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1. Einleitung

1 Einleitung

Durchflusszytometrie ist eine etablierte Methode zur Charakterisierung von Zellpopulationen
des Immunsystems und wird in der Humanmedizin seit Jahrzehnten bei der Untersuchung
immunologischer und immunpathologischer Vorginge eingesetzt.

Bislang war der Einsatz der Durchflusszytometrie in der Tiermedizin durch die geringe
Anzahl an kommerziell erhéltlichen monoklonalen Antikdrpern und die kostspielige Methode
weitgehend begrenzt.

In den letzten Jahren sind eine Reihe monoklonaler Antikdrper gegen Leukozytenantigene
des Schweines entwickelt und charakterisiert worden, so dass es moglich geworden ist,
systematisch das Vorkommen und die Verteilung von Leukozytenpopulationen zu
untersuchen. Untersuchungen des Immunstatus konnen zur Diagnose von Erkrankungen wie
priméren oder infektiosen Immundefekten und zur Therapiekontrolle genutzt werden.

Das Interesse am Immunsystem des Schweines hat in den letzten Jahren stark zugenommen.
Insbesondere eine bessere Kenntnis der immunologischen und immunpathologischen
Vorginge bei Infektionskrankheiten kann zu neuen Therapie- oder Prophylaxemdoglichkeiten
fiihren und somit helfen, die groflen wirtschaftlichen Verluste zu mindern, die durch
Infektionskrankheiten entstehen.

Neben der Bedeutung von Schweinen als landwirtschaftliche Nutztiere, spielt auch der
Einsatz des Schweines als Modell bei humanmedizinischen Fragestellungen eine Rolle fiir

das steigende wissenschaftliche Interesse am porcinen Immunsystem.
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2 Literaturiibersicht

2.1 Zellulire Elemente der Immunabwehr

Um den Organismus vor moglichen Pathogenen wie Viren, Bakterien, Pilzen oder Parasiten,
mechanischen Traumen, chemischen Noxen oder Tumoren zu schiitzen, greifen spezifische
und unspezifische bzw. angeborene und erworbene Immunantworten ineinander (JANEWAY
2002).

Die unspezifische Reaktion ist angeboren (SCHLIESSER 1990). Sie beruht neben den
physikalisch-chemischen Barrieren der Haut und Epithelien v.a. auf phagozytierenden Zellen,
die Fremdstoffe wie Mikroorganismen aufnehmen und vernichten, unabhingig davon, ob der
Organismus zuvor schon einmal mit dem Fremdstoff in Kontakt gekommen ist
(SCHLIESSER 1990). Zu den zelluldren Vertretern der unspezifischen Abwehr zihlen
Neutrophile Granulozyten, Monozyten, Makrophagen und natiirliche Killerzellen,
wiahrend T- und B-Lymphozyten als Vermittler der erworbenen oder spezifischen
Immunabwehr gelten (TOMPKINS und TOMPKINS 2000, JUNGI 2000a).

Humorale, zirkulierende Faktoren, wie Komplementfaktoren, wirken als Verstirker bei der
Erkennung von Antigenen und unterstiitzen auf diese Weise die Phagozytoseaktivitit
insgesamt (SCHLIESSER 1990). Dieser Vorgang wird als Opsonisation bezeichnet

(SCHLIESSER 1990) .

Seit den 50er Jahren wurde die zentrale Rolle der Lymphozyten in der Immunologie
beobachtet. Sie gelten als wichtigste Zellen der spezifischen Immunabwehr (JANEWAY
2002). Nach JANEWAY (2002) gehen alle adaptiven Immunantworten von den

Lymphozyten aus.
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T-Lymphozyten vermitteln die antigenspezifische, zelluldre Immunitidt, wihrend B-
Lymphozyten nach Umwandlung in Plasmazellen Antikdrper produzieren und somit fiir die
humorale Immunitit verantwortlich sind (JANEWAY 2002, JUNGI 2000a). Antikorper
binden an antigene Strukturen, aktivieren das Komplementsystem und verstirken die
Phagozytose durch Makrophagen (JANEWAY 2002, JUNGI 2000a).

Wihrend B-Lymphozyten 16sliche Antigene erkennen kdénnen, brauchen T-Lymphozyten
eine Antigen-Prasentation durch Antigen prisentierende Zellen (antigen presenting cells,
APC), die auf der Oberfliche dieser Zellen in Verbindung mit den Molekiilen des
Hauptgewebe Kompatibilititskomplex (major histocompatibility complex, MHC) liegen
miissen (JUNGI 2000b , BIORKMAN et al. 1987).

Es gibt zwei Klassen von MHC-Molekiilen: MHC-Klasse-I-Molekiile kommen mit wenigen
Ausnahmen (z.B. Nervenzellen) auf allen kernhaltigen Zellen vor, MHC-Klasse-II-Molekiile

sind auf APC wie z.B. B-Zellen, Monozyten, Makrophagen zu finden (JUNGI 2000c¢).
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2.2 Expression von Leukozyten — Markern

Leukozyten und andere Zellen haben die Féhigkeit, auf ihrer Oberflichenmembran
Oberflachenmolekiile zu exprimieren (JANEWAY 2002).

Im Laufe ihrer Entwicklung zeigen Lymphozyten eine unterschiedliche Ausprigung an
Oberflichenmolekiilen, die auch als Differenzierungsantigene bezeichnet werden (JUNGI
2000b). Sie werden ebenso wie die entsprechenden Antikorper in Differenzierungsgruppen
(cluster of differentiation, CD) zusammengefalit JANEWAY 2002). Zur Zeit sind iiber 200
humane Leukozytenmarker charakterisiert, deren Funktionen zum Teil noch nicht bekannt
sind (JANEWAY 2002). Auf speziesspezifische Besonderheiten beim Schwein wird in

Kapitel 2.5 eingegangen.

Die unterschiedliche Expression von Oberflaichenantigenen ermdglicht eine Differenzierung
der Lymphozyten in verschiedene Subpopulationen, z.B. durch einen Fluoreszensaktivierte-

Zellen-Sortierer (fluorescence-activated cell sorter, FACS) (JANEWAY 2002).

Die Expression von CD1-Molekiilen ist charakteristisch fiir unreife Thymozyten in der
Thymusrinde und B-Lymphozyten (JANEWAY 2002).

Sie tragen keine CD2-, CD4-, CD8-Molekiile (CD2/CD4/CD8 negativ) (JANEWAY 2002).
Im nichsten Entwicklungsstadium finden sich sowohl CD4- wie CD8-Molekiile auf der
Oberflache, so dass die Thymozyten nun als CD4/CD8 doppelt positive Zellen (DP-Zellen
oder CD4/CD8""- Zellen) bezeichnet werden (JANEWAY 2002, PESCOVITZ et al. 1994).
Mit fortschreitender Differenzierung entscheidet sich, ob die Thymozyten weiter CD4- oder
CD8-Molekiile tragen. Beim Menschen sind nahezu alle T-Lymphozyten im peripheren Blut

entweder CD4 positiv (CD4") oder CD8 positiv (CD8") (JANEWAY 2002). Erfolgt ein
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Reifungssignal, durchlaufen die Thymozyten weitere Reifungsschritte und werden somit
positiv selektioniert JANEWAY 2002).

Wenn die T-Zell-Rezeptoren der Thymozyten mit hoher Affinitdt am Selbst-MHC und
korpereigenen Peptiden binden, wird dagegen ein programmierter Zelltod (Apoptose)
ausgelost (JANEWAY 2002). Dieser Vorgang wird als negative Selektion oder klonale
Deletion bezeichnet JANEWAY 2002). Damit wird eine Selbsttoleranz erreicht JANEWAY
2002). Die klonale Selektion bezeichnet eine selektive, durch Antigenkontakt induzierte
Vermehrung und Aktivierung antigenspezifischer Lymphozyten (JUNGI 2000a). Im Laufe
threr Entwicklung wandern die Thymozyten aus der Thymusrinde zum Mark. Nur etwa 5%
erreichen diese Phase. Die meisten Thymozyten gehen vorher durch Apoptose zugrunde

(JANEWAY 2002).

Alle reifen T-Lymphozyten tragen neben verschiedenen anderen Molekiilen auflerdem die
Molekiile CD2 und CD3, die auch als Pan-T-Zell-Marker bezeichnet werden (JANEWAY
2002).

CD4"-T-Lymphozyten werden als wichtige regulierende Zellen des Immunsystems
betrachtet (JANEWAY 2002). Thre regulierende Funktion beruht auf der Sekretion von
Zytokinen (JUNGI 2000c). Wenn CD4"-T-Lymphozyten durch Kontakt mit MHC-Klasse-II
auf antigenprésentierenden Zellen aktiviert werden, teilen sie sich vermehrt und geben ein
breites Spektrum an Zytokinen ab (JUNGI 2000b, TOMPKINS und TOMPKINS 2000).
Durch diese Zytokine und direkte Zellinteraktion aktivieren sie nun Makrophagen und B-
Lymphozyten, weshalb CD4"-T-Lymphozyten auch als T-Helfer Zellen (TH-Lymphozyten)

bezeichnet werden (JUNGI 2000c).
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Die Art der Zytokinproduktion unterscheidet zwei Typen von CD4'-T-Lymphozyten, da sie
jeweils ein charakteristisches Spektrum an Zytokinen produzieren, wobei sie gegenseitig als
Antagonisten gelten (JUNGI 2000c¢):

TH;-Lymphozyten geben Interleukin 2 (IL-2) und Interferon Gamma (IFNy) ab und férdern
die Proliferation und die Funktion aller Lymphozyten (JUNGI 2000c¢). Ausgeldst wird diese
Reaktion, wenn es bei der initialen Interaktion zwischen Antigen, APC und CD4"-T-
Lymphozyten zu einem hohen Level von IL-12 und IFNy und nur zu einem geringem Level
IL-4 kommt (TOMPKINS und TOMPKINS 2000).

TH,-Lymphozyten stimulieren B-Lymphozyten, die sich dann weiter zu Plasmazellen
differenzieren. 1L-4, IL-5, IL-6, IL-10 und das transformierende Wachstumshormon Beta
(TGFB) werden von TH,-Lymphozyten abgegeben, wenn die Antigen-APC-CD4 -
Interaktion zu einem hohen Level an IL-4 gefiihrt hat (TOMPKINS und TOMPKINS 2000).
Viele Studien haben gezeigt, dass eine Immunantwort durch TH;-Lymphozyten bei der
Bekdmpfung von intrazelluldren Parasiten, Bakterien und Viren zu finden ist, wahrend die
charakteristische Immunreaktion bei exrazelluldren Bakterien und Parasiten sowie bei
Umweltallergenen durch TH,-Lymphozyten ausgelost wird (TOMPKINS und TOMPKINS
2000). Diese Regel wird als TH;-TH;-Paradigma bezeichnet. Allerdings gibt es in
zahlreichen Fillen Ausnahmen von dieser Regel, zum Beispiel wihrend einer Infektion mit
Lentiviren, die eine Freisetzung der Zytokine von sowohl TH;- wie TH,-Lymphozyten
induziert (TOMPKINS und TOMPKINS 2000). Die Informationen iiber das TH;-TH,.
Paradigma, die hauptsichlich in experimentellen Infektionen an Nagern gewonnen wurden,
werden zudem kritisch in bezug auf die Ubertragbarkeit beim Menschen diskutiert

(DAWSON et al. 2005).
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Intrazelluldre Antigene, wie Viren oder Tumorantigene, werden nach proteolytischem Abbau
zusammen mit dem MHC-Klasse-I von APC prisentiert und von CD8'-T-Lymphozyten
erkannt (JANEWAY 2002). CDS8'-T-Lymphozyten entwickeln daraufhin zytotoxische
Aktivitit, weshalb sie auch Killerzellen oder zytotoxische Lymphozyten genannt werden
(JANEWAY 2002). Bei parasitiren Infektionen wurde ein Ansteigen der CD4"- und CD8"-T-
Lymphozyten im Blut gezeigt, wahrend bei bakteriellen Infektionen ein Einwandern von
aktivierten CD4'- und CD8'-T-Lymphozyten in das infizierte Gewebe beobachtet wurde
(BERNDT und MULLER 1995, DILLENDER und LUNNEY 1993).

Dabei setzen die aktivierten CD8'-T-Lymphozyten Perforine frei, die Locher in die
Oberfliche von antigenbeladenen Zellen bohren und exprimieren einen FAS-Liganden, der
an den Fas-Rezeptor der Zielzelle bindet und damit den programmierten Zelltod (Apoptose)

auslost (JUNGI 2000c).

Die Funktionen und Reaktionen einzelner Leukozytenfraktionen konnten durch Etablierung
neuer Messmethoden untersucht werden Fiir immunologische Untersuchungen werden CD-
Oberflichenantigene analysiert, die wie zuvor dargestellt auf Leukozyten exprimiert werden.
Die zuvor mit Antikdrper markierten Zellen werden mittels eines Durchflusszytometers, z.B.
FACS (engl. Fluorescence-activated cell sorter) sichtbar gemacht, dessen Funktionsweise in

folgenden beschrieben wird.
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2.3 Funktionsweise des FACS

Ein Durchflusszytometer ist ein optisches MeBsystem, mit dem Streulicht und
Fluoreszenzsignale einzelner Partikel analysiert werden, die sich in einem Fliissigkeitsstrom
befinden (SCHMITZ und ROTHE 1994).

Die Hauptbestandteile eines Durchflusszytometers sind ein Fliissigkeitssystem, ein optisches
System und ein Computer. Eine Partikelsuspension wird so zu einem Analysepunkt geleitet,
dass alle Zellen innerhalb eines Fliissigkeitstrahls einzeln nacheinander das optische System
passieren und von einem fokussierenden Lichtstrahl beleuchtet werden (SCHMITZ und
ROTHE 1994).

Durch den Kontakt eines Partikels mit dem Lichtstrahl entstehen bestimmte optische Signale
mit unterschiedlicher Qualitdt wie Fluoreszenz und Lichtstreuung. Durch das optische
System werden die Signale jeder einzelnen Zelle gemessen und anschlieBend aus der Summe
der Einzelzellmessung eine Analyse der Zellsuspension berechnet (SCHMITZ und ROTHE
1994).

Es werden Grofe, die interne Zellstruktur und die Fluoreszenzen der einzelnen Zellen
gemessen, wobei die Fluoreszenz durch die die Zelle markierenden Antikorper hervorgerufen
wird, an die fluoreszierende Farbstoffe gekoppelt sind.

Die Signale mehrerer Tausend Zellen pro Probe werden im Computer gespeichert und in

sogenannten Histogrammen zusammengefasst (SCHMITZ und ROTHE 1994).

Dabei sind auf der Y-Achse die Anzahl der Zellen und auf der X-Achse die

Fluoreszenzintensitét aufgetragen (siche Abbildung 1).
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Abbildung 1 Histogramm von Schwein 31, SWC3a

Im sogenannten Dot Plot konnen alle Zellen einer Messung anhand verschiedener Parameter
dargestellt werden. Auf der Y-Achse ist das Seitwértsstreulicht aufgetragen, das mit der
Granularitét korreliert. Die X-Achse entspricht dem Vorwirtsstreulicht. Es korreliert mit der
GrofBe des Partikels (SCHMITZ und ROTHE 1994). .

Ein Punkt charakerisiert jeweils eine Zelle. Je nach Struktur der Zelle und der daraus
resultierenden Lichtstreuung ist sie auf dem Diagramm lokalisiert. Lymphozyten, Monozyten
und Granulozyten unterscheiden sich durch ihre unterschiedlichen Strukturen und haben
deshalb im Dot Plot verschiedene Lokalisationen.

So ist es moglich, Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten anhand der Lokalisation zu
identifizieren, da jede Subpopulation ihr eigenes typisches Muster aufweist (SCHMITZ und

ROTHE 1994).

Durch das sogenannte Gating, dem Definieren von Auswertefenstern durch Ziehen von
Linien am Computer, kdnnen sie in ,,Lymphozyten-, Monozyten- und Granulozytenwolken*

eingeteilt werden (SCHMITZ und ROTHE 1994).
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Abbildung 2: Dot Plot von Schwein 9

Auf diese Weise konnen die verschiedenen Zellpopulationen innerhalb einer Messung separat

ausgewertet werden (siche Abbildung 2).
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2.4 Heterogenitit des Immunsystems

Das Immunsystem ist kein starres System. Die zirkulierenden Bestandteile des
Immunsystems konnen sich in Anzahl und Verteilung als Reaktion auf verschiedene
Einfliisse verdndern (KRAFT et al. 1999). Bei Bedarf werden einzelne Bestandteile oder
Zellpopulationen vermehrt produziert, freigesetzt oder verbraucht.

Hinzu kommt, dass sich die Zellen auf ihrem Weg von der Bildungsstitte zum Wirkort nur
eine kurze Zeit im peripheren Blut authalten (KRAFT ef al. 1999). Die im peripheren Blut
gemessenen Leukozyten- und Lymphozytenpopulationen variieren daher stark (KRAFT
1999a).

Das Wissen um Normalverteilung der immunologisch relevanten Zellen von gesunden
Menschen und Tieren ermoglicht es dem Kliniker, bei einzelnen Patienten oder
Patientengruppen die Atiopathogenese der Verdinderung zu definieren, den Verlauf zu
beobachten und die Prognose zu beurteilen, allerdings immer im Zusammenhang mit dem
klinischen Zustand des Patienten (KRAFT 1999a). Quantitative und qualitative
Verdnderungen des Blutbildes erlauben in vielen Fillen Riickschliisse auf den Stand
verschiedener Erkrankungen. Allerdings ist es nach KRAFT falsch, einen auBerhalb der

Referenzwerte liegenden Wert eo ipso als krankhaft zu bezeichnen (1999a).

Kenntnisse iiber physiologische und pathologische Abweichungen sind daher notwendig. Aus
diesem Grund werden in der Humanmedizin grof3e Populationen untersucht und Normalwerte
fiir bestimmte Gruppen erstellt (ZEMAN et al. 1988; TOLLERUD et al. 1990; ROBINSON

et al. 1996; BARTLETT et al. 1998; REGECSZY et al. 2001).
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Bei der Anzahl der Leukozyten ebenso wie bei der Expression von Oberflichenantigenen
spielen Dispositionen wie Alter, Geschlecht und genetische Unterschiede eine gro3e Rolle
(ZEMAN et al. 1988, FLAHERTY et al. 1997, SEIKI und SAKABE 1997, BARTLETT et
al. 1998, KRAFT 1999a, REGECSZY et al. 2001).

Das Immunsystem entwickelt sich mit dem Antigenkontakt. Es kommt wihrend Kindheit und
Jugend zundchst zu einem steigenden und dann mit zunehmendem Alter zu einem
abnehmenden zelluldiren Immunstatus (THORN 2000). Hormonelle Faktoren koénnen die
Ausprigung der Leukozyten beeinflussen und werden als Ursache fiir solche Entwicklungen
diskutiert. Zum Beispiel ist bekannt, dass sich bei Menschen hormonelle Verdnderungen
wihrend Wachstum und Entwicklung durch Wachstumshormone wie Growth Hormon (GH),
GH releasing Hormon und Somatostatin auf das Immunsystem auswirken konnen
(CAMPELL und SCANES 1995). Periphere Lymphozyten beim Menschen besitzen

Rezeptoren fiir diese Hormone (CAMPELL und SCANES 1995).

Es gibt einen genetischen Einfluss auf die zelluldre Immunitdt, so dass verschiedenen
Tierrassen oder Populationen Unterschiede in der Verteilung der immunologischen Zellen
zeigen (BARTLETT et al. 1998, NGYUEN et al. 1998, BYRNE et al. 2000).

Ein Vergleich zwischen zwei Studien mit Beagle- und Mischlingshunden ergab einen
niedrigeren Anteil an CD4" Lymphozyten und einen hohere Anteil an B-Lymphozyten bei
den Mischlingen (BYRNE et al. 2000).

Ferkel der Rasse Large White zeigten gegeniiber Ferkeln der Rasse Duroc signifikant
niedrigere Werte der CD2" und CD4" Zellen (NGYUEN et al. 1998). Beim Menschen wird
beispielsweise eine niedrigere Anzahl an Leukozyten und aktivierten T-Lymphozyten bei

Afro-Amerikanern gegeniiber Latinos gefunden (BARTLETT et al. 1998).
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Externe Faktoren konnen ebenfalls Anzahl und Verteilung von Leukozyten- und
Lymphozytenpopulationen beeinflussen. Dazu gehdren StreB, zum Beispiel im
Zusammenhang mit Blutentnahme, Tageszeit, Jahreszeit, korperlicher Arbeit, Medikamenten,
Umweltbedingungen u.a. (NYBERG ef al. 1988, ESPERSEN ef al. 1990, KENDALL et al.

1990, MORROW-TESCH et al. 1994, KRAFT 1999a, EVANS 2000, THORN 2000).

Wihrend pathologischer Vorginge im Organismus kommt es zu Reaktionen des
Immunsystems. Zum einen kann das Immunsystem selbst auf krankhafte Verénderungen
reagieren, z.B. bei Infektionen (JANEWAY 2002). Zum anderen werden Bestandteile des
Immunsystems als Folge von bestimmten Erkrankungen beeinflusst, z.B. bei malignen
Erkrankungen des blutbildenden Systems (KELLER und FREUDIGER 1993).
Verdnderungen des weilen Blutbildes werden schon seit langem als Parameter zur
Beurteilung des Gesundheitszustandes eines Individuums genutzt (KRAFT 1999a). Bei der
Interpretation der Werte sollte man beachten, dass es sich jeweils um eine
,Momentaufnahme® handelt und es im Laufe einer Erkrankung zu unterschiedliche Stadien
mit z.T. gegenldufigen Werten kommen kann.

Bei bakteriellen Infektionen, auch in Form von lokalen Infektionsherden, kann eine Erh6hung
der Leukozytenzahl (Leukozytose) beobachtet werden (KELLER und FREUDIGER 1993).
Lokale Eiterherde und klinisch akut verlaufende Infektionskrankheiten beim Schwein fithren
zu einer hohe Anzahl an stabkernigen neutrophilen Granulozyten, die auch als ,, Links-,, oder
,Kernlinksverschiebung* bezeichnet wird (HEINRITZI und PLONAIT 2001).

Andererseits fiihrt ein vermehrter Verbrauch im Lauf einer akuten bakteriellen Infektion auch
zu einer Reduktion der Leukozytenzahl (Leukopenie) (KELLER und FREUDIGER 1993).
Ebenso kommt es wéhrend Virusinfektionen zu Leukopoesestorungen, die als Folge eine

Leukopenie bewirken. Bei der Schweinepest tritt typischerweise eine anhaltende Leukopenie
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(< 10 Tsd/uL) bei gleichzeitiger Verminderung der Lymphozyten (Lymphozytopenie) und
der neutrophilen stabkernigen Granulozyten (Neutropenie) auf und kann bei Verdacht neben
anderen Befunden unterstiitzend zur Diagnosestellung herangezogen werden (HEINRITZI

und PLONAIT 2001).

In der Humanmedizin werden seit langem typische Verinderungen einzelner
Lymphozytenpopulationen fiir die klinische Diagnostik genutzt (PALELLA ef al. 1998,
EASTERBROOK et al. 2000, MOORE und VERNAU 2000, SIPSAS und SFIKAKIS 2004,
ONDOA et al. 2005, LOKO et al. 2005). Vor allem Erkrankungen und Infektionen des
Immunsystems selbst konnen auf diese Weise untersucht werden.

So wird die Immunophédnotypisierung in der Humanmedizin als ein wichtiges Diagnostikum
fiir lymphoproliferative Erkrankungen genutzt, insbesondere bei Leukdmien (MOORE und
VERNAU 2000). Sie ist essentiell fiir eine prizise, reproduzierbare und klinisch relevante
Einteilung der Tumorformen, was wiederum entscheidend fiir Prognose und Therapie ist
(MOORE und VERNAU 2000). Auch Prognoseabschitzung und Therapiekontrolle einer
Infektion mit dem humanen Immundefiziensvirus (HIV) werden iiber die Immuno-
phénotypisierung durchgefiihrt (PALELLA et al 1998, EASTERBROOK et al. 2000,
SIPSAS und SFIKAKIS 2004, ONDOA et al. 2005, LOKO et al. 2005).

Da die Infektion von Katzen mit dem felinen Immunodefiziens Virus (FIV) analog zu der
Infektion des Menschen mit dem HIV verlduft, sind iiber FIV eine Reihe von
Untersuchungen durchgefiihrt worden (ACKLEY et al. 1990, BARLOUGH et al. 1993,
HOFFMANN-LEHMANN et al. 1997, WILLETT et al. 1997, ELDER et al. 1998,
LOCKRIDGE et al. 2000, MATTEUCCI et al. 2000, FINERTY et al. 2001, GOTO et al.
2002, HOSIE et al. 2002, TOMPKINS et al. 2002, UHL et al 2002, KUBES et al. 2003,

PISTELLO et al. 2003, AVERY und HOOVER 2004, HUEBNER et al. 2004, TERWEE et
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al. 2005). Die Bestimmung der CD4"/CD8"-Ratio eignet sich zur Therapiekontrolle bei FIV
Infektionen (ACKLEY et al. 1990, HOFFMANN-LEHMANN et al. 1997, HUEBNER et al.
2004).

Inzwischen werden auch fiir die veterindrmedizinische Praxis durchflusszytometrische
Laboruntersuchungen der peripheren Lymphozyten, T-, B-, CD4" und CD8" Zellen von
Hunden, Katzen und Pferden angeboten (Labor LABOKLIN). Bei FeLV und FIV positiven
Katzen dienen sie zur Verlaufskontrolle und zur Bestimmung der momentanen Phase der
Erkrankung (ACKLEY et al. 1990, HOFFMANN-LEHMANN et al. 1997, HUEBNER et al.
2004).

MARTI beschreibt mit SCID (severe combined immunodeficiency, schwere kombinierte
Immundefiziens), BLAD (bovine Leukozytenadhisionsdefiziens) und cLAD (canine
Leukozytenadhdsionsdefiziens) Erkrankungen, die nur mittels Durchflusszytometrie
identifiziert werden konnen (2000). Da fiir diese primdren Immundefekte eine genetische
Veranlagung besteht, kann nach durchflusszytometrischen Analysen versucht werden,
ziichterischen Mafinahmen zu ergreifen (MARTI 2000, CREEVI et al. 2003, BAUER et al.
2004, NAGAHATA 2004)

Eine Reihe von Studien beschéftigte sich mit Infektionen in Schweinebestinden, die zu
groBBen wirtschaftlichen Verlusten in der Landwirtschaft fithren (BARNARD et al. 2005,
CHAMORRO et al. 2005, DARWICH et al. 2004, TINGESTEDT und NIELSEN 2004,
BAUTISTA et al.. 2003, SANCHES-TORRES et al. 2003, KRAKOWA et al. 2002,
SUMMERFIELD et al.. 2001, FACHINGER et al. 2000, SEGALES et al. 2000).
Durchflusszytometrische Untersuchungen sollen die Proliferation und Funktion einzelner
porciner  Zellpopulationen in immunpathologischen Vorgingen kliren. Ziel dieser
Untersuchungen ist es, mit dem Verstindnis liber Vorginge der Immunabwehr neue

Strategien zur Bekdmpfung von Infektionen beim Schwein zu entwickeln.
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In immunohistochemischen Untersuchungen iiber die Funktion von T-Lymphozyten bei
Infektionen des Schweins mit Porcinen Reproduktions- und Respirationsyndromvirus
(porcine reproductive and respiratory syndrome virus, PRRSV) konnten TINGSTEDT und
NIELSEN die wichtige Rolle von zytotoxischen Lymphozyten in der PRRSV-spezifischen
Immunantwort in der Lunge nachweisen. (2004). Die Anzahl der CD8" Zellen in der Lunge
von intrauterin mit dem PRRSV infizierten Schweinen ist deutlich erhoht bei gleichzeitig
geringer Anzahl CD4" Zellen (TINGSTEDT und NIELSEN 2004). LOHSE und Mitarbeiter
stellten dagegen fest, dass eine experimentelle Reduzierung der CD8" T-Zellen im Blut
wihrend der frithen Infektionsphase mit dem PRRSV nicht zu einer stirkeren Erkrankung
oder einer verminderten Viruselimination fiihrt (2004). Der Mechanismus und die
Beteiligung der einzelnen T-Zelltypen ist hier noch nicht gekldrt, aber
durchflusszytometrische Untersuchungen spielen eine wichtige Rolle bei der Aufklarung des
Pathomechanismus von PRRS.

In der akuten Phase der Infektion mit dem Maul- und Klauenseuche (MKS)-Virus kommt es
zu einer signifikanten Lymphopenie mit Beteiligung der untersuchten T Zellfraktionen CD4",
CDS8" und CD4"/CD8" (BAUTISTA et al.. 2003). Um die Wirkung eines Notfallimpfstoffes
gegen MKS zu untersuchen, nutzten BARNARD und Mitarbeiter ebenfalls
durchflusszytometrische Analysen (2005). Sie konnten zeigen, dass es trotz Anstieg der MKS
—Virus-spezifischen Antikérper und T-Zell Aktivitit nach der Impfung nicht zu
Verdnderungen der Lymphozytenpopulationen kam (BARNARD et al. 2005).

Bei Infektionen mit Viren, die einen Tropismus zu bestimmten Zelllinien (z.B. der
monozytiren Linie) haben, ist das Interesse am Mechanismus der Pathogenese ebenfalls sehr
gro} (CHAMORRO et al. 2005). Infektionen mit dem Klassischem Schweinepest-Virus
fiihren bereits vor der Virimie zu einem Abfall von CD4" und der CD8 T Zellen

(SUMMERFIELD et al. 2001).
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Das Expressionsmuster von CD Molekiilen bei Monozytensubpopulatonen weist auf spezielle
Funktionen dieser Zellen bei Virusinfektionen hin (CHAMORRO et al. 2005, SANCHES-
TORRES et al. 2003). Monozyten, die CD163 exprimieren, unterscheiden sich von CD163"
Monozyten durch verschiedene Zytokinproduktion und ihre Anfilligkeit gegeniiber dem
Afrikanischen Schweinepest-Virus (CHAMORRO et al. 2005, SANCHES-TORRES et al.
2003). Diese Zellen scheinen eine besondere pro-inflammatorische Rolle zu spielen, da sie
eine hoher TNF-o Produktion und einen hdheren Anteil an Adhédsionsmolekiilen haben
(CHAMORRO et al. 2005).

Bei Schweinen, die mit dem porcinen Circovirus 2 infiziert sind, féllt die Zahl der
Lymphozyten, insbeondere der CD8" T-Zellen und B-Lymphozyten, signifikant ab, wihrend
bei unverdnderter Gesamtleukozytenzahl die Zahl der Monozyten und neutrophilen
Granulozyten signifikant ansteigt (DARWICH et al. 2004, SEGALES et al. 2000). Sogar
eine Verminderung der infizierten Zellen durch Immunsupression z.B. mittels Medikamenten
wie Cyclosporin wird als therapeutische Option diskutiert (DARWICH et al. 2004,
KRAKOWA et al. 2002).

FACHINGER und Mitarbeiter untersuchten in vitro acht inaktivierte Pockenvirusstimme auf
ihre Fihigkeiten, das angeborene und spezifische Immunsystem des Schweines zu aktivieren
(2000). So konnten sie zeigen, dass Durchflusszytometrie und zellensortierende Methoden
geeignet sind, T-Helferzellen als wichtigste Zellenfraktion zu identifizieren, die auf

inaktivierte Pockenviren reagieren (FACHINGER et al.. 2000).

Auch bei chemischen Einwirkungen auf den Organismus kommt es zu Reaktionen des
zelluldren Immunsystems, wie z.B. bei chronischen Vergiftungen mit Schwermetallen, wie
Quecksilber und Blei, bei denen ebenfalls unterschiedliche Verdnderungen des

lymphozytiaren Immunsystems festzustellen sind, die darauf schlieBen lassen, dass es an der
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Elimination der Toxine beteiligt ist (MOSZCZYNSKI et al. 1995, 1998, VOIDANI et al.

1992; BASARAN und UNDEGER 2000).

Wiéhrend das weile Blutbild schon seit langem in der Veterindrmedizin interpretiert und zur

Diagnosestellung genutzt wird, kann nun mit Hilfe von durchflusszytometrischen

Untersuchungen auch der zelluldre Immunstatus sicher kontrolliert werden.
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2.5 Verinderungen des Immunsystems unter dem Einfluss von Narkose und operativem

Eingriff

Verdnderungen des Immunstatus durch operative Eingriffe sind beim Menschen seit langem
bekannt (LASSEN et al. 1956, BRUCE und KOEPKE 1966, LECKY 1975, SLADE et al.
1975, COHEN und BATRA 1980, BOERNER und HEMPELMANN 1982, THOMSON
1987, FAIST et al. 1992 und 1996, MARKEWITZ et al. 1992, HAUPT et al. 1998,
HEIMLICH et al. 1999, TAKALA et al. 2004). Die Auswirkungen einer chirurgischen
Intervention auf den gesamten Organismus wird in der Literatur unter dem Begriff
,Postaggressionssyndrom zusammengefasst. Neben Verdnderungen des Wasser- und
Elektrolythaushaltes, des Magen-Darm-Traktes, des Nervensystems und der Blutgerinnung
werden auch Verdnderungen des Immunsystems gesehen (FAIST et al. 1992 und 1996,
MARKEWITZ et al. 1992, HEIMLICH ef al. 1999).

Es kommt zu einer Reduktion der Immunfunktion, die auch als sekundire oder passagere
Immunsuppression bezeichnet wird, wobei fast alle Komponenten des unspezifisch und
spezifisch zelluldiren und humoralen Systems betroftfen sind (FAIST et al. 1992 und 1996,
MARKEWITZ et al. 1992, HEIMLICH et al. 1999). Untersuchungen beim Menschen
konnten postoperativ Immunsuppressionen feststellen (THOMSON 1987, HAUPT et al
1998), wobei die Einschrinkung der Immunantwort mit der Dauer des chirurgischen
Eingriffes steigt. HEIMLICH und Mitarbeiter fanden bei tumorchirurgischen Eingriffen im
Kopf-Hals-Bereich einen direkten Zusammenhang zwischen Narkosedauer bzw. Ausmal} der
Gewebeschiddigung und der postoperativ festgestellten Immunsuppression (1999).

Diese eingeschrinkte Immunfunktion macht sich klinisch in einer erhohten

Infektionsanfilligkeit und vermehrtem Tumorwachstum bemerkbar (THOMSON 1987,
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LECKY 1975). Problematisch werden diese Verdnderungen bei Infektionen, die bei einer
inaddquaten Immunreaktion im schlimmsten Fall in einer Sepsis miinden konnen.

Die Dauer dieser Verdnderungen und die Prognose fiir den Patienten hingt dabei ab vom
Umfang der Operation, der Eigenheit des pathologischen Prozesses und dem Immunstatus

des Patienten (THOMSON 1987, LECKY 1975).

Als Ursache fiir diese Immunsuppression infolge des Operationstraumas werden Stress,
Anisthetika, Gewebeschiddigung, Blutverlust und eventuelle Endotoxidmie angenommen
(FAIST et al. 1992). Verschiedene mechanische, pharmakologische und immun-
modulierende Effekte wihrend eines operativen Eingriffs wirken immunsupressiv auf die

natiirlichen Barrieren, die unspezifische und spezifische Abwehr (siche Tabelle 2).

Tabelle 2. Effekt von Narkose und Operation auf das humane Immunsystem

Natiirliche Barrieren Atropin Speichel-/Tranenproduktion &
Endotrachealtubus Ziliaraktivitat Trachea ¢
Schleimhautldsionen
Aniésthetika Ziliaraktivitdt Respirationstrakt &
Anisthetika Schweifl und Talgproduktion &
Operativer Eingriff Hautbarriere wird zerstort
Unspezifische Abwehr Andisthetika Migration/Chemotaxis von
Granulozyten und Monozyten &
Inhalationsanésthetika Leukozytenzahl &
Katecholamine Leukozytenzahl {*
? korreliert mit der Dauer des Eingriffs Phagozytose &
Spezifische Abwehr StreB und praoperative Angst Funktion der Lymphozyten &
? korreliert mit der Dauer des Eingriffs Lymphozytenzahl &

U = sinkt, {+ = steigt, ? = genaue Ursache unbekannt

Es scheint sinnvoll, bei den Ursachen fiir postoperative Immunsuppressionen zumindest

zwischen dem Einflul von préoperativem Stre, AnisthetikaeinfluB und chirurgischem

Trauma zu unterscheiden.
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Es ist allerdings in klinischen Untersuchungen schwierig zu unterscheiden, welche Wirkung
die einzelnen Einflussgrofen haben, da das AusmaBl der Gewebeschidigung und einzelne
chirurgische MaBnahmen in der Regel individuell sehr unterschiedlich sind.

Haufig ist nicht genau zu kldren, was das Immunsystem mehr beeinflusst: perioperativer
Stress, auch z.B. durch Schmerzen, Anédsthesie oder der operative Eingriff. Bei den meisten
humanmedizinischen Studien sind Untersuchungen beispielsweise mit mehrstiindigen

Narkose fiir Kontrollgruppen nicht moglich.

Narkotika und Lokalanésthetika konnen verschiedene Zellfunktionen beeinflussen, wobei die
Hemmung der Membranfunktion, Mobilitdtsstorungen von Lymphozyten und Granulozyten
sowie Verdnderungen in der Mitoserate von T-Lymphozyten die wichtigste Rolle im
postoperativen Geschehen spielt (NEUMANN ez al. 1985).

Traumatischer Stress beeinflusst nicht nur einzelne Zelltypen, sondern bewirkt den Verlust
der intakten regulierenden Interaktion zwischen Makrophagen, Monozyten und T-
Lymphozyten (FAIST et al. 1996).

Dabei werden insbesondere Entziindungsmediatoren wie Prostaglandin E, (PGE,) als
Schliisselsubstanzen diskutiert (MARKEWITZ et al. 1992). Durch das von den Monozyten
infolge der Gewebeschiddigung freigesetzte PGE, kommt es zu einer quantitativen und
qualitativen Einschrinkung der Lymphozytenfunktion (HEIMLICH et al. 1999).

Andere Autoren sehen die Hauptursache der perioperativen Immunsuppression in der
endokrin-metabolischen Verdnderungen durch eine gesteigerte Sekretion von katabolen
Hormonen (KEHLET 1989).

Trotz Unterschieden in Bezug auf Narkoseart und —dauer, Art des Eingriffs, Alter und
Immunstatus der Probanten, haben allerdings alle Studien gemein, dass es zu einer

postoperativen Immunsuppression kommt (FAIST et al. 1992 und 1996, MARKEWITZ et
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al. 1992, HEIMLICH ef al. 1999, THOMSON 1987, LECKY 1975, HAUPT et al. 1998,

BOERNER und HEMPELMANN 1982).

Es finden sich in der Literatur keine Arbeiten, die sich mit den Auswirkungen eines
operativen Eingriffes auf die Verteilung von Lymphozytenpopulationen des Schweines

beschéftigen.

Das Schwein als Modell in der Forschung bei humanmedizinischen Fragestellungen
eingesetzt. Haufig sind operative Eingriffe unter Narkose notwendig.

Dabei spielt in einigen Studien auch die Reaktion des Immunsystems eine wichtige Rolle.
Wiéhrend es beim Menschen eine Reihe von Untersuchungen iiber immunologische
Reaktionen nach chirurgischen Eingriffen gibt, ist dariiber bislang beim Schwein wenig
bekannt (THOMSON 1987, LECKY 1975, BOERNER und HEMPELMANN 1982,
THOMSON 1987, FAIST et al. 1992 und 1996, MARKEWITZ et al. 1992, HAUPT et al.
1998, HEIMLICH et al. 1999).

Damit ein Vergleich mit Reaktionen des humanen Immunsystems z.B. fiir Fragestellungen in
Transplantationsversuchen moglich wird, sind Untersuchungen iiber die Folgen eines

operativen Eingriffes auf das Immunsystem beim Schwein notwendig.
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2.6 Das Immunsystems des Schweines

Die Morphologie der Leukozyten des Schweines entspricht der anderer Spezies
(THORN 2000). Beim Schwein ist die Leukozytenzahl hoher als bei anderen
Haussdugetieren. Alter, Geschlecht Jahreszeit, zirkadianer Rhythmus, physiologischer

Zustand, Umgebungsbedingungen, soziale Interaktion und Fiitterung beeinflussen das weille

Blutbild (EVANS 2000).

Differentialblutbild
Autor Rasse/ Leukoz.
Anzahl Alter In Tsd./ul

Neutroph. Lymphoz. Monoz. Eos G. Baso G.
KRAFT 1999 10-22 10-39%  49-85%  0-5% 0-6% 0-2%
THORN 2000 11-22 28-47%  39-62%  2-10% 0,5-11% 0-2%
EVANS 2000 Kreuzung  6-325 1,2- 1,0- 0-3,9% 0-52% 0
(n=114) 25,7% 22,8%
SIEVERDING Absatz- 8,7-37,9 2,2-16,0 0-6 0-1,8 0-0,5
2000 ferkel Tsd/ul ~ Tsd/ul  Tsd/ul  Tsd/ul
HEINRITZI und Deutsche 10,5-21,3 10,2- 49 4- 0-4,8%  0-6,2%
PLONAIT 2001  Landrasse/ 38.8%  85,4%

Edelschw.

Tabelle 1 Literaturangaben des Wei3en Blutbildes beim Schwein

Leukoz.- = Leukozyten; Neutroph. = Neutrophile segmentkernige Granulozyten; Lymphoz. = Lymphozyten;
Monoz. = Monozyten; Eos. G. = Eosinophile Granulozyten; Baso. G. = Basophile Granulozyten; Edelschw.=
Edelschwein

Die Anzahl der Gesamtleukozyten ist zum Zeitpunkt der Geburt bei Schweinen hoch, fillt
unmittelbar nach der Geburt, um dann im Lauf der ersten fiinf Wochen anzusteigen (EVANS

2000; THORN 2000; KRAFT 1999b). Das neutrophile Blutbild, das bei neugeboreren
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Ferkeln zu finden ist, verschiebt sich zugunsten der Lymphozyten (EVANS 2000; THORN
2000; KRAFT 1999b).

Bei neugeborenen Ferkeln betrdgt der Anteil der Neutrophilen 65 bis 70%, der Anteil der
Lymphozyten betrdgt 20% der Leukozyten. In der folgenden Zeit steigt der Anteil der
Lymphozyten, so dass die Tiere in einem Alter von 6 Monaten ein Verhiltnis von 1:2
(Neutrophile : Lymphozyten) haben (THORN 2000).

Dieser Vorgang dauert nach KRAFT (1999b) einige Tage, nach THORN (2000) einige
Monate. Beim erwachsenen Tier ist ein lymphozytéres Blutbild zu finden (KRAFT 1999b). .
Beim gesunden Schwein kann die Lymphozytengrofe stark variieren (5-18 pm im
Durchmesser), aber die Mehrheit der Lymphozyten ist mit 5-7 um im Durchmesser eher klein

(EVANS 2000).

Unterschiede im weillen Blutbild zwischen verschiedenen Rassen, auch zwischen Miniatur-
und anderen Schweinen sind vorhanden, aber geringfiigig (EVANS 2000). Allerdings sind
bei Schweinen physiologischerweise deutliche Abweichungen der BlutmeBwerte zu sehen,
sowohl zwischen verschiedenen Individuen als auch innerhalb eines Individuums zu
verschiedenen MefBzeitpunkten.

Miénnliche Schweine haben eine hohere Anzahl an neutrophilen Granulozyten und damit
insgesamt mehr Leukozyten. (EVANS 2000). THORN (2000) sieht hingegen keinen
signifikanten Einfluss des Geschlechts auf das weifle Blutbild beim Schwein. Deutsche
Landschweine in einem Alter von 2-6 Monaten haben niedrigere Leukozytenzahlen als
Hanford Miniaturschweine, wobei insgesamt zwischen verschiedenen Rassen nur
geringfiigige Unterschiede gesehen werden (EVANS 2000). Spezifiziert pathogenfrei und

keimfrei gehaltene Schweine haben erwartungsgemél eine niedrigere Anzahl an Leukozyten
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und einen geringeren Anteil an neutrophilen Granulozyten und Monozyten als konventionell
gehaltene Tiere.

Laut PABST und TREPEL (1975) sind die Lymphozyten beim jungen Schwein in
lymphoiden und nicht lymphoiden Organen wie folgt verteilt: Thymus 44%, Milz 9%,
mesenteriale Lymphknoten 17%, zervikale Lymphknoten 9%, andere periphere
Lymphknoten 3%, darmassoziierte Lymphozyten 5%, Tonsillen 2%, Knochenmark 5%, Blut
3%, Lunge 0,2% und im restlichen Gewebe 3%.

Nach BINNS (1982) liegt der Anteil der B-Zellen an den Lymphozyten im Blut bei 10 bis
20%, die der T-Zelllinie bei 40 bis 70%. Weitere 30 bis 40% ohne charakteristische

Oberflicheneigenschaften werden von ihm als Null -Zellen bezeichnet.

Im International Swine CD Workshop werden porcine monoklonale Antikdrper (mAK)
charakterisiert und analog zur Nomenklatur des humanen Immunsystems in Cluster
zusammengefasst (SAALMULLER 1998).

Der Begriff Swine Leukocyte Antigen (SLA) wird analog zum Begriff Human Leukocyte
Antigen (HLA) verwendet und bezeichnet den MHC beim Schwein (LUNNEY und
PESCOVITZ 1987, SAALMULLER 1996). 2004 wurde ein Komitee der Internationalen
Gesellschaft fiir die Genetik von Tieren gegriindet, das alle verdffentlichten Daten {iber DNS-
Sequenzen des SLA nutzt, um eine systematische Nomenklatur der Gene und Allele des
Schweine MHCs zu erstellen (SMITH et al. 2005).

Die Oberflichenantigene werden als CD-Molekiile bezeichnet, wenn neben der
Gewebsverteilung, der  Funktion und dem  Molekulargewicht auch  die
Desoxyribonukleinsidure- oder Aminosduresequenz eine hohe Analogie zu den bekannten

humanen CD-Molekiilen aufweisen (SAALMULLER et al. 1998). Verschiedene

25



2. Literaturiibersicht

monoklonale porcine Antikdrper kreuzreagieren nach Angaben von SCHUBERTH und
Mitarbeitern (1998) mit Leukozyten vom Hund.

Bei Oberflichenmolekiilen, von denen keine vergleichbaren Molekiile im humanen System
bekannt sind, wird die Bezeichnung Swine Workshop Cluster (SWC) gebraucht

(SAALMULLER 1996, SAALMULLER et al. 1998).

Das CD1-Antigen wird auf porcinen B-Lymphozyten gefunden (SAALMULLER 1996).

Auf porcinen Thymozyten und T-Lymphozyten wird das CD2-Molekiil exprimiert (BINNS
1978, HAMMERBERG und SCHURIG 1986).

In Ermangelung eines porcinen mAK gegen den CD3-Komplex, der erst seit 1996 bekannt
ist, wurde die Population der T-Lymphozyten beim Schwein anders als beim Menschen

hiufig iiber die Bestimmung der CD2"-Zellen festgestellt (SAALMULLER et al. 1998).

Das CD4-Molekiil wird bei Schweinen wie bei anderen Tierarten auf Thymozyten und
peripheren T-Lymphozyten mit Helferfunktion gefunden (PESCOVITZ et al. 1985).
Monoklonale Antikorper gegen das CD4a-Epitop inhibieren die MHCII restringierte
funktionale Aktivitdt der T-Helferzellen. Auf myeloiden Zellen und B-Lymphozyten sind
keine CD4-Molekiile zu finden.

Die Subpopulation der CD4"-T-Lymphozyten ist eine homogene Gruppe, bei der alle Zellen

CD2-, CD3- und CD5-Antigene exprimieren (SAALMULLER 1998).

Porcine Thymozyten und T-Lymphozyten mit zytotoxischer Aktivitdt tragen CD8-Molekiile
(JONJIC und KOSZINOWSKI 1984). Die zytolytische T-Zellaktivitdit kann von
monoklonalen Antikérpern blockiert werden, die gegen bestimmte Epitope des CD8-

Antigens gerichtet sind (SAALMULLER 1998). Die Zellen der CD4 CD8"-T-Lymphozyten
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konnen aufgrund ihrer immunologischen Funktion und Antigenexpression weiter unterteilt
werden. Die Dichte des CDS8-Antigens auf der Zelloberfliche variiert. Zellen mit einer
niedrigen CD8-Dichte exprimieren im Gegensatz zu Zellen mit einer hohen CDS8-Dichte
weder CD5- noch CD6-Antigene und besitzen eine spontane nicht-MHC-restringierte
zytolytische Aktivitit (SAALMULLER 1998). Die Fraktion mit einer starken Expression von
CD8-Antigenen beinhaltet Vorlduferzellen der allo-antigen-spezifischen zytolytischen T-
Lymphozyten und der MHC-I-restringierten virus-antigen-spezifischen zytolytischen T-

Lymphozyten (SAALMULLER 1998).

Beim Schwein konnen im Thymus mittels der beiden Differenzierungsantigene CD4 und
CDS8 vier Subpopulationen unterschieden werden. CD4 CD8 -Thymozyten werden aufgrund
ihrer Morphologie als thymische Vorliuferzellen angesehen, wihrend CD4'CDS'-,
CD4'CD8- und CD4CD8'-Zellen als reife Thymozyten bezeichnet werden kdnnen

(SAALMULLER 1998).

Die Verteilung der extrathymischen T-Lymphozytensubpopulationen weist beim Schwein
Besonderheiten auf (PESCOWITZ et al. 1994, SUMMERFIELD et al. 1996,
SAALMULLER und BRYANT 1994). Neben den CD4 CDS8-T-Lymphozyten mit dem
Phinotyp der klassischen T-Helferzellen und den CD4 CD8"-T-Lymphozyten, eine Fraktion,
die die ,,Natiirlichen Killerzellen* und die klassischen MHC-I-restringierten zytolytischen T-
Lymphzyten enthilt, treten zwei weitere T-Lymphozytensubpopulationen auf: CD4 CDS§™-T-
Lymphozyten und CD4'CDS8"-T-Lymphozyten (SAALMULLER und BRYANT 1994). Es
handelt sich bei den CD4 CD8-T-Lymphozyten um eine heterogene Fraktion, die durch

Expression weiterer Differenzierungsantigene in weitere Subfraktionen unterteilt werden
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kann. CD4 CDS8-T-Lymphozyten zeigen in vitro eine zytolytische Aktivitdt, die allerdings
nicht MHC-restringiert ist (SAALMULLER 1998).

Extrathymische CD4 CD8"-T-Lymphozyten wurden in einer hoheren Konzentration bislang
nur beim Schwein gefunden (PESCOWITZ et al. 1994). Sie unterscheiden sich von den
CD4'CDS8"-Thymozyten sowohl in ihrer Morphologic wie auch durch ein gedndertes
Expressionsmuster weiterer Oberflichenantigene. CD4 CD8"-T-Lymphozyten zeigen in vitro
dhnliche Reaktivitit in einer primiren Immunreaktion wie CD4-T-Helfer-Zellen
(PESCOWITZ et al. 1994).

Einige Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Fraktion der CD4 CD8"-T-Lymphozyten des
Schweines T-Helfer-Gedachtniszellen enthalten (SUMMERFIELD et al. 1996). OBER und
Mitarbeiter (1998) konnten bei Schweinen nach wiederholter Immunisierung mit einem
Impfstoff gegen Pseudorabies Virus (PVR) zeigen, dass die CD4 CD8'-T-Lymphozyten
ruhende B-Lymphozyten anregten, PRV spezifische Antikorper zu produzieren und somit bei
der sekundédren Immunantwort eine Rolle spielen.

Der prozentuale Anteil dieser Zellpopulationen ist altersabhidngig. Bei juvenilen Schweinen
findet sich ein hoher Anteil CD4CDS8-T-Lymphozyten und nur wenige CD4 CD8"-T-
Lymphozyten, wihrend é&ltere Tiere kaum CD4 CD8-T-Lymphozyten, dagegen um so mehr
CD4'CD8"-T-Lymphozyten besitzen (SAALMULLER 1998).

Gnotobiotische Schweine besitzen kaum CD4 CDS8"-T-Lymphozyten, was darauf schlieBen
146t, dass es sich bei der Entwicklung dieser Population um eine postnatale antigenabhéngige
Reifung handelt.

Es konnte zudem in vitro die extrathymische Reifung von CD4 CD8-T-Lymphozyten zu
CD4'CD8"-T-Helferzellen gezeigt werden (SAALMULLER et al. 2002).

Monozyten bzw. Zellen der myeloiden Reihe exprimieren ein Oberfldchenantigen mit einem

Molekulargewicht von 200 kDa, das auch als SWC3-Antigen bezeichnet wird.
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Dieses Antigen ist fiir myeloide Zellen spezifisch (SAALMULLER et al. 1998) und 148t sich
mit Hilfe von monoklonalen Antikdrpern markieren.

Viele Studien beschiftigen sich mit den Verdnderungen infolge von Krankheiten, z.B.
experimentell induzierten parasitiren, bakteriellen oder Virusinfektionen vor allem mit dem
Ziel, die Entwicklung von Medikamenten und Impfstoffen zu ermdglichen (DILLENDER
und LUNNEY 1993, NIELSEN und BOETNER 1997, OBER et al. 1998, PAULY et al.
1998, SAALMULLER et al. 1999, FACHINGER et al. 2000, SEGALES et al. 2000,
WATERS et al. 2000, HEINEN et al. 2001, SUMMERFIELD et al.. 2001, BAUTISTA et al.
2002, KRAKOWA et al. 2002, BAUTISTA et al. 2003, SANCHES-TORRES et al. 2003,
DARWICH et al. 2004, TINGESTEDT und NIELSEN 2004, BARNARD et al. 2005,

CHAMORRO et al. 2005).

Vergleicht man die zu diesem Thema verdffentlichten Untersuchungen in der Literatur, so
finden sich nur wenige Arbeiten, die sich mit der Verteilung der Lymphozytenpopulation
beim gesunden Schwein beschéftigen (JOLING et al. 1994; YANG und PARKHOUSE 1996;
THIELKE et a/ .1999, BOEKER et al. 1999). Die Daten sind in Tabelle 2 aufgefiihrt.

Einige Autoren konzentrieren sich dabei auf Tiere aus spezifiziert pathogenfreier Haltung
(SPF-Haltung) oder auf Schweinerassen wie Minipigs, die fiir viele wissenschaftliche
Fragestellungen interessant sind (JOLING et al. 1994, BOEKER et al. 1999, THIELKE et

al. 1999).
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Autor Alter T-Lymphozyten in % B-Lymphozyten
in %

CD2 CD4 CDS8

Boeker et al. 1999 9-12 Monate 50,6 + 8,4
25,5

Joling et al. 1994 1 Woche 3719 29+£19 15%£5 15+13

4 Wochen 49+9 36+ 6 22+5 21 +8

10 Wochen 62 +8 37+6 29+6 206

40 Wochen 65+7 33+10 28+11 17x+4
Yang und 4 Mon 31,3+6,9
Parkhouse 1996

8 Mon 253 +8.8

12 Mon 229+11,8

16 Mon 234+59
Thielke et al.1999 546+9 258+4 31,17
Terzic et al. 2002 12 Wochen 9,7+6 8,0£2

Tabelle 2 Literaturangaben iiber Lymphozytenphinotypen beim gesunden Schwein

Die Probandenzahl bei Untersuchungen der porcinen Lymphozytensubpopulationen ist hdufig
gering. BOEKER und Mitarbeiter (1999) untersuchten 6 Schweine, THIELKE und

Mitarbeitern (1999) 8 Schweine und JOLING und Mitarbeiter (1994) 12 Schweine.

Eine grossere Gruppe von gesunden Schweinen wurde bislang noch nicht auf die Verteilung
der Leukozytenphinotypen untersucht, obwohl die Kenntnis iiber Zellfraktionen und deren
Verteilung notwendig ist, um einerseits den Gesundheitsstatus einzelner Tiere oder Bestinde
und um andererseits die immunologischen Reaktionen innerhalb von Versuchsreihen

einschéitzen zu konnen.
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3 Fragestellung

Kenntnisse der physiologischen Zustdnde des zelluldiren Immunsystems sind beim Schwein
nur in geringen Umfang bekannt. Sie sind die Vorraussetzung fiir das Verstdndnis von
immunologischen Abldufen. Eine systematische Untersuchung iiber das Vorkommen und die

Verteilung von Leukozytenpopulationen beim jungen gesunden Schwein fehlt bislang.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es daher, die Verteilung der Granulozyten- und
Lymphozytenpopulationen von Schweinen einer einheitlichen Altersgruppe anhand der
Durchflusszytometrie darzustellen.

Neben der Analyse der Daten einer gesunden Gruppe mit den geschlechtsspezifischen
Unterschieden sollen bei einem kleinen Teil der Gruppe auch der Einfluss von Narkose und
chirurgischem Eingriff auf das weifle Blutbild und die Lymphozytenpopulationen untersucht

werden.

Die vorliegende Arbeit soll daher folgende Fragen beantworten:
e Wie ist die prozentuale Verteilung der Leukozyten im weilen Blutbild, der Leukozyten-
und Lymphozytenpopulationen beim Hybridschwein der Kreuzung Deutsche

Landrasse/Edelschwein mit Pietrain in einem Alter von drei Monaten?

e Gibt es geschlechtsspezifische Unterschiede in der Anzahl und Verteilung der

Leukozyten- und Lymphozytenpopulationen?

e Inwieweit kommt es zu Verdnderung des weillen Blutbildes und der lymphatischen

Zellreihen nach Narkose und operativem Eingriff?

31



4. Material und Methoden

4 Material und Methoden

4.1 Studienaufbau und Gruppeneinteilung

Bei 40 Hybridmastschweinen (Deutsche Landrasse/Edelschwein x Pietrain), die in einem
Zeitraum von 2 Jahren fiir anderweitige, experimentelle Fragestellungen invasiv
instrumentiert werden mussten, wurde das weille Blutbild untersucht und eine

Leukozytenphénotypisierung durchgefiihrt.

a) In der Gesamtgruppe wurden alle 40 Schweine im Alter von drei Monaten untersucht.
34 Tiere der Gesamtgruppe waren weiblich. Sechs Tiere waren méannlich und kastriert. Allen
Tieren wurden operativ Katheter in die Vena jugularis externa implantiert. Unmittelbar
anschlieend wurde den Tieren aus dem Katheter Blut entnommen und untersucht.

b) Zur Untersuchung geschlechtsspezifischer Unterschiede wurden die Ergebnisse der

Geschlechter innerhalb der Gesamtgruppe einander gegeniibergestellt.

c) Sechs Tiere der Gesamtgruppe wurden nach dem operativen Einbringen des Katheters
in den Stall gebracht. Diesen Tieren wurden 24 Stunden nach der ersten Messung nochmals
Blut abgenommen und untersucht. Alle Tiere dieser Gruppe waren weiblich. Diese

Versuchsgruppe zur Untersuchung postoperativer Verdnderungen dient der Beobachtung von

Verdnderungen durch die durchgefiihrten Manipulationen der Anisthesie und Operation.
Dazu wurden die Ergebnisse der Messung unmittelbar nach Katheterimplantation mit den

Ergebnissen der postoperativen Messung verglichen.

Der Versuch war beim Regierungsprasidium Freiburg unter dem Aktenzeichen 35-

9185.81/1/128.3 und unter der Nummer G-98/19 genehmigt.
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4.2 Laborausriistung, Reagenzien und Antikorper

Durchflusszytometer (FACScan, Becton Dickinson, Heidelberg)
Zentrifuge (Hettich/RP, Hettich, Tuttlingen)

Multipipette (Eppendorf, Hamburg)
Rundbodenreagenzrohrchen (Sarstedt, Niimbrecht)
Phosphat-Buffered-Saline (PBS, Biochrom KG, Berlin)

FACS™ Lysing Solution (Becton Dickenson, San Jose, CA, USA)

Die nachfolgenden Antikdrper wurden von der Firma PharMingen, Heidelberg bezogen:

Bezeichnung Klon Antigen
Anti-Pig SLA-DR mAK 1053h2-18-1 SLA-DR
Anti-Pig SWC3a mAK 74-22-15A SWC3a
Anti-Pig CD1 mAK 76-7-4 CD1
Anti-Pig CD2a mAK 1038h-8-31 CD2
Anti-Pig CD4a mAK 74-12-4 CD4
Anti-Pig CD8 mAK 76-2-11 CD8

4.3 Anisthesie und Katheterimplantation

4.3.1 Aniésthesiezubehor und Gerite

Endotrachealtubus (Hi—Contour® mit Niederdruckcuff 6-7 mm ID, Mallinckrodt Medical,
Irland)

Handbeatmungsbeutel (Resutator® Drigerwerke AG, Liibeck)

33



4. Material und Methoden

Laryngoskop (Wiskonsin 300 mm, RFQ-Medizintechnik, Tuttlingen)

Magensonde (Magensonde fiir Riisch, Waiblingen)

Narkosegerit (Cato®, Dragerwerke AG, Liibeck)

Blutgasanalysegerit (ABL 500, Radiometer Copenhagen, Kopenhagen, Ddnemark)

EKG- und Pulsoxymeter (Satlite Plus®, DHatex Instrumentarium Corp., Helsinki, Finnland)
Hamoximeter (OSM 3, Radiometer Copenhagen, Kopenhagen, Danemark)
Hochfrequenz-Elektro-Chirurgiegerit (System 200, Martin, Tuttlingen)

Infusionspumpe (Infusomat®, B. Braun Melsungen AG, Melsungen)

Perfusorpumpe (Perfusomat” F, B. Braun Melsungen AG, Melsungen)

4.3.2 Verbrauchsmaterial

Blutentnahmesystem (Multiadapter® und Monovette® EDTA-K, 1,2 ml, Fa. Saarstedt,
Niimbrecht)

Dreiwegehahn (Discofix” -3, B. Braun Melsungen AG, Melsungen)
Einfiihrbesteck-Set (Introducer-Set, 8.5 Fr, Arrow, Reading, USA)
Einmalspritzen (1ml, 2ml, Sml, 10ml und 20ml, B. Braun, Melsungen)
Elastische Binden (BMP-Idealbinden S, 10 cm, Beiersdorf AG, Hamburg)
Hahnbank (Discofix“-Hahnbank, B. Braun Melsungen AG, Melsungen)
Heidelberger Verldngerung (B. Braun Melsungen AG, Melsungen)
Kaniilen (”Sterican®"(20G), B. Braun Melsungen AG, Melsungen)
Mullkompressen (ESKornpressen®, Hartmann, Heidenheim)

Nahtmaterial (Dexon® II 2/0 und Novafil®2/0, Braun-Dexon, Spangenberg)

Infusionsleitung (Orginal Infusomat®leitung, B. Braun Melsungen AG, Melsungen)
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Pflaster (Leukoplast”, Fa. Beiersdorf AG, Hamburg)

Perfusionsspritzen (Orginal Perfusor™ Spritzen 50ml, B. Braun Melsungen AG, Melsungen)
Perfusionsleitungen (Orginal Perfusor®Leitung (Luerlock) 150cm, B. Braun Melsungen AG,
Melsungen)

Polyurethankatheter (Cavaﬁx®, B. Braun Melsungen AG, Melsungen)

Pulmonaliskatheter (Swan-Ganz®, 7Fr Thermodilutonskatheter, Baxter, Unterschleilheim)
Punktionskaniile (16 G Abbocath®, Abboth, Wiesbaden)

Venenverweilkaniile (Vasofix® Brauniile 20 G, B. Braun Melsungen AG, Melsungen)

4.3.3 Pharmaka

Fentanyl (Fentanyl-Janssen, Janssen, Neuss)

Flunitrazepam (Rohypnol®, Roche, Grenzach-Whylen)

Heparin (Liquemin®, Roche, Grenzach-Whylen)

Kaliumchlorid-Losung (Kaliumchlorid 7,45 %, B. Braun Melsungen AG, Melsungen)
Ketamin (Ketavet”, Pharmacia Upjohn, Erlangen)

Physiologische Kochsalzlsung (Schiwa® Perfuflac, Schiwa GmbH, Glandorf)
Polyvidon-Tod-Losung (Betaisodona®-Losung, Mundipharma, Limburg)

Propofol (Disoprivan® 1 %, Zeneca, Plankstadt)

Vecuronium (Norcuron® ,Organon-Teknika, Eppelheim)

Vollelektrolytldsung (Ringerlosung”, Delta-Pharma GmbH, Pfullingen)
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4.4 Datenverwaltung und Statistik

Datenverwaltung (Excel 97 und Word 97 fiir Windows 98, Microsoft” Corp. Central Europe,
Unterschleilheim)
Statistik- und Grafikprogramm (GraphPad Prism 3.00, GraphPad Software, Inc., San Diego,

CA, USA)

4.5 Versuchstiere

4.5.1 Schweine

Die Tiere stammten von einem der Universitit zuliefernden Schweinezuchtbetrieb. Es
handelte sich bei den Schweinen um eine Hybridkreuzung (F, -Generation), bei der die
Muttertiere Kreuzungen der Rassen Deutsche Landrasse und Edelschwein waren (F; -
Generation). Die Vatertiere gehorten ausschliesslich zur Rasse Pietrain.

Vor Versuchsbeginn wurden alle Tiere allgemein klinisch auf ihren Gesundheitszustand hin
untersucht. In den Versuch wurden ausschlieBlich klinisch unauffillige Tiere genommen.

Die Tiere besa3en ein durchschnittliches Gewicht von 26,3 + 3,5 kg. Die sechs ménnlichen
kastrierten Schweine hatten ein durchschnittliches Gewicht von 27,2 + 1,5 kg, wihrend die
34 weiblichen Schweine im Mittel 26,1 + 3,8 kg wogen. Die sechs Tiere, bei denen
postoperativ das Blut aus dem zentralvendsen Katheter entnommen wurde, hatten ein

Gewicht von 24,0 = 3,9 kg. Das Gewicht wurde unmittelbar vor der Narkose ermittelt.
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4.5.2 Haltungsbedingungen

Der Versuch fand im tierexperimentellen Bereich der Chirurgischen Forschung des
Chirurgischen Klinikums der Albert-Ludwigs-Universitét Freiburg statt.

Die Tiere wurden in einem gekachelten vollklimatisierten Raum (Flache 5,5 m2, Hoéhe 2,7 m)
auf Spaltenboden einzeln bei einer Raumtemperatur von 20 + 1°C, einer Luftfeuchtigkeit von
60-65% und einem Tag/Nachtzyklus von 12 Stunden (hell: von 7.00 bis 19.00 Uhr) gehalten.

Die Luft wurde 6 mal stiindlich ausgetauscht.

4.6 Versuchsprotokoll

4.6.1 Préaoperative Phase

Acht Tage vor Versuchsbeginn wurden die Tiere vom Ziichter geholt und wie beschrieben im
Tiertrakt untergebracht. Diese Zeit diente der Gewohnung an die neue Umgebung, die
Manipulationen und den direkten Kontakt zu Menschen.

24 Stunden vor der Operation wurde das Futter abgesetzt. Wasser wurde durchgehend ad

libidum angeboten.

4.6.2 Pramedikation und Operationsvorbereitung

Zur Sedation erhielten die Tiere intramuskuldr 0,2 mg/kg KGW (Korpergewicht)
Flunitrazepam (Rohypnol®) und 20 mg/kg KGW Ketamin (Ketavet™). AnschlieBend wurde

eine Venenverweilkaniile (18 G Vasofix™) in eine Ohrvene gelegt und mit Pflaster gesichert.
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Nach Prioxygenierung mit reinem Sauerstoff (9L/Min) iiber 5 Minuten, wurde die Narkose
nach Bedarf mit 2-3 mg/kg KGW Propofol (Disoprivan®™) i.v. eingeleitet. Die orotracheale
Intubation erfolgte in Riickenlage mit einem Endotrachealtubus unter laryngoskopischer
Kontrolle. Bis zum AnschlieBen an das Beatmungsgerdt wurden die Tiere mit einem
Handbeatmungsbeutel manuell beatmet. Eine Magensonde wurde peroral in den Magen

vorgeschoben.

4.6.3 Aufrechterhaltung der Anésthesie

Die Narkose wurde als kombinierte Inhalations-Injektionanisthesie mit O,/N,O (FiO, 0,3),
0,1-0,2 mg/kg KGW/h Flunitrazepam i.v., 2-3 mg/kg KGW/h Propofol i.v.; 0,003-0,005
mg/kg KGW/h Fentanyl (Fentanyl™-Janssen) i.v. und 0,4 mg/kg KGW/h Vecuronium
(Norcuron®) weitergefiihrt.

Die Injektionsanésthetika wurden mit Hilfe von Perfusoren via Hahnenbank intravends
gegeben. Als Tragerlosung und zur Volumensubstitution erhielten die Schweine 10 mL/kg
KGW/h Ringer-Losung intravends iiber eine Infusionspumpe.

Das  Narkosemonitoring umfasste die in- und exspiratorischen  Atemgase,

Elektrokardiogramm, Pulsoxymetrie, Blutgasanalyse und Hamoximetrie.

4.6.4 Katheterimplantation

Die Katheterimplanation erfolgte nach Scheren und Desinfektion der Haut mit Polyvidon-
Losung unter sterilen Bedingungen.
Die linksseitige Vena jugularis externa und Arteria carotis communis wurden chirurgisch

dargestellt und mittels Seldinger Technik wurde eine Katheterschleuse (Einfiihrbesteck-Set
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8,5 Fr) in die Vene bzw. ein Polyurethankatheter (Cavafix”) in die Arterie eingefiihrt. Beide
Katheter wurden mit nichtresorbierbarem Nahtmaterial (Novavil® 3/0) am GefiB fixiert. Die
Katheter wurden mit Dreiwegehdhnen versehen und an ein Druckspiilsystem mit

physiologischer Kochsalzlgsung angeschlossen.

4.6.5 Blutprobengewinnung

Die Blutentnahme zur Bestimmung des weilen Blutbildes und fiir die
durchflusszytometrische Analyse erfolgte unmittelbar nach Katheterisierung der Vena
jugularis externa. Dazu wurde jeweils Blut in eine 1,2 ml EDTA-K Monovette mit
aufgesetztem Multiadapter aufgezogen. Die Proben wurden vor der weiteren Bearbeitung

maximal 8 Stunden bei 4 °C gelagert.

4.6.6 Vorgehen bei der Versuchsgruppe zur Untersuchung postoperativer Verdnderungen

Nach dem Implantieren des Katheters und der Probenentnahme erfolgte bei diesen Tieren ein

Wundverschlu3.

4.6.7 Postoperative Versorgung

Die Katheterenden mit den Dreiwegehdhnen wurden mittels selbstklebendem Verband so
plaziert, dass sie im Nackenbereich des Tieres aus dem Verband kamen und so vor

Manipulationen durch das Tier geschiitzt waren. Die Narkose wurde in iiblicher Weise

ausgeleitet.
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4.6.8 Versorgung im Stall

Im Stall wurden die Katheter iiber die Dreiwegehdhne mittels vorgespiilter Perfusorleitungen
an eine Dauerinfusion mit heparinisierter Ringerlosung (100 I.E. Heparin/ml Ringerldsung)
angeschlossen.

Das Tier wurde mit einer beweglichen Aufhidngevorrichtung zur Stalldecke versehen, an der
der Katheter befestigt wurde. Damit konnte ein Schutz vor Verschmutzung und Zerstorung
bei weitgehender Bewegungsfreiheit des Tieres erreicht werden.

Nach dem vollstdndigen Erwachen erhielten die Tiere Futter.

4.6.9 Postoperative Blutprobenentnahme

24 Stunden nach der ersten intraoperativen Blutabnahme wurde den wachen Tieren ein

weiteres Mal Blut abgenommen. Die Blutabnahme erfolgte vormittags ebenso wie der

operative Eingriff.

4.7 Probenaufbereitung

4.7.1 Blutbild

Die EDTA - Monovetten zur Bestimmung des grofen Blutbildes wurden sofort zum
Klinischen Labor Clotten Freiburg gebracht und dort mittels ADVIA® 120 (Bayer AG,

Leverkusen) untersucht.
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4.7.2  Durchflusszytometrie

Die weitere Probenaufbereitung erfolgte unmittelbar nach der Probengewinnung. In ein
Rundbodenreagenzrohrchen wurden 100 pl Vollblut und 20 pl Antikorper (siehe 3.2.2)
pipettiert und gut gemischt. Danach wurde die Probe bei Raumtemperatur im Dunkeln 15
Minuten inkubiert. AnschlieBend wurden 2 ml der Erythrozytenlysisgebrauchslosung
zugegeben und gemischt. Die Probe wurde wiederum bei Raumtemperatur im Dunkeln 15
Minuten inkubiert und anschlieBend eine Minute bei Raumtemperatur mit 1600
Umdrehungen pro Minute (U/Min) (500 x G) zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert
und das Zellpellet in 500 pl PBS aufgenommen. Nach erneuter Zentrifugation wie oben
beschrieben wurde der Waschvorgang wiederholt.

Nach abschlieBender Aufnahme des Zellpellets in 300 pl PBS erfolgte die Messung mit dem
FACScan, wobei zunichst Isotypkontrollen durchgefiihrt wurden.

Die Ergebnisse wurden ausgedruckt, mit dem Kalkulationsprogramm Microsoft Excel 97 in

Tabellenform geordnet und anschlieBend statistisch ausgewertet.

4.8 Datenverarbeitung und Statistik

4.8.1 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung und graphische Darstellung erfolgte mit dem Statistikprogramm
Graph Pad Prism Version 3.00. Zu jedem untersuchten Parameter wurden der Mittelwert
(MW), die Standardabweichung (SD), das 95%-Konfidenzinterval des Mittelwertes (95%

CI), der Median, der hochste Wert (Xmax), der niedrigste Wert (Xmin) und die Anzahl der Tiere
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(n) bestimmt. AuBlerdem wurden alle Messungen auf eine Normalverteilung nach GAUSS
mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test gepriift.

Obwohl die Tierzahl sowohl beim geschlechtsspezifischen (6 ménnliche versus 34 weibliche
Tiere) wie beim postoperativen Vergleich (6 Tiere) gering war, wurde eine statistische
Analyse dieser Werte mit dem Student-t-Test durchgefiihrt. Der Test auf geschlechts-
spezifische Unterschiede erfolgte als ungepaarter, der Vergleich der verschiedenen Zeit-

punkte erfolgte als gepaarter Test.

4.8.2 Darstellung der Ergebnisse

Die Ergebnisse der Gesamtgruppe wurden graphisch als Box-Plots dargestellt. Hierbei
werden die Daten in 4 Bereiche (Quartile) mit der gleichen Anzahl an Werten aufgeteilt. Die
Quartile werden dabei durch das 25% Percentil, das 50% Percentil und das 75% Percentil
getrennt. Die Box eines Plots wird vom 25% bzw. 75% Percentil begrenzt. In diesem
Interquartilbereich liegen 50% der Werte. Die innere Linie eines Plots stellt den Median dar
(50% Percentil). Die “Whiskers” geben den obersten und untersten Wert und damit den
Wertebereich (“Range”) wieder. Bei einer geringen Tierzahl (n<6) werden lediglich Median
und der Maximum- bzw. Minimumwert angegeben.

Die geschlechtsspezifischen Unterschiede wurden als Balkendiagramme dargestellt.

Die zwei Messzeitpunkte von den sechs Tieren, die auf postoperative Verdnderungen
untersucht wurden, sind in Liniendiagrammen dargestellt. Der ,,Basalwert “ bezeichnet
hierbei den ersten gemessenen Wert. ,,Postoperativ wird die Messung nach 24 Stunden
genannt. Zur besseren Beurteilung der graphischen Darstellung sind die Werte zusétzlich in

tabellarischer Form angegeben.

42



5. Ergebnisse

S Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden vierzig Hybridmastschweine untersucht. Die allgemeine
klinische Untersuchung ergab keine Hinweise auf eine Allgemeinerkrankung. Die Dauer des
operativen Eingriffes bis zur Probenentnahme betrug durchschnittlich eine Stunde. Narkose
und Eingriff verliefen bei allen Tieren ohne Komplikationen.

Zur besseren Ubersicht werden die Ergebnisse jeweils wie folgt beschrieben:

5.1 Gesamtgruppe, 5.2 Vergleich der ménnlichen kastrierten und weiblichen Tiere der

Gesamtgruppe und 5.3 Gruppe zur Untersuchung postoperativer Verdnderungen.

5.1 Gesamtgruppe

5.1.1 Blutbild und Differentialblutbild

Die Ergebnisse der Blutbildbestimmung sind in Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3: Ergebnisse des Blutbildes

Einheiten |MW SD 95% CI XMin XMax
Erythrozyten Mio/ul 5,93 0,6 5,66 - 6,20 4,9 7,3
Thrombozyten Tsd/ul 2154 122.,6 160 - 271 55 638
Leukozyten Tsd/ul 13,84 44 12,2 - 15,5 4,5 24,6

% der Leuko. | 43,9 12,3 39,2 - 48,6 15,0 69,0
Lymphozyten

Tsd/ul 5,91 2,34 5,03 -6,81 2,3 11,9

% der Leuko. | 48,7 12,2 44,0-534 24,0 73,0
Neutr. Granuloz.

Tsd/ul 6,85 3,16 5,65 - 8,05 1,5 18,0

% der Leuko. | 2,41 2,0 1,66 - 3,17 0 8
Eosinophile G.

Tsd/ul 0,33 0,26 0,23 -0,43 0 0,98

% der Leuko. [ 0,58 0,6 0,34 - 0,81 0 3
Basophile G.

Tsd/ul 0,09 0,12 0,04 - 0,14 0 0,66

% der Leuko. | 2,21 1,5 1,62 - 2,79 0 6
Monozyten

Tsd/ul 0,38 0,29 0,23 - 0,45 0 1,32

MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, 95% CI = Vertrauensinterval mit 95%, Xwi» = minimaler Wert, Xva = maximaler Wert,
Leuko. = Leukozyten, Neutr. Granuloz. = neutrophile Granulozyten, Basophile G. = basophile Granulozyten, Eosinophile G. =
eosinophile Granulozyten, Mio = Millionen, Tsd = Tausend
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5.1.2 Leukozytenphiinotypisierung

Die statistische Analyse zeigte bei allen Leukozytenphénotypen eine Normalverteilung nach
Gauss. Bei einigen Leukozytenphédnotyisierungen war die Anzahl der gemessenen Ereignisse
(Events) von Einzeltieren geringer als 300. Diese Tiere wurden nicht ausgewertet, da die

Ergebnisse nicht aussagekriftig sind.

5.1.2.1 SWC3a positive Leukozyten

Die SWC3a positiven Leukozyten weisen ein 95%-Konfidenzintervall von 62,01 bis 70,40%
auf. Der Mittelwert aller Tiere betrdgt 66,20% mit einer Standardabweichung von 12,8%.

Abbildung 3 stellt die SWC3a positiven Leukozyten dar. Zwei der 40 untersuchten Tiere

wurden aufgrund niedriger Eventzahlen nicht ausgewertet.

75+

50

25

Abbildung 3
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5.1.2.2 SWC3a positive Monozyten

Der Anteil der SWC3a positive Monozyten wurde nach dem Definieren eines Monozyten-
Gates bestimmt. Abbildung 4 stellt die SWC3a positive Monozyten dar, wobei fiinf Tiere
aufgrund niedriger Eventzahlen nicht ausgewertet werden konnten (n=35).

Die Werte der SWC3a" Monozyten variieren stark mit einem Konfidenzintervall zwischen
50,05 und 63,54 %.

Der Mittelwert + Standardabweichung fiir die SWC3a" Monozyten betrigt 56,79 + 19,6%.

100- (n=3%5)
75-
50-
25- L
0

Abbildung 4

5.1.2.3 SLA-DR positive Lymphozyten

Der Anteil der SLA-DR positive Lymphozyten wurde nach dem Festlegen eines

Lymphozyten-Gates festgestellt.
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In Abbildung 5 sind die Ergebnisse von 37 untersuchten Tieren wiedergegeben. Drei Tiere
konnten aufgrund niedriger Eventzahlen nicht ausgewertet werden.

Der Anteil der SLA-DR exprimierenden Lymphozyten liegt in einem 95%-
Konfidenzintervall von 32,24 bis 37,81% bei einem Mittelwert = Standardabweichung von

35,02 + 8,4%.

100-
75- (n=37)
50 _l_
| |
| |
25
0

Abbildung 5

5.1.2.4 SLA-DR positive Monozyten

Durch Festlegen eines Monozyten-Gates wurden die prozentualen Anteile der SLA-DR
exprimierenden Monozyten bestimmt. Aufgrund niedriger Eventzahlen musste auch hier auf

die Auswertung von 4 Tieren verzichtet werden.
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100+

75+

50+

25+

Abbildung 6

Der Mittelwert liegt bei 37,50 £ 13,09%. Das Konfidenzintervall liegt zwischen 33,07 und

41,93 %.

5.1.2.5 CD1 positive Lymphozyten

Schwierigkeiten bei der Lieferung des Antikorpers fiihrten dazu, dal 12 Tiere nicht auf den

Anteil der CD1 positiven Lymphozyten untersucht wurden.

100+

201
20
(n=28)

10+

Abbildung 7
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Fiir die auswertbaren Proben ergibt sich ein Mittelwert = Standardabweichung von 10,03 +
2,91% mit einem 95%-Vertrauensbereich von 8,90 bis 11,16%. Die Analyse der CDI1

positiven Lymphozyten ist in Abbildung 7 dargestellt.

5.1.2.6 CD2 positive Lymphozyten

Der prozentuale Anteil der CD2 positive Lymphozyten konnte bei allen 40 Tieren bestimmt
werden. Das 95%-Konfidenzintervall liegt zwischen 43,18 und 51,59%. Der Mittelwert +

Standardabweichung liegt bei 47,38 + 13,15%.

100+

75+

50

25

Abbildung 8

5.1.2.7 CD4 positive Lymphozyten

Erhebliche individuelle Schwankungen mit Extremwerten von 5,88% und 66,22% sind bei

den CD4 positive Lymphozyten zu finden.
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Das 95%-Konfidenzintervall liegt zwischen 26,33 bis 33,18%. Der Mittelwert der CD4

positive Lymphozyten + Standardabweichung betrégt 29,76 £ 10,7%.

100+

™ (=40

50

Abbildung 9

5.1.2.8 CD8 positive Lymphozyten

Der Mittelwert der CDS8 positive Lymphozyten betrdgt 18,3 + 11,04 % (n=40). Der 95%-

Vertrauensbereich liegt zwischen 14,77 und 21,83 %.

100
(n=40)
75
50
254
0

Abbildung 10
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5.1.2.9 Das Verhiltnis CD4 zu CD8 positive Lymphozyten (Ratio CD4/CD8)

Das Verhiltnis CD4 zu CDS8 positive Lymphozyten konnte bei 40 Schweinen errechnet

werden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 wiedergegeben.

Tabelle 4: Verhiltnis der CD4 positive/CDS positive Lymphozyten bei 40 Schweinen

Ratio o ‘
CD4/CD8 MW SD 95% CI XMin XMax

2,08 1,21 1,69 -2,46 0,60 6,02

MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, 95% CI = 95%-Konfidenzintervall, Xy, = minimaler Wert,
XMax = maximaler Wert

5.1.2.10 Zusammenfassung der Gesamtgruppe

In der Tabelle 5 sind die Daten der untersuchten Schweine beziiglich ihrer Leukozyten- und

Lymphozytenphdnotypen zusammengefaft.

Tabelle 5: Leukozyten- und Lymphozytenpopulationen bei den untersuchten Schweinen

SWC3a |SWC3a |[SLA-DR [SLA-DR [CD1 |CD2 CD4 CD8

Antigen Leukoz |Mono Lymph |Mono

Pop. in % 66,20 56,79 35,02 37,50 10,03 47,38 29,76 18,30
MWund SD |+/-12,8 |+/-19,6 |+/-84 +/- 13,1 +/-29 |+/-13,2 |+/-10,7 |+/-8,4

Konfidenz- 62,01 - 50,05 - 32,24 - 33,07 - 890- | 43,18- | 26,33- | 14,77 -
interval 95% 70,40 63,54 37,81 41,93 11,16 | 51,59 33,18 21,83

Lymph= Lymphozyten, Mono = Monozyten, Leukoz = Leukozyten, Pop. = Population, MW = Mittelwert, SD =
Standardabweichung
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5.2 Geschlechtsspezifische Unterschiede innerhalb der Gesamtgruppe

5.2.1 Blutbild und Differentialblutbild
Die Parameter des weissen Blutbildes der sechs kastrierten méannlichen und der 34 weiblichen

Tiere der Gesamtgruppe ergaben keinerlei statistische Unterschiede.

5.2.2 Leukozytenphinotypisierung

5.2.2.1 Geschlechtsspezifische Unterschiede bei den SWC3a positiven Leukozyten
Die weiblichen Tiere zeigen im Mittel einen hoheren Anteil an SWC3a positiven
Leukozyten. Der Unterschied ist nicht signifikant(p=0,5031). Der Mittelwert der SWC3a
positiven Leukozyten betrdgt bei den weiblichen Tieren 66,75 £ 13,20 % (n=33), bei den
kastrierten ménnlichen Tieren 62,58 + 9,71 % (n=5).

Die Ergebnisse sind in Abbildung 11 dargestellt.

100+

80 —

60+

407 (n=33)

20+

wbl

Abbildung 11: Geschlechtsspezifische Unterschiede der SWC3a * Leukozyten (p = 0,5031)
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In der Gruppe der weiblichen Tiere liegt der Median bei 69,32%. Das Minimum betragt
33,65%, das Maximum betrdgt 92,0%.
In der Gruppe der ménnlichen Tiere betrdgt der Median 60,49%. Der minimale Wert ist

50,48%, wihrend der maximale Wert 76,45% ist.

5.2.2.2  Geschlechtsspezifische Unterschiede bei den SWC3a positiven Monozyten

Zwischen den Geschlechtern ist kein signifikanter Unterschied der SWC3a positiven
Monozyten festzustellen (p=0,9324). Der Mittelwert betrdgt bei den weiblichen Tieren
(n=30) 56,68 + 19,37%, bei den kastrierten méannlichen Tieren (n=5) 57,48 + 23,65% wie in

Abbildung 12 zu sehen ist.

100+
754 B
50+
05 ] (n=30)
0
wbl

Abbildung 12: Geschlechtsspezifische Unterschiede der SWC3a ™ Monozyten (p=0,9342)

Der Median in der weiblichen Gruppe liegt bei 58,3%. Die Einzelwerte schwanken stark. Das

Minimum dieser Gruppe betrdgt 21,37%, das Maximum 97,35%. In der Gruppe der
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minnlichen Tiere betrdgt der Median 56,45%. Das Minimum ist 25,62%, das Maximum

betriigt 88,86%.

5.2.2.3  Geschlechtsspezifische Unterschiede bei den SLA-DR positiven Lymphozyten

Der Mittelwert der SLA-DR positiven Lymphozyten der weiblichen Tiere (n=32) betréigt
35,02 + 8,7%. Der Mittelwert der SLA-DR positiven Lymphozyten der kastrierten
ménnlichen Tiere (n=5) betrdgt 35,06 + 6,6%. Es gibt keinen signifikanten Unterschied

zwischen weiblichen und ménnlichen Tieren (p=0,9918).

100
754
50
254
(n=32)
0
wbl

Abbildung 13: Geschlechtsspezifische Unterschiede der SLA-DR ~ Lymphozyten (p=0,9918)

Abbildung 13 zeigt die Daten als Balkendiagramm. Die Gruppe der weiblichen Tiere zeigt
einen Median von 35,09%. Das Minimum ist 15,25%, das Maximum 52,50%. In der Gruppe
der ménnlichen Tiere liegt der Median bei 33,90%. Das Minimum betridgt 29,14%, das

Maximum betréigt 44,92%.
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5.2.2.4 Geschlechtsspezifische Unterschiede bei den SLA-DR positiven Monozyten

Die weiblichen Schweine haben im Mittel einen hoheren Anteil an SLA-DR tragenden
Monozyten. Der Mittelwert betrdgt bei den kastrierten ménnlichen Tieren 32,89 + 14,0%
(n=5), bei den weiblichen Tieren 38,25 + 13,0% (n=31) der Monozyten. Der Unterschied ist

nicht signifikant (p=0,4037).

100+

75+

257 (n=31)
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Abbildung 14: Geschlechtsspezifische Unterschiede der SLA-DR * Monozyten (p=0,4037)

Abbildung 14 zeigt die Fraktion der SLA-DR positiven Monozyten der kastrierten
ménnlichen und der weiblichen Tiere im Vergleich.

Bei den weiblichen Tiere gibt es einen Median von 37,4%. Der niedrigste Wert betrigt
13,54%, das hochste 62,6%.

In der Gruppe der ménnlichen Tiere liegt der Median bei 33,9%. Das Minimum betrigt

11,99%, das Maximum betridgt 47,36%.
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5.2.2.5 Geschlechtsspezifische Unterschiede bei den CD1 positiven Lymphozyten

Bei den weiblichen Tieren wurde ein hoherer Anteil an CDI1 positiven Lymphozyten
gefunden, der statistisch nicht signifikant ist (p=0,6182). Der Mittelwert betrdgt bei den
weiblichen Tieren 9,90 + 3,0% (n=23), bei den kastrierten mannlichen Tieren 10,63 + 2,45%
(n=5). Abbildung 15 zeigt beide Gruppen im Vergleich. Die Y-Achse des Diagramms ist den

Werten angepalt.

15+
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5 (n=23)
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Abbildung 15: Geschlechtsspezifische Unterschiede der CD1 ~ Lymphozyten (p=0,6182)

Der Median liegt in der Gruppe der weiblichen Tiere bei 9,25% mit einem Minimum von

4,66% und einem Maximum 16,80%.

In der Gruppe der méannlichen Tiere betrdgt der Median 9,93%. Das Minimum betrigt 7,99%,

das Maximum betragt 14,15%.
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5.2.2.6 Geschlechtsspezifische Unterschiede bei den CD2 positiven Lymphozyten

Einen etwas hoheren Anteil an CD2 positiven Lymphozyten im Durchschnitt haben die
minnlichen Tiere, wobei der Unterschied nicht signifikant ist (p=0,6947). Der Mittelwert
betragt bei den weiblichen Tieren 47,04 + 13,8%, bei den kastrierten ménnlichen Tieren 49,36

+ 9,4% (Abbildung 16).

100+
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50+

25- (n=34)
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Abbildung 16: Geschlechtsspezifische Unterschiede der CD2 * Lymphozyten (p=0,6947)

Der Gruppe der weiblichen Tiere zeigt einen Median von 46,48% mit einem Minimum von
18,22%. Das Maximum betragt 88,19% und liegt damit iiber dem Hochstwert der mannlichen
Gruppe von 67,06%.

In der Gruppe der minnlichen Tiere liegt der Median bei 47,19%. Das Minimum der

ménnlichen Gruppe betrigt 39,68%.
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5.2.2.7 Geschlechtsspezifische Unterschiede bei den CD4 positiven Lymphozyten

Der Mittelwert betrdgt bei den weiblichen Tieren 29,92 + 11,4%, bei den Kkastrierten
méinnlichen Tieren 28,83 +5,5% und ist damit nahezu gleich. Zwischen beiden Geschlechtern
besteht kein signifikanter Unterschied (p=0,8217). Aus Abbildung 17 ist erkennbar, dass in
der Gruppe der weiblichen Tiere eine hohe Standardabweichung zu verzeichnen ist, wiahrend

sie bei den méinnlichen Tieren geringer ist.
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Abbildung 17: Geschlechtsspezifische Unterschiede der CD4 * Lymphozyten (p=0,8217)

Der Median liegt in der Gruppe der weiblichen Tiere bei 29,20%. Das Minimum betragt
5,88%, das Maximum betrigt 66,22%.
In der Gruppe der méinnlichen Tiere liegt der Median bei 28,38%. Das Minimum betrigt

21,51%, das Maximum betréigt 37,43%.
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5.2.2.8 Geschlechtsspezifische Unterschiede bei den CD8 positiven Lymphozyten

Aus Abbildung 18 geht hervor, dass kein signifikanter Unterschied der CDS8 positiven
Lymphozyten zwischen den Geschlechtern gefunden werden kann (p=0,9835). Bei den
weiblichen Tieren (n=34) weist im Gegensatz zu den méinnlichen kastrierten (n=6) eine hohe
Standardabweichung auf individuelle Schwankungen hin.

Der Mittelwert des Anteils an CD8 positiven Lymphozyten betrdgt bei den weiblichen Tieren

18,32 +11,7%, bei den kastrierten mannlichen Tieren 18,22 + 7,4%.
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Abbildung 18: Geschlechtsspezifische Unterschiede der CD8 ™ Lymphozyten (p=0,9835)

Der Median der weiblichen Gruppe von 15,94% liegt leicht unter dem der ménnlichen
Gruppe mit 16,42%.
Das Minimum in der weiblichen Gruppe betrigt 4,12%, das Maximum 63,88%.

In der Gruppe der ménnlichen Tiere ist der tiefste Wert 10,81%, der Hochstwert 28,83%.
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5.2.2.9

Geschlechtsspezifische Unterschiede bei der CD4/CD8 Ratio

Der Mittelwert der CD4/CD8 Ratio betrdgt bei den weiblichen Tieren 2,13 + 1,3% (n=34),

bei den kastrierten ménnlichen Tieren 1,78 + 0,68% (n=6). Ein signifikanter Unterschied

zwischen beiden Geschlechtern ist nicht festzustellen (p=0,5225). Die Daten sind in

Abbildung 19 in einem Scatter-Diagramm aufgetragen. Der Mittelwert ist durch den Strich

dargestellt. Es ist eine rechtsschiefe Verteilung der CD4/CD8 Ratio bei den weiblichen

Tieren zu sehen.

7.54
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Abbildung 19: Geschlechtsspezifische Unterschiede der Ratio CD4" / CD8" Lymphozyten (p=0,5225)

5.2.3 Zusammenfassung der geschlechtsspezifischen Unterschiede innerhalb der

Gesamtgruppe

Bei keinem der untersuchten Parameter wurden statistisch signifikante Unterschiede

zwischen den méannlichen und den weiblichen Schweinen gefunden.
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5.3 Postoperative Veranderungen im  weillen Blutbild und

Leukozytenphiinotypisierungen bei sechs Tieren

Die sechs weiblichen Tiere, die postoperativ beobachtet wurden, erholten sich gut in den
ersten Stunden nach dem Eingriff. Bei allen wurden die Katheter gut toleriert, und es kam zu
keinen postoperativen Komplikationen. Es wurden keine Beeintrichtigungen des

Allgemeinbefindens durch den Eingriff festgestellt.

5.3.1 Postoperative Verinderungen in Blutbild und Differentialblutbild

Tabelle 15: Postoperative Verdnderungen des Blutbildes

Basalwert (n=6) Postoperativ (n=06)

Einheit MW | SD MW | SD
Leukozyten Tsd/ul 1335 | 645 1472 | 3,62

% 340 | 16,53 4517 | 833
Lymphozyten ' '

Absolut in x|

Tsd/ul 3,85 1,29 6,62 1,95

% 5733 | 13,63 40 | 96l
Neutrophile Granulozyten ' '

Absolut in

Tedul 818 | 543 637 | 155

% 032 | 041 053 | 045
Basophile Granulozyten ' :

Absolut in i 5

Tsd/ul 0,04 0,05 0,08 0,06

% 217 1 2,99 7,00% | 506
Eosinophile Granulozyten :

Absolut in : . |

Tsd/ul 0,32 0,38 1,10 0,82

% L0 05 18 | 26
Monozyten

Absolut in

Tedl 017 | 021 034 | 048

MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, * = signifikant gegeniiber dem Basalwert
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In Tabelle 15 sind die Mittelwerte und Standardabweichungen des Differentialblutbildes der
sechs Tieren aufgelistet, wobei ,,Basalwert® der Messung nach Katheterimplantation und

»postoperativ* der Messung 24 Stunden nach der ersten Messung entspricht.

Im folgenden sind die Mittelwerte des Differentialblutbildes in den Abbildungen 20 bis 24 als

Balkendiagramme aufgetragen. Die Skala der y-Achse ist zur besseren Beurteilung den

Werten angepasst.

Basalwert Postoperativ Basalwert Postoperativ

Abbildung 20: Leukozyten (p=0,5603) Abbildung 21: neutrophile Granulozyten (p=0,4955)

10.0q 1.004
0.75+
0.50

0.25+

Postoperativ

Basalwert Postoperativ

Abbildung 22: Lymphozyten (p=0,0107) Abbildung 23: Monozyten (p=0,2127)
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Bei der Leukozytenzahl ist postoperativ keine Verdnderung festzustellen. Es kommt
postoperativ zu einem Abfall des Mittelwertes der neutrophilen Granulozyten, der statistisch
nicht signifikant ist (p=0,4955).

Die absolute Anzahl an Lymphozyten steigt postoperativ signifikant an (p=0,0107),
allerdings nicht der prozentuale Anteil der Lymphozyten (p=0,3064).

Aus Abbildung 23 lésst sich ersehen, dass es postoperativ zu einem Anstieg der Monozyten
kommt, der ebenfalls nicht statistisch signifikant ist. Die Standardabweichung ist zu beiden

Zeitpunkten sehr grof3.

0.5+
0.4+

0.34

0.2+

Postoperativ Postoperativ

Abbildung 24: basophile Granulozyten (p=0,4338) Abbildung 25: eosinophile Granulozyten (p=0,0358)

Bei den basophilen Granulozyten kann postoperativ kein signifikanter Anstieg festgestellt
werden.

Die eosinophilen Granulozyten steigen signifikant an (absolut: p=0,0358 und relativ:
p=0,0476). Die Standardabweichung ist zu beiden Zeitpunkten hoch, wie in Abbildung 25 zu

sehen ist.
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5.3.2 Postoperative Veridnderungen der Leukozytenphinotypisierung bei sechs
Schweinen

5.3.2.1 Postoperative Verinderungen der SWC3a positiven Leukozyten

Der Mittelwert fallt von 74,66% + 14,84% auf 68,32% =+ 9,36%, wobei die Verdnderung

nicht signifikant ist. Abbildung 26 zeigt die Mittelwerte der SWC3a positiven Leukozyten.

100

80 -
—o—Tier 1
60 - ——Tier 2
——Tier 3
40 —>—Tier 4
| —o—Tier 5
—0—Tier 6

20

0

Basalwert Postoperativer Wert

Abbildung 26: Postoperative Verdanderungen der SWC3a Leukozyten (p=0,3289)

In Tabelle 16 sind die Einzelwerte zu sehen. Nur bei Tier 2 kommt es zu einem Anstieg.
Auch bei den Gesamtleukozyten fillt Tier 2 durch einen deutlichen postoperativen Anstieg

von 4.94 auf 11.50 Tausend/pl auf. Klinisch war das Tier unauffillig.

Tabelle 16: Postoperative Verinderungen der SWC3a " Leukozyten in %

Leuk OOZ yten Tier 1 Tier 2 Tier 3 Tier 4 Tier 5 Tier 6
in %

Basalwert 72,85 50,17 92,0 76,06 87,58 69,32

postoperativ 65,35 70,01 85,1 56,86 67,95 64,66
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5.3.2.2 Postoperative Verianderungen der SWC3a positiven Monozyten

Postoperativ kommt es zu einem geringfiigigen nicht signifikanten Anstieg (p=0,8087) von
66,37% =+ 21,80% auf 70,05% + 17,08%, wobei bei vier der fiinf ausgewerteten Tiere eine
verminderte Expression von SWC3a Molekiilen auf Monozyten festzustellen ist. Abbildung

27 zeigt die Mittelwerte der SWC3a positiven Monozyten.
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Abbildung 27: Postoperative Verdanderungen der SWC3a Monozyten (p=0,8087)

In Tabelle 17 sind die Einzelwerte zu sehen. Von Tier drei sind keine Daten vorhanden. Bei
Tier zwei kommt es im Gegensatz zu den anderen Tieren postoperativ zu einem massiven

Anstieg der SWC3a positiven Monozyten.

Tabelle 17: Postoperative Verinderungen der SWC3a ~ Monozyten in %

Leuil;ooz/yten Tier 1 Tier 2 Tier 3 Tier 4 Tier 5 Tier 6
(1)

Basalwert 81,03 30,23 n.v. 81,78 77,31 61,51
postoperativ 79,86 89,75 n.v. 73,83 60,99 45,83

n.v.= Daten nicht vorhanden
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5.3.2.3 Postoperative Verinderungen der SLA-DR positiven Lymphozyten

Aus der Abbildung 28 14dBt sich ersehen, dass die untersuchten Tiere postoperativ einen
geringeren Anteil an SLA-DR positiven Lymphozyten (29,41% + 15,5%) gegeniiber dem
Basalwert (34,16% =+ 10,6%) haben. Diese Anderung ist statistisch nicht signifikant

(p=0,3269).
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Abbildung 28: Postoperative Verdnderungen der SLA-DR" Lymphozyten (p = 0,3269)

In Tabelle 18 sind die Einzelwerte zu sehen. Bei drei Tieren kommt es postoperativ zu einem

Abfallen, bei drei Tieren zu einem Ansteigen der Werte.

Tabelle 18: Postoperative Verinderungen der SLA-DR * Lymphozyten in %

Leuk OOZ yten Tier 1 Tier 2 Tier 3 Tier 4 Tier 5 Tier 6
in %

Basalwert 45,86 36,48 30,37 34,98 41,67 15,62

postoperativ 54,64 28,93 20,75 38,96 10,69 22,48
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5.3.24 Postoperative Verinderungen der SLA-DR positiven Monozyten

Der Anteil der SLA-DR positiven Monozyten steigt im Mittel postoperativ von 34,19% =+

10,7% auf 36,47% + 21,5% (Abbildung 29). Die Verdnderungen sind statistisch nicht

signifikant (p=0,7704).
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Abbildung 29: Postoperative Verinderungen der SLA-DR" Lymphozyten (p = 0,7704)

Die Daten in Tabelle 19 zeigen, dass es keinen einheitlichen Trend der SLA-DR positiven
Monozyten gibt. Wahrend sie bei Tier drei sinken, kommt es bei Tier vier zu einem

deutlichen Anstieg. Von Tier zwei liegen keine Daten vor.

Tabelle 19: Postoperative Verinderungen der SLA-DR" Monozyten in %

Leuil;ooz/zl ten Tier 1 Tier 2 Tier 3 Tier 4 Tier 5 Tier 6
Basalwert 27,94 n.v. 50,25 37,35 21,79 33,62
postoperativ 25,97 n.v. 37,55 70,54 12,37 35,91

n.v.= Daten nicht vorhanden
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5.3.2.5 Postoperative Verianderungen der CD1 positiven Lymphozyten

Postoperativ kommt es zu einem Abfallen der Anzahl von CDI1 positiven Zellen. Abbildung
30 zeigt die Mittelwerte der CD1 positiven Lymphozyten, die bei insgesamt lediglich vier
Tieren untersucht werden konnten. Bei den untersuchten Tieren kommt im Mittel zu einem
Abfall von 9,5% + 3,8% auf 4,18% + 3,5%. Eine statistische Auswertung ist aufgrund der

geringen Tierzahl nicht moglich.
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Abbildung 30: Postoperative Verinderungen der CD1" Lymphozyten

Alle vier Tiere zeigen eine Verminderung der CD1 Expression auf Lymphozyten, wie aus
Tabelle 20 hervorgeht. In Tabelle 20 sind die Einzelwerte zu sehen. Die Tiere 3 und 4 wurden

aufgrund von Lieferschwierigkeiten der Antikdrper nicht untersucht.

Tabelle 20: Postoperative Verinderungen der CD1 " Lymphozyten in %

Leuk OOZ yten Tier 1 Tier 2 Tier 3 Tier 4 Tier 5 Tier 6
in %

Basalwert 10,32 9,25 n.v. n.v. 13,81 4,66

postoperativ 8,81 4,77 n.v. n.v. 1,07 2,07

n.v. = Daten nicht vorhanden
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5.3.2.6 Postoperative Verianderungen der CD2 positiven Lymphozyten

Es konnen keine statistisch signifikanten postoperativen Verdnderungen der CD2 positiven
Lymphozyten gesehen werden (p=0,9302).
Der Anteil der CD2 positiven Zellen betrdgt im Mittel zur ersten Messung 42,09% + 13,1%

und postoperativ 42,58% =+ 11,7%.
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Abbildung 31: : Postoperative Verinderungen der CD2" Lymphozyten (p = 0,9302)

In Tabelle 21 sind die Einzelwerte zu sehen. Bei drei Tieren kommt es zu einem Sinken, bei

drei Tieren zu einem Ansteigen der Zahl an CD 2 positiven Zellen.

Tabelle 21: Postoperative Veriinderungen der CD2 " Lymphozyten in %

Leuk OOZ yten Tier 1 Tier 2 Tier 3 Tier 4 Tier 5 Tier 6
in %

Basalwert 32,29 64,11 51,82 37,06 35,88 31,38

postoperativ 38,74 49,65 48,15 57,81 24,69 36,43
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5.3.2.7 Postoperative Verinderungen der CD4 positive Lymphozyten

Postoperativ ist ein Sinken der CD4 positiven Lymphozyten von 27,53% + 5,5% auf 24,24%

+4,6% zu beobachten (Abbildung 32). Statistisch ist es nicht signifikant (p=0,2770).
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Abbildung 32: Postoperative Verinderungen der CD4" Lymphozyten (p = 0,2270)

In Tabelle 22 sind die Einzelwerte zu sehen. Tier fiinf hat mit 5,88% positiven Lymphozyten

einen Basalwert, der deutlich unter dem Mittelwert liegt. Postoperativ sinkt bei diesem Tier

der Anteil der CD4 positiven Zellen auf 4,35%. Eine klinisch sichtbare Verdnderung konnte

bei diesem Tier nicht festgestellt werden.

Tabelle 22: Postoperative Verinderungen der CD4 * Lymphozyten in %

Leuk OOZ yten Tier 1 Tier 2 Tier 3 Tier 4 Tier 5 Tier 6
in %

Basalwert 27,45 35,99 38,66 39,80 5,88 17,41

postoperativ 28,17 30,94 25,95 34,44 4,35 21,60

69



5. Ergebnisse

5.3.2.8 Postoperative Verinderungen der CD8 positive Lymphozyten

Die CDS8 positiven Lymphozyten bleiben mit 12,76% £ 4,2% zu 12,87% + 3,8 %
postoperativ nahezu unverdndert, wobei bei drei Tieren ein Ansteigen und bei zwei Tieren ein
Abfallen der CDS8 positiven Lymphozyten beobachtet werden kann. Beide Zeitpunkte

unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (p=0,9535).
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Abbildung 33: Postoperative Verinderungen der CD8" Lymphozyten (p = 0,9535)

Bei einem Tier dndert sich dieser Wert kaum (Tabelle 23). Die Mittelwerte beider

Messzeitpunkte liegen unter dem Mittelwert der Gesamtgruppe, der bei 18,3% liegt.

Tabelle 23: Postoperative Veréinderungen der CD8 * Lymphozyten in %

Leu}( OOZ yten Tier 1 Tier 2 Tier 3 Tier 4 Tier 5 Tier 6
in %
Basalwert 14,42 20,12 11,33 12,57 7,76 10,33
postoperativ 16,01 12,12 15,96 16,21 7,68 9,23

70



5. Ergebnisse

5.3.2.9 Postoperative Verianderungen der CD4/CD8 Ratio
In Tabelle 24 sind die Einzelwerte der CD4/CD8 Ratio der sechs untersuchten Tiere zu
sehen. Es gibt keine signifikanten statistisch messbaren Unterschiede zwischen beiden

Zeitpunkten.

Tabelle 24: Postoperative Verdnderungen der CD4/CDS ratio (p = 0,5016)

CD4/(.:D8 Tier 1 Tier 2 Tier 3 Tier 4 Tier 5 Tier 6
Ratio

Basalwert 1,904 1,789 3,412 3,166 0,758 1,685

postoperativ 1,760 2,553 1,626 2,125 0,566 2,340

5.3.3 Zusammenfassung der postoperativen Verinderungen

Insgesamt wurde postoperativ ein signifikanter Anstieg der Lymphozyten und der
eosinophilen Granulozyten bei den untersuchten sechs Tieren gesehen. Keine der
Leukozytensubpopulationen hingegen zeigten 24 Stunden nach einem operativen Eingriff
signifikante Verdanderungen, wobei bei einzelnen Tieren deutliche Verdnderungen zu

beobachten waren.
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6 Diskussion

6.1 Untersuchungsziel

Ziel dieser Untersuchung ist es, die Leukozyten- und Lymphozytenphénotypisierung in einer
definierten Probandengruppe von jungen Hybridmastschweinen festzustellen.

Voraussetzung fiir den Vergleich zwischen Untersuchungsergebnissen verschiedener Autoren
sind zunéchst einheitliche Methoden. Allgemein anerkannte Referenzwerte beim Schwein fiir
die verschiedenen Lymphozytensubpopulationen gibt es bisher ebenso wenig wie ein
standardisiertes Aufarbeitungs- und Analyseverfahren, das von allen Untersuchern
gleichermallen angewendet wird.

KRAFT (1999a) beschreibt den Referenzbereich als ,einen quantivativen Wert eines
bestimmten Untersuchungsmerkmals oder -parameters (besser: Mefigro3e), der unter exakt
definierten Bedingungen von einer ausreichend beschriebenen Gruppe von Probanden
gewonnen und mit einer bestimmten mathematisch-statistischen Methode ermittelt wurde®.
Die Probandengruppe sollte dabei der Gesamtheit der untersuchten Spezies moglichst &hnlich
sein, beispielsweise in Alter, Rasse und Geschlecht.

EVANS (2000) empfiehlt, fiir wissenschaftliche Forschungsarbeiten mit Schweinen jeweils
Kontrollgruppen mit zu untersuchen und die Untersuchungsbedingungen einheitlich zu
halten. Er betrachtet es als sinnvoll, hdmatologische Referenzintervalle fiir Studien zu
entwickeln, die jeweils spezifisch fiir die Probandengruppe und deren Zusammensetzung zum
Beispiel beziiglich Altersgruppen, Geschlecht und Haltung gelten.

Untersuchungen liegen haufig nur mit geringen Gruppengrof3en vor. Fiir die Beurteilung der
Daten wiren Reihenuntersuchungen an gesunden Tieren verschiedener Rassen,

Altersgruppen und Geschlechtern wiinschenswert.
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Da es sich bei der untersuchten Gruppe nicht um den Querschnitt der Schweinepopulation,
sondern um ausgewdhlte Tiere einer bestimmten Rasse in einer bestimmten Altersstufe
handelt, kann das Ergebnis nicht zur Ermittlung von Referenzwerten, wohl aber als

VergleichsgroBe herangezogen werden.
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6.2 Methodik

Versuchsgruppen

Die Untersuchungen wurden bei Hybridmastschweinen aus demselben Bestand mit gleichen
Aufzuchtbedingungen und in derselben Altersgruppe durchgefiihrt. Die Tiere waren durch-
gehend Kreuzungen der Rassen Deutsche Landrasse/Edelschwein x Pietrain.

Zur Untersuchung kamen Blutproben von Tieren, die im Verlauf von 2 Jahren fiir andere
experimentelle Fragestellungen in den Versuch genommen wurden.

Daher muf} innerhalb des langen Untersuchungszeitraumes trotz standardisierter Aufzucht-
bedingungen von individuellen Schwankungen der immunologischen Prigung durch
unterschiedliche antigene Erfahrungen im Aufzuchtbetrieb ausgegangen werden.

Die geringe Anzahl an ménnlichen Tieren fiir die Fragstellung nach geschlechtsspezifischen
Unterschieden muss ebenfalls als kritisch angesehen werden. Da die Blutproben innerhalb
anderer experimenteller Studien gewonnen wurden, konnte hier kein Einfluss auf das
Geschlecht der Tiere genommen werden.

Hingegen waren die Anisthesie, das operative Vorgehen und die Entnahme der Blutproben

streng standardisiert und konnen daher als gleichbleibende Faktoren betrachtet werden.

Versuchsbedingungen

Der Transport, die Verdnderungen der Umgebung und die Futterumstellung sind fiir
Schweine mit Stress verbunden, der Verdnderungen im biochemischen, metabolischen,
endokrinologischen und immunologischen Gleichgewicht bewirken kann (NYBERG et al.
1988, EDFORS-LILJA et al. 2000, HEINRITZI und PLONAIT 2001).

Ein direkter Zusammenhang zwischen Stress bzw. Angst und Verdnderungen des

Immunstatus ist seit langem bekannt. Das Immunsystem und das neuro-endokrine System
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beeinflussen sich wechselseitig. Sie sind iiber gemeinsam genutzte Rezeptoren und Liganden
eng miteinander verbunden. Stress fithrt zu einer Aktivierung des sympatho-adrenergen
Systems und damit zur Freisetzung von Katecholaminen. Die Freisetzung von Kortisol hat
einen Einfluss auf die Anzahl der im Blut zirkulierenden Leukozyten.

Durch Injektion von Dexamethason 148t sich bei Pferden experimentell eine Leukozytose bei
gleichzeitiger Lymphozytopenie provozieren (OSBALDISTON und JOHNSON 1972; LANE
et al. 1990).

Bei Schweinen wurde die Freisetzung von Kortisol infolge Transport- und
Rangordnungsstress beobachtet (NYBERG et al. 1988; EDFORS-LILJA et al. 2000).

Um den Effekt durch Stress moglichst gering zu halten, wurden die Tiere in der vorliegenden
Untersuchung zur Eingewdhnung einige Tage vor Versuchsbeginn in den Tiertrakt der
Chirurgischen Forschung der Universitétsklinik Freiburg gebracht. AnschlieBend wurde auf
ruhigen und stressfreien Umgang mit den Tieren geachtet. Durch Einzeltierhaltung wurde der

Stress durch Rangordnungskdmpfe vermieden.

Weitere FEinfliisse wie der zirkadiane Rhythmus des Hormonspiegels und die Art der
Blutentnahme konnen sich ebenfalls auf die untersuchten Parameter auswirken. Das wurde
insofern beriicksichtigt, als dass die Probenentnahmen stets zu gleicher Tageszeit erfolgten.
Mogliche jahreszeitliche Schwankungen wurden wegen der konstanten Klima- und

Lichtbedingungen im Stall nicht beachtet.

Probenaufbereitung fiir die Durchflusszytometrie

Nach RENZI und GINNS (1987) beeinflusst die Methode der Probenvorbereitung fiir eine

Durchflusszytometrie die gemessenen Lymphozytenpopulationen. Die Unterschiede in den
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Protokollen der veroffentlichten Studien machen es zum Teil schwierig, die Daten
verschiedener Autoren zu vergleichen.

Eine standardisierte Methode der Probenaufbereitung, wie von DEAN und PAXTON und
Mitarbeitern gefordert, ist aber eine wesentliche Voraussetzung fiir den Vergleich mit
verdffentlichten Daten (DEAN et al. 1991, PAXTON et al. 1989).

Das National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID) gibt in seinen Richtlinien
als Antikoagulantien EDTA, Heparin und Citrat Dextran fiir Blutproben in der
Durchflusszytometrie an (CALVELLI et al. 1993). Fir durchflusszytometrische
Untersuchungen beim Menschen wird empfohlen, Blutproben in EDTA-beschichteten
Probenrohrchen zu sammeln (CALVELLI et al. 1993). In der vorliegenden Studie wurden
daher die Blutproben mit EDTA-Monovetten abgenommen.

Es gibt neben Unterschieden in der Art der Probenentnahme (mit / ohne Anésthesie,
Methode der Gerinnungshemmung) auch verschiedene Methoden der weiteren Aufbereitung
der Zellen (Lymphozytenpraparation, Unterschiede zwischen den benutzten Antikdrpern).
DEAN und Mitarbeiter (1991) verglichen Vollblutlyse und Dichtegradientseparation und
fanden unterschiedliche Ergebnisse der Lymphozytenpopulationen von Katzen.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Methode der Zellseparation erfolgte durch Vollblutlyse,
die das NIAID als obligatorisch bei der Durchflusszytometrie fiir humane Blutproben

bezeichnet hat (CALVELLI et al. 1993).
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6.3 Ergebnisse

6.3.1 Gesamtgruppe

Die Leukozytenzahl bei den Schweinen der eigenen Studie betrug 14,7+3,8 Tsd/ul. Dieses
Ergebnis reiht sich in die veroffentlichten Daten fiir Schweine ein, die BICKHARDT (1980)
mit 10,5 bis 21,3 Tsd/ul fiir erwachsene Schweine der Rassen Deutsche Landrasse und
Edelschwein angibt, wihrend bei KRAFT (1999b) 10-22 Tsd/pl und bei THORN (2000) 11-
22 Tsd/pul angegeben sind.

Dabei ist zu beachten, dass es sich bei den untersuchten Tieren nicht um adulte, sondern um
juvenile Schweine im Alter von etwa 3 Monaten handelte. Daten fiir juvenile Schweine sind
begrenzt. Nach EVANS (2001) betrdgt die Spanne fiir Leukozyten bei 2-7 Monate alten
Schweinen 13,0-22,0 Tsd/ul. SIEVERDING (2000) nennt fiir Absatzferkel eine

Leukozytenkonzentration von 8,7-37,9Tsd/pl, fiir Masttiere 11,6-32,9Tsd/pl.

Gerade in den ersten Lebensmonaten kommt es zu deutlichen Verdnderungen im weillen
Blutbild, insbesondere durch Zunahme der Leukozytenzahl und Verschiebung des
Verhéltnisses von neutrophilen Granulozyten zu Lymphozyten (EVANS 2001, THORN
2001, KRAFT 1999b). Erst mit einem Alter von 8-9 Monaten entspricht das weille Blutbild
junger Schweine den Werten von adulten Tieren (EVANS 2001). Das spiegelt sich auch in
den Ergebnissen des Differentialblutbildes wider.

Die neutrophilen segmentkernigen Granulozyten lagen mit einem Anteil von 47,9+ 12,1%
der Leukozyten iiber den Werten von KRAFT (1999b) mit 10-39% und THORN (2000) mit
28-47%. Die absoluten Werte der neutrophilen Granulozyten lagen mit 6,85+3,16 Tsd/ul

innerhalb der Werte, die in der Literatur angegeben sind. KRAFT (1999b) gibt 1-8,2 Tsd/pl
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fiir segmentkernige neutrophile Granulozyten an, widhrend HEINRITZI und PLONAIT
(2001) 0,6-7,4 Tsd/pl als Normalbereich nennen.

Mit einem Alter von 3 Monaten befinden sich die untersuchten Tiere wie beschrieben in einer
Entwicklungsphase des Immunsystems, so dass eine im Vergleich zu adulten Tieren hohe
Anzahl an Neutrophilen als physiologisch anzusehen ist. Physiologische Neutrophilien
konnen auch zum Beispiel durch Aufregung, Furcht, fremde Umgebung, Verdauung,
Muskelarbeit oder fortgeschrittene Trachtigkeit entstehen (KELLER und FREUDIGER 1993,
KRAFT 1999a).

Grundsétzlich und altersunabhéngig konnen auch pathologische Ursachen wie Entziindungen,
Infektionen und Tumore aber zu einer Erh6hung der Leukozytenzahl (Leukozytose) und/oder
der neutrophilen segmentkernigen Granulozyten (Neutrophilie) fithren (KELLER und
FREUDIGER 1993, KRAFT 1999a). Fiir derartige pathologische Verdnderungen gab es bei

den in dieser Studie untersuchten Schweinen jedoch kein klinisches Korrelat.

Die absolute Lymphozytenzahl lag bei 5,91+2,34 Tsd/ul. BICKHARDT (1980) sowie
HEINRITZI und PLONAIT (2001) nennen einen Normalbereich von 6,3 bis 15,5 Tsd/ul,
KRAFT (1999b) gibt 6 bis 16 Tsd/ul fiir gesunde erwachsene Tiere an. SIEVERDING
(2000) nennt fiir Absatzferkel einen Normalbereich von 2,2 bis 16,0 Tsd/ul. Der Anteil der
Lymphozyten in dieser Studie betrug 43,8+12,1% der Leukozyten. Damit lag der Mittelwert
unter dem Referenzbereich, den BICKHARDT (1980) sowie HEINRITZI und PLONAIT
(2001) mit 49,4 bis 85,4% und KRAFT (1999b) mit 49 bis 85% angeben, wobei wie oben
beschrieben bei jungen Tiere in einer normalen Entwicklung eine niedrigere
Lymphozytenzahl als bei adulten Tieren zu finden ist. Vereinzelt lagen die Werte deutlich
unter den in der Literatur angegebenen Normalwerten fiir erwachsene Tiere. Bei einem Tier

war sogar eine deutliche Lymphozytopenie von 15% zu finden.
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Als Ursachen fiir Lymphozytopenien sind bei allen Haussdugetieren akute Stref3situationen,
akute Infektionskrankheiten, angeborene oder erworbene Immundefizienz, chronische
Niereninsuffizienz, Immunsuppression, Chushing-Syndrom oder iatrogen immunsuppressiver
Therapie, Bestrahlungs-, Zytostatika-, Kortikosteroid- oder ACTH-Therapie genannt
(KRAFT 1999b). Beim Schwein ist neben bakteriellen und viralen Infektionen als Ursachen
von Lymphozytopenien auch Stre3 beschrieben (EVANS 2000).

In der vorliegenden Untersuchung hat bei einzelnen Tieren wahrscheinlich der Stress durch
Transport und Adaptation an die verdnderte Umgebung zu den beobachteten Verdnderungen

der Lymphozytenzahl gefiihrt.

Der Anteil der Monozyten lag in der vorliegenden Untersuchung bei 0,38+0,29 Tsd/pl, das
entspricht 2,6+1,4% der Leukozyten. Bei KRAFT (1999b) ist fiir das Schwein ein Anteil von
0-1 Tsd/ul, entsprechend 0-5% angegeben, wihrend bei BICKHARDT (1980) ein Bereich
von 0-1 Tsd/ul, entsprechend 0 bis 4,8% genannt wird. Damit lagen die Ergebnisse der

vorliegenden Studie im Normbereich.

Ahnliches galt fiir die eosinophilen Granulozyten mit einem Mittelwert von 2,83+ 1,9% der
Leukozyten, die jeweils innerhalb der Referenzbereiche lagen, die in der Literatur angegeben
sind. Bei HEINRITZI und PLONAIT (2001) liegen die Werte zwischen 0 und 6,2%, wihrend
sie bei KRAFT (1999b) 0-6% und bei EVANS (2000) 0-5,2% betragen. Die absolute Zahl
der eosinophilen Granulozyten belief sich auf 0,33%0,26 Tsd/ul. KRAFT (1999b) nennt hier

0-1,5 Tsd/ul und HEINRITZI und PLONAIT (2001) gehen von 0-1,2 Tsd/ul aus.

Die basophilen Granulozyten zeigten einen Mittelwert von 0,09+0,12 Tsd/ul und

entsprechen 0,65+0,6% der Leukozyten. KRAFT (1999b) gibt 0-0,05 Tsd/ul an. Nach

79



6. Diskussion

SIEVERDING (2000) betriagt der Normalbereich fiir basophile Granulozyten beim Masttier

0-0,7 Tsd/pul und beim Absatzferkel 0-0,5 Tsd/ul.

Die Ursachen fiir die Abweichungen der Parameter des weissen Blutbildes konnen sowohl
im jugendlichen Alter der Tiere, wie auch in Stressreaktionen vor der Untersuchung liegen.
Die Kombination von Stress mit physischer Belastung kann beim Schwein zu einer starken
Anderung der Blutergebnisse fithren (BICKHARDT 1980). Allein durch psychischen Stref3
bei der Probenabnahme kommt es zu einem sofortigen Anstieg aller Blutzellen infolge
Adrenalinausschiittung und Milzentspeicherung (THORN 2000).

Die Anzahl der Leukozyten und Neutrophilen kann innerhalb von 2 Minuten auf das zwei bis
dreifache ansteigen (THORN 2000). Bei Schweinen kann eine deutliche Verdnderung des
weillen Blutbildes nach Fiitterung beobachtet werden. EVANS (2000) beschreibt einen
Anstieg von 12 bis 50% der porcinen Neutrophilen in einem Zeitraum unmittelbar bis fiinf
Stunden nach Fiitterung. Nach 12 Stunden erreicht das weile Blutbild wieder die
Ausgangswerte (EVANS 2000). Eine fiitterungsbedingte Neutrophilie kann in dieser Studie
ausgeschlossen werden, da die von uns untersuchten Tiere einheitlich ldnger als 12 Stunden
niichtern waren.

Unter Stress kann es zu einer Ausschiittung von Leukozyten, insbesondere von neutrophilen
Granulozyten aus dem marginalen Granulozyten Pool (MGP) ins periphere Blut kommen.
Die Ausschwemmung der neutrophilen Granulozyten aus dem MGP beruht dabei auf

verdanderten Blutdruckverhiltnissen und Blutstrémungseigenschaften (EVANS 2000).

Umsténde, die beim Schwein eine Stress Antwort (engl. stress response) bewirken konnen,
sind Transport, Verdnderung der Umgebungs- oder Kdorpertemperatur, Schmerz, Trauma,

Operation und Geburt (EVANS 2000). Nach HEINRITZI und PLONAIT (2001) ist der
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Blutentnahmestress bei Schweinen die bedeutsamste Ursache fiir eine physiologische
Variation der hdmatologischen Werte.

Wiéhrend der Anteil der Lymphozyten und eosinophilen Granulozyten als Folge einer
Stresssituation abnimmt, steigt Anzahl und Prozentzahl der Neutrophilen, so dass es zu einer
Umkehr der Neutrophilen:Lymphozyten-Ratio kommen kann (EVANS 2000).

In dieser Untersuchung scheinen die Abweichungen der Parameter des weissen Blutbildes
mit dem jugendlichen Alter der Tiere zusammenzuhéngen. Moglicherweise hat bei einzelnen
Tieren auch der Stress durch Transport und verdnderte Umgebung (trotz der Versuche diesen
Stress zu vermeiden) zu den beobachteten Verdnderungen wie der deutlichen

Lymphozytopenie gefiihrt.

Der Anteil der CD1'-Lymphozyten im peripheren Blut betrug bei den Schweinen in der
vorliegenden Untersuchung 10,0+2,9%.

BOEKER und Mitarbeiter (1999) ermittelten anders als in der vorliegenden Untersuchung
den Anteil der B-Lymphozyten iiber Bestimmung der Immunglobuline (Ig) und stellten bei 9
bis 12 Monate alten Schweinen der Rasse Gottinger Minipigs einen Mittelwert von 8,4% fest.
JOLING und Mitarbeiter (1994) fanden hingegen deutlich hohere Werte an Ig positiven
Zellen bei spezifiziert pathogenfrei (SPF) gehaltenen Schweinen der Kreuzung Holldndische
Landrasse x Edelschwein. Sie beobachteten Werte zwischen 20+6% bei 10 Wochen alten
Tieren und 17+4% bei 10 Monate alten Tieren.

YANG und PARKHOUSE (1996) identifizierten ebenfalls die B-Lymphozytenpopulation
iiber Bestimmung der Ig positiven Zellen und fanden insgesamt hohere Werte. Sie konnten
Werte von 32,4% bei 4 Wochen alten Schweinen bis 23,4% bei 16 Monate alten Tieren
feststellen. Ein direkter Vergleich dieser Daten ist aufgrund der unterschiedlichen Mess-

methoden nicht moglich.
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Wihrend der Anteil der CD1"-Lymphozyten mit 12,9% bei gesunden Hunden (BYRNE et al.
2000) vergleichbar mit denen der untersuchten Schweine ist, zeigen andere Tierarten deutlich
hohere Werte. So wurde bei Katzen (24,1%) und Schafen (29,6%) ein hoherer Anteil an
CD1"-Zellen gemessen (BYRNE et al. 2000, SMITH et al. 1994). Beim gesunden Menschen
liegt der Anteil der B-Lymphozyten bei 2-5% (GAEHTGENS et al. 1999).

Die Verteilung der Lymphozytensubpopulationen hat beim Schwein demnach ein eigenes
Muster, das sich von denen des Menschen und anderer Tierarten unterscheidet. Das wird

auch bei den weiteren untersuchten Zellpopulationen sichtbar.

Der Anteil der CD2"-Lymphozyten lag in der eigenen Untersuchung bei 47,38+ 13,2%.

Dieses Ergebnis ist iibereinstimmend mit den Angaben von BOEKER und Mitarbeiter
(1999), die bei 9 bis 12 Monate alten gesunden Gottinger Minipigs einen Mittelwert der
CD2"-Zellpopulation von 50,6+25,5% gefunden haben. THIELKE und Mitarbeiter (1999)
stellten bei 8 Monate alten Géttinger Minipigs einen Anteil von 54,6+8,7% an CD2"-Zellen

fest.

Bei anderen Tierarten wurden insgesamt hohere Werte an CD2'-Zellen gefunden. Allerdings
schwanken auch hier die Angaben zwischen den Autoren. DEAN und Mitarbeiter (1991)
geben den Wert fiir Pan T-Lymphozyten mit 54,8+11,4% bei gesunden Katzen an, wihrend
NOVOTNEY und Mitarbeiter (1990) 66,4% Pan T-Lymphozyten bei gesunden Katzen
gefunden haben.

Beim Menschen wird der Anteil der T-Lymphozyten iiber Bestimmung des CD3"-Molekiils
untersucht. Nach GAETHGENS und Mitarbeitern (1999) liegt er beim gesunden Menschen

bei 20-35%.
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Die gemessene CD4'-Zellpopulation von 29,76+10,72% bei den Tieren der eigenen
Untersuchung ordnet sich in die in der Literatur bekannten Werte fiir gesunde Schweine ein,
die zwischen 25,8+3,8% (THIELKE et al. 1999) und 37+6% liegen (JOLING et al. 1994).
JOLING und Mitarbeiter (1994) fanden zwischen 29+19% bei 1 Wochen alten und 33 +10%
an CD4 -Zellen bei 40 Wochen alten gesunden Schweinen der Kreuzung Hollindische
Landrasse x Edelschwein unter SPF-Bedingungen.

Auch bei anderen Tierarten wurden schon bei gesunden Tieren zum Teil erhebliche
Schwankungen innerhalb einer Tiergruppe festgestellt. BYRNE und Mitarbeiter (2000)
fanden CD4"-Zellen fiir den gesunden Hund in einem Bereich von 31,5% bis 66%, wahrend
SMITH und Mitarbeiter (1994) beim gesunden Schaf Werte zwischen 8 und 22% CD4'-
Zellen angeben.

Bei Katzen schwanken die Mittelwerte der CD4 -Populationen in der Literatur zwischen 25%
(ACKLEY et al. 1990) und 42,0+12,7% (TOTH et al. 1992). BYRNE und Mitarbeiter gaben
einen Bereich von 30,3% bis 54,7% fiir CD4 " -Zellen bei der gesunden Katze an (BYRNE et
al. 2000). HOFFMANN-FEZER und Mitarbeiter (1991) formulierten, dass die CD4'-
Lymphozytenpopulationen bei Katzen eine Schwankungsbreite von 20% bis 50% hatten.
NOVOTNEY und Mitarbeiter (1990) geben in ihrer Studie den 5. bzw. 95. Percentil ebenfalls
mit 19,9 bzw. 50% fiir die CD4 -Lymphozyten bei der gesunden Katze an.

Auch beim Menschen sind unterschiedliche Werte angegeben. GAETHGENS und
Mitarbeiter (1999) nennen einen Wert von 15-30% CD4'-Lymphozyten beim gesunden
Menschen. In einer Studie an gesunden Afro-Amerikanern und Latino-Amerikanern im Alter
zwischen 12 und 18 Jahren finden BARTLETT und Mitarbeiter (1998) einen Anteil der

CD4"-Zellen an den Leukozyten von 42,98+7,38%.
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Der Mittelwert der CD8"-Zellpopulation lag in der vorliegenden Studie bei 18,3+ 11,0%.
Die Werte dieser Arbeit liegen damit niedriger als die in der Literatur angegebenen Werte fiir
diese Spezies. So gaben THIELKE und Mitarbeiter (1999) fiir Gottinger Minipigs 31,1+6,6%
CDS8"-Zellen an. JOLING und Mitarbeiter (1994) beschreiben bei 1-wochigen Schweinen der
Kreuzung Hollédndische Landrasse x Edelschwein Werte von 15+5%, wihrend die Werte bei
4 Wochen alten Tieren auf 22+5% und bei 10 Wochen alten Schweinen auf 29+6% stiegen.

Bei Katzen lagen die Angaben iiber Mittelwerte der CD8 -Populationen zwischen 13,4+4%
(HOFFMANN-FEZER et al. 1991), 27,7% (NOVOTNEY et al. 1990) und 28,7£11,4%
(MILLER-EDGE und WORLEY 1992). BARTLETT und Mitarbeitern (1998) beschreiben
beim gesunden jungen Menschen 20,95+5,46% CD8 -Lymphozyten, wihrend GAEHTGENS

und Mitarbeiter (1999) einen Anteil von 5-15% formulieren.

Die CD4/CD8-Ratio wich mit 2,08+1,21 von den Daten ab, die BINNS (1982) fiir Schweine
mit 0,6 angab. Auch hier sind erhebliche Unterschiede in der relevanten Literatur zu finden.
JOLING und Mitarbeiter (1994) beschreiben fiir 4 Wochen alte Schweine in SPF-Haltung
eine CD4/CD8-Ratio von 1,744+0,41, bei 10 Wochen alten Tieren eine Ratio von 1,33+0,37

bedingt durch das stiirkere Ansteigen der CD8 " -Population.

35,02+8,4% der Lymphozyten trugen in der eigenen Untersuchung den Komplex SLA-DR.
Die Monozyten der untersuchten Schweine waren zu 37,50+13,1% SLA positiv. BOEKER
und Mitarbeiter (1999) fanden bei Gottinger Minipigs 14,8% SLA-DR “-Lymphozyten und
liegen damit deutlich unter dem in dieser Untersuchung gefundenen Wert. Bei einer Studie

iiber die Immunfunktion beim gesunden Menschen fanden BARTLETT und Mitarbeiter
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(1998) einen Unterschied der HLA-DR" Lymphozyten bei Afro-Amerikanern mit 5,62+3,9%
gegeniiber 7,82+3,2% bei Latino-Amerikanern.

In der vorliegenden Untersuchung waren 66,20+12,8% der Leukozyten SWC3a positiv. Die
Monozyten der untersuchten Schweine trugen zu 56,79+19,6% den SWC3a-Komplex.
Vergleichbare Untersuchungen wurden in der verdffentlichten Literatur nicht gefunden.

Die Unterschiede zu den veroffentlichten Daten konnen zum einen in der unterschied-
lichen Gruppenzusammensetzung durch verschiedene Rassen, Haltungsformen und Alters-
unterschiede der Schweine, zum anderen im unterschiedlichen Versuchsaufbau und in
unterschiedlichen Vorbereitungs- und Analysemethoden begriindet sein.

Der Einfluss des Alters auf das Immunsystem ist seit langem bekannt. Das Immunsystem des
Schweines entwickelt sich mit dem Antigenkontakt. JOLING und Mitarbeiter (1994) konnten
bei SPF gehaltenen Schweinen eine deutliche Verdnderung der Lymphozytenpopulationen
bei Ferkeln im Lauf der ersten 40 Lebenswochen sehen. Es kommt zu einem Anstieg der
CD2"-Lymphozyten von 37% im Alter von 1 Woche auf 65% nach 40 Wochen. Die CD4"-T-
Lymphozyten steigen im Lauf der ersten 10 Lebenswochen von 29% auf 37% an. Nach 40
Wochen fillt der Anteil der CD4"-T-Lymphozyten auf 33%. Ahnlich sind die Ergebnisse bei
den CD8"-T-Lymphozyten, die von anfangs 15% in der ersten Lebenswoche auf 29% steigen.
Es wird ein Einflu} des Alters auf die Lymphozytenzahl vermutet (JOLING et al. 1994). Der
Anstieg der CD8"-T-Lymphozyten beginnt spiter und dauert eine lingere Zeitspanne als der
Anstieg der CD4"-T-Lymphozyten (JOLING et al. 1994). Die niedrigen CD8"- Lymphozyten
bei den untersuchten Schweinen sind auch eine Erkldrung fiir die von der Literatur
abweichende CD4/CD8-Ratio.

Neben dem Antigenkontakt werden auch hormonelle Faktoren als Ursache fiir die
Entwicklung der Leukozyten diskutiert. Zum Beispiel ist bekannt, dass sich bei Menschen

hormonelle Verdanderungen wihrend Wachstum und Entwicklung durch Wachstumshormone
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wie Growth Hormon (GH), GH releasing Hormon und Somatostatin auf das Immunsystem
auswirken konnen. Periphere Lymphozyten beim Menschen besitzen Rezeptoren fiir diese
Hormone (CAMPELL und SCANES 1995).

Es gibt Untersuchungen iiber Unterschiede in der zelluliren Immunitét bei verschiedenen
Tierrassen bzw. genetisch verwandten Populationen. Beim Menschen wird beispielsweise
eine niedrigere Anzahl an Leukozyten und aktivierten T-Lymphozyten bei Afro-Amerikanern
gegeniiber Latinos gefunden (BARTLETT et al. 1998). Ferkel der Rasse Large White zeigten
gegeniiber Ferkel der Rasse Duroc signifikant niedrigere Werte der CD2" - und CD4"-Zellen

(NGYUEN et al. 1998).

Die Haltungsform spielt nach JOLING und Mitarbeitern (1994) ebenfalls eine Rolle bei der
Verteilung der Lymphozytensubpopulationen. Unterschiede zwischen Schweinen, die in SPF
Haltung oder konventionell gehalten werden, lassen einen EinfluB des Antigenkontaktes

vermuten. Besonders die Fraktion der CD8'-Lymphozyten scheint davon beeinflut zu

werden (JOLING et al. 1994).

Es wurden in dieser Untersuchung keine Unterschiede im Blutbild zwischen den ménnlichen
und den weiblichen Tieren und somit kein Einfluss des Geschlechtes gefunden. Das
entspricht den Daten von BARTLETT und Mitarbeitern (1998), die keine geschlechts-
spezifischen Unterschiede des Differentialblutbildes beim Menschen gefunden haben.

Auch die Ergebnisse der Leukozytenphinotypen zeigen keine Unterschiede zwischen
miénnlichen kastrierten und weiblichen Tieren. Individuelle Schwankungen scheinen eine
wichtigere Rolle zu spielen als der Einflu des Geschlechts. In Studien beim Menschen
konnten hingegen Unterschiede der Leukozytenphénotypen beobachtet werden (TOLLERUD

et al. 1990, CASSON et al. 1993, BARTLETT et al. 1998).
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BARTLETT und Mitarbeiter (1998) fanden einen signifikant hoheren Anteil an B-
Lymphozyten bei Ménnern gegeniiber Frauen in einer Studie mit 206 Probanden. Zum
gleichen Ergebnis kommt eine Studie von TOLLERUD und Mitarbeitern (1990). In
verschiedenen Studien wurden bei Minnern niedrigere Werte bei den CD4 " T-Lymphozyten
gefunden (CASSON et al. 1993, BARTLETT et al. 1998, TOLLERUD et al. 1990).
BARTLETT und Mitarbeiter (1998) fanden ebenfalls einen hoheren Anteil an HLA positiven
Lymphozyten bei Ménnern. Allerdings waren in dieser Untersuchung bei den Mittelwerten
einiger Leukozytensubpopulationen Tendenzen zu erkennen, die den Ergebnissen der

Literatur beim Menschen entsprechen.

Ostrogen und Progesteron beeinflussen direkt und indirekt die Immunitit beim Menschen. So
haben Untersuchungen beim Menschen gezeigt, dass Sexualhormone Verdnderungen der T-
Zell-Population im Thymus bewirken konnen und einen Einfluss auf die Lymphozytenzahl
haben (SEIKI und SAKABE 1997; BARTLETT et al. 1997). KIESS und Mitarbeiter (1991)
berichten von Unterschieden zwischen unbehandelten ménnlichen Patienten mit
Hypogonadismus und gesunden Minnern bei dem Anteil der CD4 -Lymphozyten, einer
Lymphozytensubpopulation. Ein Einfluss des Testosteronlevel auf die zelluldre Immunitit
beim Menschen wird vermutet (KIESS et al. 1991). Die untersuchten méannlichen Schweine
waren kastriert und produzierten dementsprechend weniger Sexualhormone, was wiederum
hormonell bedingte Unterschiede zwischen den Geschlechtern in dieser Untersuchung
beeinflusste. Moglicherweise sind die untersuchten Tiere auBerdem zu jung, um eine
ausreichende Menge der entscheidenden Sexualhormone zu bilden. Jedoch ist die vorliegende
Anzahl an Schweinen fiir eine gesicherte Aussage zu gering. Eventuell ldsst eine groflere
Anzahl adulter nicht kastrierter Tiere einen Zusammenhang der Leukozytensubpopulationen

mit dem Geschlecht erkennen.

87



6. Diskussion

6.3.2 Postoperative Verinderungen

In der vorliegenden Untersuchung stiegen die Leukozyten postoperativ von 13,4 auf 14,7
Tsd/ul und liegen damit zu beiden Messzeitpunkten im Normalbereich fiir Schweine
(KRAFT 1999b, THORN 2000, EVANS 2000, SIEVERDING 2000, HEINRITZI und

PLONAIT 2001).

Die neutrophilen Granulozyten fielen von 57,3 *+ auf 44,0% bzw. von 8.180 auf 6.370
Zellen/pl. Bereits die Basalwertmessung liegt deutlich iiber dem Durchschnitt in der
Gesamtgruppe und iiber den Normbereichen in der Literatur (KRAFT 1999b, THORN 2000,
EVANS 2000, HEINRITZI und PLONAIT 2001). Mit Maximalwerten in dieser Gruppe von
73% bzw. 17.958 neutrophilen Granulozyten/pl ist bei einem Tier zum Zeitpunkt der
Basalwertmessung eine deutliche Neutrophilie festzustellen, die moglicherweise mit Stress
wiahrend der prdoperativen Zeit und der Anésthesieeinleitung zusammenhéngt. Die Anzahl
der Neutrophilen kann innerhalb von 2 Minuten auf das zwei bis dreifache ansteigen
(THORN 2000). Postoperativ normalisieren sich die Werte in physiologische Bereiche. Eine

langerer Beobachtungszeitraum wére sicherlich interessant gewesen.

Die eosinophilen Granulozyten stiegen signifikant von 2,2 auf 7,0% bzw. von 320 auf 1100
Zellen/pl. Auffallend dabei ist, dass postoperativ bei zwei Tieren die eosinophilen
Granulozyten deutlich erhoht sind (12%) und auch iiber den Werten in der Literatur liegen
(KRAFT 1999b, THORN 2000, EVANS 2000, SIEVERDING 2000, HEINRITZI und
PLONAIT 2001).

Ein vermehrtes Auftreten von eosinophilen Granulozyten wird bei Allergien und Parasitosen

nach dem Anstieg von Imunglobulin E beobachtet (ROTH et al. 1992). Da die untersuchten
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Schweine keine Parasiten hatten, ist eher ein entziindliches Geschehen als Ursache fiir das
vermehrte Auftreten der Eosinophilen zu vermuten. Durch die Synthese von Interleukin-5
und dem Granulozyten/Makrophagen-Kolonie stimulierendem Faktor (GM-CSF) bei
Entziindungsreaktionen durch die Eosinophilen selbst kommt es zu einer positiven
Riickkopplung, bei der Zahl und Funktion der Eosinophilen erhoht werden (BROIDE et al.
1992). Diese Vermutung widerspricht den Angaben aus der Literatur, in denen postoperativ
Immunsuppressionen mit Eosinopenie beschrieben sind (HEIMLICH et al 1999,

MATTILA-VUORI et al. 2000).

Die basophilen Granulozyten stiegen von 0,3 auf 0,5%, wobei die Standardabweichung mit
0,4 bzw. 0,5 sehr hoch ist und somit der Anstieg wenig aussagekraftig ist.

Bei den Monozyten kam es postoperativ zu einem Anstieg von 1,0 auf 1,8% mit ebenfalls
hoher Standardabweichung. Ergebnisse von basophilen Granulozyten und Monozyten liegen
zu beiden Messzeitpunkten im Normbereich (KRAFT 1999b, THORN 2000, EVANS 2000,

SIEVERDING 2000, HEINRITZI und PLONAIT 2001).

Es wurde ein deutlicher Anstieg von 34,0 auf 45,2% bzw. 3.850 auf 6.620 Lymphozyten/pl
festgestellt, wobei der Basalwert deutlich unter dem Wert der Gesamtgruppe und den
Angaben anderer Autoren liegt (KRAFT 1999b, THORN 2000, EVANS 2000, HEINRITZI

und PLONAIT 2001).

Wie beschrieben, kommt es als Folge einer Stresssituation zu einem Anstieg in Anzahl und
Prozentzahl der Neutrophilen und zu einem Abfall der Lymphozyten, so dass es zu einer
Umkehr der Neutrophilen:Lymphozyten-Ratio kommen kann (EVANS 2000). Dieses Bild ist

bei der Basalwertmessung zu sehen.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Tiere zum Zeitpunkt der
Basalwertmessung das Bild einer mdoglicherweise stressinduzierten Lymphozytose und
Neutrophilie zeigen, die sich postoperativ normalisieren. 24 Stunden postoperativ ist anhand

des weillen Blutbildes keine Immunsuppression feststellbar.

Im Gegensatz zu den vorliegenden Ergebnissen wird in vielen Untersuchungen postoperativ
die Reduktion einzelner Leukozytenfraktionen gesehen, insbesondere Leukozyten und
Lymphozyten sind reduziert (LASSEN et al. 1956, BRUCE und KOEPKE 1966,
PARBROOK 1967, SLADE et al. 1975, HEIMLICH et al. 1999, MATTILA-VUORI et al.
2000, TAKALA et al. 2004).

Nach Narkosen mit Lachgas oder Halothan wurde ein signifikanter Abfall der zirkulierenden
Leukozyten beobachtet (LASSEN et al. 1956, BRUCE und KOEPKE 1966, PARBROOK
1967). Blutverluste und Verdiinnungseffekte durch Volumenersatz reduzieren zunichst die
Gesamtzellzahl, wobei i.d.R. binnen Stunden durch Nachschub aus den Knochen-
marksreserven fiir Ausgleich gesorgt wird (HEIMLICH et al. 1999).

1975 beschrieben SLADE und Mitarbeiter eine Immunodepression wéihrend und nach
Nierentransplantationen in Form einer Lymphopenie, reduzierter T- und B-Lymphozytenzahl
und einem verzogerten Intracutantest (SLADE et al. 1975).

MATTILA-VUORI und Mitarbeitern (2000) fanden bei Kindern postoperativ einen Abfall
der Lymphozyten und eosinophilen Granulozyten. HEIMLICH und Mitarbeiter (1999)
beschreiben eine postoperative Lymphopenie und Einschrankung der Lymphozytenfunktion

bei gleichzeitiger Monozytose.

Im Lauf einer 6stiindigen Inhalationsnarkose mit Sevofluran beobachteten TAKALA und

Mitarbeiter (2004) einen signifikanten Abfall der Gesamtleukozytenzahl im Blut bei
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Schweinen. Wéhrend einer 6stiindigen Injektionsnarkose mit Thiopentone hingegen stieg die
Leukozytenzahl nach 2 Stunden wieder auf den Ausgangswert. Die Anzahl der Neutrophilen
Granulozyten und Lymphozyten im Blut sank ebenfalls widhrend der Sevoflurannarkose,
signifikant im Vergleich zur Thiopentoneandsthesie. TAKALA und Mitarbeiter (2004)
erkliren die verminderte Leukozytenzahl mit einer verstirkten Leukozytenadhision oder
durch Umverteilung der Leukozyten. Dagegen fanden COHEN und BATRA (1980) nach
Bronchoskopie und Lungenlavage in Narkose bei Hunden und Affen einen Anstieg der
Leukozyten bzw. der neutrophilen Granulozyten im Blut, was mdglicherweise als

inflammatorische Reaktion auf die Bronchoskopie zu interpretieren ist.

In verschiedenen Studien werden postoperativ bzw. postandsthetisch Immunsuppressionen
beschrieben, die in dieser Untersuchung nicht festgestellt werden konnten (LASSEN et al.
1956, BRUCE und KOEPKE 1966, LECKY 1975, SLADE et al. 1975, COHEN und
BATRA 1980, BOERNER und HEMPELMANN 1982, THOMSON 1987, FAIST et al.
1992 und 1996, MARKEWITZ et al. 1992, HAUPT et al. 1998, HEIMLICH et al. 1999,
TAKALA et al. 2004). Wie beschriecben kann eine Ursache dafiir in der bereits zum
Basalwertmessung bestehenden Stressreaktion liegen.

Weitere Griinde fiir die zum Teil auch in der Literatur widerspriichlichen Daten konnten in
den unterschiedlichen Studiendesigns liegen, z.B. durch Differenzen im Ausmal} des

chirurgischen Eingriffes, Blutverluste oder dem Verdiinnungseffekt durch Volumenersatz.

Wie die Ergebnisse des weillen Blutbildes weichen auch die Werte der Leukozytensub-

populationen zum Zeitpunkt der Basalwertmessung von den Werten der Gesamtgruppe ab,

allerdings nicht von den postoperativ gemessenen Ergebnissen.
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Auffillig waren die niedrigen Werten bereits zur ersten Messung verglichen mit den Daten
der Gesamtgruppe und den Angaben aus der Literatur, insbesondere bei den CD1" T-Zellen
und CD2" T-Zellen. Bei den CD4" T-Zellen fiel ein Tier auf, dessen Werte mit 5,88 intra- zu
4,35% postoperativ deutlich vermindert waren. Eine Erkldrung fiir diesen Befund oder
klinische Folgen fiir dieses Tier wurden nicht festgestellt.

Zusammenfassend konnten in dieser Untersuchung postoperativ keine signifikanten

Anderungen festgestellt werden.

Die Angaben in der Literatur beziehen sich v.a. auf den Menschen und weichen von dem
vorliegendem Ergebnis ab (MARKEWITZ et al. 1992, FAIST et al. 1996, BRAND et
al. 1998, HEIMLICH et al. 1999, MATTILA-VUORI et al. 2000)

Zu den durch Trauma verursachten Verinderungen ziihlen neben einem Sinken der CD4"
Lymphozytenzahl und CD4/CD8 Ratio auch die starke Verminderung der HLA-DR
Expression auf Makrophagen (FAIST et al. 1996). BRAND und Mitarbeiter untersuchten bei
Patienten den Einfluss von Eingriffen am Bewegungsapparat auf das Immunsystem und
stellten insgesamt keine Unterschiede in Lymphozytenzahl, CD3"-, CD4"- und CDS8" -Zellen
zwischen den Werten vor und 50 Minuten nach Einleitung fest, was darauf deutet, dass die
Effekte durch Narkose und Eingriff erst nach einem gewissen Zeitraum sichtbar werden
(1998).

HEIMLICH und Mitarbeiter fanden bei einer Operationsdauer von weniger als sieben
Stunden bei tumorchirurgischen Eingriffen nach 24 Stunden keine Verdnderungen der
Gesamtlymphozytenzahl sowie der CD4'- und CD8" Lymphozytenpopulation (1999). Bei
einer Operationsdauer von mehr als sieben Stunden dagegen kam es zu einem signifikanten
Abfall der CD4" und CD8" Zellen 24 Stunden nach OP-Ende. Innerhalb von Tagen stiegen

diese Werte wieder auf die Ursprungswerte an (HEIMLICH ef al. 1999). Dem stehen andere
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Veroffentlichung gegeniiber, in denen nach umfangreichen Eingriffen keine Verdnderungen
von CD8" T-Lymphozyten beschrieben wurden.

So fanden MARKEWITZ und Mitarbeiter einen signifikanten Abfall der CD3", CD4" T-
Zellen und der CD4/CD8 Ratio, aber keine Veridnderungen der CD8" T-Zellen einen Tag
nach herzchirurgischen Eingriffen (1992).

Auch beim Schwein wurden Verénderungen durch operative Eingriffe beobachtet. NGYUEN
und Mitarbeiter untersuchten den Effekt von offener und laparoskopischer Cholezystectomie
auf die zelluldre Immunitdt am Schwein mittels Hauthypersensivititstest (Delayed-type
hypersensitivity skin test, DTH) und T-Zell Proliferationstest in einer Studie mit 20
weiblichen Hausschweinen. Sie stellten bei beiden chirurgischen Methoden eine Suppression
der Immunitdt fest (1999).

Allerdings sind auch Aktivierungen einzelner Zellfraktionen beschrieben worden. Bei
Kindern wurde 24 Stunden nach einem elektiven chirurgischen Eingriff ein signifikanter
Abfall der Gesamtlymphozytenzahl, der Pan-T-Lymphozyten, der CD8" und CD4" Zellen
sowie ein Anstieg der HLA-DR" Lymphozyten und B-Lymphozyten gemessen (MATTILA-

VUORI et al. 2000).

Je nach experimentellem Ansatz sind in der Literatur teilweise widerspriichliche Angaben
iiber die postoperativen Verdnderungen des Blutbildes und der Lymphozytenphénotypen
beim Menschen zu finden. Die Probantengruppen und das Ausmall des chirurgischen
Eingriffes, Blutverluste und Verdiinnungseffekte durch Volumenersatz differieren ebenso wie
der Messzeitraum nach dem Insult.

Die geringe Tierzahl in der vorliegenden Untersuchung macht eine Auswertung der Daten

schwierig. Erschwerend kommt hinzu, dass bereits die Ergebnisse des weilen Blutbildes
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darauf hinweisen, dass mindestens einige der Tiere zum Zeitpunkt der Basalwertmessung
nicht unbelastet sind.

Moglicherweise ist das auch der Grund dafiir, dass die in der Literatur gefundene
Immunsuppression nach Anésthesie und chirurgischem FEingriff in der vorliegenden
Untersuchung nicht bestétigt werden konnte, obwohl ebenfalls bei einigen Tieren Tendenzen

von Immunzellreduktion bzw. -aktivierung gefunden werden konnten.
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6.4 Aussagekraft und Verwendung der Ergebnisse

Die Ergebnisse dieser Untersuchung haben bestétigt, dass die Schwankungsbreite von
Leukozyten- und Lymphozytenpopulationen auch in einer gesunden Schweinepopulation
recht groB ist. Die teilweise starken individuellen Unterschiede spiegeln die Variabilitdt und

Heterogenitét des Immunsystems wider.

Aufgrund der vorliegenden Daten scheint es sinnvoll, die Verteilung der Leukozyten,
insbesondere der Lymphozyten- und Monozytensubpopulationen innerhalb weit gefasster
Grenzen anzugeben. HEINRITZI und PLONAIT (2001) empfehlen fiir die Beurteilung des
Blutbildes beim Schwein die oberen und unteren Grenzen des ,,Normalbereiches* keinesfalls
als absolute Trennlinie zwischen physiologischen und pathologischen MeBBwerten anzusehen.
Die vorliegenden Daten weichen teilweise von den verdffentlichten Daten erwachsener
Schweine ab, so dass die Vermutung einer altersbedingten immunologischen Entwicklung
bestdtigt werden konnte.

Meiner Ansicht nach ist es sinnvoll, bei Verdffentlichungen und Vergleichen verschiedener

Studien das Alter und das Geschlecht der untersuchten Tiere anzugeben.

Die Daten konnen als Vergleichswerte fiir junge Schweine genutzt werden, wobei

Abweichungen nicht zwangsldufig auf einen pathologischen Zustand hinweisen und

entsprechend vorsichtig interpretiert werden miissen.
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7. Zusammenfassung

Zur Evaluierung der Leukozytenphénotypen wurden Blutproben bei 40 Hybridschweinen im
Alter von drei Monaten durchflusszytometrisch analysiert. Neben dem weiflen Blutbild
wurden mittels Durchflusszytometrie die Expression von SWC3a-Antigenen auf Leukozyten,
die Expression von CD1, CD2, CD4, CDS - und SLA-Antigenen auf Lymphozyten sowie die
Expression von SLA- sowie SWC3a- Antigenen auf Monozyten untersucht.

Die Blutproben wurden den anésthetisierten Schweinen iiber einen unmittelbar zuvor in die
linke Vena jugularis externa implantierten Katheter entnommen. Zur Untersuchung der
geschlechtsspezifischen Unterschiede wurden die Daten der sechs ménnlichen kastrierten
Schweine mit denen der 34 weiblichen Tiere verglichen. Bei sechs Tieren erfolgte eine
weitere Blutabnahme nach 24 Stunden, um eine Aussage iiber die postoperativen

Verianderungen treffen zu konnen.

Bei den 40 untersuchten Tieren exprimieren 66,20 + 12,8% der im Blut zirkulierenden
Leukozyten SWC3a. Die Lymphozyten waren zu 10,03 + 2,9% CD1 positiv, zu 47,38 *
13,2% CD2 positiv, zu 29,76 + 10,7% CD4 positiv und zu 18,30 £ 8,4% CDS positiv. 35,02 +
8,4 % der Lymphozyten waren SLA-DR positiv. Die Monozyten trugen zu 37,50 + 13,1% den
SLA-DR Komplex und zu 56,79 + 19,6% das SWC3a Molekiil.

Beim Vergleich des Blutbildes und der Lymphozytenpopulationen zwischen den
Geschlechtern konnte kein Unterschied zwischen den ménnlichen und den weiblichen Tieren
festgestellt werden.

24 Stunden postoperativ wurden neben einem Anstieg der Lymphozyten (34,0 £ 16,5 % vs.
45,2 £ 8,3%) ein Anstieg der eosinophilen Granulozyten (2,17 £ 3,0 auf 7,0 £ 5,1%)
beobachtet. Die anderen Leukozytenfraktionen und die Lymphozytenpopulationen

verdnderten sich nicht.

96



7. Zusammenfassung

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Leukozytenphénotypisierung mittels
Durchflufizytometrie beim Schwein durchfiihrbar ist. Die Ergebnisse spiegeln jedoch nur
einen Teil des aktuellen Immunstatus wider und miissen immer im strengen Kontext mit allen

Einflussgroflen wie Rasse, Haltung, klinischem Bild, Narkose etc. betrachtet werden.
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8. Summary

Investigation of Leukocyte Subsets in the Blood of Pigs by Flow

Cytometry with special Reference to postoperative Changes

Blood samples of 40 pigs at 3 month of age were analyzed by flow cytometry to evaluate
leukocyte subsets. Beside the white blood, count expression of SWC3a antigen on
leukocytes, of CD1, CD2, CD4, CDS8 and SLA antigen on lymphocytes and expression of
SLA-DR and SWC3a antigen on monocytes were analyzed.

The blood samples had been taken from the anaesthetised pigs via a catheter implanted in the
left vena jugularis externa immediatly prior to this procedure. For the examination of
differences related to gender the results of 6 male spayed pigs were compared to the results of
34 female pigs. To make a prediction of postoperative changes blood samples were collected
from 6 animals after 24 hours.

66,20 = 12,8% of the circulating leukocytes in the blood of the 40 animals expressed SWC3a.
10,03 £ 2,9% of the circulating lymphocytes were CD1 positive, 47,38 + 13,2% CD2
positive, 29,76 + 10,7% CD4 positive, 18,30 + 8,4% CD8 positive, and 35,02 + 8,4% SLA-
DR positive. 37,50 £ 13,1% of monocytes expressed SLA-DR complex and 56,79 + 19,6%
expressed SWC3a.

No differences in the white blood count and the leukocyte subsets relating to gender were
found.

24 hours after surgery an enhancement of the proportion of lymphocytes (34,0 £ 16,5% vs.
45,2 + 8,3%) and eosinophile granulocytes (2,17 £ 3,0% vs. 7,0 £5,1%) was seen, while no

changes were found for the leukocyte subsets.
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Summarising, it can be stated that leukocyte phentotyping using flow cytometry is feasible in
pigs. The results, however, reflect only a part of the current immune status of the animals and
must always be considered within the strict context involving all influencing parameters such

as breed, animal management, clinical picture, anaesthetics, etc.
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9.2. Verzeichnis der Abkiirzungen

Abb.
ACT
APC
CD
CD"
CTL
DC
DP- Zellen
EDTA
EKG
engl.
et al.
FACS
FITC
G-CSF

GH
IEL
Ig

IL
i.d.R.
Lv.
lat.
MHC

mAk
mk.

MW

Abbildung

engl. active clotting time, aktivierte Gerinnungszeit
engl. antigen presenting cells, antigenpréasentierende Zellen
engl. cluster of differentiation, Differenzierungsgruppen
CD positiv

engl. cytotoxic T lymphocyte, zytotoxische T-Lymphozyten
engl. dentritic cells, dentritische Zellen

doppelt positive Zellen

Ethylendiamintetraessigsaure

Elektrokardiogramm

Englisch

lat. et alii, und weitere

Fluorescence-activated cell sorter

Fluorescin Isothiocyanat

engl. granulocyte-colony stimulating factor,
Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor

engl. growth hormon, Wachstumshormon
intraepitheliale Lymphozyten

Immunglobulin

Interleukin

in der Regel

intravends

Lateinisch

engl. major histocompatibility complex,
Hauptgewebekompatibilitaitskomplex

monoklonaler Antikorper

mannlich kastriert

Mittelwert
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n
NIAID
NK Zellen
n.a.

PBS

PE

PG

PMBC
PMN

post OP
SD

SLA

sog.
SPF
SW
TH1
TH2
TNF
v.a.
Vs.
wbl.
z.B.

Anzahl

National Institut of Allergy and Infectious Disease
Natiirliche Killer Zellen

Daten nicht auswertbar

Phosphatgepufferte Salzlosung

Phytoerytrin

Prostaglandin

periphere mononukledre Blutzellen
polymorphkernige neutrophile Granulozyten
postoperativ

Standardabweichung

engl. swine major histocompatibility complex -
Hauptgewebekompatibilititskomplex des Schweines
sogenannt

spezifiziert pathogen frei

engl. Swine workshop

T-Helferzellen Typ 1

T-Helferzellen Typ 2

Tumornekrosefaktor

vor allem

lat. versus, gegeniiber

weiblich

zum Beispiel
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9.3. Verzeichnis der Einheiten

m Meter

cm Zentimeter (10 > m)
mm Millimeter (10  m)
nm Nanometer (10 - m)
1 Liter

dl Deziliter (10 ' 1)

ml Milliliter (10 1)

ul Mikroliter (10 ~° 1)
kg Kilogramm (10 3 g)
g Gramm

mg Milligramm (10 ~ g)
ug Mikrogramm (10 ° g)
h hora, Stunde

Min Minute

Tsd Tausend

Mio Millionen
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