10.2010 82,54 84,42
07.12.2010 97,27 74,30 18.10.2010 77,04 32,88
07.12.2010 97,58 70,97 26.10.2010 90,86 10,51
07.12.2010 97,18 57,79 04.11.2010 92,45 42,44
07.12.2010 97,29 52,68

Mittelwert 50,80
Mittelwert 60,26 Stanardabweichung 32,52
Stanardabweichung 9,95
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