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I Einleitung

Die Bovine Neonatale Panzytopenie (BNP) ist eine in Europa seit Ende 2006
beobachtete, oft tddlich verlaufende Krankheit bei neugeborenen Kalbern des Haus-
rinds. Das klinische Bild der BNP ist gepragt von einer stark erhéhten Blutungsneigung.
Das Blutbild betroffener Kalber weist eine extreme Thrombo- und Leukozytopenie auf.
Histopathologischer Hauptbefund ist eine massive und teilweise irreversible
Knochenmarksschadigung. Bis einschlief3lich August 2011 wurden in Deutschland ca.
3.500 Falle registriert (gemeldete Falle laut www.pei.de, Stand Mai 2012). Die Ursache
der BNP war anfangs unbekannt. In Verdacht gerieten zunachst sowohl infektiose als
auch nicht-infektidse Ursachen. Unter den infektiosen Ursachen ist zuerst das Virus
der Bovinen Virusdiarrhoe (BVDV Typ 2) zu nennen, welches eine hamorrhagische
Diathese beim Kalb mit Rickgang der Thrombozyten- und Leukozytenzahlen
hervorrufen kann (Corapi et al. 1989, Bolin and Ridpath 1992, Stoffregen et al. 2000).
Dabei handelt es sich um Infektionen mit nicht-zytopathogenen BVD-Viren vom
Genotyp 2, die eine gesteigerte Virulenz aufweisen und in der Lage sind, das
sogennante “Hemorrhagic Syndrome® auszulésen (Walz et al. 1999, Stoffregen et al.
2000). Auch die Viren der Epizootic Haemorrhagic Disease (EHDV) und der
Blauzungenkrankheit (BTV) wurden als Ursachen fur BNP diskutiert. Untersuchungen
von an BNP erkrankten und an BNP verstorbenen Kalbern auf diese Infektionserreger
verliefen allerdings negativ (Friedrich et al. 2009b, Kappe et al. 2010, Pardon et al.
2010). Auch Circovirusinfektionen wurden in Betracht gezogen, da sie beim Gefllgel
eine BNP-ahnliche Erkrankung hervorrufen, die sog. infektidse Anamie der Kiken. Die
von Kappe et al. (2010) beschriebenen Hinweise auf einen mdglichen Zusammenhang
zwischen Infektionen mit Circoviren und BNP wurden in anderen Untersuchungen
jedoch nicht bestatigt (Mueller et al. 2009, Kappe et al. 2010, Willoughby et al. 2010).
Auflerdem ist bereits aus einer deutschen Studie von 1995 durch den Nachweis von
virusspezifischen Antikérpern bei Rindern bekannt, dass Circovirusinfektionen in der
Rinderpopulation endemisch sind (Tischer et al. 1995). Zudem wurde bereits lange vor
dem ersten dokumentierten BNP-Fall ein PCV-Typ 2-ahnliches Virus aus den Lungen

von abortierten Rinderfeten und pneumoniekranken Kalbern isoliert (Nayar et al. 1999).

Zu den nicht-infektidsen Ursachen, die als Ausloser fur BNP diskutiert wurden,
zahlten toxische Substanzen, Erbkrankheiten und (auto-) immunpathologische
Prozesse. Diverse Giftstoffe natlrlichen Ursprungs und auch die Aufnahme von
verschiedenen Chemikalien und Arzneimitteln kénnen zu BNP-ahnlichen

Krankheitsbildern bei Rindern flhren. Es konnte aber keine der verdachtigten



2 | Einleitung

Substanzen bei BNP-Kalbern bzw. in den Futterproben nachgewiesen werden
(Friedrich et al. 2009b, Kappe et al. 2010). Auch Untersuchungen von Futterproben auf
Zytotoxizitat ergaben negative Resultate (Kappe et al. 2010, Pardon et al. 2010).
Zudem ist die Anwendung von einigen Stoffen heute verboten bzw. nicht mehr
gebrauchlich, was sie als Ursache der BNP unwahrscheinlich macht. So sind
Furazolidon und Chloramphenicol bei lebensmittelliefernden Tieren EU-weit verboten,
und Trichlorathylen wird schon seit langerer Zeit nicht mehr zur Extraktion von

Sojaschrot eingesetzt (Stdber 2002).

Eine rein hereditare Ursache erschien unwahrscheinlich, da die Erkrankung bei
allen in gréBerem Umfang gehaltenen Rassen und bei Kalbern beiderlei Geschlechts
auftritt (Kappe et al. 2010, Bridger et al. 2011).

Aufgrund des klinischen Bildes und wegen der zytologischen und (histo-)
pathologischen Befunde vermutete man zu Beginn der in dieser Arbeit beschriebenen
Untersuchungen, dass der BNP-Pathogenese ein immunpathologisches Geschehen
zugrunde lag (Bridger et al. 2011). Mehrere Veroffentlichungen haben gezeigt, dass
BNP in gesunden Kalbern durch die Gabe von Kolostrum von BNP-Muttertieren
experimentell ausgeldst werden kann (Friedrich et al. 2011, Schréter et al. 2011,
Henniger et al. 2014). Weitere Untersuchungen belegen, dass das Serum von BNP-
Muttertieren Alloantikdrper (Allo-AK) gegen Leukozyten von neugeborenen Kalbern
enthalt (Bridger et al. 2011, Pardon et al. 2011), die mit dem Kolostrum auf das
Neugeborene Ubertragen werden koénnen. Derartige Allo-AK kdnnten eine

entscheidende Rolle in der Pathogenese der BNP spielen.

Auffallig ist, dass nahezu alle BNP-Falle in Herden beobachtet wurden, in denen
gegen eine Infektion mit dem Bovinen Virusdiarrhoe-Virus (BVDV) geimpft wurde
(Smolenaars and Mars 2009, Bell et al. 2009a, Pardon et al. 2009a, Friedrich et al.
2009b). Da ein kausaler Zusammenhang zwischen dem Einsatz der BVDV-Inaktivat-
Vakzine PregSure® BVD (Fa. Pfizer) und dem Auftreten von BNP bei Kalbern als
wahrscheinlich angenommen wurde (Friedrich et al. 2011, Kracke 2011), nahm der
Hersteller PregSure® BVD bereits 2010 vom Markt (Anonym 2010a).

Die Ziele der vorliegenden Arbeit waren, den epidemiologischen Zusammenhang
zwischen dem Auftreten von BNP-Fallen und Kihen mit Allo-AK in ihrem Blutkreislauf
naher zu beleuchten und die nachgewiesenen Allo-AK, vor allem bezuglich ihrer
Wirkung auf die Zielzellen, eingehender zu charakterisieren. Hierzu wurde die am
Institut fur Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere der JLU Giel3en entwickelte,

Durchflusszytometrie-basierte Methode zum Nachweis von Allo-AK gegen Leukozyten
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in Rinder-Serumproben (Bridger et al. 2011) weiter entwickelt. Es sollte zunachst ein
standardisiertes Testverfahren zur Bestimmung des Allo-AK-Titers im Serum etabliert
werden, welches mit wenig Aufwand durchfihrbar ist. Dieser Test war dann in einer
Fall-Kontroll-Studie einzusetzen, um das Vorkommen derartiger Allo-AK bei weiblichen
Rindern in Betrieben mit unterschiedlichem BVDV-Impfstatus und unterschiedlicher

BNP-Historie zu untersuchen.
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Il Schrifttum

1 Die Bovine Neonatale Panzytopenie

1.1 Definition der Erkrankung

Die Bovine Neonatale Panzytopenie (BNP) ist definiert als eine Erkrankung
junger Kalber, bei der die folgenden Befunde zu erheben sind (Scholes 2009, Friedrich
et al. 2009c¢, Pardon et al. 2010, Friedrich et al. 2011):

— Alter zum Zeitpunkt der Erkrankung < 4 Wochen

— multiple aulRere und innere Blutungen

— Thrombozytopenie (< 200 x 10° Thrombozyten/L)

— Leukopenie (< 3 x 10° Leukozyten/L bzw. < 4 x 10° Leukozyten/L)

— Panmyelophthise des Knochenmarks.

Als weiteres Kriterium wurde von einigen Autoren die Abwesenheit von BVDV-
Antigen angefuhrt (Friedrich et al. 2009c, Pardon et al. 2010). 2011 stellten Friedrich et
al. allerdings fest, dass beziglich der Anwesenheit von BVDV als Ausschlusskriterium
keine Einigkeit besteht (Friedrich et al. 2011). Weiterhin wiesen sie darauf hin, dass
nicht in allen Fallen Blutungen bei der klinischen Untersuchung sichtbar sein missen.
Inzwischen gilt es als gesichert, dass subklinische Falle existieren (Friedrich et al.
2009b, Pardon et al. 2010, Witt et al. 2011). Diese Kalber sind klinisch unauffallig, aber

ihr Blutbild weist eine erniedrigte Leukozyten- und/oder Thrombozytenzahl auf.

1.2 Epidemiologie

Ende 2006 wurde bei neugeborenen Kalbern in Deutschland erstmals eine bis
dato unbekannte und oft tédlich verlaufende Krankheit beobachtet. In den folgenden
Jahren trat diese hamorrhagische Diathese unbekannter Ursache bei Kalbern vermehrt
auf (Friedrich et al. 2009a, Friedrich et al. 2009¢e). Diese Beobachtungen stimmten mit
den Berichten aus anderen europaischen Landern Uberein. Vergleichbare Falle von
hamorrhagischen Diathesen kamen demnach seit 2007 auch in Frankreich, dem
Vereinigten Konigreich, Irland, den Niederlanden, Belgien, Luxemburg, Italien,
Spanien, Polen und Ungarn gehauft vor (Anonym 2009a, Armengol et al. 2010,
Sanchez-Miguel et al. 2010, Bell 2011, Kracke 2011, Kasonta et al. 2012). Unter

Tierhaltern und in den Boulevardmedien wurde das Krankheitsbild meist als
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,Blutschwitzen® und die betroffenen Kalber als ,Bluterkalber” bezeichnet. In der
Fachliteratur wurde das Syndrom zunachst als ,Hamorrhagische Diathese® oder
,Hamorrhagisches Diathese-Syndrom“ bezeichnet. Im Dezember 2009 einigten sich
die Buiatriker im European Buiatrics Forum in Marseille (,Satellite Symposium on
Haemorrhagic Diathesis in Calves®, 2. Dez. 2009 in Marseille) auf den Fachbegriff
,Bovine Neonatale Panzytopenie” (BNP) (Bell 2011, Friedrich et al. 2011).

Epidemiologische Nachforschungen ergaben, dass nahezu alle BNP-Falle bei
Kalbern in Herden beobachtet wurden, in denen die Kihe gegen eine Infektion mit dem
Bovinen Virusdiarrhoe-Virus (BVDV) geimpft worden waren (Smolenaars and Mars
2009, Bell et al. 2009a, Pardon et al. 2009a, Friedrich et al. 2009b). Auffallig war
zudem, dass in Landern, die frei von BVD sind oder in denen nicht gegen BVD geimpft
wird, wie der Schweiz, Osterreich und Skandinavien, keine BNP-Falle beobachtet
wurden (Friedrich et al. 2009e, Bell 2011, Friedrich et al. 2011). Aktuelle
Veroffentlichungen belegten einen Zusammenhang zwischen der Vermarktung der
BVDV-Inaktivatvakzine PregSure® BVD (Fa. Pfizer) und dem Auftreten von BNP
(Kasonta et al. 2012, Lambton et al. 2012). BNP ist demnach nur in Landern

aufgetreten, in denen PregSure® BVD vermarktet wurde (Kasonta et al. 2012).

PregSure® BVD ist in Deutschland seit 2004 kommerziell vertrieben worden, seit
2005 EU-weit (Anonym 2010a). Auferhalb Europas wurde PregSure® BVD nur in
wenigen Landern auf den Markt gebracht, darunter Neuseeland (Anonym 2011c). Mitte
August 2011 wurde der erste BNP-Verdachtsfall in Neuseeland bekannt, wo der
Impfstoff seit 2008 vermarktet worden war (Anonym 2011c). In Deutschland lagen
ebenfalls etwa 3 Jahre zwischen der Markteinfihrung des Impfstoffes und den
Berichten Uber erste Falle von BNP. Sollte PregSure® BVD kausal in die Pathogenese
der BNP involviert sein, dann soll die zeitliche Verzégerung bis zum Auftreten der
Erkrankung dadurch zu erklaren sein, dass mehrere Wiederholungsimpfungen (z.B.
gemall dem vom Hersteller empfohlenen Impfschema mit einer Grundimmunisierung
bestehend aus 2 Impfungen und (mehreren) Boosterimpfungen) nétig sind, um

schlieBlich die Erkrankung BNP auszuldsen (Kasonta et al. 2012).

Ab Méarz 2010 verzichtete Pfizer auf die Vermarktung von PregSure® BVD in
Deutschland, am 16. Juli 2010 folgte der Ausschuss fur Tierarzneimittel (CVMP) bei
der Europaischen Arzneimittelagentur EMA der Empfehlung des Paul-Ehrlich-Instituts
(PEI), die Zulassung ruhen zu lassen (Anonym 2011b). SchlieRlich verzichtete das
Unternehmen Pfizer auf die Zulassung des Impfstoffs am 30. August 2011 (Anonym

2011a). Auch in Neuseeland stoppte Pfizer die Vermarktung von PregSure® BVD
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umgehend und rief ausgelieferte Chargen zurick, nachdem dort ebenfalls
Verdachtsfalle von BNP aufgetreten waren (MAF 2011, Anonym 2011a). Eine Studie
bestatigte spater, dass es sich bei den Verdachtsfallen von hamorrhagischer Diathese

bei Kélbern in Neuseeland tatsachlich um BNP-Falle handelte (Kasonta et al. 2014).

Bis einschlieRlich August 2011 wurden europaweit Uber 5.500 BNP-Falle bei
Kalbern gemeldet, davon ca. 3.500 Falle in Deutschland (www.pei.de, Stand Mai
2012). Seit dem Vermarktungsstopp von PregSure® BVD 2010 in Deutschland traten
Uber 1.600 weitere BNP-Falle auf. Viele BNP-Muttertiere brachten in spateren
Trachtigkeiten weitere Kalber zur Welt, die an BNP erkrankten, auch wenn offiziell
keine erneute PregSure® BVD-Impfung erfolgt war (Culler 2011, Benedictus et al.
2016).

BNP tritt insgesamt betrachtet relativ selten auf (Bastian et al. 2011, Bell 2011,
Foucras et al. 2011). Fir die Europaische Union wurde die BNP-Inzidenz zwischen
2004 und 2009 auf 16 Falle je 100.000 verimpfte Einzeldosen an PregSure® BVD
geschatzt (Anonym 2010b). Sie scheint damit im Bezug zu der Gesamtzahl von Uber
13 Millionen verkauften Impfstoffdosen (Anonym 2010a) niedrig zu sein (Lambton et al.
2012).

Die Gesamtinzidenz der BNP ist auch in Deutschland mit etwa 3 Fallen je 1.000
verimpften Einzeldosen an PregSure® BVD relativ niedrig, obwohl hier bisher die
meisten BNP-Falle aufgetreten sind (Bastian et al. 2011, Foucras et al. 2011).
Allerdings gibt es grof3e regionale Unterschiede sowohl zwischen verschiedenen EU-
Landern und als auch innerhalb eines Landes (Kasonta et al. 2012, Lambton et al.
2012). So betragt die Inzidenz in Bayern 99 BNP-Falle pro 100.000 verkauften
Impfdosen PregSure® BVD, dagegen in Niedersachsen nur 6 Falle (Kasonta et al.
2012). In von BNP-betroffenen Herden erkranken normalerweise nicht mehr als
5-10 % der geborenen Kalber (Bastian et al. 2011, Bell 2011, Foucras et al. 2011).

BNP tritt bei Kalbern verschiedener Rassen wie Deutsches Fleckvieh, Deutsche
Holstein, Deutsches Braunvieh, Simmentaler, Charolais, Weiliblaue Belgier sowie bei
Kreuzungskalbern auf (Doll et al. 2009, Pardon et al. 2009a, Friedrich et al. 2009b,
Kappe et al. 2010, Bell 2011). Dabei sind sowohl Milchvieh- als auch Mastviehherden
betroffen (Bell 2011). Es erkrankten neugeborene Kalber im Alter von wenigen Tagen
bis zu 4 Wochen, die meisten Krankheitssfalle traten in der 2. und 3. Lebenswoche auf
(Corbiére et al. 2009, Smolenaars and Mars 2009, Friedrich et al. 2009b, Bell 2011,
Buck et al. 2011). Das Durchschittsalter bei der tierarztlichen Vorstellung der BNP-
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Patienten betrug 14 - 16 Tage (7 - 28 Tage) (Smolenaars and Mars 2009, Pardon et al.
2010).

BNP kann sowohl bei Kéalbern von Farsen als auch bei Kalbern von Kuhen
auftreten (Bell 2011, Demasius et al. 2014). Es wurde beschrieben, dass einzelne
Kihe mehrfach BNP-Kalber zur Welt brachten, aber nicht zwingend nach
aufeinanderfolgenden Trachtigkeiten (Pardon et al. 2010). Diese unterschiedliche BNP-
Empfanglichkeit von Kalbern derselben Mutter lasst einen Einfluss von genetischen
Faktoren in der Pathogenese dieser Erkrankung vermuten (Bridger et al. 2011, Jones
et al. 2013, Demasius et al. 2014). In von BNP betroffenen Herden scheinen die Kihe
klinisch gesund zu sein und normal abzukalben. Es treten jedenfalls keine gesteigerten
Abortraten oder Fruchtbarkeitsstérungen im Zusammenhang mit BNP auf (Bell et al.
2010b). Mannliche und weibliche Kalber erkranken aufterdem gleich haufig (Kappe et
al. 2010, Pardon et al. 2010).

1.3 Symptome und Verlauf

Das auffalligste Anzeichen der BNP ist die stark erhdhte Blutungsneigung, die
sich bei erkrankten Kalbern als hamorrhagische Diathese manifestiert (Doll et al. 2009,
Anonym 2009a, Friedrich et al. 2009a, Friedrich et al. 2009b, Pardon et al. 2010,
Bridger et al. 2011). Als klinische Anzeichen treten typischerweise spontane
Hautblutungen, Nachblutungen nach Injektionen, dem Einziehen von Ohrmarken oder
Enthornung, Petechien und/oder Ekchymosen an den sichtbaren Schleimhauten sowie
Blutbeimengungen (Meléna) im Kot auf (Doll et al. 2009, Friedrich et al. 2009a,
Friedrich et al. 2009b, Kappe et al. 2010, Pardon et al. 2010, Bell 2011, Buck et al.
2011). Eine erhdhte Korpertemperatur bis hin zu hohem, therapieresistentem Fieber,
wurde ebenfalls beschrieben (Friedrich et al. 2009b, Pardon et al. 2010, Bell 2011).
Andere Untersuchungen legen allerdings nahe, dass Fieber kein charakteristisches
Symptom fir BNP ist, sondern vermutlich durch Infektionen mit viralen oder
bakteriellen Erregern verursacht ist, deren Auftreten durch die extreme Leukozytopenie
beglnstigt wird (Doll et al. 2009, Kappe et al. 2010, Friedrich et al. 2011). Teilweise
zeigen betroffene Kalber auch Symptome von typischen Neugeborenenerkrankungen
wie Diarrhoe oder Pneumonie oder eine Stérung des Allgemeinbefindens mit Fieber
ohne erkennbare Ursache (Friedrich et al. 2009b, Kappe et al. 2010, Buck et al. 2011).
In einigen dieser Falle fiel die Blutungsneigung erst durch vermehrtes Nachbluten nach
Injektionen auf. An den betroffenen Stellen kdénnen sich Hamatome entwickeln
(Friedrich et al. 2009b, Pardon et al. 2010).
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Kalber, die spater an BNP erkrankten, erschienen post partum zunachst vital und
klinisch unauffallig (Doll et al. 2009, Kappe et al. 2010). Nach der Kolostrumaufnahme
wurde von Doll et al. (Doll et al. 2009) bei einigen Kalbern ein gedampftes Verhalten
beobachtet, allerdings normalisierte sich der Allgemeinzustand innerhalb der nach-
folgenden 24 h wieder. Betroffene Kalber wiesen oft einen guten Wachstums- und
Ernahrungszustand auf und waren vorberichtlich vor dem Ausbruch der BNP nicht
erkrankt (Bell 2011).

Meistens treten die ersten Blutungen in der 2. oder 3. Lebenswoche auf (Doll et
al. 2009, Friedrich et al. 2009b, Kappe et al. 2010, Pardon et al. 2010). In besonders
schweren Fallen kann sich die gesteigerte Blutungsneigung aber schon ab dem
2. Lebenstag zeigen (Doll et al. 2009). Das Allgemeinbefinden der erkrankten Kalber
kann in den ersten Tagen noch unauffallig bleiben (Doll et al. 2009, Pardon et al.
2010). Im weiteren Verlauf der Erkrankung entwickeln Kalber mit schwerer
hamorrhagischer Diathese ein stark gestértes Allgemeinbefinden und sterben in den
meisten Fallen innerhalb von 1 — 15 Tagen nach Krankheitsbeginn oder werden wegen
schlechter Prognose (massiver Blutverlust oder zusatzlich aufgetretene Infektionen)
euthanasiert (Friedrich et al. 2009b, Kappe et al. 2010, Pardon et al. 2010, Bell 2011).
In der Literatur werden trotz Therapieversuchen Letalitatsraten von Uber 90 %
angegeben (Pardon et al. 2010, Bell 2011). Eine Studie Uber die verschiedenen
Todesursachen bei an BNP erkrankten Kalbern zeigte, dass blutungsbedingte Anamie
die haufigste Todesursache ist. AuRerdem wurde bestéatigt, dass BNP die Letalitat von
typischen Neugeboreneninfektionen wie Pneumonien, Enteritiden und Septikdmien
erhoht (Henniger et al. 2014). Nur etwa 10 % der klinisch manifest erkrankten Kalber
Uberlebten die Erkrankung und erholten sich wieder (Doll et al. 2009, Friedrich et al.
2009b, Pardon et al. 2010, Bell 2011). Bei diesen Kalbern ging die Rekonvaleszenz mit
der spontanen Erhdhung der zuvor pathologisch niedrigen Blutzellwerte einher (Doll et
al. 2009, Friedrich et al. 2009b, Buck et al. 2011).

Neben den schweren klinischen Verlaufen von BNP kommen auch subklinische
Falle vor, die nur durch gezielte hamatologische Untersuchungen festgestellt werden
kénnen und bei denen die Kalber keinerlei klinische Krankheitserscheinungen zeigen
(Klemt 2010, Pardon et al. 2010, Bridger et al. 2011, Witt et al. 2011, Bell et al. 2014).
Bell et al. ermittelten anhand von hamatologischen Screenings aller in einer
Abkalbesaison geborenen Kalber in einem Betrieb neben den offensichtlichen
klinischen BNP-Fallen subklinische BNP bei 15 % der klinisch unauffalligen Kalber

(Bell et al. 2014). In dieser Studie gab es keine Hinweise auf eine erhéhte Mortalitat
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oder Wachstumseinbuf’en, die Autoren schlielen allerdings nicht aus, dass
subklinische BNP unter bestimmten Umstanden einen Einfluss auf die Gesundheit
und/oder Leistung von betroffenen Kalbern haben kann. Demasius et al. konnten
ebenfalls subklinische Falle von BNP in ihrer Studienpopulation ermitteln, diese traten
aber nicht mit der von anderen Autoren beschriebenen hohen Inzidenz auf (Demasius
et al. 2014).

An 7 Kalbern, die eine experimentell induzierte BNP (subklinischer Verlauf bei
5 Tieren, Petechien und Hamaturie bei 2 Tieren) Uberlebt hatten, wurde die
Nierenfunktion untersucht, um zu klaren, ob Kalber als Folge der BNP dauerhafte
Nierenschadigungen zurlckbehalten. In den Parametern der Nierenfunktion
unterschieden sich die 7 untersuchten BNP-Kalber jedoch nicht von gesunden Kalbern

gleichen Alters (Henniger et al. 2013).

1.4 Labordiagnostische Parameter

Charakteristische Veranderungen des Blutbilds sind in der Initialphase der BNP
eine Thrombozytopenie (<200 x 10° Thrombozyten/L) und eine Leukopenie
(< 4 x 10° Leukozyten/L) (Bauer et al. 2009, Friedrich et al. 2009¢c, Pardon et al. 2010,
Bridger et al. 2011). Die Blutbild- und Knochenmarksbefunde sind bei Kalbern, die
spater an BNP erkranken, post partum vor der Aufnahme von Kolostrum unauffallig
(Bauer et al. 2009, Doll et al. 2009, Klemt 2010, Bridger et al. 2011, Friedrich et al.
2011, Schroter et al. 2011). Erst nach der Kolostrumaufnahme sinken die
Thrombozyten- und Leukozytenzahlen innerhalb der ersten 3 — 6 Lebensstunden
drastisch ab (Bauer et al. 2009, Bridger et al. 2011, Friedrich et al. 2011). Auch
Schroter et al. (Schroter et al. 2011) beobachteten in ihren Versuchen zur
Reproduzierbarkeit der BNP uber die Verabreichung von Kolostrum bei allen
Versuchskalbern einen starken Abfall der Thrombozytenzahlen
(< 300 x 10° Thrombozyten/L) innerhalb der ersten beiden Lebenstage. Bei allen
Kalbern, welche Symptome der BNP entwickelten, trat neben der Thrombopenie auch
eine Leukopenie auf. Die Leukopenie war aber im Aufreten variabler und trat nicht

immer zeitgleich mit der Thrombopenie auf.

Die weitere Entwicklung der Blutwerte korreliert mit dem klinischen Verlauf und
dem Schweregrad der BNP. Charakteristisch ist die zeitliche Entwicklung der
Thrombozytenzahl bei letaler BNP: Nach dem initialen Abfall steigen die Werte
zunachst Uber einige Tage wieder an, bevor sie final massiv abstlirzen (Friedrich et al.

2011, Schroter et al. 2011). Friedrich et al. vermuten, dass der initiale starke Abfall der



10 [ Schrifttum

Thrombozytenzahl durch eine periphere Zerstérung der Zellen und nicht durch eine
Schadigung des Knochenmarks bedingt ist (Friedrich et al. 2011). Die Veranderung der
Leukozytenzahlen Uber die Zeit und das Auftreten einer Leukopenie sind im Vergleich
zu den Thrombozyten variabler. Bei einem schweren Verlauf der BNP tritt bedingt
durch die Knochenmarksschadigung im Endstadium eine irreversible, hochgradige
Leukopenie auf (Pardon et al. 2010, Buck et al. 2011, Friedrich et al. 2011). Die
Leukopenie betrifft dabei Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten gleichermalen
(Kappe et al. 2010, Pardon et al. 2010, Friedrich et al. 2011). Auch in anderen
Untersuchungen wurde stets eine hochgradige Leukopenie gefunden, die auf einer
absoluten Neutropenie und Lymphopenie beruhte. Angaben zu den Monozyten wurden
hier nicht gemacht (Bauer et al. 2009, Bell 2011).

Die Morphologie der verbliebenen Leukozyten und Thrombozyten bei BNP-
Kalbern ist unauffallig und weckt jedenfalls keinen Verdacht, dass ihre Funktion gestort
ist (Friedrich et al. 2009b, Buck et al. 2011). Diese Beobachtung weist darauf hin, dass
entweder die Zellbildung im Knochenmark gestort ist und/oder Zellen vermehrt
abgebaut bzw. verbraucht werden. Demnach wirde es sich um eine echte Zytopenie

und nicht um eine Funktionsstérung (Zytopathie) handeln.

Die Erythrozytenzahlen bzw. Hamatokritwerte kdnnen auch bei einem schweren,
letalen Verlauf der BNP Uber lange Zeit innerhalb des Referenzbereiches liegen
(Mueller et al. 2009, Friedrich et al. 2009e, Schréter et al. 2011). Bei grof3en
Blutverlusten entwickelt sich eine hamorrhagische Anamie mit normozytarem,
normochromem Zellbild (Friedrich et al. 2009b, Pardon et al. 2010, Bell 2011). Diese
Zellmorphologie ist charakteristisch fir eine nicht-regenerative Anamie, bei der
aufgrund einer Knochenmarksschadigung die Produktion von Erythrozytenvorlaufer-
zellen ausbleibt (Rossow 1995). Entsprechende Veranderungen im Blutbild von BNP-
Kalbern sind also als Folge der Knochenmarksschadigung zu deuten. lhr zeitlicher
Verlauf wird durch die unterschiedliche Lebensdauer der jeweils betroffenen
Blutzellpopulationen erklart (Kappe et al. 2010, Bell 2011, Witt et al. 2011, Deutskens
2012). Die Lebensdauer von Granulozyten betragt nur wenige Stunden, die von
Thrombozyten betragt beim Kalb etwa 9 - 10 Tage (Mizuno et al. 1959, Loesch et al.
2000, Paape et al. 2003, Valli 2007, Deutskens 2012). Zur durchschnittlichen
Lebensdauer von Erythrozyten beim Kalb enthalt die Literatur unterschiedliche
Angaben. Sie betragt demzufolge etwa 60 bzw. 110 - 120 Tage (Mizuno et al. 1959,
Valli 2007, Bell 2011). Dies passt zu der Beobachtung, dass bei an BNP erkrankten

Kélbern zuerst die Granulozyten- und Thrombozytenzahlen sinken. Der zunachst
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geringe Schweregrad und das verzdgerte Auftreten der aplastischen Anamie hangen
von der im Vergleich zu den anderen Blutzelltypen langeren Lebensdauer der
Erythrozyten ab. Die Erythrozytenwerte fallen deshalb oft erst im Endstadium der
Erkrankung ab (Kappe et al. 2010, Bell 2011, Buck et al. 2011, Witt et al. 2011).

Uber die plasmatischen Gerinnungsparameter bei BNP-Kalbern findet man in der
Literatur unterschiedliche Angaben: In der Studie von Bauer et al. lagen die Werte flr
die Prothrombinzeit (PT), die aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) und
Fibrinogen im gesamten Studienzeitraum bei den von BNP betroffenen Kalbern im
physiologischen Referenzbereich der Kalber dieses Alters (Bauer et al. 2009). Auch in
weiteren Untersuchungen fand sich kein Hinweis auf eine systemische, plasmatisch-
bedingte Blutgerinnungsstérung (Corbiére et al. 2009, Bell et al. 2009c). In anderen
Untersuchungen war die PT dagegen immer, und die aPTT in 25 % der Falle leicht
verlangert (Pardon et al. 2010). Diese Autoren fanden bei manchen Patienten auch
erhdhte Fibrinogenwerte (Pardon et al. 2010). Es kdnnten demnach bei der BNP neben
den Thrombozyten auch plasmatische Gerinnungsfaktoren von krankhaften
Veranderungen betroffen sein. Von den anderen chemischen Parametern des Blutes
war bei BNP-Kalbern nur die Hypoproteinamie auffallig. Der Abfall der
Plasmaproteinkonzentration tritt vermutlich als Folge des Blutverlustes auf (Pardon et
al. 2010).

Die Befunde deuten insgesamt darauf hin, dass die Blutbildveranderungen bei
BNP auf einer Zerstérung der Blutvorlauferzellen im Knochenmark beruhen, und/oder
auf einer gleichzeitigen Zerstérung von Blutzellen in der Peripherie (Friedrich et al.
2009b, Kappe et al. 2010, Bell 2011, Buck et al. 2011, Friedrich et al. 2011, Pardon et
al. 2011).

1.5 Pathologisch-anatomische und histopathologische
Befunde

Bei den pathologisch-anatomischen Befunden stehen bei BNP-Kalbern kleinere
und grofiere Blutungen im Vordergrund. Beschrieben wurden Petechien, Ekchymosen
und akute Hamorrhagien in mehreren Organen und Geweben (Friedrich et al. 2009b,
Kappe et al. 2010, Pardon et al. 2010, Buck et al. 2011). Als Folge der starken
Blutverluste sind die Korper der Kalber oft blass und anamisch (Friedrich et al. 2009b,
Kappe et al. 2010, Pardon et al. 2010). Dartberhinaus wurde haufig eine hochgradige
katarrhalische Enteritis, teilweise mit Blutbeimengungen im Kot bzw. Blutungen in das
Darmlumen, festgestellt (Friedrich et al. 2009b, Pardon et al. 2010, Buck et al. 2011).



12 [ Schrifttum

Neben diesen fir die BNP charakteristischen Befunden treten bei einigen BNP-
Kélbern zusatzliche Erkrankungen auf, wie z.B. Pneumonien oder andere entzindliche
Veranderungen (Friedrich et al. 2009b, Kappe et al. 2010, Pardon et al. 2010). Ursache
sind vermutlich Infektionen, welche durch die mit der Leukopenie und Lymphopenie
einhergehenden Immunschwache begunstigt werden (Doll et al. 2009, Friedrich et al.
2009b, Kappe et al. 2010, Bell 2011).

Histopathologisch ist eine extreme Zellarmut des hamatopoetischen Gewebes im
Knochenmark der charakteristische Hauptbefund bei BNP-Kalbern. Im Sinne einer
Panmyelophthise betrifft diese Zellarmut alle hdmatopoetischen Zellreihen inklusive der
Megakaryozyten (Bauer et al. 2009, Friedrich et al. 2009b, Kappe et al. 2010, Pardon
et al. 2010, Buck et al. 2011).

Vor der Kolostrumaufnahme ergaben zytologische Untersuchungen von
Knochenmarksaspiraten ein physiologisches Ergebnis (Bauer et al. 2009). Erst einige
Zeit nach der Aufnahme von Kolostrum kommt es in Abhangigkeit vom
Erkrankungsstadium zu einer mittel- bis hochgradigen Hypoplasie aller Zellreihen
(Bauer et al. 2009, Pardon et al. 2010), die schlieRlich in der fur die BNP
charakteristischen Panmyelophthise resultiert (Scholes 2009, Friedrich et al. 2009c,
Kappe et al. 2010, Bell 2011). In einzelnen Fallen wurden bei der zytologischen
Untersuchung von Knochenmark auch aktivierte Makrophagen (Makrophagen mit
einem runden bis ovalen, exzentrisch gelegenen Kern und viel Zytoplasma mit
Vakuolen) und Makrophagen mit phagozytierten Erythrozyten und Vorlauferzellen
(Zytophagie) beobachtet (Bauer et al. 2009, Pardon et al. 2010, Bridger et al. 2011).

Manchmal wurden im Knochenmark von BNP-Kéalbern noch kleine Restbezirke
an hamatopoetischem Gewebe gefunden (Kappe et al. 2010). In diesen Bereichen
zeigten  sich  gelegentlich  fokale  Degeneration und  Apoptose von
Blutzellvorlauferzellen. Auch Friedrich et al. stellten in ihren Untersuchungen fest, dass
der Schweregrad der Knochenmarksschaden bei BNP unterschiedlich sein kann
(Friedrich et al. 2011).

Die BNP geht haufig auch mit Veranderungen in lymphatischen Geweben einher.
So konnten in einer Studie bei 43 % der 56 untersuchten BNP-Kalber Lasionen in
lymphatischen Organen nachgewiesen werden (Kappe et al. 2010). Diese unter dem
Begriff ,Lymphatische Depletion zusammengefassten Veranderungen prasentierten
sich als vermehrt apoptotische Lymphozyten in Lymphfollikeln oder Zellarmut in Milz
und Lymphknoten bei geringer GrélRe der Follikel. Auch Pardon et al. beschrieben bei

BNP-Kalbern eine schwere, diffuse lymphatische Depletion in Milz und Lymphknoten,
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von der T- und B-Zellareale gleichermalien betroffen waren (Pardon et al. 2010). Dabei
waren diese Veranderungen in der Milz in den periarteriellen lymphatischen Scheiden
und in den Lymphfollikeln lokalisiert. Bei 18 % der untersuchten Kalber (n = 25) war im

Thymus ebenfalls eine lymphatische Depletion nachweisbar (Pardon et al. 2010).

1.6 Atiologie und Pathogenese

Die Ursache der BNP war anfangs unbekannt. Heute herrscht Einigkeit daruber,
dass der BNP eine immunologische Ursache zugrunde liegt (Bastian et al. 2011,
Bridger et al. 2011, Foucras et al. 2011, Pardon et al. 2011). BNP wird demnach durch
maternale alloreaktive Antikérper (Allo-AK), die das Kalb tGber das Kolostrum aufnimmt,
ausgelost. Die charakteristischen Knochenmarksbefunde bei BNP-Kalbern galten
bereits zu Beginn der wissenschaftlichen Untersuchungen zur Erforschung der
Atiologie von BNP als deutlicher Hinweis auf eine immunologische Atiologie der
Thrombo- und Leukozytopenie (Bauer et al. 2009). Diese These wurde durch den
Nachweis von gegen Oberflachenantigene von Kalberleukozyten gerichteten Allo-AK
im Serum von BNP-Muttertieren bestarkt (Bastian et al. 2011, Bridger et al. 2011,
Pardon et al. 2011). Von der BNP betroffene Kalber hatten diese Allo-AK mit dem

Kolostrum aufgenommen (Bridger et al. 2011, Schroter et al. 2011).

1.6.1 Nachweis von Allo-AK bei Bluter-Miittern und BNP-Kalbern

Bisher wurde die Bindung von Allo-AK aus Serum bzw. Kolostrum von BNP-
Mattern an Leukozyten (Granulozyten, Lymphozyten, Monozyten) und Thrombozyten
nachgewiesen (Bastian et al. 2011, Bridger et al. 2011, Pardon et al. 2011, Assad et al.
2012). Mittels Durchflusszytometrie konnte eine Bindung von Allo-AK aus
Serumproben von BNP-Mittern an Blutleukozyten von gesunden Spenderkalbern
demonstriert werden (Bastian et al. 2011, Bridger et al. 2011, Pardon et al. 2011).
Dabei besallen BNP-Muttertiere in allen Studien signifikant héhere Allo-AK-Titer als die
Kontrollkiihe. Als Kontrollkiihe dienten je nach Studie sowohl Kiihe aus Herden ohne
BNP-Vorgeschichte und ohne Impfungen gegen BVDV, Kiihe, die mit einem anderen
BVDV-Impfstoff als PregSure® BVD geimpft worden waren und auch PregSure® BVD-
geimpfte Nicht-BNP-Mutter. Bei der Betrachtung der verschiedenen Leuko-
zytenpopulationen im Einzelnen wurde deutlich, dass Lymphozyten und Monozyten
eine hohere Bindungsaktivitat gegenlber IgG-Allo-AK aus den Serumproben der BNP-

Muttertiere besallen als Granulozyten (Bastian et al. 2011, Bridger et al. 2011, Pardon
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et al. 2011). Um den zugrundeliegenden pathogenetischen Mechanismus naher zu
beleuchten, wurde das Bindungsverhalten kolostraler Allo-AK an unterschiedliche
Leukozyten-Populationen aus dem peripheren Blut sowie an Thrombozyten mittels
Immunfloureszenz untersucht. Dartiber hinausgehend erfolgte eine immunologische
Charakterisierung der Allo-AK (Assad et al. 2012). Laut der Autoren handelt es sich bei
den BNP-auslésenden Allo-AK ausschlieRlich um IgG;-Antikérper. Diese banden an
70 % der Leukozyten und an 100 % der Thrombozyten, unabhangig von der
Rassezugehdrigkeit der Spenderkalber bzw. Rinder und des Reifestadiums der
eingesetzten Zellen. Die Bindung fand dabei sowohl an der Zelloberflache als auch im
Zytoplasma statt. Bei den unterschiedlichen Leukozytensubpopulationen zeigte sich,
dass die Allo-AK an alle Granulozyten und Monozyten sowie an fast alle B-
Lymphozyten und CD8-positive zytotoxische T-Zellen binden konnten, aber nicht an
CD4-positive T-Helferzellen (Assad et al. 2012).

Pardon et al. untersuchten das Bindungsverhalten der Allo-AK aus Serumproben
von BNP-Mdttern vergleichend an Blutleukozyten von gesunden Kalbern und von
Kalbern, die zuvor eine BNP-Erkrankung Uberlebt hatten. Dabei reagierten die
Leukozyten der ehemaligen BNP-Kalber haufiger mit den Antikdrpern aus den
Serumproben von BNP-Muttertieren als die Leukozyten der gesunden Kalber (Pardon
etal. 2011).

Bei BNP-Kalbern offenbarte eine engmaschige Beprobung vor und nach der
Kolostrumaufnahme eine deutliche Leukopenie und Thrombozytopenie, die wenige
Stunden nach der Kolostrumaufnahme eintraten. Parallel stieg dazu der prozentuale
Anteil an IgG-Allo-AK tragenden Leukozyten im Blut deutlich an und erreichte 6 h
(3 Kalber) bzw. 12 h (1 Kalb) nach Kolostrumaufnahme den Maximalwert. Die Quote
der Allo-AK-positiven Leukozyten variierte dabei zwischen den einzelnen Kalbern von
19 - 100 % und korrespondierte mit dem Schweregrad und Verlauf der BNP (Bridger et
al. 2011).

Neben den durchflusszytometrischen Nachweisen wurde auch in der direkten
Immunfluoreszenz die Bindung der Antikérper aus den Serumproben von BNP-
Muttertieren an periphere Leukozyten und darliberhinaus gehend auch an Leukozyten
aus dem Knochenmark dargestellt (Pardon et al. 2011). Megakaryozyten zeigten in

dieser Studie keine Bindung.

Auch in Kolostrumproben von BNP-Mttern konnte das Vorkommen von Allo-AK
inzwischen bestatigt werden (Assad et al. 2012, Kasonta et al. 2014). Gemaly den

Immunfluoreszenz-Experimenten von Assad et al. handelt es sich bei den kolostralen
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Allo-AK ausschlieBlich um Immunglobuline vom IgG;-Subtyp, die zu 100 % an
Thrombozyten, Monozyten und Granulozyten banden, aber nicht an bestimmte

Lymphozytensubpopulationen (insbesondere CD4" T-Zellen).

In einer anderen Studie wurden alloreaktive Antikérper mit Bindungsaffinitat
sowohl fir bovine Lymphoblasten und sogenannte BK-Zellen (eine bovine
Nierenzelllinie, die zur Herstellung des Impfstoffs PregSure® BVD verwendet worden
war), als auch fur humane Lymphoblasten in Serum- und Kolostrumproben von BNP-

Muttertieren nachgewiesen (Kasonta et al. 2014).

Eine Forschergruppe will erkannt haben, dass die bovinen, BNP-assoziierten
Allo-AK auch an nicht-bovine Zellen wie CHO-K1-Zellen (ATCC®-Nr. CCL-61,
Ovarialzellen vom chinesischen Hamster) und equine PBMC binden (Benedictus et al.
2015). In einer anderen Studie unter Verwendung von affinitdtsaufgereinigten Allo-AK
konnte allerdings keine Kreuzreaktivitat mit Hamster- und Kaninchen-Nierenzelllinien
dargestellt werden (Bastian et al. 2011). An korpereigene PBMC binden die BNP-Allo-
AK allerdings nicht, die Selbsttoleranz gegeniber kdpereigenen Antigenen scheint
somit intakt (Benedictus et al. 2015).

1.6.2 Zusammenhang zw. Kolostrum und BNP

Doll et al. und Bauer et al. wiesen bereits 2009 darauf hin, dass sich das typische
klinische und labordiagnostische Bild der BNP bei betroffenen neugeborenen Kalbern
erst nach der Aufnahme von Kolostrum einstellte (Bauer et al. 2009, Doll et al. 2009).
Sie vermuteten deshalb einen kausalen Zusammenhang zwischen der
Kolostrumaufnahme und der Entwicklung von BNP. Durch tierexperimentelle
Untersuchungen, in denen gesunden, neugeborenen Kalbern aus nicht von BNP
betroffenen Rinderherden Kolostrum von BNP-Mittern verabreicht wurde, konnte diese
Theorie bestatigt werden (Friedrich et al. 2009d, Friedrich et al. 2011, Schroéter et al.
2011, Henniger et al. 2014). Bei betroffenen Kalbern sanken innerhalb der ersten zwei
Lebenstage sowohl nach natirlicher Kolostrumaufnahme als auch in einem
Versuchsaufbau zur Reproduktion der BNP durch Futterung von Kolostrum von BNP-
Muttertieren die Leukozyten- und Thrombozytenzahlen (Bridger et al. 2011, Schréter et
al. 2011).



16 [ Schrifttum

1.6.3 Reproduktion von BNP mit Kolostrum, Serum und Immun-
globulinpraparaten

In weiteren Untersuchungen zur BNP-Pathogenese wurden sowohl Kolostrum als
auch Serum bzw. Immunglobuline probeweise eingesetzt, um das Krankheitsbild von
BNP auszul6sen. Friedrich et al. futterten 6 Kalber mit Kolostrum von Kihen mit BNP-
Vorgeschichte. Drei Kalber erkrankten an BNP (klinische Symptome, hamatologische
und Sektionsbefunde) und zwei weitere zeigten typische Blutbildveranderungen (Abfall
der Thrombozyten- und Leukozytenwerte nach Kolostrumaufnahme). Die hohe Anzahl
an betroffenen Kalbern in dieser Studie stand in Kontrast zu der geringen Inzidenz der
BNP im Feld und wurde von den Autoren mit der speziellen Auswahl des Kolostrums
von BNP-Muttertieren begriindet. Es wurde geschlussfolgert, dass das auslésende
Agens im Kolostrum nur weniger Kihe auftritt. Weiterhin wurde deutlich, dass es bei
den Kalbern pradisponierende Faktoren zu geben scheint, da in dem Versuch
verschiedene Kalber, die das gleiche Kolostrum erhielten, unterschiedlich reagierten
(Friedrich et al. 2011).

In einer anderen Studie wurde die Rolle des Kolostrums als BNP-auslésendes
Agens noch deutlicher (Schréter et al. 2011). Hier wurden je nach Zusammensetzung
des verabreichten Kolostrums 3 Versuchsgruppen gebildet. In Gruppe 1 erhielten
6 Kalber jeweils das Kolostrum einer anderen Spenderkuh. In Gruppe 2 erhielten
6 Kalber Aliquots desselben Kolostrums einer Kuh. In Gruppe 3 wurden Aliquots eines
Mischkolostrums (von 10 Kihen) an 10 Kalber verfittert. Alle Kolostren stammten von
Kidhen, die mindestens ein BNP-Kalb geboren hatten. Die Verwendung von
Mischkolostrum fuhrte zur héchsten Letalitat. Der Herkunftsbetrieb des Kolostrums und
die verabreichte Kolostrummenge spielten flr den Verlauf der BNP hingegen keine
Rolle. Betriebsspezifische Faktoren in von BNP betroffenen Betrieben scheinen somit
keinen signifikanten Beitrag zum Auftreten von BNP zu leisten, allein das Kolostrum

erschien ursachlich fur die Genese der BNP (Schroter et al. 2011).

Die Autoren vermuteten deshalb, dass BNP-Muttertiere polyklonale Antikérper
bilden, die im Kalb Thrombozyten, Leukozyten und Megakaryozyten angreifen und
zerstoren konnen. Fir die Bildung dieser im Kolostrum vorhandenen Allo-AK spiele die
Genetik von Mutter und Kalb eine wichtige Rolle, da die Oberflachenantigene auf Blut-
und Blutvorlauferzellen durch viele verschiedene Gene kodiert werden. Die Theorie der
Autoren besagt, dass eine Kuh Allo-AK gegen als fremd erkannte Antigene produziert.
Wenn diese Allo-AK gegen die entsprechenden Oberflachenantigene auf den

Blutzellen eines Kalbes gerichtet sind, kommt es zu einer Reaktion beim Kalb. Wenn
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eine Kuh hauptsachlich seltene Antigenvarianten besitzt, dann erkennen die von ihr
gebildeten Allo-AK viele haufiger vorkommende Antigene. Somit ware ein Kalb dann
besonders gefahrdet, an BNP zu erkranken, wenn es vom Vater weit verbreitete Allele
fur diese Antigene vererbt bekommt. Die Tatsache, dass in diesem Versuchsansatz die
Kalber und die jeweiligen Klhe, deren Kolostrum verabreicht wurde, genetisch
verschieden waren, hat laut Autoren dazu geflihrt, dass der Anteil an BNP-Kalbern in
dieser Studie hoher war, als wenn natirliche Kalb-Mutterpaare verwendet worden

waren (Schroter et al. 2011).

Auch die Untersuchungen von Henniger et al. konnten die Ergebnisse der
vorangegangenen Studien stitzen. Bei 71 % der 51 Studienkalber wurde durch das
Verfuttern von Kolostrum oder Mischkolostrum von BNP-Muttertieren (maximal von
2 Tieren) das klinische Krankheitsbild der BNP ausgelost. Bei 20 % der Kalber wurde
ein subklinischer Verlauf von BNP beobachtet. Auch in dieser Studie wurde die hohe

Inzidenz auf die Auswahl des Kolostrums zurlckgefuhrt (Henniger et al. 2014).

Nicht nur durch die Verabreichung von Kolostrum, sondern auch durch die Gabe
von aufgereinigten Immunglobulinen konnte BNP experimentiell verursacht werden. So
gelang es Foucras et al. bei 6 neugeborenen Kalbern, die kein Kolostrum erhalten
hatten, durch intravendse Injektion von aufgereinigtem IgG aus den Seren von BNP-
Muttern Thrombozytopenie und Leukopenie sowie typische BNP-Symptome wie
Petechien, blutigen Kot, und multiple innere Blutungen auszulésen (Foucras et al.
2011).

1.6.4 Theorien zur Pathogenese

Der exakte pathogenetische Mechanismus, der bei BNP-Kalbern zur
Panzytopenie flhrt, ist nach wie vor unbekannt (Bastian et al. 2011, Bell 2011, Assad
et al. 2012). Der Hauptvorgang in der Pathogenese der BNP ist vermutlich die Bindung
der Allo-AK an hamatopoetische Vorlauferzellen im Knochenmark sowie an periphere
Blutzellen und die daraus resultierende Zerstérung dieser Zellen (Bastian et al. 2011,
Bridger et al. 2011).

Es besteht noch Forschungsbedarf hinsichtlich der Frage, ob die periphere
Zerstorung der Blutzellen oder die Depletion der Stammzellen im Knochenmark die
Ursache fur die Entwicklung der Erkrankung sind, oder ob beide Schaden
zusammenwirken (Foucras et al. 2011). In der Literatur werden verschiedene Theorien
diskutiert, wie es zum Verlust der Blutzellen und/oder Blutvorlauferzellen im

Knochenmark kommt. Schwankungen der Leukozytenzahlen kénnten nach der Theorie
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von Friedrich et al. eine Zerstdorung der peripheren Leukozyten und die
transendotheliale Migration der Zellen in der Anfangsphase der Erkrankung
wiederspiegeln, der spater die Freisetzung von Zellen aus dem Knochenmark und die
finale Depletion aufgrund der Knochenmarksschadigung folgen (Friedrich et al. 2011).
Auch Bridger et al. gehen davon aus, dass es in der Anfangsphase der Erkrankung
durch die intravasale Bindung der Allo-AK an Leukozyten und Thrombozyten zu deren
Zelltod kommt. Diese Zellzerstorung konne Komplement-vermittelt sein. Die Allo-AK
sollen auch gegen Oberflachenantigene der Blutvorlauferzellen im Knochenmark
gerichtet sein. In Abhangigkeit von der Menge der zirkulierenden Allo-AK und/oder der
(méglicherweise genetisch bedingten) Empfanglichkeit eines Kalbes soll es zur
Depletion des Knochenmarks kommen, was zum irreversiblen und letalen Verlauf der
Erkrankung fihrt (Bridger et al. 2011).

In den lymphatischen Organen von BNP-Kalbern besteht als Folge der Knochen-
marksschadigung ein Mangel an proliferierenden Lymphozyten (Kappe et al. 2010,
Pardon et al. 2010) (siehe oben). Diese lymphatische Depletion kdnne eine
Immunsuppression verursachen, und diese wiederum das Auftreten von Infektionen
wie Pneumonien und ulzerativen Stomatitiden bei an BNP-erkrankten Kalbern sowie
das Fehlen von neutrophilen Granulozyten in einigen von diesen Lé&sionen erklaren
(Kappe et al. 2010).

Pardon et al. aul3erten die Vermutung, dass die Thrombozytopenie eher auf der
Bindung der Allo-AK an periphere Thrombozyten beruht, als auf der Bindung an die
Vorlauferzellen im Knochenmark (Pardon et al. 2011). Diese These wird durch die
Beobachtung unterstitzt, dass in den Versuchen zur Reproduktion der BNP durch
Kolostrumgabe die Thrombozytenwerte der Kalber bereits innerhalb von 3 h nach der
Kolostrumgabe abfielen (Friedrich et al. 2009d, Friedrich et al. 2011). Die Autoren
argumentierten, dass basierend auf der physiologischen Lebensdauer von
Thrombozyten von etwa 5-9 Tagen, etwa 10-20 % der Thrombozyten pro Tag
entfernt und durch ,neue“ Zellen aus dem Knochenmark ersetzt werden. Durch einen
plétzlich eintretenden, kompletten Wegfall der Thrombozytenfreisetzung aus dem
Knochenmark allein lieRe sich der bei den Versuchskalbern beobachtete starke Abfall
der Thrombozytenwerte nicht erklaren. Daher gehen die Autoren von einer peripheren
Zerstorung der Blutplatichen als Hauptursache fir die Thrombozytopenie aus
(Friedrich et al. 2011). Die typischen Sektionsbefunde bei BNP-Kalbern zeigen
allerdings charakteristischerweise eine Panmyelophthise des Haematopoetischen

Gewebes im Knochenmark, von der alle Zellreihen inklusive der Megakaryozyten
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betroffen sind (Scholes 2009, Friedrich et al. 2009b, Kappe et al. 2010, Pardon et al.
2010, Buck et al. 2011). Somit kann man davon ausgehen, dass es im Verlauf der BNP
neben der initialen peripheren Zerstérung der Thrombozyten und Leukozyten auch zu
einer Schadigung des Knochenmarks kommt, welche dann zur Aufrechterhaltung der
Panzytopenie im Blut beitragt. Das Ausmal} und die Reversibilitat bzw. Irreversibilitat
der Knochenmarksschadigung scheinen entscheidend fir den weiteren Verlauf (nicht-
letal/letal) der Erkrankung zu sein. Die von einigen Autoren beschriebene Erythro- und
Zytophagie durch aktivierte Makrophagen im Knochenmark kann ursachlich zu den
hamatologischen Befunden Anamie, Leukopenie und Thrombozytopenie beitragen, da
die Blutvorlauferzellen im Knochenmark durch unkontrollierte Phagozytose zerstort
werden (Bauer et al. 2009, Pardon et al. 2010, Bridger et al. 2011).

Bastian et al. untersuchten aufgrund dieser Hinweise in einem Phagozytose-
Assay, ob die Fc-Rezeptor-vermittelte Phagozytose eine Rolle in der Pathogenese der
BNP spielt. Die Bindung von Allo-AK aus Serumproben von BNP-Muttertieren fihrte in
diesen Versuchen zu einer gesteigerten Zytophagozytose von bovinen PHA-
stimulierten T-Lymphoblasten durch bovine Makrophagen in vitro. Die Autoren
interpretierten die Ergebnisse als Beleg fir die Opsonierung der Blutzellen durch die
Allo-AK (Bastian et al. 2011). Sie zogen einen Vergleich mit der humanen alloimmunen
Thrombopenie und auferten die Vermutung, dass in der Pathogenese der BNP
aktivierte Phagozyten des Retikulo-Endothelialen-Systems diejenigen Zellen, die durch
Allo-AK opsoniert sind, mittels Fc-Rezeptor-vermittelter Phagozytose eliminieren.
Pardon et al. diskutierten ebenfalls die Theorie, dass aktivierte Makrophagen im
Knochenmark durch unkontrollierte Phagozytose von Blutvorlauferzellen eine wichtige
Rolle in der Pathogenese der BNP spielen (Pardon et al. 2010). Dabei erwahnten sie
einen Fallbericht, in dem ahnliche Befunde in Blutausstrichen, néamlich
Erythrophagozytose durch Monozyten, bei einer Kuh mit immunvermittelter
Thrombopenie und immunvermittelter hamolytischer Anamie festgestellt wurden. Bei
dieser Kuh war das Krankheitsbild assoziiert mit der Impfung mit einem multivalenten
Botulinum-Toxoid-Impfstoff (Yeruham et al. 2003).

Trotz dieser Theorie schlieBen einige Autoren nicht aus, dass auch weitere
immunologische Mechanismen wie die Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity
(ADCC) oder die Komplement-Aktivierung zur Pathogenese der BNP beitragen
(Bastian et al. 2011, Bridger et al. 2011, Laming et al. 2012). Der Mechanismus der
ADCC beruht auf einer spezifischen Bindung von IgG-Antikorpern an die Oberflache
von Zellen. Die freien Fc-Teile der gebundenen Antikérper kdnnen von NK-Zellen oder

anderen Killerzellen Gber deren spezifische Fc-Rezeptoren, wie beispielsweise CD16,
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gebunden werden. Wenn es dabei zu einer Kreuzvernetzung (cross-linking) der Fc-
Rezeptoren kommt, werden die Killerzellen zur Ausschittung zytotoxischer Mediatoren
angeregt, was zur Abtétung der antikbrpermarkierten Zellen auf extrazellularem Wege
fuhrt (Schitt and Broker 2011). Dieser Vorgang koénnte auch die durch die Allo-AK

gebundenen Blut- und Blutvorlauferzellen bei BNP-Kalbern abtéten.

Erste Untersuchungen zu einer mdglichen zytotoxischen Wirkung der Allo-AK
wurden von Pardon et al. (Pardon et al. 2010) und in der Dissertation von Schumann
(Schumann 2011) durchgeflhrt. Pardon et al. testeten, ob Organmaterialien und
Blutzellen von BNP-Kalbern selbst toxische Effekte auf intakte Zellen haben (Pardon et
al. 2010). Schumann unternahm erste Versuche zum Nachweis einer Komplement-
abhangigen Zytotoxizitat der Allo-AK aus Serum und Kolostrum von BNP-Muttertieren
(Schumann 2011). In beiden Studien konnte kein toxischer Einfluss nachgewiesen

werden.

Hinweise auf eine Beteiligung von Komplement-vermittelter Lyse der durch
gebundene Allo-AK markierten Zellen an der Pathogenese der BNP geben aktuellere
Studien (Kasonta et al. 2014, Bell et al. 2015, Benedictus et al. 2015). In einem
durchflusszytometrischen Test zur Bestimmung der Komlementaktivierung in vitro
fuhrten 10 Allo-AK-haltige Serumproben zu einer Komplement-vermittelten Lyse der als
Testzellen verwendeten humanen Lymphoblasten und BK-Zellen (bovine
Nierenzelllinie). Allo-AK-negative Kontrollseren Ubten dagegen keinen zytotoxischen
Effekt auf die Testzellen aus. Die Autoren schlieBen daraus, dass BNP-assoziierte
Allo-AK nicht nur an humane Lymphoblasten binden kdnnen, sondern fir diese Zellen
auch zytotoxisch sind. Das Auftreten der Allo-AK in Kolostrum und auch in
pasteurisiertem Kolostrumpulver far den Gebrauch als humanes
Nahrungserganzungsmittel kdnnte demnach ein potentielles Risiko fur die Verbraucher
solcher Produkte darstellen. Die Autoren halten dieses Risiko aufgrund physiologischer
Unterschiede zwischen Rind und Mensch zwar fir gering, empfehlen aber
sicherheitshalber nur Kolostrum von nicht PregSure® BVD-geimpften Kihen zur
Herstellung von Kolostrumprodukten fir die menschliche Erndhrung zu verwenden
(Kasonta et al. 2014).

Bell et al. konnten mittels Komplement-abhdngigen Zytotoxizitatstests
(complement-dependent cytotoxicity assay, CDC) die zytotoxische Wirkung von BNP-
Allo-AK gegenlber bovinen PBMC, Leukozyten und bovinen Knochenmarkszellen
in vitro darstellen (Bell et al. 2015). Unter den Leukozyten wurden dabei hauptsachlich

mononukleare Zellen und kaum Granulozyten abgetotet.
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Eine weitere Untersuchung aus dem Jahr 2015 bestatigte durch Experimente an
MDBK-Zellen die Fahigkeit der BNP-Allo-AK, Komplement-vermittelte Zelllyse in vitro
auszulésen. Durch den Vergleich von Wildtyp-MDBK-Zellen mit MDBK-Zellen, bei
denen die MHC I-Expression durch Transduktion mit einem viralen TAP-Inhibitor
runterreguliert wurde, konnte gezeigt werden, dass die durch die Allo-AK verursachte
Zelllyse mit der MHC |-Expression korreliert. So fliihrten BNP-Allo-AK bei den TAP-
inhibierten MDBK-Zellen zu einem signifikant niedrigeren prozentualen Anteil an toten

Zellen im Vergleich zu den ,normalen” Wildtyp-MDBK-Zellen (Benedictus et al. 2015).

In einer atiopathogenetischen Studie zur BNP wurde die Funktionalitat von
hamatopoetischen Vorlauferzellen aus Knochenmarksbiopsien von Kalbern in vitro
mittels ,clonogenic assay” untersucht (Laming et al. 2012). Dabei wurden 2 Kalber, die
zuvor gepooltes Kolostrum von BNP-Muttertieren erhalten hatten, mit 2 Kontrollkalbern
verglichen. Die Untersuchung ergab, dass die Kolonieentwicklung von pluripotenten
Vorlauferzellen (CFU-GEMM = colony forming unit-granulocyte/erythrocyte/macro-
phage/megakaryocyte) bereits 24 h nach der Gabe des BNP-Kolostrums beeintrachtigt
war. Sechs Tage nach der Kolostrumgabe wurden erneut Vorlauferzellen mittels
Knochenmarksbiopsie gewonnen. Aus diesen entwickelten sich keine CFU-E-Kolonien
(erythroide Vorlauferzellen), und die Entwicklung von pluripotenten Vorlauferzell-
Kolonien (CFU-GEMM) und von Granulozyten/Makrophagen-Vorlaufer-Kolonien (CFU-
GM) war deutlich reduziert. Aus ihren Ergebnissen schlossen die Autoren, dass die flr
BNP typischen Befunde im Knochenmark und die klinischen Symptome auf einer
Schadigung der pluripotenten Vorlauferzellen innerhalb der ersten 24 Lebensstunden
beruhen, welche aber anfangs nicht alle Zelltypen betrifft. Die Hauptzielzelle ist
demnach die pluripotente Vorlauferzelle im Knochenmark, wohingegen differenziertere
Zellen wie die Erythrozyten- und Granulozyten/Makrophagen-Vorlaufer initial 24 h nach
der Kolostrumaufnahme noch keine Beeintrachtigung zeigen (Laming et al. 2012).
Weiterhin gibt diese Studie Hinweise darauf, dass die in der Anfangsphase der BNP-
Erkrankung auftretende Lymphopenie nicht auf einer Subtypen-spezifischen Depletion
beruht. Die Autoren zweifeln daran, dass die von anderen Gruppen nachgewiesenen
Allo-AK gegen MHC I-Antigene (siehe unten) tatsachlich verantwortlich fur die
Symptome der BNP sind. lhrer Meinung nach missten dann neben den
hamatopoetischen Zellen auch andere Zellen betroffen sein, die ebenfalls klassische
MHC I-Molekile exprimieren. Sie vertreten deshalb die Hypothese, dass ein oder
mehrere andere gangige Oberflachenantigene, die sowohl auf den Blutvorlauferzellen
im Knochenmark als auch auf Lymphozyten vorhanden sind, direkt nach der

Kolostrumaufnahme als molekulare Ziele der Allo-AK fungieren. Begriindet wird diese
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Theorie durch die Beobachtung, dass die Erythrozyten- und Granulozyten/Makro-
phagen-Vorlaufer initial 24 h nach der Kolostrumaufnahme ebensowenig beeintrachtigt
sind, wie periphere Granulozyten im klinischen Verlauf der BNP. Zudem sei die
Expression von MHC | zwar auf bovinen Erythrozyten- und Granulozyten/Makro-
phagen-Vorlauferzellen (CFU-E und CFU-GM), aber nicht auf pluripotenten Vorlaufer-
zellen (CFU-GEMM) nachgewiesen worden. Maogliche Erklarungen hierfir konnten
unterschiedliche Expressionslevel in hoch-aktiven pluripotenten Vorlauferzellen (CFU-
GEMM) oder Unterschiede in deren Empfindlichkeit fir Schadigungen darstellen. Auch
Unterschiede in der Zelltyp-spezifischen Expression von nicht-klassischen MHC I-
Molekilen, welche diese Zellen empfindlicher fur Schadigungen durch Antikdrper
mittels Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity (ADCC) oder Komplement-Aktivierung

machen kdnnten, kénnten eine Rolle spielen (Laming et al. 2012).

1.6.5 Rolle des Impfstoffs PregSure® BVD

Zwischen dem Auftreten von BNP und dem Einsatz des BVDV-Inaktivatimpfstoffs
PregSure® BVD wurde ein epidemiologischer Zusammenhang beschrieben (Kasonta
et al. 2012, Lambton et al. 2012) (siehe auch Punkt 1.2). Mehrere Fall-Kontrollstudien
in Europa (GroR3-Britannien, Deutschland, Belgien, Frankreich, Niederlande) belegten,
dass das Auftreten von BNP mit der Verimpfung von PregSure® BVD assoziiert war.
Hierbei zeigte sich, dass die Verwendung des Impfstoffs PregSure® BVD den
entscheidenden Risikofaktor (10-fach hoéheres Risiko bzw. ein mehr als 1.200-fach
erhdhtes relatives Risiko) fir eine BNP-Erkrankung des Kalbes darstellte (Lambton et
al. 2012, Sauter-Louis et al. 2012, Jones et al. 2013). Andere Faktoren des
Managements der Kalberhaltung wie z.B. Vitamin E und Selen-Gaben an die Kalber

stellten nachweislich kein erhdhtes BNP-Risiko dar (Sauter-Louis et al. 2012).

Um zu Uberprifen, ob der Impfstoff PregSure® BVD tatsachlich alloreaktive
Antikoérper induziert, wurden Impfversuche an Meerschweinchen und Kalbern
durchgeflhrt. Im ersten Versuchsansatz wurden Meerschweichen mit 4 verschiedenen
kommerziell erhaltlichen BVDV-Impfstoffen geimpft. Bei der durchflusszytometrischen
Analyse der gewonnenen Seren wurde nur in den Serumproben aus PregSure® BVD-
geimpften Tieren Antikdrper nachgewiesen, die eine Bindung an Oberflachenantigene
von bovinen Leukozyten zeigten. In einem zweiten Ansatz wurden 2 Kalber viermalig
im Abstand von 3 Wochen mit PregSure® BVD geimpft. In Abhangigkeit von der
Anzahl der Booster-Impfungen stieg die Alloreaktivitdt des Blutserums in der

Zielspezies an (Bastian et al. 2011).
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Die Autoren beschreiben weiterhin eine Affinitatsaufreinigung der Allo-AK, bei der
zellgebundene Antikérper von der Oberflache boviner Leukozyten gelost wurden.
Diese aufgereinigten Allo-AK zeigten dann eine 10-fach gesteigerte Bindungsreaktivitat
gegenuber bovinen Lymphozyten im Vergleich zu den urspriinglichen Seren. Dieser
Effekt wurde nur bei Seren von PregSure® BVD-geimpften Rindern beobachtet, nicht
aber bei Seren von Kontrolltieren oder von mit anderen BVDV-Impfstoffen geimpften
Rindern. Die aufgereinigten Allo-AK banden in vitro besonders stark an Zellen
derjenigen bovinen Nierenzelllinie, die fur die Herstellung von PregSure® BVD
verwendet wurde (Bastian et al. 2011). Diese Zelllinie stammt von Madin-Darby bovine
kidney-Zellen (MDBK-Zellen) ab (Anonym 2016). Die Bindung von Allo-AK aus
Serumproben von BNP-Muttertieren an MDBK-Zellen konnte auch von anderen

Autoren nachgewiesen werden (Deutskens et al. 2011, Foucras et al. 2011).

In der Studie von Bastian et al. (Bastian et al. 2011) enthielten Serumproben von
Nicht-BNP-Muttern, die ebenfalls mit dem Impfstoff PregSure® BVD geimpft worden
waren, eine signifikant schwachere Alloreaktivitat als die BNP-Muttertiere. Hierflr
fuhrten die Autoren zum einen Unterschiede in der Hohe der Allo-AK-Titer und zum
anderen eine Heterogenitat in der Spezifitat der Allo-AK als mdgliche Erklarungen an.
Letzeres verdeutlichten sie durch Tests von 7 Serumproben aus BNP-Muttern mit den
Lymphozyten aus verschiedenen Spenderkdlbern, denn die Allo-AK aus den
Serumproben konnten dabei nicht an die Lymphozyten aller Kalber im gleichen
Ausmald binden. Die Allo-AK der einzelnen BNP-Mutter erkannten also vermutlich
unterschiedliche Epitope oder Antigene auf den Kalberzellen. Aullerdem existierten

wohl Unterschiede zwischen den Kalbern hinsichtlich der Expression der Alloantigene.

Mit Serumproben von Kontrollkiihen ohne Impfung gegen BVDV und von Kihen,
die mit anderen Inaktivatvakzinen gegen BVDV geimpft worden waren, trat hingegen
keine Bindung an Kalberleukozyten auf (Bastian et al. 2011). Ahnliche Ergebnisse

lieferten auch die Untersuchungen von Kasonta et al. (Kasonta et al. 2014).

In einer vergleichenden Proteom-Analyse wurden der Impfstoff PregSure® BVD,
MDBK-Zellen und ein nicht mit BNP-assoziierter, attenuierter BVD-Lebendimpfstoff
(Vacoviron FS, Fa. Merial) untersucht. Der Proteingehalt in PregSure® BVD betrug
mehr als das 3,5-Fache im Vergleich zu Vacoviron FS und stimmte nahezu mit der
Menge an Oberflachenprotein Uberein, die auf MDBK-Zellen gefunden wurde. Zudem
konnten 25 Proteine bestimmt werden, die sowohl in PregSure® BVD und in MDBK-
Zellen vorhanden waren. PregSure® BVD enthalt demnach eine grol’e Menge an

Proteinen, die von den zur Impfstoffherstellung genutzten MDBK-Zellen stammen und
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wurde folglich bei der Herstellung nicht ausreichend aufgereinigt, um eine
Alloimmunisierung zu verhindern (Euler et al. 2013). In anderen Untersuchungen
wurden allerdings fur andere kommerziell erhaltliche inaktivierte BVD-Impfstoffe wie
beispielsweise Bovilis® BVD/MD und Bovidec® vergleichbare Gesamtprotein-
Konzentrationen ermittelt wie in PregSure® BVD (Bastian et al. 2011, Deutskens
2012).

1.6.6 Das MHC I-Molekul als potentiell ursachliches Allo-Antigen

Das MHC I|-Molekiil ist derjenige Stoff, welcher derzeit von den meisten Autoren
als mdgliches ursachliches Antigen fir die Induktion der BNP-assoziierten Allo-AK
angesehen wird (Bastian et al. 2011, Deutskens et al. 2011, Foucras et al. 2011,
Kasonta et al. 2012). So bestimmten Deutskens et al. mittels Immunoprazipitation zwei
Zelloberflachenproteine von bovinen Leukozyten und MDBK-Zellen, an die Allo-AK aus
Serumproben von BNP-Mittern binden konnten. In der folgenden massenspektro-
metrischen Analyse wurden diese Proteine als MHC | und B-2-Mikroglobulin identifiziert
(Deutskens et al. 2011). Bovine MHC I-Molekdle sind als Kontaminanten nachweislich
auch in PregSure® BVD vorhanden (Deutskens et al. 2011, Foucras et al. 2011, Euler
et al. 2013). Bei der Impfung mit dem Impfstoff PregSure® BVD soll es demnach zu

einer Alloimmunisierung des Muttertiers gegen MHC I-Antigene kommen.

Andere Forschergruppen bestatigten experimentiell, dass Antikérper aus BNP-
auslésenden Serumproben gegen bovines MHC | gerichtet sind (Foucras et al. 2011,
Benedictus et al. 2014, Benedictus et al. 2015). Auch in einer experimentellen
Impfstudie mit PregSure® BVD war zumindest der Grofteil der induzierten Allo-AK

gegen bovine MHC I-Molekile gerichtet (Kasonta et al. 2012).

MHC I-Molekiile sind genetisch bedingt hochgradig polymorph. Bei Rindern
kommen mindestens 61 verschiedene fiur MHC | kodierende Allele vor (Deutskens et
al. 2011). Dieser Polymprphismus koénnte erklaren, warum nicht alle mit
PregSure® BVD geimpften Kihe Allo-AK bilden und nicht alle Kalber von
PregSure® BVD geimpften Mittern an BNP erkranken. Ob eine Kuh auf die Impfung
mit der Bildung von Allo-AK reagiert, hangt nach der Theorie von Deutskens et al.
(Deutskens et al. 2011) von ihrer MHC [-Allotyp-Konstellation ab. Wenn diese mit dem
MHC I-Allotyp im Impfstoff Ubereinstimmt, kommt es nicht zu einer Immunreaktion
gegen sie. Somit werden auch keine Allo-AK gebildet. Wenn der MHC I-Allotyp im
Impfstoff aber von dem einer Kuh abweicht und sie diesen Allotyp deshalb als fremd

erkennt, kommt es als Immunreaktion zur Antikdrperproduktion gegen diese MHC I-
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Molekile. Diese Antikérper werden Uber das Kolostrum auf das neugeborene Kalb
Ubertragen, und kénnen dort, abhangig vom MHC I-Allotyp des Kalbes, als Allo-AK
BNP auslésen. Es entwickeln aber nur diejenigen Kalber BNP, deren eigener MHC |-
Allotyp mit dem der Vakzine Ubereinstimmt oder diesem zumindest ahnlich ist. Dieser
MHC I-Allotyp kann logischerweise nicht von der Mutter stammen, wenn sie diesen als
fremd erkannt und Antikérper dagegen gebildet hatte. Vielmehr missen die Gene flr

diese MHC I-Varianten in Kalbern paternalen Ursprungs sein (Deutskens et al. 2011).

MHC |-Molekile werden von allen kernhaltigen Zellen im Kérper exprimiert, was
die Frage aufwirft, warum bei BNP nur Blutzellen bzw. hamatopoetische Gewebe
betroffen sind. Eine mdgliche Erklarung liefert die besonders hohe Dichte von MHC I-
Molekulen auf der Zelloberflache von hamatopoetischen Zellen (Deutskens et al. 2011,
Foucras et al. 2011). Eine Untersuchung von Endothel- und Knochenmarkszellen, die
aus Kalberfeten im dritten Trimester (7. bis 9. Graviditatsmonat) isoliert worden waren,
zeigte zudem, dass Endothelzellen im Vergleich zu peripheren Blutleukozyten eine viel
geringere Menge an MHC I-Antigenen auf der Zelloberflache besitzen und eine
geringere Bindung von BNP-Allo-AK aufwiesen. Unter den Knochenmarkszellen konnte
man unterschiedliche Populationen differenzieren, die sich durch hohe und niedrige
Mengen an MHC I-Molekulen auf der Zelloberflache sowie die Bindung von mehr oder
weniger Allo-AK voneinander unterschieden (Benedictus et al. 2015). Auch der
unterschiedlichen Empfindlichkeit innerhalb der hamatopoetischen Zellpopulation
gegenuber BNP-Allo-AK koénnte eine heterogene Expression von bovinem MHC |
zugrunde liegen (Foucras et al. 2011). Bell et al. untersuchten gezielt, ob die bei BNP
charakteristische Depletion bestimmter boviner Zellarten von deren MHC I-
Expressionslevel abhangt (Bell et al. 2015). Mittels indirekter Immunfluoreszenz und
Durchflusszytometrie belegten sie, dass bovine mononukleare Leukozyten mehr
MHC |-Molekile auf ihrer Oberflache exprimierten als Thrombozyten und
Granulozyten. Die Menge an MHC I|-Molekiilen je Monozyt war in dieser Studie ahnlich
grol® wie bei MDBK-Zellen. In vitro-Zytotoxizitatstests ergaben, dass PBMC dann auch
signifikant empfindlicher fur die zytotoxische Wirkung der Serumproben von BNP-
Muattern waren als die bovinen Leukozyten insgesamt. Lichtmikroskopisch lieR® sich
aullerdem bestatigen, dass die genannten Serumproben hauptsachlich mononukleare
Zellen und kaum Granulozyten abtdteten. In analoger Weise waren auch bovine
Knochenmarkszellen fir den zytotoxischen Effekt von BNP-assozierten Serumproben
umso empfindlicher, je mehr MHC I-Molekiile sie auf der Zelloberflache exprimierten
(Bell et al. 2015).



26 [ Schrifttum

Die Spezifitat der BNP-assoziierten Allo-AK fir verschiedene bovine MHC I-
Haplotypen wurde mit transgenen Varianten der Mausezelllinie P815 naher untersucht
(Bell et al. 2015). Nachdem man bei den MDBK-Zellen 5 verschiedene MHC I-Allele
identifiziert hatte, wurden diese einzeln auf P815-Zellen transferiert und dort zur
Expression gebracht. In einem halb-automatischen Komplement-abhangigen Zyto-
toxizitatstest (complement-dependent cytotoxicity assay, CDC) wiesen Serumproben
von PregSure® BVD-geimpften Kihen generell signifikant héhere Titer an funktional
zytotoxischen Allo-AK gegen die transgenen P815-Zellen auf als solche von Kihen, die
mit einem anderen BVDV-Impfstoff (Bovilis BVD, MSD Animal Health) geimpft oder
nicht gegen BVDV geimpft worden waren. Zwischen BNP-Mittern und anderen
PregSure® BVD-geimpften Kihen bestand kein signifikanter Unterschied. Jedoch
unterschieden sich die PregSure® BVD-geimpften Kiihen voneinander in der Titerhdhe
und der Spezifitdt ihrer Allo-AK flir die einzelnen, in den P815-Zellen exprimierten
MDBK-MHC I-Haplotypen (Bell et al. 2015).

Analoge Versuche wurden im CDC-Test auch mit 12 MHC I-definierten bovinen
Leukozytenzelllinien unternommen, die insgesamt 20 verschiedene, definierte MHC I-
Allele exprimierten und somit diejenigen MHC I-Haplotypen reprasentierten, die bei
mehr als 94 % der Deutsch Holstein-Rinder vorkommen. In diesen Testreihen besallen
PregSure® BVD-geimpfte Kiihe ebenfalls signifikant mehr zytotoxische Allo-AK als die
Bovilis BVD-geimpften Kihe und die Kontrollkiihe. Allerdings wiesen BNP-Muitter hier
signifikant héhere Titerwerte auf als die PregSure® BVD-geimpften Nicht-BNP-Mitter.
Die Serumproben von BNP-Mittern reagierten dabei durchschnittlich mit 60 % der
12 Zelllinien; wahrend die Serumproben von PregSure® BVD-geimpften Nicht-BNP-
Mattern im Mittel nur mit 39 % der getesteten Zelllinien reagierten. Hier bestand ein
signifikanter Zusammenhang zwischen dem durchschnittlichem Allo-AK-Titer und der
Anzahl an Zelllinien, mit denen die Serumproben reagierten. Keines der in MDBK-
Zellen identifizierten MHC I-Allele war unter den 20 MHC I-Allelen der bovinen Leuko-
zytenzelllinien vertreten. Die Autoren schlossen aus ihren Daten, dass die BNP-
assoziierten Allo-AK mit mehreren bovinen MHC I|-Haplotypen kreuzreagieren. Folglich
bildet eine PregSure® BVD-geimpfte Kuh ein individuelles Gemisch an MHC |-
spezifischen Allo-AK, welches solche MHC I-Epitope auf MDBK-Zellen wiederspiegelt,
die sich von den Epitopen auf ihren eigenen MHC I-Molekilen unterscheiden. Diese
Allo-AK reagieren in unterschiedlichem Ausmaf mit MHC I-Allelen anderer Haplotypen
kreuz. Diese Reaktivitat wirde zusammen mit der Anzahl der Epitopspezifitaten, die
durch den paternalen MHC I-Haplotyp des Kalbes exprimiert werden, das Risiko flr
BNP bestimmen (Bell et al. 2015).
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Benedictus et al. stellten die Hypothese auf, dass es von mehreren Faktoren
abhinge, warum BNP auch bei Kalbern von PregSure® BVD-geimpften Kihen
insgesamt nur so selten auftritt (Benedictus et al. 2014). Zum einen spiele die Fahigkeit
des Immunsystems der Kuh eine Rolle, Alloantigene aus dem Impfstoff mittels MHC II-
Molekilen zu prasentieren. Den zweiten entscheidenden Faktor stelle das Ausmal}
dar, in dem der Allotyp der Kuh und die MDBK-Antigene aus dem Impfstoff nicht
Ubereinstimmten sowie die daraus folgende Immunreaktion der Kuh, bzw. das
Ausmalfd, mit dem der Allotyp des Kalbes und die MDBK-Antigene Ubereinstimmten. Da
es sich bei den postulierten Alloantigenen wie MHC |, B-2-Mikroglobulin und MHC Il um
genetisch determinierte und damit erbliche Merkmale handelt, untersuchten Benedictus
et al. die BNP-Erkrankung bei einem Kalb als potentiell erbliches Merkmal des Kalbes
oder der Kuh und fuhrten vergleichende Sequenzanalysen der moglichen MHC- und 8-
2-Mikroglobulin-Kandidatengene durch. Die Analyse offenbarte aber, dass das
Auftreten von BNP kein erbliches Merkmal der Kalber darstellte und somit entgegen
friherer Vermutungen (siehe oben, Theorie von Deutskens et al.) genetische
Variationen der paternalen Haplotypen der Kalber fir die BNP-Erkrankung nicht
relevant sind. Vielmehr scheint auschlieBlich der genetische Hintergrund der Kiihe
entscheidend zu sein. In weiteren Untersuchungen zur Charakterisierung der Allo-AK
bestanden auch keine Unterschiede bezlglich der Allo-AK-Isotypen und ihrer Spezifitat
fur Zielzellen zwischen PregSure® BVD-geimpften BNP-Mittern und Nicht-BNP-
Muttern. Daraus liel3 sich schliessen, dass die Allo-AK von PregSure® BVD-geimpften
BNP-Muttern und PregSure® BVD-geimpften Nicht-BNP-Muttern qualitativ gleich sind
und der einzige Unterschied darin besteht, dass die BNP-Mutter hohere Allo-AK-Titer
aufweisen. Unterschiede zwischen PregSure® BVD-geimpften BNP-Muttern und Nicht-
BNP-Muttern koénnten demnach auf solchen Genen beruhen, die die Menge der
gebildeten Antikérper nach einer PregSure® BVD-Impfung steuern. Das Auftreten von
BNP bei einem Kalb hinge demnach primar von der Menge der aufgenommenen Allo-
AK ab (Benedictus et al. 2014).

1.6.7 Andere Oberflaichenmolekille als potentiell ursachliche
Antigene

Von manchen Autoren wird es durchaus kritisch diskutiert, dass allein die Allo-
AK-Reaktivitat gegen MHC | die schwere Knochenmarksschadigung bei der BNP
auslosen kénnen soll (Kasonta et al. 2012). Auch gibt es Theorien, nach denen nicht
allein MHC |, sondern auch andere Allo-Antigene als Ursache flir BNP bedeutsam sind.

So unternahmen Benedictus et al. (Benedictus et al. 2015) Untersuchungen an einer
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Variante der MDBK-Zelllinie, deren MHC I-Expression durch den gentechnischen
Knockout des B-2-Mikroglobulin-Gens ausgeschaltet war. Auf diese Weise konnten sie
neben MHC | noch zwei weitere Proteine als Ziele der BNP-assoziierten Allo-AK
identifizieren, namlich Integrin-alpha-3 und Integrin-beta-1, die zusammen den ,very
late antigen-3-rezeptor” bilden. Der Anteil der Allo-AK in Serumproben, der nicht gegen
MHC | gerichtet war, betrug in dieser Studie je nach Probe 9 - 54 %. Allerdings zeigte
der Vergleich zwischen dem Grad der MHC I- bzw. Integrin-beta-1-Expression und
dem Ausmall der Allo-AK-Bindung bei verschiedenen bovinen Zelltypen (Wildtyp-
MDBK-Zellen, 3-2-Mikroglobulin-Knockout-MDBK-Zellen, periphere Blutleukozyten und
Thrombozyten), dass die MHC I-Expression und die Bindung von Allo-AK bei den
peripheren Blutleukozyten und Thrombozyten positiv miteinander Kkorrelierten.
AuRerdem konnten die Autoren bei dem Versuch, die fraglichen Liganden auf den
peripheren Blutleukozyten mittels Immunoprazipitation zu identifizieren, nur MHC |
isolieren, nicht aber Integrin-alpha-3 und Integrin-beta-1. Somit scheint MHC | das
dominierende Zielantigen der BNP-assoziierten Allo-AK darzustellen (Benedictus et al.
2015).

Andere Untersucher hatten zuvor entgegengesetzte Schliisse gezogen. Euler et
al. verglichen die Proteinzusammensetzung des Impfstoffs und das Zelloberflachen-
proteom der MDBK-Zelllinie miteinander und bestatigten die umfangreiche Konta-
mination des Impfstoffs PregSure® BVD mit MDBK-Proteinen einschlieRlich MHC |
(Euler et al. 2013). Allerdings machte MHC | unter den nachgewiesenen Proteinen die
kleinste Menge aus. AulRerdem beobachteten sie ahnlich wie Assad et al., dass sich
das Vorkommen von MHC I-Molekilen (auf allen Lymphozyten) vom Bindungsmuster
der BNP-assoziierten Allo-AK (nur bestimmte Lymphozyten-Subpopulationen)
unterschied (Assad et al. 2012). Diese Befunde werteten die Autoren als Hinweise auf
ein entscheidendes anderes, aber noch unbekanntes Allo-Antigen, welches auf allen
Zellen myeloiden Ursprungs exprimiert wird, aber nicht auf allen lymphoiden Zellen.
Man sah deshalb Analogien zwischen der BNP und der humanen Erkrankung TRALI
(Transfusionsassoziierte Lungeninsuffizienz), bei der den gegen MHC | gerichteten
Allo-AK im Gegensatz zu den Allo-AK anderer Spezifitit (HNA-3a) nur eine
untergeordnete Rolle zukommt. Antigene, die sowohl in PregSure® BVD als auch in
MDBK-Zellen vorkamen und die das fur die BNP entscheidende Allo-Antigen sein
konnten, waren z.B. Vitamin D Binding Protein (VDBP), Thrombospondin-1 (TSP-1),
Alpha-1-Acid-Glycoprotein, Alpha-1-Antiproteinase und Adenylatkinase 2 (AK 2). Diese

Proteine hatten wichtige Funktionen im Bereich der Blutgerinnung und ihre gewebliche
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Verteilung ahnele der Verteilung der BNP-assoziierten Lasionen und der betroffenen

Zellpopulationen (Euler et al. 2013).

In einer anderen Studie wurden Transkriptomanalysen an Blutproben von
PregSure® BVD-geimpften Kihen durchgeflhrt. Dabei lag der Fokus auf der durch die
Boosterimpfung mit PregSure® BVD induzierten Immunantwort (Demasius et al. 2013,
Euler et al. 2013). Die Autoren fanden bei ihren Untersuchungen Hinweise auf eine
koordinierte Immunreaktion gegen einen doppelstrangigen RNA-Stimulus. Diese
Reaktion war Uberraschend, da das relevante Impfantigen aus inaktiviertem Einzel-
strang-RNA-Virus besteht. Man vermutete, dass der Impfstoff entweder mit doppel-
strangiger RNA aus den zur Propagation des Impfvirus verwendeten Zellen
kontaminiert war, oder dass eventuell das Adjuvans eine Doppelstrang-RNA-
vortaduschende Substanz enthalten hatte, die, wie z.B. polyinosinic:polycytidylic acid
(poly I:C), als Toll-like Rezeptor (TLR)-Agonist fungierte. Allerdings wurden keine
Hinweise auf eine klare, koordinierte Immunreaktion gegen ein bestimmtes Allo-
Antigen gefunden. Stattdessen wurde ein zuvor unbekanntes Zytokin-ahnliches Gen
(Locus XLOC_032517) im bovinen Genom beschrieben, welches nach der
PregSure® BVD-Impfung stark hochreguliert wurde. Bislang ist unklar, ob dieses neu
beschriebene Gen eine besondere Bedeutung fur die Impfung mit PregSure® BVD und
in der Pathogenese der BNP besitzt oder in der Immunantwort generell eine Rolle

spielt (Demasius et al. 2013).

1.6.8 Einfluss des in PregSure® BVD verwendeten Adjuvans und

des Impfschemas

Die Hohe eines induzierten Allo-AK-Titers hangt vermutlich nicht nur von der
Menge an Allo-Antigen im Impfstoff, sondern auch von dem hochpotenten Adjuvans in
PregSure® BVD sowie von der Anzahl der Wiederholungsimpfungen und dem
Zeitpunkt der letzten Impfung ab (Bastian et al. 2011, Deutskens et al. 2011, Foucras
et al. 2011). Lambton et al. konnten in ihrer Fall-Kontrollstudie zeigen, dass das Risiko
fir ein Kalb an BNP zu erkranken signifikant erhéht war, wenn PregSure® BVD
verwendet worden war und nicht ein anderer BVDV-Impfstoff oder wenn gar nicht
gegen BVDV geimpft wurde (Lambton et al. 2012). Dabei war kein Bezug zur Anzahl
der an eine Kuh verabreichten Impfdosen festzustellen, eine héhere Zahl an Preg-
Sure® BVD-Impfungen war also bei ihnen nicht mit einem héheren BNP-Risiko flr das
entsprechende Kalb verbunden. Ebenso hatte der zeitliche Abstand zwischen der

letzten Impfung und der Geburt des betrachteten Kalbes in dieser retrospektiven
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Analyse keinen signifikanten Effekt auf den BNP-Status des Kalbes (Lambton et al.
2012). In einer anderen Untersuchung, die an Kélbern aus einer experimentiellen
Ressourcenpopulation (hervorgegangen aus Deutsch Holstein x Charolais-
Kreuzungen) des Leibniz-Institutes flr Nutztierbiologie (FBN) Dummerstorf
vorgenommen wurde, hatten die Parameter Impfzeitpunkt und Impffrequenz bzw.
Anzahl der Laktationen der Kiihe keinen Einfluss auf die Inzidenz der BNP (Demasius
et al. 2014). Interessanterweise trat in dieser Studie ein klinischer BNP-Fall noch

679 Tage nach der letzten Booster-Impfung mit PregSure® BVD auf.

Eine andere Veroffentlichung deutet dagegen an, dass das verwendete
Impfschema und die Anzahl der Impfungen pro Tier einen Einfluss auf die Allo-
Immunisierung durch die Impfung mit PregSure® BVD hat (Kasonta et al. 2012). So
wurde der Impfstoff in Bayern, einer Region mit hoher BNP-Inzidenz (siehe Punkt 1.1),
gemall den Empfehlungen des Herstellers eingesetzt, wonach die Grundimmuni-
sierung aus 2 Impfungen im Abstand von 3 Wochen besteht und durch Wiederholungs-
impfungen nach jeweils 12 Monaten aufgefrischt wird (Anonym 2009c). In
Niedersachsen, wo nur wenige BNP-Falle auftraten (siehe Punkt 1.1), folgte man
einem zweistufigen Impfschema, das aus einer ersten Impfung mit einer BVDV-
Inaktivatvakzine (z.B. PregSure® BVD) und nachfolgenden Boosterimpfungen mit
BVDV-Lebendimpfstoffen wie z.B. Vacoviron FS® (Fa. Merial) bestand (Kasonta et al.
2012). Somit hatten Rinder in Niedersachen, die Uberhaupt mit PregSure® BVD
geimpft worden waren, nur jeweils eine Dosis dieses Impfstoffes erhalten, Tiere in
Bayern dagegen im Normalfall mehr als 2 Dosen. In einer experimentellen Impfstudie
mit 4 bis 6 Monate alten Bullenkalbern konnte aulRerdem gezeigt werden, dass die
dreimalige Impfung mit PregSure® BVD im Vergleich zum o.g. zweistufigen Verfahren
zu einer hoch signifikant starkeren Induktion von Allo-AK fuhrt (Kasonta et al. 2012). In
dieser Studie entwickelte in der Impfgruppe des zweistufigen Verfahrens nur ein Bulle
einen Allo-AK-Titer, der annahernd so hoch war wie Titer in der reinen
PregSure® BVD-Gruppe. Somit scheint klar, dass in den meisten Fallen mehrere
Impfdosen von PregSure® BVD nétig sind, um Allo-AK zu induzieren. Diese
Schlussfolgerung stlitzen auch die Resultate einer Fall-Kontroll-Studie, in der das
Risiko fur ein BNP-Kalb bei PregSure® BVD-geimpften Kihen ab der zweiten Laktation
héher war als bei PregSure® BVD-geimpften Erstkalbinnen (Jones et al. 2013). Das
mit steigender Anzahl an PregSure® BVD-Impfungen wachsende Risiko fir ein BNP-
Kalb wird auch als Erklarung daflir angesehen, dass BNP erst 3 Jahre nach der

Markteinfuhrung von PregSure® BVD aufgetreten ist, wie es in Deutschland, anderen
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EU-Staaten und auch in Neuseeland der Fall war (Anonym 2011c¢, Kasonta et al.
2012).

Allerdings scheint flr einzelne Tiere bereits eine einmalige PregSure® BVD-
Dosis auszureichen, um hinreichend Allo-AK zu bilden. Dies ist jedenfalls abzuleiten
aus den wenigen BNP-Fallen in Niedersachsen, die trotz Anwendung des zweistufigen
Impfprotokolls aufgetreten sind, sowie aus Beobachtungen im Feld, dass Kiihe nach
einmaliger PregSure® BVD-Impfung BNP-Kalber zur Welt gebracht haben (Kasonta et
al. 2012).

Es ist bekannt, dass der Impfstoff PregSure® BVD in Rindern eine starke
Immunreaktion gegen die BVDV-Typen1 und 2 mit sehr hohen Titern an
neutralisierenden Antikérpern hervorruft (Salt et al. 2004, Harmeyer et al. 2005, Raue
et al. 2011). Diese starke Immunogenitat wird unter anderem auf das enthaltene
spezielle Adjuvans zurtickgefuihrt (Bastian et al. 2011). Bei dem in PregSure® BVD
verwendeten Adjuvans handelt es sich um Procision A®, welches Quil A, Cholesterol,
Amphigen Base und Drakeol 5 enthalt (Anonym 2009c). Quil A ist ein aufgereinigter
Extrakt von Quillaja-Saponinen aus dem sudamerikanischen Seifenrindenbaum
(Sjolander et al. 1997, Demana et al. 2004, Harms et al. 2008). Zusammen mit den
anderen Inhaltsstoffen des Adjuvans und dem Antigen bildet Quil A sogenannte
Immuno-stimulating complexes (ISCOMS) (Lévgren and Morein 1988, Demana et al.
2004, Lendemans et al. 2005). ISCOMS sind in der Lage, sowohl eine Antigen-
spezifische humorale Immunantwort (IgG; und 1gG;) als auch T-zellvermittelte
Abwehrreaktionen (Th1 und Th2) zu induzieren (Sjoélander et al. 1997, White et al.
2006, Harms et al. 2008, Platt et al. 2008). Aufgrund dieser potenten immunadjuvanten
Wirkung wird es in verschiedenen Impfstoffen fiur Tiere in unterschiedlichen
Konzentrationen eingesetzt, neben PregSure® BVD z.B. auch in den BVDV-Vakzinen
Bovidec® (Fa. Virbac) und Torvac® (Fa. Virbac) fir Rinder und in Equip®F gegen
Influenza beim Pferd (Demana et al. 2004, White et al. 2006, Harms et al. 2008).

Allerdings haben Qillaja-Saponine wie QuilA als Adjuvantien auch
schwerwiegende Nachteile wie unerwlnschte zytotoxische und hamolytische
Wirkungen und Instabilitat in wassriger Phase (White et al. 2006, Harms et al. 2008,
Sun et al. 2009). Wegen seiner hohen Toxizitat und hamolytischen Aktivitat wird Quil A
nicht in Humanimpfstoffen verwendet (Demana et al. 2004, Harms et al. 2008, Sun et
al. 2009, Vaxjo Aufgerufen am 21.03.2013). Starker aufgereinigte Extrakte aus
Quillaja-Saponinen wie QS 21, QH-A, QH-C und QH-703/ ISCOPREP 703 sind aber

Gegenstand von klinischen Studien am Menschen und zeigen durch ihre geringere
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Toxizitat vielversprechende Ergebnisse (Sjo6lander et al. 1997, Waite et al. 2001, Skene
and Sutton 2006, Harms et al. 2008).

1.6.9 Weitere potentielle Einflussfaktoren auf den Verlauf der BNP

Der Krankheitsverlauf bei BNP-Kalbern scheint sowohl vom MHC I-Allotyp des
Kalbes als auch der Spezifitat der Allo-AK abhangig zu sein (siehe oben), aber auch
von der Titerhéhe im mutterlichen Serum und Kolostrum (Bastian et al. 2011, Bridger et
al. 2011, Deutskens et al. 2011).

Gleichfalls wichtig fur die Krankheitsentwicklung bzw. den Verlauf der BNP ist
auch die Menge an aufgenommenem Allo-AK-haltigem Kolostrum bzw. die Menge der
Uber die Darmschleimhaut resorbierten Allo-AK in den ersten 36 Lebensstunden, die
von Kalb zu Kalb variiert (Vasseur et al. 2009, Deutskens et al. 2011, Foucras et al.
2011).

Die Empfanglichkeit der Kalberleukozyten fir die Bindung durch Allo-AK hangt
dabei nicht vom Alter der Kalber ab (Bridger et al. 2011, Assad et al. 2012). Allerdings
ist die Aufnahme von kolostralen Antikérpern Uber die Darmschleimhaut nur innerhalb
der ersten Lebenstage mdoglich (McCoy et al. 1970, Stott et al. 1979, Clover and
Zarkower 1980, Kim and Schmidt 1983, Jaster 2005). Wann genau die sog.
Darmschranke fir die verschiedenen Immunglobulinklassen jeweils schlief3t, dartiber
besteht in der Literatur allerdings Uneinigkeit (Frohlich 2009). Fur IgG werden Werte
von 21 - 48 h p.n. angegeben, fur IgM 16 - 23 h p.n. und fur IgA 23 - 25 h p.n. (Stott et
al. 1979, Clover and Zarkower 1980, Kim and Schmidt 1983, Frohlich 2009). Wenn
Kalber nicht direkt in den ersten Lebensstunden Kolostrum aufnehmen, kann sich der
Eintritt des Darmschrankenschlusses verzégern, und zwar bis zur 33., 31. und 32. h
p.n. fur 1gG, IgM bzw. IgA (Stott et al. 1979, Stott et al. 1979, Fréhlich 2009). Durch
diesen physiologischen Vorgang liefde sich erklaren, warum an BNP fast ausschlief3lich

Kalber im Alter von wenigen Tagen erkranken.

Als weitere Faktoren, welche moglicherweise die Empfanglichkeit fir BNP bzw.
den Verlauf der Erkankung beeinflussen, werden in der Literatur auch vererbliche
Merkmale diskutiert (Krappmann et al. 2010, Bridger et al. 2011, Foucras et al. 2011,
Ballingall 2011a, Ballingall et al. 2011b). Bei Rindern der Rasse Simmentaler kommt
eine erbliche hamorrhagische Diathese, bedingt durch eine Dysfunktion der
Thrombozyten (Thrombopathie), vor (Steficek et al. 1993a, Steficek et al. 1993b).

Verschiedene Autoren stellten aber fest, dass eine rein hereditire Genese im Sinne



I Schrifttum 33

einer Erbkrankheit als Ursache fliir BNP unwahrscheinlich ist, da BNP weit verbreitet ist
und Kalber unterschiedlicher Rassen und auch Kreuzungskalber betroffen sind (Kappe
et al. 2010, Bridger et al. 2011, Friedrich et al. 2011). Abstammungsanalysen, die in
Deutschland und den Niederlanden durchgefiihrt wurden, ergaben auch keine
Hinweise darauf, dass sich BNP nur auf bestimmte Zuchtlinien beschrankt
(Smolenaars and Mars 2009, Kappe et al. 2010). Im gleichen Sinn erschien ein
vererbter Gendefekt als Ursache fur den BNP-Ausbruch in einer Rinderherde
unwahrscheinlich, da die betroffenen Kalber von unterschiedlichen Bullen abstammten
(Bell et al. 2010b).

Krappmann et al. konnten durch ihre Untersuchungen ausschliessen, dass
Mutationen im Gerinnungsfaktor XI-Gen mit dem Auftreten von BNP assoziiert sind
(Krappmann et al. 2010). Allerdings traten in der von ihnen untersuchten
Rinderpopulation BNP-Falle nur bei den Nachkommen eines bestimmten Bullen auf.
Dies wurde als Hinweis auf die Beteiligung einer genetischen Komponente in der
Pathogenese der BNP angesehen. Untersuchungen an weiteren Nachkommen der
gleichen Rinderpopulation bestatigen eine genetische Pradisposition sowohl fir
klinische als auch subklinische BNP-Falle bei den Nachkommen des zuvor genannten
Bullen (Demasius et al. 2014).

Als Kandidaten-Gen wurde auch der polymorphe MHC II-DRB3-Locus auf einen
Zusammenhang mit der BNP-Erkrankung untersucht (Ballingall et al. 2011b). Der
Vergleich der Allel-Frequenzen bei 43 BNP-Kalbern und 68 Kontrollkalbern der Rasse
Holstein ergab keinen signifikanten Unterschied. Daraus schlossen die Autoren, dass
die Diversitat am MHC II-DRB3-Locus nicht im Zusammenhang mit dem Auftreten von
BNP bei Holstein-Rindern steht (Ballingall et al. 2011b).

Foucras et al. betrachten weitere Faktoren, die die Inzidenz und Schwere der
BNP-Erkrankung beeinflussen kdénnten (Foucras et al. 2011). Sie weisen darauf hin,
dass bei der humanen Erkrankung FNAIT (fetale/neonatale Alloimmunthrombozyto-
penie) eine Korrelation zwischen dem HPA1a-Antikorpertiter der Mutter und dem
Schweregrad der Thrombozytopenie bei der Geburt besteht. Im Mausmodell schien die
Anwesenheit des neonatalen IgG-Rezeptors FcRn zwingend erforderlich fir die
Enstehung der FNAIT zu sein. FcRn vermittelte hier den transplazentaren Transport
von verschiedenen 1gG-Subtypen, auch den der pathogenen FNAIT-verursachenden
Antikorper (Chen et al. 2010). Genetisch bedingte Variationen im neonatalen IgG-
Rezeptor FcRn kénnten auch bei BNP die Menge der aufgenommenen Allo-AK

beeinflussen. Der neonatale Rezeptor fur IgG bei Kalbern ist ein Heterodimer,
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bestehend aus dem B2m-Molekul (B2-Mikroglobulin) und einem Homolog der Alpha-
Kette des MHC |. Dieser Rezeptor wird von Epithelzellen des Darmes exprimiert und
dient bei neonatalen Kéalbern der Aufnahme von maternalen IgG-Antikérpern aus dem
aufgenommenen Kolostrum und ist damit sehr wichtig fur die postnatale Ausbildung
einer protektiven Immunitat im Kalb. Bestimmte B2m-Haplotypen werden mit dem
Krankheitsbild ,Versagen des passiven Immunglobulin-Transfers® bei neonatalen
Kalbern in Verbindung gebracht (Clawson et al. 2004). Genetische Unterschiede im 32-
Mikroglobulin kénnten auch eine Rolle bei der Aufnahme der BNP-Allo-AK spielen, da
das B2-Mikroglobulin einen Teil des ursachlichen MHC |-Molekiils bildet.

1.6.10 Ausschluss von infektiosen Ursachen, Vergiftungen und Erb-

krankheiten

Die infektidsen Ursachen, welche zunachst als Verursacher des Krankheitsbildes
der BNP in Betracht gezogen wurden, waren das Virus der Bovinen Virusdiarrhoe
(BVDV Typ 2), das Virus der Epizootic Haemorrhagic Disease (EHDV), das

Bluetongue-Virus (BTV) und Circoviren.

BVD-Viren gehéren zu den Pestiviren und besitzen eine ausgepragte genetische
und antigenetische Heterogenitat (Ridpath et al. 1994, Vilcek et al. 2001, Konig et al.
2006). Bei Infektionen mit bestimmten Stdmmen des BVDV kann bei Kélbern eine
hamorrhagische Diathese auftreten, die von einem Rlckgang der Thrombozyten- und
Leukozytenzahlen begleitet ist (Corapi et al. 1989, Bolin and Ridpath 1992, Pellerin et
al. 1994, Stoffregen et al. 2000). Dabei handelt es sich um Infektionen mit nicht-
zytopathogenen BVD-Viren vom Genotyp 2 (BVDV-2), die eine gesteigerte Virulenz
aufweisen und in der Lage sind, das sogennante “Hemorrhagic Syndrome® auszulésen
(Walz et al. 1999, Stoffregen et al. 2000). In Deutschland treten bisher iberwiegend
BVDV-1-Stamme auf, wahrend BVDV-2 nur selten vorkommt (Wolfmeyer et al. 1997,
Cedillo Rosales 2004).

Untersuchungen von an BNP erkrankten und an BNP verstorbenen Kalbern auf
Infektionen mit BVDV-1 und BVDV-2 verliefen allerdings negativ (Friedrich et al. 2009b,
Kappe et al. 2010, Pardon et al. 2010). Zudem stammten nahezu alle BNP-Kalber aus
Herden, in denen die Muttertiere gegen BVDV geimpft waren (Smolenaars and Mars
2009, Friedrich et al. 2009a, Bell et al. 2009b, Pardon et al. 2009b, Bridger et al. 2011).
Dabei war bei fast allen Herden nachweislich PregSure® BVD eingesetzt worden (Bell
et al. 2009a, Pardon et al. 2009a, Bridger et al. 2011). Diese Vakzine basiert auf einem

inaktivierten BVDV-1 des zytopathogenen Stammes 5960 und soll transplazentaren
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Infektionen und der Geburt persistent mit BVDV-1 infizierter Kalber vorbeugen (Salt et
al. 2004, Anonym 2009b, Anonym 2009c). Selbst wenn die anderen in Deutschland
zugelassenen Impfstoffe gegen BVD ebenfalls ausschlieRlich BVDV-1-Antigen
enthalten (Salt et al. 2004, Konig et al. 2006), erzeugen sie doch zumindest partiell
auch Schutz gegen BVDV-2. So induzierte die Grundimmunisierung von Farsen mit
PregSure® BVD die Bildung von Antikérpern, die invitro neutralisierende
Kreuzreaktivitdt gegen eine breite Palette von vorwiegend europaischen BVDV-1- und
BVDV-2-Stammen besalien (Salt et al. 2004). Andere Studien belegen experimentiell
die zumindest partielle Schutzwirkung der Impfung mit BVDV-1-Impfstoffen gegen
akute BVDV-Typ-2-Infektionen (Dean and Leyh 1999, Ellis et al. 2001, Makoschey et
al. 2001, Shimazaki et al. 2003, Konig et al. 2006).

Die Epizootic Haemorrhagic Disease ist eine weit verbreitete, durch Arthropoden
Ubertragene Erkrankung bei Haus- und Wildwiederkauern (Albayrak et al. 2010,
SarvaSova et al. 2014). Das verursachende EHDV ist ein doppelstrangiges,
unbehtlltes RNA-Virus des Genus Orbivirus aus der Familie der Reoviridae (Viarouge
et al. 2015). Das EHDV ist eng mit dem BTV verwandt und beide Viren werden durch
stechende Micken der Gattung Culicoides (Gnitzen) Ubertragen (Schroeder et al.
2013, SarvaSova et al. 2014). Die durch EHDV und BTV verursachten Erkrankungen

gehoren in Deutschland zu den anzeigepflichtigen Tierseuchen (Anonym 2014).

Das Spektrum der Manifestationen einer EHDV-Infektion reicht vom
subklinischem Verlauf bis zum akut oder sogar perakut verlaufenden, hdmorrhagischen
Fieber mit letalem Ausgang (Shope et al. 1960, Brodie et al. 1998). Ausbriiche der
Epizootic Haemorrhagic Disease treten Uberwiegend bei Wildwiederkduern in
Nordamerika, Australien, Asien und Afrika auf, wahrend das EHDV in der EU bisher
nicht vorkam (Anonym 2009b, Savini et al. 2011, Sarvasova et al. 2014). In den letzten
Jahren wurden gehauft Infektionen und klinische Erkrankungen auch bei Rindern
beschrieben, zum Teil auch in Staaten, die an die EU angrenzen (Savini et al. 2011,
Garrett et al. 2015). Zudem hat die European Food Safety Authority (EFSA) in ihrer
Risikoanalyse aus dem Jahr 2009 das Risiko des Eintrags von EHDV nach Europa
Uber Vektoren mit dem Wind als hoch bewertet (Anonym 2009b). Als weitere
Eintragsmoglichkeit fir EHDV werden in dem EFSA-Gutachten auch illegale

Tiertransporte genannt.

Das dem EHDV verwandte BTV stammt urspriinglich aus Sudafrika, und hat sich
von dort Uber den gesamten afrikanischen Kontinent, in Teilen von Asien, in den USA,

in Australien und Sideuropa verbreitet und ist heute prinzipiell weltweit verbreitet
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(Mehlhorn et al. 2008, Anonym 2014). Im Jahr 2006 traten Falle der Blau-
zungenkrankheit (Bluetongue Disease, BT) zum ersten Mal auch in Zentraleuropa
(Niederlande, Belgien, Deutschland, Luxemburg und Frankreich) auf (Mehlhorn et al.
2008). Im Jahr 2008 wurde in den Niederlanden und Deutschland mit Serotyp 6 ein
weiterer zuvor nicht in Europa aufgetretener Serotyp des BTV festgestellt. Bedingt
durch die Ubertragung Uber Vektoren (Gnitzen) tritt die Erkrankung saisonal verstérkt
in der warmen Jahreszeit bei feuchtwarmen Wetter auf (Anonym 2014). Infektionen mit
dem BTV verlaufen bei Wildwiederkauern meist subklinisch, akute Krankheitsverlaufe
mit schweren klinischen Symptomen treten vor allem bei Schafen auf, betreffen aber
auch Rinder (Mehlhorn et al. 2008, Anonym 2014). Die klinischen Erscheinungen der
Blauzungenkrankheit ahneln den Symptomen der Maul- und Klauenseuche (MKS) und
umfassen u. A. Fieber, Odeme, Entziindungen und hamorrhagische Lé&sionen und
Ulcera der Haut und Schleimhaute (Mehlhorn et al. 2008, Anonym 2014) Die
namensgebende Blaufarbung der Zunge tritt sehr selten und meistens nur bei hoch-
empfanglichen Schafrassen auf (Anonym 2014). Wahrend des Ausbruchs der
Blauzungenkrankheit in Zentraleuropa ab 2006 wurden bei Rindern Mortalitatsraten
von 1 -3 % erreicht (Mehlhorn et al. 2008). In Deutschland wurde ab Mai 2008 eine
flachendeckende Impfung gegen BTV-8 fur Rinder, Schafe und Ziegen verpflichtend
eingefuhrt und auch 2009 fortgefiihrt (Anonym 2012a). Infolgedessen sank die Zahl der
Neuausbriiche rasch auf Null ab. Ab 2010 wurde die Impflicht aufgehoben und seit

Februar 2012 gilt Deutschland als frei von der Blauzungenkrankheit (Anonym 2012a).

EHDV und BTV wurden als Ursache der BNP ausgeschlossen, nachdem in
mehreren Untersuchungen keine Infektion mit diesen Viren bei an BNP erkrankten und
an BNP verstorbenen Kalbern nachgewiesen werden konnte (Friedrich et al. 2009b,
Kappe et al. 2010, Pardon et al. 2010).

Aufgrund der Ahnlichkeit zwischen BNP und einer durch ein Circovirus
verursachten Erkrankung des Gefllgels, der Infektiosen Anamie der Kiken, wurden
auch Infektionen mit Circoviren als potentielle Ursache der BNP betrachtet (Kappe et
al. 2010). Als charakteristische Symptome treten bei mit dem Chicken Infectious
Anaemia Virus (CIAV) infizierten Hihnerkiken Anamie, Depletionen des Knochen-
marks bis zur Aplasie, Blutungen in der Unterhaut und Muskulatur sowie Atrophie des
Thymus und der Bursa fabricii auf. Die Atrophie des immunologischen Gewebes geht

mit Immunschwache einher (Rosenberger and Cloud 1998, Todd 2000).

Kappe et al. wiesen bei 5 von 25 getesteten, an BNP-verstorbenen Kalbern

mittels Breitspektrum-PCR Circovirus-DNS nach. In einer PCV2-spezifischen, immun-
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histologischen Untersuchung farbten sich einzelne Knochenmarkszellen bei einem von
acht BNP-Kalbern schwach positiv an. Allerdings war auch ein Kontrollkalb ohne BNP
Circovirus-DNS-positiv (Kappe et al. 2010). Diese Hinweise auf einen mdglichen
Zusammenhang zwischen der Infektion mit Circoviren und BNP wurden in anderen
Untersuchungen jedoch nicht bestatigt (Mueller et al. 2009, Kappe et al. 2010,
Willoughby et al. 2010).

An nicht-infektidsen Noxen, die als mdgliche Ursache fur BNP diskutiert wurden,
sind neben den (auto-) immunpathologischen Prozessen toxische Substanzen und
Erbkrankheiten relevant. Vergiftungen mit natdrlich vorkommenden Toxinen, welche
hamorrhagische Diathesen bei Rindern verursachen, sind beispielsweise die akute
Adlerfarnvergiftung, die SuRkleevergiftung und die Trichothezentoxikosen (Anonym
1941, Harrach et al. 1983, Alonso-Amelot et al. 1996, Stober 2002). Mykotoxine
besitzen zudem auch Immunotoxizitat (Sharma 1993). Diverse Chemikalien wie z.B. S-
[1,2-dichlorovinyl]-L-Cystein (DCVC), welches in mit Trichlorathylen extrahiertem
Sojaschrot entstehen kann, oder als Rodentizide verwendete synthetische
Kumarinderivate und auch hohe Dosierungen einiger Arzneimittel wie z.B. Furazolidon,
Chloramphenicol, nicht-steroidale Antiphlogistika (NSAID) und Sulfonamide kénnen zu
Schadigungen des Knochenmarks und/oder aplastischen Anamien fihren (Schultze et
al. 1959, Hofmann 1972, Hoffmann-Fezer et al. 1974, Hofmann et al. 1974, Weiss and
Adams 1987, Weiss and Klausner 1990, Nagelkerke and Boogaard 1991, Fox et al.
1993, Ammann et al. 1996, Lock et al. 1996, Friedrich et al. 2009a). Es konnte aber
keine der verdachtigten Substanzen bei BNP-Kalbern nachgewiesen werden (Friedrich
et al. 2009b, Kappe et al. 2010). Auch Untersuchungen von Futterproben auf
Mykotoxine und Zytotoxizitat ergaben negative Resultate (Kappe et al. 2010, Pardon et
al. 2010). Zudem ist die Anwendung von einigen Stoffen heute verboten bzw. nicht
mehr gebrauchlich, was sie als Ursache der BNP unwahrscheinlich macht. So sind
Furazolidon und Chloramphenicol bei lebensmittelliefernden Tieren EU-weit verboten,
und Trichlorathylen wird schon seit langerer Zeit nicht mehr zur Extraktion von

Sojaschrot eingesetzt (Stdber 2002, Anonym a, Anonym b).

Eine reine Erbkrankheit als Ursache der BNP wurde von mehreren Autoren als
unwahrscheinlich angesehen, da die Erkrankung bei allen in groRerem Umfang
gehaltenen Rassen und bei Kalbern beiderlei Geschlechts auftritt (Kappe et al. 2010,
Bell et al. 2010b, Bridger et al. 2011).
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1.7 Therapie und Prophylaxe

Die Letalitdt der BNP-Erkrankung ist hoch. Verschiedene TherapiemalRnahmen,
darunter Bluttransfusionen, diverse antimikrobielle Chemotherapeutika, antiinflamma-
torische Wirkstoffe, Gerinnungsfaktoren sowie hochdosierte Dexamethasongaben
wurden bei BNP-Kalbern versuchsweise eingesetzt (Friedrich et al. 2009b, Kappe et al.
2010, Pardon et al. 2010, Bell 2011). Gesicherte Angaben bezlglich des Erfolgs dieser
MaRnahmen fehlen. In vielen Fallen war die Behandlung nicht erfolgreich und die
Kalber starben oder mussten eingeschlafert werden (Friedrich et al. 2009b, Kappe et
al. 2010). Pardon et al. berichten von einer Uberlebensrate von 10 % der von ihnen
behandelten klinischen Falle (Pardon et al. 2010). Auch das in einigen Fallen
beobachtete Fieber erwies sich als therapieresistent (Friedrich et al. 2009a, Friedrich et
al. 2009b).

Durch Manipulationen wie z.B. das Legen eines Venenkatheters besteht das
Risiko fir starke Blutungen. Eine vorsorgliche Antibiotikagabe scheint empfehlenswert,
da die Kalber immunsupprimiert sind. Dabei sollten Produkte mit langanhaltender

Wirkung eingesetzt werden, um die Anzahl der Injektionen zu begrenzen (Bell 2011).

MaRnahmen zur BNP-Prophylaxe betreffen primar das Kolostrummanagement in
betroffenen Betrieben. Den Landwirten wird empfohlen, auf die Nutzung eines
Kolostrumpools zu verzichten. Vor allem sollte kein Mischkolostrum verflttert werden,
welches Kolostrum von BNP-Muttertieren enthalt (Cul3ler 2011, Kracke 2011, Pahlke
2011). Es sollte auferdem verhindert werden, dass neugeborene Kalber von
bekannten BNP-Muttertieren das Kolostrum ihrer Mutter aufnehmen (Bell et al. 2010a).
Stattdessen muss eine ausreichende Versorgung mit Fremdkolostrum von Kihen ohne
BNP-Kalbern oder mit Kolostrumersatzpraparaten sichergestellt werden. Kolostrum
von BNP-Muttertieren sollte verworfen werden. Darlberhinausgehend ist die
Verwendung von Kolostrum und Blut von Kihen aus von BNP betroffenen Betrieben
fur kommerzielle Zwecke wie zur Herstellung von Kolostrumersatzpraparaten, von
anderen Futterzusatzstoffen oder von Pharmazeutika verboten (CuBler 2011, Kracke
2011, Pahlke 2011). Zudem wird empfohlen, nur Kolostrum von nicht PregSure® BVD-
geimpften Kihen zur Herstellung von Kolostrumprodukten fir die menschliche

Ernahrung zu verwenden (Kasonta et al. 2014).
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2 Alloantikorper

2.1 Definition

Unter Alloantikdrpern (Allo-AK) versteht man Antikérper, die gegen ein
Alloantigen gerichtet sind. Der Wortteil ,Allo“- stammt aus dem Griechischen und
bedeutet ,anders”. Als Allo-Antigen wird ein Iéslicher oder immobilisierter, z.B. auf der
Zelloberflache lokalisierter, korpereigener Stoff bezeichnet, welcher nicht bei allen
Individuen derselben Spezies vorkommt und deshalb bei Individuen, denen dieses
Antigen oder bestimmte Epitope dieses Antigens fehlen, eine Immunantwort auslésen

kann.

Der Begriff Allo-Antigen stammt aus der Transplantationsmedizin und beschreibt
klassischerweise Polymorphismen der MHC-Molekile, kann aber auch flr genetisch
bedingte Strukturunterschiede an anderen Molekilen verwendet werden (Janeway et
al. 2005). MHC-Antigene gehoéren zu den Antigenen des Human Leucocyte Antigen-
Systems (HLA-System) und werden durch den Haupthistokompatibilititskomplex
(major histocompatibility complex, MHC) kodiert. Der MHC existiert bei allen
Wirbeltieren, welche die Fahigkeit zur akuten TransplantatabstoBung besitzen
(Knochenfische, schwanzlose Lurche, VAgel und Saugetiere) und bezeichnet eine auf
einem Chromosom lokalisierte Genfamilie, die eine wichtige Rolle bei der
Entscheidung Uber die Gewebevertraglichkeit, also Uber die Abstolung oder
Akzeptanz eines Transplantats spielt. Die Genprodukte des MHC werden deshalb auch
Transplantations-, Gewebevertraglichkeits-, Histokompatibilitdts-, Leukozyten- oder
Lymphozytenantigene genannt. Es existieren drei verschiedene MHC-Klassen: Die
Genprodukte der MHC-Klassen | und 1l sind Glykoproteine, die auf der Zellmembran
exprimiert werden. Klasse llI-Gene dagegen kodieren Komplementfaktoren. MHC I-
Antigene sind auf der Oberflache aller kernhaltiger Zellen nachweisbar und kommen in
haploider Expression auch auf Spermien vor. Retikulozyten und reife Erythrozyten
tragen MHC I-Antigene in Form der Bg-(Bennett-Goodspeed) Antigene. MHC Il—
Antigene kommen nur auf professionellen Antigen-prasentierenden Zellen wie
dendritischen Zellen, B-Lymphozyten und Monozyten/Makrophagen vor (Wiesner and
Ribbeck 2000, Eckstein 2001b, Schitt and Broker 2011).

Zwei Individuen einer Spezies, die unterschiedliche MHC-Allele aufweisen,
werden als allogen bezeichnet. Allogene Transplantationen sind Transplantationen von

Geweben zwischen Individuen, die nicht verwandt sind und die sich somit in ihren
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MHC-Allelen unterscheiden. Das Transplantat wird Allotransplantat genannt. Bei allo-
genen Transplantationen kommt es zur TransplantatabstolRung durch T-Zell-vermittelte
Immunreaktionen, wenn der Empfanger nicht immunsupprimiert ist. Eine Immun-
reaktion von T-Zellen, die durch koérperfremde MHC-Molekile ausgel6ést wird,
bezeichnet man als alloreaktive Immunantwort. Bei Bluttransfusionen spielen MHC-
Antigene keine Rolle, weil Erythrozyten und Thrombozyten nur in sehr geringem Malf}
MHC I-Protein exprimieren und MHC Il auf diesen Zellen nicht vorkommt (Janeway et
al. 2005).

2.2 Entstehung und Vorkommen

Die Bildung von Antikorpern als Folge der Exposition eines Individuums zu den
spezifischen Antigenen eines anderen Individuums derselben Spezies wird als Allo-
immunisierung bezeichnet (Baiochi and Nardozza 2009). Sie tritt in der Humanmedizin
beispielsweise bei inkompatiblen Bluttransfusionen und Organtransplantationen auf.
Die Alloimmunisierung kommt auch in Schwangerschaften vor, bei denen der Fetus

Blutzellantigene paternalen Ursprungs exprimiert, die der Mutter fehlen.

Bei der AbstoRung von allogenen Transplantaten spielen auch Allo-AK eine
Rolle. Zwar kommt der zellvermittelten Immunitat hier die gréRte Bedeutung zu, aber
auch Allo-AK koénnen beteiligt sein und eine hyperakute, akute oder chronische
Antikoérper-vermittelte AbstoBung (hyperacute, acute and chronic antibody-mediated
rejection, AMR) auslésen (Janeway et al. 2005, Roddy et al. 2005, Clatworthy et al.
2010, Paantjens et al. 2011). Diese Allo-AK kdnnen bereits vor der Transplantation
vorhanden sein, wenn zuvor eine Sensibilisierung auf MHC-Antigene, z.B. durch eine
vorausgegangene Transplantation, eine Bluttransfusion oder eine Schwangerschaft
stattgefunden hat (Janeway et al. 2005, Clatworthy et al. 2010). Bei einer Trans-
plantation kann es aber auch de novo zur Induktion der Allo-AK kommen. Neben MHC-
spezifischen Antikérpern scheinen auch Allo-AK anderer Spezifitdt negativen Einfluss
auf den Erfolg von Transplantationen haben zu kdnnen. Wichtige Allo-Antigene
scheinen dabei vor allem MHC I-verwandte/ahnliche Antigene wie major
histocompatibility complex class I-related chain A (MICA) und MICB, aber auch

Vimentin und Angiotensin II-Rezeptoren vom Typ | zu sein (Clatworthy et al. 2010).

Im Rahmen von Bluttransfusionen spielen vor allem Blutgruppenantigene der
Erythrozyten eine bedeutende Rolle. Unter Blutgruppen im engeren Sinn versteht man
genetisch determinierte erbliche Eigenschaften der Erythrozyten, die Antigencharakter

haben. Die Blutgruppenantigene eines Individuums koénnen in einem anderen
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Individuum immunogen wirken und die Bildung spezifischer Antikérper induzieren. Blut-
gruppenfaktoren, deren Bildung vom gleichen Chromosomenlocus gesteuert wird,
werden in einem Blutgruppensystem zusammengefasst. Eine Blutgruppe ist durch die
Existenz spezifischer, gegen sie gerichteter Antikérper definiert (Janeway et al. 2005).
Die zugrundeliegenden Blutgruppengene sind sog. ,schwache“ Histokompatibilitats-
systeme (Eckstein 2001b).

Beim Menschen und den Haussaugetieren gibt es zahlreiche Blutgruppen-
systeme. So sind beim Menschen bislang 36 verschiedene Blutgruppensysteme
beschrieben worden (Anonym 2017). Beim Rind wurden 104 verschiedene Blut-
gruppen nachgewiesen, bei Schaf und Ziege mehr als 20 (Wiesner and Ribbeck 2000).
Beim Menschen sind hauptsachlich das ABO-System, das Rhesussystem und das Kell-
system bei Bluttransfusionen zu beachten. Im ABO-System kommen bei fast allen
Menschen blutgruppenkontrar natirliche Antikérper vor, die sogenannten Iso-
agglutinine Anti-A und Anti-B. Diese werden als reguldre Antikdrper bezeichnet, im
Gegensatz zu den ,irregularen® Antikdrpern in anderen Blutgruppesystemen. Zur
Vermeidung von Transfusionszwischenféallen muss daher im ABO-System streng blut-
gruppenkompatibel transfundiert werden, um die Gefahr eines hamolytischen Trans-
fusionszwischenfalls, ausgelést durch die Antigen-Antikdrperreaktion an der
Oberflache der Ubertragenen Erythrozyten, zu vermeiden (Wiesner and Ribbeck 2000).
Das Rhesus- und das Kellsystem erfordern wegen der starken Antigenitat der

Merkmale ebenfalls antigenkompatible Transfusionen.

221 Alloantikorper beim Menschen

Bei Schwangerschaften, bei denen eine fetomaternale Inkompatibilitat beziglich
Blutzellantigenen besteht, kann es zur Alloimmunisierung der Mutter gegen ihr fremde
fetale Antigene, die der Fetus vom Vater geerbt hat, kommen. Menschen besitzen eine
Placenta haemomonochorialis, bei der der fetale und der maternale Blutkreislauf nur
durch das Chorionepithel voneinander getrennt sind. Deshalb ist ein Ubertritt von
Zellen sowohl vom Fetus zum maternalen Kreislauf als auch umgekehrt moglich.
Dieser bilaterale Zelltransfer wurde fur Erythrozyten und auch fur kernhaltige Zellen wie
z.B. Lymphozyten beschrieben (Walknowska et al. 1969, Herzenberg et al. 1979,
Bianchi et al. 1990, Simpson and Elias 1993, Lo et al. 1996). Zellen fetalen Ursprungs
konnten bereits in frihen Schwangerschaftsstadien (6. - 18. Woche) im maternalen

Blut nachgewiesen werden (Herzenberg et al. 1979, Bianchi et al. 1990, Lo et al. 1990,
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Simpson and Elias 1993), der friheste Nachweis gelang bereits 33 Tage post

conceptionem (Thomas et al. 1994).

Das Auftreten von gegen Leukozyten gerichteten Antikérpern im Serum von
schwangeren Frauen wurde bereits in den 1950er Jahren entdeckt (Van Rood et al.
1958, Payne 1962, Dufty and Outteridge 1985). Solche gegen leukozytare Antigene
(HLAs) gerichteten Antikorper wurden bei Mannern oder Frauen ohne Schwanger-
schaften nicht nachgewiesen, bei gebarenden Frauen aber umso haufiger je mehr
Schwangerschaften sie durchlaufen hatten (Payne 1962, Terasaki et al. 1970, Burke
and Johansen 1974). In serologischen Studien zeigte sich die Leukozyten-
agglutinierende bzw. lymphozytotoxische Wirkung dieser Antikérper gegeniber den
Blutzellen des dazugehorigen Vaters und des/der Nachkommen (Payne 1962, Burke
and Johansen 1974). Diese maternalen Antikdrper waren offensichtlich gegen die
Histokompatibilitatsantigene der fetalen Leukozyten (HLA) gerichtet, welche genetisch

vom Vater stammten (Burke and Johansen 1974, Regan et al. 1991).

Neben ganzen Zellen ist bei Frauen auch ein Ubertritt von maternalen 1gG-
Immunglobulinen Uber die Plazenta in den Fetus mdglich. Auf diesem Weg kénnen
auch Allo-AK gegen fetale Blutzellantigene in den fetalen Kreislauf gelangen und
verschiedene Erkrankungen des Fetus oder Neugeborenen verursachen (Eckstein
2001a, Eckstein 2001c, Maheshwari et al. 2002, Kaplan 2006, Gramatges et al. 2009).
Wichtige Beispiele fir Allo-AK-vermittelte Erkrankungen des Menschen sind der
Morbus haemolyticus neonatorum (Englisch: hemolytic disease of the fetus and
newborn, HDFN, siehe Nr. 2.3.1.) und die Fetale/Neonatale Alloimmunthrombo-
zytopenie (FAIT/NAIT, siehe Nr. 2.3.2). Bestimmte maternale Allo-AK gegen fetale,
vom Vater vererbte granulozytare Alloantigene der neutrophilen Granulozyten sind die
Ursache der selteneren Neonatalen Alloimmunneutropenie (ANN, siehe Nr. 2.3.3)
(Maheshwari et al. 2002, Gramatges et al. 2009)

222 Alloantikorper beim Rind

Auch bei Wiederkauern (Schafen, Ziegen und Rindern) wurden lympho-
zytotoxische Allo-AK nachgewiesen, obwohl diese Tierarten eine Placenta
epitheliochorialis besitzen, die im Gegensatz zur Placenta haemomonochorialis des
Menschen den diaplazentaren Ubertritt von Antigenen und Immunglobulinen kaum
zulasst (Ford and Elves 1974, van Dam et al. 1976, Caldwell et al. 1977, Newman and
Hines 1979, Newman and Hines 1980, Dufty and Outteridge 1985). Bei Farsen sind vor

der Geburt nur sehr selten niedrige Titer von lymphozytotoxischen Allo-AK vorhanden
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(Newman and Hines 1979, Newman and Hines 1980, Dufty and Outteridge 1985). Post
partum war der Anteil Allo-AK-positiver Tiere deutlich grofer (35 % bzw. 42 % der
untersuchten Erstkalbinnen) (Newman and Hines 1980, Dufty and Outteridge 1985). Im
3. Monat nach der Kalbung erreichte der Anteil der Kiihe mit lymphozytotoxischen Allo-
AK den Hochstwert. Auch die Titerwerte stiegen im gleichen Zeitraum an. Deshalb
gehen die Autoren davon aus, dass der Stimulus fir die Produktion von Allo-AK
hauptsachlich zum Zeitpunkt der Geburt oder wahrend der Frihphase der Uterus-
involution auftritt. Bei allen Allo-AK-positiven Rindern wurden 2 Wochen post partum
IgG-Allo-AK gefunden, bei ca. 73 % waren zu diesem Zeitpunkt auch noch Allo-AK der
Klasse IgM vorhanden (Newman and Hines 1980). Die Persistenz der Allo-AK-Titer
variierte zwischen einem und mehreren Monaten post partum (Newman and Hines
1979).

Unter weiblichen Rindern, die bereits mehrfach gekalbt haben, ist der Anteil der
Tiere mit lymphozytotoxischen Allo-AK mit etwa zwei Drittel hoher als bei Farsen
(Newman and Hines 1979, Dufty and Outteridge 1985). Diese Antikdrper treten im
Vergleich zu Erstkalbinnen zu friheren Zeitpunkten in der Trachtigkeit auf, erreichen
hoéhere Titerwerte, besitzen eine breitere Spezifitat und persistieren langer (Newman
and Hines 1979, Newman and Hines 1980).

Im Vergleich zum Menschen, wo bereits vor der 20. Schwangerschaftswoche
lymphozytotoxische Allo-AK nachgewiesen wurden (Burke and Johansen 1974), treten
diese beim Rind erst viel spater auf. Der friiheste Nachweis bei Farsen gelang 10 Tage
vor der Geburt, allerdings bestanden vor der Geburt generell nur sehr niedrige Titer
(Newman and Hines 1980). Dies kdnnte ebenfalls durch die epitheliochoriale Plazenta
des Rindes bedingt sein, die durch ihren mehrschichtigen Aufbau eine starkere
Trennung zwischen fetalen und maternalen Kreislauf gewahrleistet und dadurch eine
bessere Barrierefunktion auch fir zellulare Antigene darstellt, als die hamochoriale
Plazenta des Menschen. Erst kurz vor oder unter der Geburt kommt das maternale
Immunsystem offenbar mit ausreichenden Mengen an fetalem Antigen in Kontakt, um
darauf mit der Bildung von Antikérpern zu reagieren (Newman and Hines 1979,

Newman and Hines 1980).

Deshalb kommt bei Rindern das Phanomen der transplazentaren Alloimmuni-
sierung gegen erythrozytare Antigene, welches beim Menschen als HDFN (siehe Nr.
2.3.1) schon sehr lange bekannt ist, praktisch nicht vor (Stormont 1975, Newman and
Hines 1980). Alle Falle in denen Allo-AK-bedingte Erkrankungen bei Rindern

beschrieben wurden, gingen auf eine iatrogene, exogene Alloimmunisierung von
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Kihen zurGck, nachdem Vakzinen gegen Babesiose oder Anaplasmose bei
Muttertieren eingesetzt worden waren, die bovine Erythrozyten enthielten. Die Kihe
bildeten dabei Allo-AK gegen solche erythrozytare Blutgruppenantigene in der Vakzine,
die bei ihnen selbst nicht vorhanden waren (Dennis et al. 1970, Dimmock and Bell
1970, Langford et al. 1971, Stormont 1975, Osterhoff and de Vos 1977, Dowsett et al.
1978).

2.3 Alloantikorper-vermittelte Erkrankungen beim
Menschen
2.31 Morbus haemolyticus neonatorum (hemolytic disease of the

fetus and newborn, HDFN)

Morbus haemolyticus neonatorum (hemolytic disease of the fetus and newborn,
HDFN) bezeichnet eine schwere Antikdrper-induzierte hamolytische Anamie des Feten
bzw. Neugeborenen beim Menschen. Voraussetzung fur das Auftreten dieser Stérung
ist ein vom Vater ererbtes Blutgruppenantigen des Fetus, welches der Mutter fehlt und
wogegen sie Antikdrper besitzt oder bildet (Eckstein 2001a). Maternale 1gG-Allo-AK
kénnen die Plazenta passieren und verursachen eine Hamolyse fetaler bzw.
neonataler Erythrozyten (Eckstein 2001a, Eder 2006, Basu et al. 2011).

Die Erkrankung kann bereits intrauterin auftreten und zu Komplikationen bis hin
zum Fruchttod fuhren (hemolytic disease of the fetus, HDF). Oder sie aulert sich
postnatal als Anamie und ausgepragter lkterus (hemolytic disease of the newborn,
HDN) (Eckstein 2001a, Eder 2006). Der Schweregrad der Krankheitserscheinungen ist
vom Ausmald der Hamolyse abhangig und korreliert mit der Wirksamkeit und Menge
der Ubergetretenen Allo-AK, dem bzw. den unter den Allo-AK vorherrschenden IgG-
Subtyp(en) und der Anzahl der antigenen Bindungsstellen auf den Erythrozyten
(Pollock and Bowman 1990, Eckstein 2001a, Basu et al. 2011). Schwere
Erkrankungsformen werden vor allem durch Allo-AK vom IgG4-Subtyp oder einer

Kombination aus IgG4 und IgG;-Antikérpern verursacht (Pollock and Bowman 1990).

Gemal der verursachenden Antigen-Inkompatibilitditen wird die HDFN in drei
Gruppen eingeteilt: Die klassische Rhesusinkompatibilitdt (Anti-D, Rh D-hemolytic
disease), die ABO-Inkompatibilitdit (ABO-hemolytic disease) und andere
Blutgruppeninkompatibilitaten (hemolytic disease due to alloantibodies other than D)
(Eckstein 2001a, Basu et al. 2011). Dabei ist die Epidemiologie der HDFN in
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verschiedenen ethnischen Bevolkerungsgruppen unterschiedlich und spiegelt die
Haufigkeitsverteilung der Blutgruppenallele in den verschiedenen Populationen direkt
wieder (Eder 2006). In der westlichen Welt ist heute die ABO-Inkompatibilitat die
wichtigste und haufigste Ursache fir HDFN. In vielen Entwicklungslandern inklusive
Indien kommt die klassische Rhesusinkompatibilitdt nach wie vor haufig vor. Und auch
in den USA treten etwa noch 6,7 Falle pro 1.000 Lebendgeburten auf (Eder 2006, Basu
et al. 2011). Als mdgliche Ursachen hierfir kommen unzureichende Geburtsvorsorge
oder ein Versagen bei der Verabreichung der Rh-IG-Immunprophlaxe sowie eine
pranatale Sensibilisierung vor der Rh-IG-Gabe in der 28. Schwangerschaftswoche in
Frage (Eder 2006).

Die klassische Rhesusinkompatibilitidt (Anti-D, Rh D-hemolytic disease)

Die klassische Rhesusinkompatibilitat tritt auf, wenn eine D-(Rhesus-) negative
Mutter ein D-(Rhesus-) positives Kind tragt (Eckstein 2001a). Es wurden auch seltene
Falle von anti-D-Alloimmunisierung bei schwangeren Dw-positiven Frauen beschrieben
(Eder 2006, Basu et al. 2011). Diese gehdéren dem Phanotyp mit einer schwachen
Expression der D-Antigene an (weak D, Dw). Eine Alloimunisierung gegen D-Antigene
ist dabei nur bei bestimmten Dw-Frauen moglich, welche abweichende, anomale D-

Proteine exprimieren (Eder 2006).

Die klassische Rhesusinkompatibilitat auf3ert sich klinisch meistens als schwere
Form der HDFN, die oft ein therapeutisches Eingreifen bereits pranatal in Form von
intrauteriner Bluttransfusion erfordert (Eckstein 2001a, Eder 2006). Rh D gilt als das
potenteste Allo-lmmunogen unter den erythrozytaren Antigenen. Eine Menge von nur
0,1 -1 ml an D-positiven Eythrozyten kann die Alloimmunisierung verursachen (Basu
et al. 2011). Dabei hat die IgG-Subklasse der gebildeten anti-Rh (D)-Allo-AK einen
entscheidenden Einfluss auf den Schweregrad der Erkrankung. Pollock et al. berichten,
dass die schwersten klinischen Falle mit dem Auftreten von IgG,—Allo-AK assoziiert
waren. Wenn gleichzeitig auch noch IgGs;-Allo-AK beteiligt waren, beobachteten sie
noch schwerere Verlaufsformen. Dagegen verursachten IgG;-Allo-AK alleine keine

schweren Formen der HDFN (Pollock and Bowman 1990).

Die ABO-Inkompatibilitdt (ABO—hemolytic disease)

Die ABO-Inkompatibilitat tritt fast ausschlieBlich bei Muttern mit der Blutgruppe 0
auf, die mit A1- oder B-Kindern schwanger sind (Eckstein 2001a, Basu et al. 2011).
Dabei kommt die 0/A1-Inkompatibilitdt haufiger vor als die 0/B-Unvertraglichkeit.

Andere Konstellationen, bei denen die Mutter nicht dem Typ 0 entspricht, fihren selten
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zu Unvertraglichkeiten (Eckstein 2001a, Basu et al. 2011). Die ABO-Inkompatibilitat

kann auch bei Rh (D)-negativen Frauen auftreten (Basu et al. 2011).

Klinisch zeigt die HDFN, der eine ABO-Inkompatibilitdt zugrunde liegt, in der
Regel einen milden, gutartigen Verlauf und ist spontan reversibel. Dieser benigne
Verlauf soll auf die nur schwache Expression der A- und B-Antigene auf den
Erythrozyten von Feten und Neugeborenen zuruckzufuhren sein (Eckstein 2001a,
Basu et al. 2011).

Als Voraussetzung fir die klinische Manifestation der ABO-assoziierten HDFN
mussen allloimmune Isoagglutinine der Klasse IgG in der Mutter vorhanden sein, welil
konventionelle Anti-A- und Anti-B-Immunglobuline zur Klasse IgM gehdéren und IgM-
Antikérper nicht in der Lage sind, die Plazenta zu passieren (Eckstein 2001a). Die
Bildung dieser immunen Isoagglutinine kann auch exogen durch das Eindringen von
ahnlichen Fremdantigenen aus der Umwelt in den maternalen Korper induziert sein.
Aus diesem Grund kann die ABO-Inkompatibilitat bereits in der 1. Schwangerschaft
aufreten (Eckstein 2001a).

Andere Blutgruppeninkompatibilitiaten

Theoretisch betrachtet kann jedes fetale Blutgruppenantigen, das fir den
maternalen Organismus fremd ist, bei entsprechendem Kontakt zur Alloimmunisierung
mit Bildung von IgG-Allo-AK flihren (Eckstein 2001a, Eder 2006). In der Praxis kommt
dies bei bestimmten Antigenen haufiger vor. Dabei sind hauptsachlich gegen Rh-
Antigene, v.a. gegen c und E, sowie gegen Kell-Antigene, v.a. gegen K, gerichtete Allo-
AK als Ursache fur klinisch bedeutende Hamolysen beschrieben worden (Filbey et al.
1995, Eckstein 2001a, Eder 2006, Koelewijn et al. 2008).

2.3.2 Fetale/Neonatale Alloimmunthrombozytopenie (FAIT/NAIT)

Die Fetale/Neonatale Alloimmunthrombozytopenie (FAIT/NAIT) ist das
Thrombozyten-Aquivalent der HDFN und duRert sich klinisch meistens als schwere,
isoliert auftretende Thrombozytopenie bei ansonsten gesunden Neugeborenen (Kaplan
2006, Roberts et al. 2008). Ursache fir dieses Krankheitsbild ist die Alloimmunisierung
der Mutter gegen vom Vater geerbte thrombozytare Antigene des Feten, die der Mutter
fehlen (Eckstein 2001c, Kaplan 2006, Roberts et al. 2008). Thrombozyten exprimieren
HLA-Klasse I-Antigene und ABO-Blutgruppenantigene auf ihrer Oberflache. Diese
spielen aber kaum eine Rolle in der Pathogesese der FAIT/NAIT, da die Erkrankung

hauptsachlich durch Allo-AK gegen Thrombozyten-spezifische Antigene (Human
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Platelet Antigen, HPA) hervorgerufen wird (Kaplan 2006). Ca. 95 % der Falle in
kaukasischen Bevodlkerungsgruppen werden durch feto-maternale Inkompatibilitaten
bezlglich 3 der 16 bekannten HPAs verursacht, namlich die Antigene HPA-1a, HPA-5b
und HPA-15b (Roberts et al. 2008). HPA-1a kommt als FAIT/NAIT-verursachendes
Allo-Antigen am haufigsten vor (ca. 90 % der Falle), gefolgt von HPA-5b mit einer viel
niedrigeren Frequenz (ca. 5-15 %) (Ahya et al. 2001, Kaplan 2006). Daneben kann
gelegentlich auch HPA-3a eine Rolle spielen (Ahya et al. 2001, Roberts et al. 2008).
Bei Asiaten tritt die FAIT/NAIT dagegen in Verbindung mit dem HPA-4-System auf
(Kaplan 2006).

Im Gegensatz zur HDFN kann die FAIT/NAIT bereits in der ersten
Schwangerschaft auftreten (Eckstein 2001c, Kaplan 2006, Roberts et al. 2008). Die
Erkrankung kann sich intrauterin (FAIT) oder postpartal (NAIT) manifestieren. Da
maternale 1gG-Allo-AK die humane Plazenta ab der 14. Schwangerschaftswoche
passieren konnen, und die fetalen Thrombozyten-Allo-Antigene bereits in der
18. Woche vollstandig exprimiert werden (Kaplan et al. 1985, Gruel et al. 1986), kann
die fetale Thrombozytopenie bereits frih in der Schwangerschaft auftreten (Kaplan
2006, Roberts et al. 2008). Nach der transplazentaren Passage binden die Allo-AK an
die fetalen Thrombozyten. AnschlieBend werden die mit Allo-AK beladenen
Thrombozyten vom retikuloendothelialen System des Fetus aus dem fetalen
Blutkreislauf entfernt (Ahya et al. 2001, Berkowitz et al. 2006). Da aber der
Schweregrad der FAIT/NAIT kaum mit dem maternalen Allo-AK-Titer korreliert,
scheinen neben dieser immunvermittelten Thrombozyten-Depletion weitere
Mechanismen zur Pathogenese und dem Schweregrad der Erkrankung beizutragen
(Warwick et al. 1994). In der Studie von Warwick et al. wurde das Wachstum von
fetalen und neonatalen Thrombozyten-Vorlauferzellen (colony forming unit-
megakaryocytes, CFU-MK), welche HPA-1a-Antigene besallen, durch HPA-1a-Allo-
AK-haltige Seren aus FAIT/NAIT-Schwangerschaften in vitro gehemmt (Warwick et al.
1994). Dabei korrelierte der Grad der Hemmung mit dem Schweregrad der FAIT/NAIT-
Falle. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass auch eine reduzierte
Thrombozytenproduktion durch Hemmung der Megakaryozyten eine Rolle in der
Pathogenese der FAIT/NAIT spielt (Warwick et al. 1994, Berkowitz et al. 2006). Die
Schwere der Erkrankung kann sowohl vom Ausmalfl der Thrombozytenzerstérung als
auch von der Kapazitat der Megakaryozyten, die Thrombozytenzerstérung zu kompen-
sieren, abhangen (Ahya et al. 2001). Der entscheidende Mechanismus der Thrombo-
zytenzerstérung beinhaltet hochgradig-affine Fc-Gamma-Rezeptoren (FcyR) auf den
Effektorzellen (Ghevaert et al. 2008). Thrombozyten, die mit anti-HPA-1a-IgG markiert
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sind, interagierten mit Monozyten Uber FcyR der Typen | und Il (Turner and Hadley
2003). Durch den Einsatz eines modifizierten, rekombinanten HPA-1a-Antikdrpers
(B2G1Anab), der selbst keine destruktive Wirkung auf die Thrombozyten auslbte,
gelang es Ghevaert et al. die Bindung von.nattrlichen HPA-1a-Allo-AK aus Seren von
betroffenen Muttern an HPA-1a positiveThrombozyten in vitro zu inhibieren (Ghevaert
et al. 2008). Offensichtlich wurde die Bindung der zerstérenden Antikérper verhindert,
da ihre Bindungstellen an den Thrombozyten bereits durch den modifizierten
Antikoérper blockiert waren. Die mittels Chemolumineszenz gemessene, reaktive
Antwort der Monozyten auf Thrombozyten, die den modifizierten Antikérper gebunden
hatten, war gegenuber der Reaktion auf anti-HPA-1a-Allo-AK-markierte Thrombozyten
deutlich reduziert. Durch Einsatz des modifizierten Antikdrpers in einem Mausmodell
konnte die FcyR-vermittelte Thrombozytenzerstérung durch anti-HPA-1a-Antikorper in
vivo verhindert werden. Die Autoren schlieRen daraus, dass ein solcher blockierender
Antikérper moglicherweise in der pranatalen Therapie der FAIT von grofiem Nutzen
sein kann (Ghevaert et al. 2008).

In einer anderen Studie konnte der Pathomechanismus der durch anti-HPA-1a-
Allo-AK vermittelten Thrombozytenzerstérung in einem Phagozytose-Assay in vitro
dargestellt werden (Wiener et al. 2003). In diesem Test vermittelten 4 von 6 getesteten
anti-HPA-1a-Seren die Phagozytose von HPA-1a-positiven Thrombozyten durch
humane Monozyten. Dieser Prozess war von der Konzentration des Serums, welches
fur die Sensibilisierung der Thrombozyten eingesetzt worden war, abhangig und konnte
durch Cytochalasin D fast vollstindig gehemmt werden. HPA-1a-negative
Thrombozyten wurden in diesem Test nicht von den Monozyten phagozytiert. Weiterhin
wurde getestet, ob verschiedene Fc-Gamma-Rezeptor reaktive Substanzen in der
Lage sind, die von anti-HPA-1a-Allo-AK induzierte Phagozytose der Thrombozyten zu
hemmen und somit moglicherweise in der Therapie der FAIT/NAIT von Nutzen zu sein.
Hier zeigte sich, dass der humanisierte monoklonale anti-FcyR I-Antikorper H22 die
Phagozytose komplett hemmen konnte, ebenso wie vergleichbare Konzentrationen an
Immunglobulinen (IVIG). Die intravendse Applikation von Immunglobulinen (IVIG) an
die Mutter wird standardmafig in der Therapie der FAIT/NAIT eingesetzt. Monomere
IgGs, anti-FcyR lI-Antikdrper und anti-FcyR llI-Antikérper zeigten in vitro nur eine sehr
geringe bzw. keine inhibierende Wirkung. Aus diesen Ergebnissen schliessen die
Autoren, dass von den drei humanen Fcy-Rezeptor-Klassen der FcyR | die Hauptrolle
in der von anti-HPA-1a- Allo-AK induzierten Phagozytose der Thrombozyten durch

Monozyten spielt, wohingegen der FcyR Il nur von untergeordneter Bedeutung ist. Der
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anti-FcyR [-Antikorper H22 konnte als Alternative zu den IVIG in der Therapie der
FAIT/NAIT eingesetzt werden (Wiener et al. 2003).

Die Inzidenz der FAIT/NAIT wird mit einem Fall pro 800 - 1.000 Lebendgeburten
bzw. pro 1.000 - 1.500 Schwangerschaften angegeben (Kaplan 2006, Roberts et al.
2008).

Das klinische Bild der FAIT/NAIT variiert von einer subklinischen, moderaten
Thrombozytopenie bis hin zu lebensbedrohlichen Blutungen (Roberts et al. 2008). Bei
10-20 % der betroffenen Kinder flhren intrakranielle Blutungen zum Tod oder
verursachen dauerhafte neurologische Schaden (Eckstein 2001c, Berkowitz et al.
2006, Kaplan 2006). Diese intrakraniellen Blutungen kénnen bereits intrauterin in der
30. - 35. Schwangerschaftswoche auftreten, in seltenen Faéllen schon vor der
20. Woche (Ahya et al. 2001). Bei nachfolgenden Schwangerschaften ist Gefahr fir
FAIT/NAIT sehr hoch, und die Schwere der Erkrankung nimmt zu (Berkowitz et al.
2006, Kaplan 2006).

Diagnostisch ist der Nachweis zirkulierender, maternaler Allo-AK und die
Identifikation des thrombozytadren Zielantigens mit Bestimmung des Thrombozyten-
Phano- und -Genotyps beider Eltern nétig (Kaplan 2006). Bei einem bekannten Risiko
(Anamnese bei vorherigen Schwangerschaften, nachgewiesene Alloimmunisierung der
Mutter), bei unklaren Testergebnissen oder bei unbekannter Vaterschaft kann heute
auch eine pranatale Bestimmung des fetalen Genotyps an Amnionzellen, Blutzellen
oder Chorionzotten diagnostisch hilfreich sein (Ahya et al. 2001, Eckstein 2001c,
Berkowitz et al. 2006, Kaplan 2006).

233 Neonatale Alloimmunneutropenie (ANN) bzw. Fetale/

Neonatale Alloimmungranulozytopenie

Die Neonatale Alloimmunneutropenie (ANN) (Synonym: Fetale/Neonatale
Alloimmungranulozytopenie) ist die Folge einer Alloimmunisierung der Mutter gegen
fetale, vom Vater vererbte granulozytare Allo-Antigene der neutrophilen Granulozyten
(HNAs). Die Erkrankung tritt auf, wenn solche maternalen IgG-Antikérper gegen
granulozytare Antigene die Plazenta passieren (Eckstein 2001c, Maheshwari et al.
2002, Curtis et al. 2005, Marin et al. 2005, Gramatges et al. 2009). Die Allo-AK
opsonieren die fetalen bzw. neonatalen neutrophilen Granulozyten, die daraufhin von
Milzmakrophagen zerstort werden. Der Schweregrad der verursachten Neutropenie ist

dabei abhangig vom Antikorpertiter und der IgG-Subklasse (Maheshwari et al. 2002).
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Von den 7 in der Literatur beschriebenen fir Neutrophile spezifischen Antigenen
(Human Neutrophil Antigens, HNA) scheinen HNA-1a, HNA-1b und HNA-2a am
haufigsten an der Enstehung der ANN beteiligt zu sein (Bux et al. 1992, Zupanska et
al. 2001, Curtis et al. 2005, Marin et al. 2005).

Daneben wurden aber auch viele andere Antigene als ursachlich verdachtigt,
darunter auch HLA (Maheshwari et al. 2002, Gramatges et al. 2009). Ob Allo-AK
gegen HLA tatsachlich eine Ursache fur ANN darstellen, ist jedoch unklar (Tomicic et
al. 2003). Ein kausaler Zusammenhang zwischen Anti-HLA-Antikérpern und ANN
wurde bisher nur sehr selten angenommen, was wohl auch daran liegt, dass die
leukozytaren HLA bei Neonaten nur schwach exprimiert werden (Puri et al. 1993,
Hagimoto et al. 2001, Tomicic et al. 2003, Marin et al. 2005, Gramatges et al. 2009).

Die Haufigkeitsangaben fur das Auftreten der ANN variieren stark von 0,1 - 20 %
(Bux et al. 1992, Zupanska et al. 2001, Maheshwari et al. 2002).

In einer Studie, in der bei 1.038 Schwangerschaften nur die Antigene HNA-1a
und HNA-1b betrachtet wurden, bestand in 19,6 % der Falle eine feto-maternale
Inkompatibiitat. Bei 4,5 % der Frauen wurden Granulozyten-spezifische Allo-AK nach-
gewiesen, allerdings war keines der Kinder neutropenisch. Die Autoren
schlussfolgerten, dass ANN im Zusammenhang mit diesen beiden Antigenen bei
weniger als 0,1 % der Schwangerschaften auftritt (Zupanska et al. 2001). Diese
niedrige Frequenz der klinischen Manifestation kénnte laut Zupanska et al. neben
anderen Faktoren auch mit einer niedrigen Expression der Antigene auf den

neonatalen neutrophilen Granulozyten zusammenhangen (Zupanska et al. 2001).

Verdacht auf das Vorliegen der ANN besteht immer dann, wenn bei einem
Neugeborenen, dessen Mutter gesund ist, eine isolierte Granulozytopenie bei normaler
oder gesteigerter Myelopoese festgestellt wird (Eckstein 2001c). Die Diagnose
erfordert den Nachweis der gegen neutrophile Granulozyten gerichteten Allo-AK
(Gramatges et al. 2009).

Der Verlauf der Erkrankung ist haufig mild. Da die Spiegel der transplazentar
erworbenen maternalen Antikorper innerhalb von einigen Wochen bis wenigen
Monaten nach der Geburt absinken, ist das Krankheitsgeschehen der ANN in den
meisten Fallen selbstlimitierend (Maheshwari et al. 2002). Wegen der Neutropenie
kann es aber vermehrt zu bakteriellen Infektionen kommen (Eckstein 2001c,
Maheshwari et al. 2002). Insgesamt versterben bis zu 5 % der an ANN erkrankten
Neonaten (Maheshwari et al. 2002, Curtis et al. 2005).
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24 Alloantikorper-vermittelte Erkrankungen beim Tier
241 Immunthrombozytopenie bei neugeborenen Ferkeln und
Fohlen

Die neonatale Alloimmunthrombozytopenie bei Schweinen und Pferden beruht
auf einer fetomaternalen Thrombozyteninkompatibilitdt, wodurch Muttertiere gegen
plattchenspezifische Alloantigene des Fetus immunisiert werden (Schmidt et al. 1977,
Amrhein and Bostedt 2003, Forster 2007). Voraussetzung fir die Bildung von Allo-AK
durch das Muttertier ist, dass diese paternale Antigene auf den fetalen Thrombozyten
als fremd erkennt, wenn fetale Blutplattchen in den spaten Phasen der Trachtigkeit
oder unter der Geburt in den maternalen Kreislauf gelangen, beispielsweise wegen
einer Lasion an fetalen BlutgefalRen (Schmidt et al. 1977, Amrhein and Bostedt 2003).
Gelangen die maternalen Allo-AK bei der spateren Kolostrumaufnahme dann in den
neonatalen Kreislauf, kommt es zu einer starken Depletion an Thrombozyten, welche
sich klinisch als hamorrhagische Diathese duf3ert (Amrhein and Bostedt 2003, Forster
2007).

Das Krankheitsbild der neonatalen Alloimmunthrombozytopenie kommt haupt-
sachlich bei Saugferkeln vor, in Einzelfallen erkranken aber auch neugeborene Fohlen
der Pferde und moglicherweise Maultier-Fohlen (Schmidt et al. 1977, Traub-Dargatz et
al. 1995, Buechner-Maxwell et al. 1997, Amrhein and Bostedt 2003, Forster 2007). Bei
Schweinen und Equiden treten wegen der Plazentastruktur (Placenta epitheliochorialis)
bei diesen Spezies intrauterin keine maternalen Antikérper in den Fetus Uber. Somit
werden auch Allo-AK erst innerhalb der ersten 48 Stunden post natum mit dem
Kolostrum aufgenommen. Aus diesem Grund entwickelt sich die Alloimmunthrombo-
zytopenie der Schweine und Equiden auch erst post natum zwischen dem ersten und
dritten Lebenstag (Schmidt et al. 1977, Amrhein and Bostedt 2003). Der Schweregrad
der Erkrankung hangt von der Menge der aufgenommenen Allo-AK ab. Wenn
dieselben Elterntiere erneut angepaart werden, kann wahrend der folgenden
Graviditaten der Titer dieser maternalen Allo-AK weiter ansteigen (Amrhein and
Bostedt 2003). Das ist auch der Grund, warum die Erkrankung bei Ferkeln zumeist erst
ab dem zweiten Wurf ausbricht (Amrhein and Bostedt 2003). Meistens sind beim
Schwein zuerst die grofiten, gut entwickelten Ferkel eines Wurfs betroffen (Stormorken
et al. 1963, Saunders and Kinch 1968, Amrhein and Bostedt 2003). Eine Erklarung
hierfir kdnnte das starker zunehmende Blutvolumen bei schnell wachsenden Ferkeln

bieten (Saunders and Kinch 1968). Mit steigendem Blutvolumen wéachst auch der
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Bedarf an Thrombozyten, um die Blutwerte innerhalb der physiologischen Grenzwerte
zu halten. Bei vermindertem Nachschub aus dem Knochenmark reicht die Zahl der
neugebildeten Thrombzyten vermutlich bei den am schnellsten wachsenden Ferkeln
hierfir nicht mehr aus. Die Autoren vermuten, dass bei der neonatalen Alloimmun-
thrombozytopenie Megakaryozyten und deren Vorlauferzellen zerstért werden und die
Blutbildungsaktivitat des Knochenmarks vermindert wird. Zusatzlich konnte auch eine
periphere Zerstérung von Thrombozyten auftreten (Saunders and Kinch 1968).
Denkbar ist aber auch, dass die groften Ferkel am meisten Kolostrum und damit auch
eine groflere Menge an Allo-AK aufnehmen und aus diesem Grund schwerer betroffen

sind als kleinere Ferkel.

Nach der oralen Aufnahme von Allo-AK kommt es zunachst zur Bindung dieser
Antikérper an die Thrombozyten. Als Folge werden diese mit Allo-AK dekorierten
Blutplatichen schnell durch das retikuloendotheliale System abgebaut oder durch
Komplement-vermittelte Lyse zerstort (Schmidt et al. 1977, Amrhein and Bostedt
2003). Schwere Verlaufsformen der neonatalen Alloimmunthrombozytopenie enden oft
innerhalb weniger Tage tédlich, mildere Verlaufe kommen selten vor. In der Literatur
sind Morbiditatsraten von bis zu 70 % und Mortalitdtsraten von bis zu 100 %

angegeben (Amrhein and Bostedt 2003).

242 Neonatale Isoerythrolyse der Equiden

Die neonatale Isoerythrolyse (NI) ist eine mit hamolytischer Andmie einher-
gehende Erkrankung des neugeborenen Fohlens, die durch maternale Allo-AK gegen
paternale Blutgruppenfaktoren verursacht wird (Arnold 2006). Die NI ist die haufigste
Ursache flr hamolytische Anamien und lkterus bei neugeborenen Fohlen (Polkes et al.
2008). Das Krankheitsbild der NI tritt bei Pferden und Maultieren auf und war schon im
18. Jahrhundert bekannt (Stormont 1975, Snook 2001, Boyle et al. 2005). Ursache flr
die Zerstérung der Erythrozyten sind maternale Allo-AK gegen erythrozytare Blut-
gruppenantigene, die das Fohlen vom Vater geerbt hat. Auch bei dieser Erkrankung
nimmt das Fohlen die Allo-AK erst nach der Geburt mit dem Kolostrum auf (Snook
2001). Die Mutter, welcher das entsprechende Allel fehlt, wird durch Kontakt mit
diesem Blutgruppenfaktor sensibilisiert und zur Bildung von Allo-AK angeregt. Da
dieser Kontakt meistens erst spat in der Trachtigkeit oder sogar erst bei der Geburt
stattfindet, ist es unwahrscheinlich, dass schon das zu diesem Zeitpunkt der Exposition
getragene bzw. geborene Fohlen von der NI betroffen ist. Gefahrdet sind vielmehr

Fohlen aus folgenden Trachtigkeiten (Snook 2001) .
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Beim Pferd existieren 8 Hauptblutgruppensysteme, die als A, C, D, K, P, Q, T
und U benannt sind. Die zugrundeliegenden Faktoren werden jeweils mit dem
Buchstaben des Systems und einem Kleinbuchstaben fiir den betreffenden Faktor
bezeichnet (Snook 2001). Fur ca. 90 % der NI sind Allo-AK gegen die Blutgruppen-
faktoren Aa und Qa verantwortlich. Man nimmt deshalb an, dass diese Faktoren die
starksten alloimmunisierenden Eigenschaften haben. Da die gegen Aa und Qa
gerichteten Allo-AK hamolytisch wirken, wird aulerdem vermutet, dass agglutinierende
Allo-AK fir die Pathogenese der NI weniger bedeutend sind (Snook 2001, de Graaf-
Roelfsema et al. 2007). In seltenen Fallen sind andere Blutgruppenfaktoren als Allo-
Antigen fur die NI ursachlich. Auch unspezifische hamolytische Allo-AK wurden als
Ursache der NI beschrieben (de Graaf-Roelfsema et al. 2007).

Nach der Aufnahme der Allo-AK Uber das Kolostrum verursachen diese die
Zerstorung der Erythrozyten des Fohlens. Mechanistisch sind dabei vor allem die
extravaskulare Hamolyse und die Beseitigung von Antikorper-beladenen Erythrozyten
durch das retikuloendotheliale System von Bedeutung. Daneben tritt auch intravasale
Hamolyse auf (Snook 2001). Etwa 14 % aller Fohlen haben beziglich ihrer
Erythrozyten-Antigene Inkompatibilitaten mit der Mutterstute. Die Pravalenz von NI liegt
aber weit niedriger, da es nicht bei jeder Inkompatibilitat zu einer Alloimmunisierung
der Stute wahrend der Trachtigkeit kommt (Polkes et al. 2008).

Die Pravalenz von NI variiert aulferdem zwischen den verschiedenen
Pferderassen. Sie hangt von den Wahrscheinlichkeiten ab, dass die Stute Allo-AK
produziert und dass das Fohlen einen inkompatiblen und alloimmunisierenden
Blutgruppenfaktor vom Hengst geerbt hat, sowie von der Menge an Allo-AK im
Kolostrum, der Antigenitat des verursachenden Blutgruppenfaktors und der Menge der
vom Fohlen absorbierten Allo-Immunglobuline (de Graaf-Roelfsema et al. 2007).
Angegeben werden in der Literatur Pravalenzen von 1% bei Vollblutpferden
(Thoroughbreds) und 2 % bei Trabrennpferden (Standardbreds) (Snook 2001, de
Graaf-Roelfsema et al. 2007, Polkes et al. 2008).

Die NI kommt auch bei Maultieren vor, hier ist der sogenannte ,Donkey-Factor"
das urséachliche Allo-Antigen. Da dieses Antigen allen Pferdestuten fehlt, bergen alle
Anpaarungen zwischen Pferdestuten und Eselhengsten das Risiko fur NI. Fur das
Auftreten der Erkrankung bei Maultierfohlen wird eine Pravalenz von 10 % geschatzt
(Snook 2001).

Das klinische Bild der NI ist von der Anamie gepragt. Der Schweregrad der

klinischen Symptome hangt vom Schweregrad der Anamie ab. Allo-AK gegen Aa
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verursachen sehr schwere Félle von NI mit perakutem Verlauf, wohingegen Allo-AK
gegen Qa meist mildere Krankheitsverlaufe auslésen (Snook 2001). Die Fohlen sind
bei der Geburt normalerweise unauffallig und erkranken, erst innerhalb von 5 Stunden
bis zu 5 Tagen, in einigen Fallen sogar erst bis zu 12 Tagen, nach der Aufnahme des
Kolostrums (Snook 2001, Boyle et al. 2005). Anzeichen der NI sind Schwache,
Lethargie, blasse Schleimhaute, lkterus, Hamoglobinurie, Tachykardie, Tachypnoe,
Fieber und Kreislaufstérungen bis hin zum Schock (Snook 2001). Als Komplikationen
konnen Kernikterus, Leberversagen und Sepsis auftreten. Diese stellen die haufigsten
Todesursachen bei Fohlen mit NI dar. Beim Kernikterus, der auch als Bilirubin-
enzephalopathie bezeichnet wird, kommt es durch die Anhaufung von unkonjugiertem
Bilirubin in Gehirnzellen zu neurologischen Stérungen (Polkes et al. 2008).
Hamatologisch auffallig sind der verringerte Hamatokrit (PCV <25 %) und die
verminderte Erythrozytenzahl. Der Anteil an freiem Hamoglobin kann erhdéht sein, der
Gesamtbilirubinwert und das unkonjugierte Bilirubin sind als Folge der Hamolyse stets
erhoht. Bei schwerem Verlauf kann sich wegen der ausgepragten Gewebshypoxie und
Azotamie durch toxische Schadigung der Nieren eine metabolische Azidose
manifestieren (Snook 2001). Therapeutisch werden bei schweren Fallen
Bluttransfusionen durchgefiihrt, die weitere Therapie richtet sich nach den klinischen
Symptomen (Snook 2001, Boyle et al. 2005).

243 Neonatale Isoerythrolyse der Rinder

Die Nl ist auch als eine Erkrankung von Kélbern bekannt. Sie tritt aber nicht oder
nur extrem selten natlrlicherweise als Folge einer transplazentaren Alloimmunisierung
gegenuber erythrozytaren Antigenen auf (Stormont 1975, Newman and Hines 1980).
Alle beschriebenen Falle von neonataler Isoerythrolyse bei Kalbern stehen vielmehr mit
einer iatrogenen Alloimmunisierung in Zusammenhang, wobei Vakzinen gegen
Babesiose oder Anaplasmose bei den Muttertieren eingesetzt wurden, die bovine
Erythrozyten enthielten. Die betroffenen Kalber waren bei der Geburt unauffallig und
entwickelten erst nach der Aufnahme von Kolostrum eine akute hamolytische Anamie
(Dennis et al. 1970, Dimmock and Bell 1970). Die Kihe bildeten Allo-AK gegen solche
erythrozytare Butgruppenantigene in der Vakzine, die bei ihnen selbst nicht vorhanden
waren. Kalber, die diese Antigene vom Vater geerbt hatten, erkrankten nach der
Aufnahme des Allo-AK-haltigen Kolostrums. Durch Bindung der Allo-AK an die
Erythrozyten kam es intravasal zu deren Lyse, was zur disseminierten intravasalen

Gerinnung (DIC) fuhrte. Die daraus entstehende Verbrauchskoagulopathie wurde als
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die Hauptursache flr akute Todesfalle angesehen, welche die Ausbriiche an
immunhamolytischer Anamie bei Kalbern begleiteten (Dowsett et al. 1978). Der
Schweregrad und der Verlauf der impfassoziieren, Allo-AK-vermittelte Erkrankung hing
vor allem davon ab, wieviele Allo-AK die neugeborenen Kalber aufgenommen hatten
und variierte von perakut mit Tod innerhalb von 24 h post natum Uber eine akute
schwere Anamie mit Ikterus und Todesfolge innerhalb von 5 Tagen post natum bis zur
nichtletalen, vorrilbergehenden moderaten Anamie (Dennis et al. 1970). Die Allo-AK-
Dosis hing vom Allo-AK-Titer im Serum und im Kolostrum der Kuh zum Zeitpunkt der
Geburt ab. Der Titer war wiederum von der Anzahl und Frequenz der Impfungen, dem
Zeitraum zwischen der letzten Impfung und dem Abkalben, dem Grad der Blutgruppen-
inkompatibilitdt zwischen Kuh und Vakzine und dem individuellen Vermdgen der Kuh,
Antikorper zu bilden, beeinflusst (Dowsett et al. 1978). Beim Rind wurden rasse-
abhangige Unterschiede in der Haufigkeit der NI bisher nur vermutet (Osterhoff and de
Vos 1977).
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1] Material und Methoden

1 Probengewinnung

1.1 Betriebsdaten

Fur diese Arbeit wurden Serumproben, die in den Jahren 2008 - 2011 von
weiblichen Rindern aus 6 verschiedenen Betrieben gesammelt worden waren,
untersucht. In den Betrieben waren unterschiedliche BVDV-Impfstoffe eingesetzt
worden. Tabelle 1 gibt einen Uberblick (iber die beprobten Betriebe. Die Blutproben
waren jeweils von Tierarztinnen der Klinik fur Wiederkduer bzw. des Institutes fur
Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere, JLU GieRen, entnommen, zu

Serumproben weiterverarbeitet und als solche archiviert worden.

PregSure® BVD-Impfbetriebe

Die beiden Betriebe A und B hatten den BVDV-Impfstoff PregSure® BVD (Fa.
Pfizer) regelmaRig gemall dem vom Hersteller empfohlenen Impfschema eingesetzt.
Die Grundimmunisierung erfolgte durch 2 Impfungen im Abstand von 3 Wochen, die
Wiederholungsimpfungen danach im Abstand von ca. 12 Monaten. In diesen Betrieben
wurden 166 Serumproben von gegen BVDV-geimpften Kihen und Farsen gewonnen
(je Rind eine Probe) (Tabelle 1). In beiden Herden waren zuvor mehrere BNP-Falle bei
Kalbern aufgetreten. Die Betriebe befanden sich in Nordrhein-Westfalen und in

Hessen.

Aus dem PregSure® BVD-Impfbetrieb A standen Serumproben von 118 Kiihen
im Alter von = 2 Jahren zur Verfigung. In dieser Herde hatten 24 Muttertiere ein oder
mehrere BNP-Kalber zur Welt gebracht. Im PregSure® BVD-Impfbetrieb B konnten
48 Rinder, davon 39 im Alter von = 2 Jahre, beprobt werden. Die Ubrigen 9 Tiere waren
junger, aber ebenfalls bereits mit PregSure® BVD geimpft worden. In diesem Betrieb
gab es nur 3 BNP-Muttertiere.

Andere BVDV-Impfbetriebe

Zusatzlich wurden Serumproben von je 50 weiblichen Rindern aus einem
Bovilis® BVD-MD-Impfbetrieb (Betrieb C) sowie einem Bovidec®-Impfbetrieb (Betrieb
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D) in der vorliegenden Studie untersucht (Tabelle 1). In beiden Betrieben wurden nur
Tiere im Alter von > 2 Jahren beprobt. In diesen Herden waren keine Kalber mit BNP

aufgefallen. Die Betriebe befanden sich in Hessen und in Oberbayern.

Kontrollbetriebe

Als Kontrollen dienten die Serumproben von jeweils 25 weiblichen Rindern im
Alter von = 2 Jahren in zwei Betrieben E und F, in denen nicht gegen BVDV geimpft
wurde und in denen keine BNP-Falle aufgetreten waren (Tabelle 1). Beide Herden
galten im Sinne der BVDV-Verordnung als BVD-unverdachtig. Die Betriebe befanden

sich in Hessen und in Rheinland-Pfalz.

Tabelle 1: Ubersicht iiber die beprobten Betriebe

Anzahl im Betrieb

Kiihe beprobte
Impf- Verwendete BVD- & Kiihe & BNP-

status Vakzine v v Miitter
Farsen Farsen

Betrieb Rasse

Deutsche BvDY, FregSure® BVD

A . 150 118 24
Holstein BTV (Fa. Pfizer)
Deutsche BVDV, FregSure®BVD
B Holstei BTV 52 48 3
olstein (Fa. Pfizer)
Bovilis® BVD-MD
C Charolais S}r/\t/)v 300 50 0
(Fa. Intervet)
Bovidec®
D Fleckvieh :\T/\E/)V 60 50 0
(Fa. Virbac)
E Diverse BTV - 70 25 0
FoooDousohe pry L 80 25 0
Holstein
Erlduterungen: BVDV: Bovine-Virusdiarrhoe-Virus

BTV : Bluetongue-Virus
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1.2 Spenderkalber

Fur die Untersuchungen auf Allo-AK wurden die Blutzellen von 3 Spenderkalbern

aus dem oben genannten Kontrollbetrieb E verwendet (Tabelle 1).

Die erste Beprobung erfolgte einheitlich zwischen dem 3. und 5. Lebenstag
(Tabelle 2). Danach wurden Blutproben in unregelmafRigen Abstdnden bis zum 29.
bzw. 32.Lebenstag (Spenderkdlber1 und 2) bzw. bis zum 78. Lebenstag
(Spenderkalb 3) gezogen. Fir diese Zeitrdume wurden die Kalber in der Klinik fir
Wiederkduer und Schweine der JLU GieRen aufgestallt. Das Spenderkalb 1 war
weiblich, die Spenderkalber 2 und 3 waren mannlich. Das Spenderkalb 1 war aus einer
Kreuzung zweier Milchviehrassen hervorgegangen, die Spenderkalber 2 und 3

gehorten der Rasse Deutsche Holstein schwarzbunt an.

Die Blutzellen von Spenderkalb 1 wurden in Vorversuchen zur Methoden-
etablierung verwendet. Alle in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse im DFZM-Allo-
AK euko-Test bzw. DFZM-Allo-AKthombo- T €St wurden mit den Testzellen aus Blutproben

der Spenderkalber 2 oder 3 ermittelt.

Die in dieser Arbeit verwendeten Blutproben von Spenderkéalbern und Rindern
wurden im Rahmen des gemall § 8 Abs. 1 TierSchG vom Regierungsprasidium
GieRen genehmigten Versuchsvorhabens ,Atiopathogenese der bovinen neonatalen
Panzytopenie®, Geschéaftszeichen V 54 — 19 ¢ 20-15 (1) GI 18/15-Nr. 34/2010, JLU-Nr.
488 GP entnommen. Weitere Blutprobenentnahmen erfolgten im Rahmen
diagnostischer MaRnahmen der Klinik fur Wiederkauer und Schweine der JLU Gielden
(Klinikpatienten mit BNP, BNP-Problembestande, andere BVDV-Impfbetriebe).
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Tabelle 2: Ubersicht iiber die verwendeten Spenderkilber
Impf-
Kalb- Geburtsdatum, Beprobungs- status Verwenduna fiir
Nr. Geschlecht zeitraum der 9
Mutter
Etablierung des
1 03\'/8;5:1?’ 3.LT-32. LT BTV DFZM-Allo-
AK|euko-Tests
DFZM-Allo-
AKlcuko-TESts
2 18.1"0.2(.)10, 5 LT—29 LT BTV (Kor.relatlon
mannlich zwischen
Spenderkalbern 2
und 3)
DFZM-Allo-
AK | cuko-Tests
3 14'0..3'2911’ 3.LT-78.LT BTV (Vergleich der
mannlich )
verschiedenen
Betriebe)
Erlduterungen:

e LT: Lebenstag

e BTV: Bluetogue-Virus

o DFZM-Allo-AK|euko-Test: Durchflusszytometrischer Test zum Nachweis von gegen
Kalberleukozyten gerichteten Alloantikérpern
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1.3 Probenmaterial

Serumproben

Die Blutentnahme flir die Serumgewinnung erfolgte durch die Punktion der
Schwanzvene. Das Blut wurde in 10 ml-Serumréhrchen aufgefangen und bei Raum-
temperatur bis zur weiteren Verarbeitung gelagert. Das Blut wurde am Tag der
Entnahme in den Serumrbéhrchen bei 2.700 x g fir 10 min bei Raumtemperatur
abzentrifugiert (Tischkiihlzentrifuge 4K15C, Fa. Sigma). Der Uberstand (Serum) wurde
abgenommen, in 1,5 ml-Reaktionsgefalie aliquotiert und bei -20 °C gelagert. Von allen
Serumproben wurde jeweils ein Aliquot vor der Verwendung im DFZM-Allo-AK-Test
und im Serum-Langsam-Agglutinationstest in einem Wasserbad bei 56 °C flir 30 min
hitzeinaktiviert. In allen anderen Tests wurden nicht-hitzebehandelte Serumproben

eingesetzt.

Blutproben

Von den Spenderkalbern wurden fiur die Gewinnung der Leukozyten und
Thrombozyten Blutproben am jeweiligen Versuchstag aus der Vena jugularis
entnommen. Das Blut wurde in EDTA-RShrchen aufgefangen und bis zur Praparation

der Blutzellen bei Raumtemperatur auf einem Schwenker aufbewahrt.

Kolostrumproben

Im Zeitraum von Oktober 2009 bis Marz 2011 wurden von 16 Kiuhen Kolostrum-
proben gesammelt. 7 Proben stammten von BNP-Muttertieren aus dem
PregSure® BVD-Impfbetrieb A, 6 weitere Kolostrumproben stammten ebenfalls von
Rindern aus dem PregSure® BVD-Impfbetrieb A, die jedoch kein BNP-Kalb geboren
hatten. Die Ubrigen Kolostrumproben wurden von 3 Kihen aus dem Kontrollbetrieb E
gewonnen. Alle Kolostrumproben wurden bei —20 °C gelagert. Vor ihrer Verwendung in
der durchflusszytometrischen Untersuchung auf Allo-AK wurden diese bei
Raumtemperatur aufgetaut und jeweils ein Aliquot von 5 ml bei 3.299 x g flr 10 min bei
20 °C zentrifugiert (Tischkuhlzentrifuge 4K15C, Fa. Sigma). Die auf der Oberflache
entstandene Fettschicht wurde entfernt und je 1 ml des ,Milchserums® in 1,5 ml-

Reaktionsgefalke aliquotiert.
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2 Verwendete Antikorper
Tabelle 3 gibt einen Uberblick (iber die in dieser Arbeit verwendeten Antikdrper.
Tabelle 3: Bezeichnung und Herkunft der verwendeten Antikorper
Bezeich- Iso- Klon/ Herkunft/ Gebr?uchs- con
verdiinnung, Klonalitat
nung typ Bestellnr. Bezug
-volumen
Schaf-anti-
Rind-IgG, IgG AAI23F ADD Serotec, 4 54 50 pi polyklonal
. Dusseldorf
FITC-markiert
Schaf-anti-
Rind-1gG;, 196, AAItF  1PDSerOts 00 5o polyklonal
. Dusseldorf
FITC-markiert
Schaf-anti-
Rind-1gG,, 196,  AAizoF  FPDSEOS 00 500 polykional
: Dusseldorf
FITC-markiert
Schaf-anti-
Rind-lgM,  IgM  AAltgF PP SEMOS yin5 501 polykional
. Dusseldorf
FITC-markiert
Maus-anti- IHIT, Zellkultur- ~ unverdinnt,
Rind-MHC|  '9C2 IL-A88 iiberstand 50 polyklonal
Institut far
Maus-anti- Virologie, JLU
Human-HLA 19Goa W6/32 GielRen 1:100, 50 pl polyklonal
(MHC I Zellkultur-
Uberstand
Maus-anti- CAM36A VMRD 1:500,50 yl  monoklonal
Rind-CD14 9~ It
Maus-anti-
Schaf IgG;  MCA1095G Aggsiglrg:;c’ 1:800,25ul  monoklonal
CD41/CD61
Ziege-anti- 1:400, 25 pl
Maus-1gG:, Jnckson (DFZM-Allo-
_ R AKTh b -TeSt)
APC-markiert |~ 415.135-205 Immuno e monoklonal
Research 1:1.000, 50 pl
(Phagozytose-
test)
Erlduterungen:

e |HIT: Institut fir Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere der JLU GielRen
e VMRD: Veterinary Medical Research & Development , Leipzig
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3 BVDV-Neutralisationstest

Serumproben wurden von Mitarbeiterinnen des Institutes fir Virologie, JLU
Giel3en, auf neutralisierende Antikdrper gegen BVDV-Typ 1 untersucht. Die Titer
wurden als Kehrwerte der héchsten logqo-Serumverdinnungen ermittelt, die noch eine
50 %-ige Neutralisation des Testvirus-Standards verursachten. Getestet wurden eine
Auswahl an Serumproben von Kihen aus den PregSure® BVD-Impfbetrieben A und B
(n =53), sowie alle Serumproben aus dem Bovilis® BVD-MD-Impfbetrieb C (n = 50)
und dem Bovidec®-Impfbetrieb D (n = 50).

4 Zellkulturmethoden
4.1 Zelllinien
BL-3-Zellen

Die in dieser Arbeit verwendeten BL-3-Zellen wurden von Herrn Prof. Dr. Thiel
vom Institut fur Virologie der JLU GieRen zur Verfigung gestellt, nachdem sie dort
negativ auf BVDV getestet worden waren. Urspringlich stammt diese Zelllinie von Frau
Dr. Julia Ridpath vom National Animal Disease Center, USDA, Agricultural Research
Service, Ames, lowa, USA (Prof. Dr. Thiel, Institut fur Virologie, JLU Giel3en,

personliche Mitteilung).

BL-3-Zellen sind eine permanente Lymphosarkomzelllinie vom Typ B-Lymphozyt,
die in Suspension wachsen (ATCC® Nr. CRL-8037™). Die BL-3-Zellen wurden in
Plastik-Zellkulturflaschen (T 75, Fa. Greiner Bio-One GmbH) in BL-3-Medium
fortlaufend kultiviert (37 °C, 5 Vol.% CO, und Wasserdampfsattigung). Die BL-3-Zellen
wurden zur Weiterkultivierung bzw. fur die Verwendung in den Versuchsansatzen
regelmalig alle 2 -3 Tage ausgediunnt. Zu diesem Zweck wurde ein vorher
festgelegtes Volumen der Zellsuspension aus der Flasche enthommen und durch die
entsprechende Menge an Medium ersetzt. Die Splittrate betrug dabei je nach
Zellwachstum 1:2 bis 1:10.

MDBK-Zellen

Die in dieser Arbeit verwendeten MDBK-Zellen wurden ebenfalls vom Institut fir
Virologie der JLU GielRen zur Verfugung gestellt, nachdem sie dort negativ auf BVDV

getestet worden waren. Bei MDBK-Zellen (Madin-Darby bovine kidney cells) handelt es
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sich um eine adharente Zelllinie, die urspriinglich aus Rindernierenzellen gewonnen
wurde (ATCC® Nr. CCL-22™).

Die Kultivierung der MDBK-Zellen erfolgte in Plastik-Zellkulturflaschen (T 75, Fa.
Greiner Bio-One GmbH) bei 37 °C, 5Vol.% CO, und Wasserdampfsattigung. Als
Nahrmedium diente RPMI-1640-Medium. Regelmalig einmal pro Woche wurden die
Zellen im Stadium eines dichten Monolayers nach folgendem Protokoll trypsiniert und
gesplittet, um sie zur Weiterkultivierung auszudiinnen und die Ubrigen Zellen in den
Versuchen einzusetzen. Hierzu wurden zunachst die Reste des Mediums durch Spllen
der Flaschen mit 10 ml HEPES-Puffer entfernt. Um den Zell-Monolayer abzuldsen,
wurden jeweils 10 ml Trypsin-Gebrauchslésung pro Flasche zugegeben und die
Flasche fur 10 min bei 37° C inkubiert. Die Ablésung der Zellen wurde mikroskopisch
anhand ihrer Abrundung und Vereinzelung kontrolliert. Anschlielend wurden die
Zellsuspensionen in 50 ml-Réhrchen (Fa. Greiner Bio-One) Uberfihrt und das gleiche
Volumen an FKS-haltigem Medium nach Ausspulen der Kulturgefafle hinzugefugt.
Dann erfolgte die Zentrifugation mit 202 x g bei 20° C fur 7 min (Zentrifuge Sigma
4K15). Nach Dekantieren des Uberstandes wurden die Zellpellets in jeweils 5 ml
Zellkulturmedium resuspendiert. Fir den Einsatz in den durchflusszytometrischen
Versuchen (s.u.) wurde daraus ein Aliquot zur Zellzahlung entnommen. Je nachdem,
welche Splittrate vorher festgelegt worden war, wurde die jeweils gewlinschte Menge

der Zellsuspension zur weiteren Kultivierung in die Flaschen zurtickgegeben.

4.2 Gewinnung und Vorbereitung der Testzellen

Rinder-Leukozyten

Jedes 2.000 pl-Aliquot einer Vollblutprobe von Spenderkalb 2 oder 3 wurde in
einem 50 ml-Réhrchen (Fa. Greiner Bio-One) mit 20 ml Erythrozytenlysispuffer
resuspendiert und fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurde die
Suspension mit 20 ml PBS/EDTA versetzt, durch Schwenken gemischt und dann bei
200 x g fur 7 min bei 20 °C zentrifugiert (Tischkuhlzentrifuge 4K15C, Fa. Sigma). Der
Uberstand wurde verworfen. Nach Zugabe von 20 ml PBS/EDTA wurde erneut
resuspendiert und wie oben zentrifugiert. Die entstandenen Zellpellets aus mehreren
Einzelansatzen wurden nach dem Dekantieren der Uberstdnde gemeinsam in 10 ml
Waschlésung (PBS-Puffer + 0,01 % NaNj3) resuspendiert und dadurch vereinigt. Nach
der erneuten Zentrifugation (s.0.) wurde das dabei entstandene Pellet in 1 ml
Waschlésung aufgenommen. AnschlieRend wurden die Zellen in einer Neubauer-

Zahlkammer gezahlt. Zur Lebend-Tot-Differenzierung wurde eine Stichprobe der
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Suspension mit Trypanblau (1:20) gefarbt. Zur Verwendung in den durchfluss-
zytometrischen Tests wurden Aliquots der Suspension mit jeweils 1 x 10° Zellen in die
Vertiefungen einer 96-Loch-Mikrotiterplatte mit V-Boden (Fa. Greiner Bio-One)
Uberfuhrt.

Rinder-Thrombozyten

Zur Herstellung von mit Rinder-Thrombozyten angereicherten Zellsuspensionen
wurden EDTA-Blutproben von Spenderkalb 3 bei 150 xg flir 15 min bei 20 °C
zentrifugiert (Tischkuhlzentrifuge 4K15C, Fa. Sigma). Der dabei aus einer Blutprobe
hergestellte thrombozytenreiche Uberstand wurde abgenommen und auf zwei 2 ml
ReaktiongefaRe aufgeteilt. AnschlieRend wurde die Zelllésung in jedem Gefald mit
Waschlésung auf 1,8 ml aufgeflll, so dass ein Gesamtvolumen an
thrombozytenreicher Zellsuspension von 3,6 ml flir die Untersuchung im
Durchflusszytometer zur Verfligung stand. Von dieser Zellsuspension wurden jeweils
50 ul pro Vertiefung einer 96-Loch-Mikrotiterplatte mit V-Boden (Fa. Greiner Bio-One)
Uberflhrt.

MDBK-Zellen

Beim routinemafRigem Splitten der MDBK-Zellen (siehe Punkt 4.1.2) wurde die im
Uberschul vorhandene Zellsuspension fiir den Allo-AK-Test verwendet. Hierzu wurde
die Zellzahl mittels Zahlung in einer Neubauer-Zahlkammer ermittelt. Fur die
durchflusszytometrische Messung wurden Aliquots der Suspension mit jeweils

1 x 10° Zellen in die Vertiefungen einer 96-Loch-Mikrotiterplatte mit V-Boden (iberfiihrt.

BL-3-Zellen

Die Herstellung von BL-3-Testsuspensionen erfolgt in Analogie zur Herstellung
der MDBK-Testsuspensionen. Fir die durchflusszytometrische Messung wurden
Aliquots der Suspension mit jeweils 5 x 10° Zellen in die Vertiefungen einer 96-Loch-
Mikrotiterplatte mit V-Boden Uberfiihrt.
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4.3 Durchflusszytometrische Tests auf Allo-reaktive
Antikorper (DFZM-Allo-AK-Tests)

431 DFZM-Allo-AKcuko-Test

Nach der Einsaat der Leukozyten in die 96-Loch-Mikrotiterplatte mit V-Boden (Fa.
Greiner Bio-One) erfolgte zuerst ein Zentrifugationsschritt (400 x g fir 4 min bei 20 °C).
Als Blocklésung wurde SuperBLOCK (Fa. Perbio Science) 1:10 verdinnt in
Waschlésung (PBS-Puffer + 0,01 % NaNj3) eingesetzt. Hierzu wurden die Zellpellets in
50 pl Superblocklésung pro Vertiefung resuspendiert und dann fir 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Platten erneut zentrifugiert (s.o0.) und
die Uberstande ausgeschlagen. Im Anschluss wurden die Zellen gewaschen, indem sie
mit 100 pl Waschlésung pro Vertiefung resuspendiert und erneut zentrifugiert wurden.
Die Uberstande wurden verworfen. Die zu testenden Serumproben wurden 1:50 in
Waschlésung verdinnt. Jedes Zellpellet wurde dann mit jeweils 50 pl der verdiinnten
Serumprobe resuspendiert und fir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Jede
Serumprobe wurde im Doppelansatz untersucht. Nach der Inkubationszeit schlossen
sich ein weiterer Zentrifugations- und Waschschritt an. Die Inkubation der Zellen mit
dem verwendeten Sekundarantikdrper (FITC-konjugierter Schaf-anti-Rind-lgG-
Antikorper, Gebrauchsverdinnung siehe Tabelle 3, inkl. 7-AAD-Stammlésung,
Verdinnung 1:50) wurde Gber 30 min in Dunkelheit bei Raumtemperatur durchgefihrt.
7-AAD durchdringt die Zellmembran geschadigter Zellen und farbt intrazellular DNA-

Bestandteile an.

Es schlossen sich wieder je ein Zentrifugations- und Waschschritt an. Nach der
letzten Zentrifugation wurden die Zellpellets in 50 yl PBS pro Vertiefung resuspendiert
und anschlieRend in FACS-Testrohrchen (Fa. Sarstedt), in die bereits 150 ul PBS-

Puffer vorgelegt worden war, Gberfihrt.

4.3.2 DFZM-Allo-AKthrombo-Test

Nachdem die Vertiefungen der 96-Loch-Mikrotiterplatte mit V-Boden (Fa. Greiner
Bio-One) mit der Thrombozytensuspension beschickt worden waren, wurden die

Platten zuerst zentrifugiert (1.500 x g flr 5 min bei 4 °C).

Dann wurden pro Vertiefung 25 ul der verdiinnten Serumprobe (1:25 verdinnt in
Waschlésung) vorgelegt. Die Koinkubation von Zellen und Serumprobe erfolgte

zeitgleich mit dem Primarantikérper CD41/61-1gG+. AnschlieRend wurden 25 ul der
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Primarantikorperlésung (1:400 verdlinnt in Waschldésung) pro Vertiefung dazu pipettiert
und mit der Zellsuspension sowie der Serumprobe vermischt, bevor die Platte flr
20 min bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Im Anschluss folgte eine erneute
Zentrifugation, nach der die Thrombozyten mit 100 yl Waschlésung pro Vertiefung
gewaschen wurden. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand ausgeschlagen, um
die Thrombozyten danach in der Sekundarantikdrperlésung zu resuspendieren (50 pl
pro Vertiefung). Bei den Thrombozytentests wurden als Sekundarantikorper ein Ziege-
Anti-Maus-IgG-APC-Antikérper zur Markierung des nicht-konjugierten CD41/61-
Primarantikorpers, und ein Schaf-Anti-Rind-IgG-FITC-Antikérper zur Detektion der Allo-
AK verwendet. Die Inkubationszeit betrug 20 min und wurde bei Dunkelheit und

Raumtemperatur durchgefihrt.

Nach dem Abzentrifugieren, Waschen und erneuten Zentrifugieren wurden die
Thrombozytenpellets in 50 yl PBS suspendiert und in FACS-Testrohrchen (Fa.
Sarstedt), in die bereits 150 ul PBS-Puffer vorgelegt worden war, Gberflhrt.

433 DFZM-Allo-AKg_.3-Test

Nach dem Einsetzen der BL-3-Zellen in die 96-Loch-Mikrotiterplatten mit V-
Boden erfolgte zuerst ein Zentrifugationsschritt bei 400 x g fir 4 min bei 20 °C. Nach
Ausschlagen des Uberstands wurden die BL-3-Pellets in 50 pl BL-3-Waschldésung pro
Vertiefung resuspendiert und fur 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das weitere
Vorgehen entsprach dem Protokoll des DFZM-Allo-AK | ¢o-Tests, mit dem Unterschied,
dass fur die BL-3-Zellen durchgangig die BSA-haltige BL-3-Waschlésung anstelle der

sonst Ublichen Waschlésung ohne BSA verwendet wurde.

434 DFZM-Allo-AKnpek-Test

Serumproben

Nach dem Einsetzen von 1 x 10° MDBK-Zellen pro Vertiefung der 96-Loch-
Mikrotiterplatte mit V-Boden wurde der DFZM-Allo-AKypek-Test analog zum DFZM-
Allo-AK cuko-Test (s.0.) durchgefihrt.

Kolostrumproben

Bei den Untersuchungen der Kolostrumproben auf ihren Allo-AK-Titer wurden im
DFZM-Allo-AKypek-Test anstelle der Serumproben die Kolostrumproben eingesetzt, die

wie zuvor unter Punkt IIl.1.5 behandelt worden waren. In Analogie zu den
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Serumproben wurden die Kolostrumproben flr den Test 1:50 in Waschlésung

verdinnt.

4.3.5 Kompetitiver DFZM-Allo-AKypgk-Test

Zur Uberprifung der Hypothese, wonach die PregSure® BVD-assoziierten Allo-
AK gegen MHC I-Molekile gerichtet sind (Deutskens et al. 2011), wurde ein
kompetitiver DFZM-Allo-AKypek-Test mit den monoklonalen Antikérpern IL-A88
(Zellkulturuberstand, IHIT JLU GielRen) und W6/32 (Zellkultur-Uberstand, Institut fur
Virologie, JLU Giel3en) durchgeflhrt. IL-A88 ist gegen bovines MHC | gerichtet. W6/32
reagiert gegen humanes MHC | (HLA), bindet aber auch an MHC | der Spezies Rind
(Anonym 2013).

In den kompetitiven Testansatzen wurde mit der DFZM-Methodik geprft, ob sich
die Bindung von IL-A88 bzw. W6/32 an MDBK-Zellen durch Allo-AK aus Seren
inhibieren lasst, wenn man diese zuerst an die Zielzellen binden lasst. In Vorversuchen
war zunachst sichergestellt worden, dass IL-A88 und W6/32 an die Zelloberflache von
MDBK-Zellen banden und dementsprechend zu deutlichen Signalen im DFZM-Test
fUhrten. In diesen Vorversuchen wurden auch die optimalen Antikérperverdiinnungen
bestimmt (IL-A88 unverdinnt, W6/32 1:100).

Der kompetitive DFZM-Allo-AKypek-Test wurde wie der DFZM-Allo-AKypek-Test
durchgefiihrt, wobei die Serumproben in den Verdinnungsstufen 1:12,5 und 1:25

eingesetzt wurden.

Nach der Inkubation mit den entsprechenden Serumproben fand die Inkubation
mit den monoklonalen Antikdrpern IL-A88 und W6/32, ebenfalls fir 30 min bei
Raumtemperatur, statt. Von diesen Antikérpern wurden 50 pl pro Vertiefung
unverdunnt (IL-A88) bzw. 1:100 verdunnt (W6/32) eingesetzt. Als Sekundarantikdrper
wurde ein  APC-konjugierter Ziege-anti-Maus IgG,,-Antikdrper in  einer  1:400-
Verdinnung in Waschlésung verwendet. Die Inkubationszeit betrug ebenfalls 30 min.
Als Kontrollansatze fur die Bindung von IL-A88 bzw. W6/32 an MDBK-Zellen dienten

Ansatze ohne Serumzugabe.

Auswertstrategie und Analyse des kompetitiven DFZM-Allo-AKypek-Tests

Die MDBK-Zellen wurden wie im DFZM-Allo-AKypek-Test (siehe Punkt 4.3.6) im
Durchflusszytometer gemessen und ein elektronisches Auswertfenster erstellt. Fur jede

Probe wurde in den kompetitiven Tests die MFI des APC-Signals analysiert. Die Werte



68 Il Material und Methoden

der Kontrollansatze ohne Serumzugabe wurden als BezugsgroRe verwendet und als
100 %-ige Bindung betrachtet. Fir jeden Testansatz (Ansatz mit Serumprobe) wurde
berechnet, zu wieviel Prozent eine Bindung der monoklonalen anti-MHC |-Antikoérper
im Vergleich zum Kontrollansatz (Ansatz ohne Serumprobe) stattfand. Anschlielend
wurde aus den Werten der Allo-AK-haltigen Seren und denen der Allo-AK-negativen

Seren jeweils der arithmetische Mittelwert bestimmt.

4.3.6 Auswertstrategie und Analyse

Alle Proben im DFZM-Allo-AK co-Test, im (kompetitiven) DFZM-Allo-AKypek-
Test, im DFZM-Allo-AKg 3-Test und im DFZM-Allo-AKthombo-1€St  wurden im
FACSCalibur™-Gerat (Fa. Becton Dickinson) gemessen. Dabei wurden wurden im
DFZM-Allo-AKcuo-Test 10.000-Ereignisse im Lymphozyten-Auswertfenster R1 erfasst.
Bei Verwendung von MDBK-Zellen wurden 20.000 Ereignisse vermessen und bei BL-
3-Zellen und Thrombozyten als Testzellen je 15.000 Ereignisse. Zur Analyse wurde
das geratespezifische EDV-Programm ,Cell Quest Pro“ verwendet, zur Auswertung der
Daten wurde das Programm FCS Express (Version 2, De Novo-Software, Thornhill,

Ontario, Kanada) zur Hilfe genommen.

Im ersten Analyseschritt wurden die Lymphozyten, Granulozyten und Monozyten,
bzw. Thrombozyten, MDBK-Zellen oder BL-3-Zellen, differenziert nach ihrer Grofze und
Granularitat im Vorwarts-/Seitwartslichtstreuung-Zytogramm dargestellt. Anhand dieser
Darstellung wurde fir jede Zellart ein elektronisches Auswertfenster erstellt, in dem
diejenigen Ereignisse lagen, die weiter analysiert wurden. Die Auswertstrategie und
Analyse fur die Leukozytenpopulationen ist in Abbildung 1 dargestellt. Abbildung 2
zeigt die Vorgehensweise, wenn MDBK- und BL-3-Zellen als Testzellen verwendet
wurden und Abbildung 3 das Vorgehen bei Verwendung von Thrombozyten.
Anschlieend wurden flr jede Zellpopulation einzeln die im jeweiligen Auswertfenster
gelegenen Ereignisse und ihre Messdaten in einem Histogramm dargestellt. Dabei war
die Anzahl der Ereignisse (Ordinate) gegen die gemessene, FITC-bedingte
Fluoreszenzintensitat des Ereignisses (Abszisse) aufgetragen. Fir jede gemessene
Probe wurde die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) bestimmt, die aus den geo-
metrischen Mittelwerten der Fluoreszenzintensitaten aller im Auswertfenster gelegenen
Ereignisse einer Probe bestimmt wurde. Die Werte aus Doppel- und Mehrfachansatzen
wurden sodann arithmetrisch gemittelt. Aus der MFI, die auf diese Weise fur jede
Serumprobe ermittelt wurde, wurde in einem weiteren Rechenschritt der Allo-AK-Titer

(Allo-AK-Titer) dieser Serumprobe bestimmt, indem deren MFI gegen die arithmetrisch
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gemittelte MFI von drei mitgefihrten Negativ-Kontrollseren normalisiert wurde. Der

Allo-AK-Titer wurde dabei nach der folgenden Formel berechnet:

MW MFI (Serumprobe)
MW MFI (Kontrollseren)

Allo-AK-Titer =

Bei den Messergebnissen der Thrombozyten wurde der prozentuale Anteil
doppelt positiver Zellen (d.h. CD41/CD61- und Allo-AK-positive Zellen) sowie die
mittlere Fluoreszenzintensitat des FITC-Signals der CD41/CD61-positiven Ereignisse
bestimmt. Die letztgenannte MessgrofRe wurde hier zur Berechnung von Allo-AK-Titern
verwendet. Die Berechnung erfolgte in Analogie zu der oben beschriebenen

Vorgehensweise.
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Abbildung 1: DFZM-Allo-AK | ..k-Test: Auswertstrategie und Analyse fiir den
Nachweis von Alloantikérpern mit bovinen Leukozyten als
Testantigen.

Fiar Lymphozyten (R1), Granulozyten (R2) und Monozyten (R3) wurden im ersten
Schritt anhand ihrer Vorwarts (FSC)- und Seitwartstreulicht (SSC)-Werte spezifische
Auswertfenster definiert [A]. Diese Fenster waren die Grundlage dafiir, um im nachsten
Schritt zelltypspezifisch die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) der in diesem Fenster
gelegenen Ereignisse zu ermitteln. Die Abbildung zeigt beispielhaft die MFls von
Monozyten [B], Lymphozyten [C] and Granulozyten [D] nachdem sie entweder mit einer
fraglichen Serumprobe (hier: ein Positivkontrollserum von einer BNP-Mutter) oder
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einem Negativkontrollserum (Nicht-BNP-Mutter, nicht gegen BVDV-geimpft) inkubiert
worden waren.
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Abbildung 2: DFZM-Allo-AKypek-Test und DFZM-Allo-AKg, .;-Test: Auswert-
strategie und Analyse fiir den Nachweis von Alloantikorpern mit
MDBK- bzw. BL-3-Zellen als Testantigen.

Fir MDBK-Zellen [A] oder BL-3-Zellen [B] wurden im ersten Schritt anhand ihrer
Vorwarts (FSC)- und Seitwartstreulicht (SSC)-Werte spezifische Auswertfenster
definiert [A]. Diese Fenster waren die Grundlage dafir, um im nachsten Schritt
zelltypspezifisch die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) der in diesem Fenster
gelegenen Ereignisse zu ermitteln. Die Histogramme zeigen beispielhaft die mittleren
Fluoreszenzintensitaten (MFI) von MDBK-Zellen [A1] und BL-3-Zellen [B1] nach
Inkubation mit einem Positivkontrollserum (BNP-Mutter) und einem Negativ-
kontrollserum (Nicht-BNP-Mutter, nicht gegen BVDV-geimpft).
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Abbildung 3: DFZM-Allo-AKthombo-TeSt : Auswertstrategie und Analyse fiir den
Nachweis von Alloantikérpern mit bovinen Thrombozyten als
Testantigen.

Fir Thrombozyten-angereichertes Plasma wurde im ersten Schritt anhand der
Vorwarts (FSC)- und Seitwartstreulicht (SSC)-Werte zwei spezifische Auswertfenster
R1 und R3 definiert [A]. Diese Fenster waren die Grundlage daflir, um im nachsten
Schritt zelltypspezifisch die APC-bedingte mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) der in
diesen Fenstern gelegenen Ereignisse zu ermitteln. Zellen in R1 waren zu 94 % positiv
fur den Thrombozytenmarker CD41/CD61 [C]. Deshalb wurde fur diese APC-positiven
Zellen ein weiteres Auswertfenster R2 definiert und die in diesem Fenster gelegenen
Ereignisse zur Berechnung der Allo-AK-Titer der Serumproben herangezogen. Das
Histogramm [D] zeigt beispielhaft die FITC-bedingten mittleren Fluoreszenzintensitaten
(MF1) der Ereignisse in R2 nach Inkubation mit einem Positivkontrollserum (BNP-
Mutter) und einem Negativkontrollserum (Nicht-BNP-Mutter, nicht gegen BVDV-
geimpft).

Die Partikel (Ereignisse) in R3 waren gréf3er und granulierter als die Zellen in R1 und
nur zum Teil (ca. 55 %) positiv fir CD41/61. Diese Partikel wurden daher nicht als
typische Thrombozyten angesehen und nicht weiter betrachtet. Bei diesen Partikeln
koénnte es sich um Thrombozyten-Aggregate gehandelt haben.
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4.3.7 Bestimmung von Immunglobulinklassen und —subtypen der
alloreaktiven Antikorper

Um die Allo-AK hinsichtlich der Immunglobulinklasse bzw. des IgG-Subtyps zu
klassifizieren, wurden 28 Allo-AK-positive und 32 Allo-AK-negative Serumproben
ausgewahlt. Positive und negative Seren wurden im DFZM-Allo-AKypek-Test unter der
Verwendung von verschiedenen Sekundarantikbérpern miteinander verglichen. Die
eingesetzten Sekundarantikdrper waren gegen IgG, IgG;, 19G, und IgM (Tabelle 3)
gerichtet.

4.4 Serumlangsamagglutinationstest (SLA-Test)

Fur den Serumlangsamagglutinationstest (SLA-Test) wurden BL-3-Zellen als
Testantigen eingesetzt. Aus der beim routinemafigem Splitten der BL-3-Zellen (siehe
Punkt 0) im Uberschuss vorhandenen Zellsuspension wurden nach Zellzahlung in einer
Neubauer-Zahlkammer die bendtigten Testzellen fir den SLA-Test gewonnen. Bei
diesem Test wurden BL-3-Zellen mit den zu testenden Serumproben fiur 24 h in 96-
Loch-Flachboden-Mikrotiterplatten (Fa. Nunc) inkubiert. Die Auswertung erfolgte

makroskopisch anhand der gebildeten Agglutinate.

1. Komponente

In jede Testvertiefung der 96-Loch-Flachboden-Mikrotiterplatte (Fa. Nunc)
wurden 2 x 10° BL-3-Zellen in 37,5 pl BL-3-Medium vorgelegt.

2. Komponente

Als Blocking-Substanz wurde pro Vertiefung 37,5 ul 4 %-iges BSA verwendet, die

Endkonzentration betrug somit 1 %.

3. Komponente

Im SLA-Test wurde jede Serumprobe im Doppelansatz getestet. Die Verdinnung
der hitzeinktivierten Serumproben erfolgte in BL-3-Medium. Die Ausgangsverdinnung
einer Serumprobe richtete sich nach dem fiir dieses Serum ermittelten Allo-AK-Titer im
DFZM-Allo-AKg, s-Test. Negative Seren wurden mit einer Ausgangsverdinnung von

1:4 eingesetzt.

Die weitere Verdinnung erfolgte einheitlich in logo-Schritten Gber 8 Stufen. Die
Serumverdinnungsreihen wurden zuvor in separaten Mikrotiterplatten angesetzt und

per Mehrkanalpipette auf die Testplatten Ubertragen. Von jeder Verdinnungsstufe
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wurden 75 ul pro Vertiefung eingesetzt. Als Kontrollen wurden auf jeder Platte ein stark
positives (KL-4) und ein negatives Kontrollserum (KL-12) als Verdiinnungsreihe Uber 8
Stufen mitgeflhrt. Das positive Kontrollserum wurde ab einer Anfangsverdinnung von

1:32 eingesetzt, das negative Kontrollserum ab 1:4.

Die Platten wurden dann fir 24h bei 37°C bei 5Vol.% CO, und

Wasserdampfsattigung bebrtet.

Auswertung

Die Auswertung erfolgte nach Ablauf der 24-stiindigen Inkubation makro-
skopisch mit Hilfe eines Spiegels (Fa. TitertekTM, Microtitration Equipment, Flow

Laboratories).

Der Inhalt in jeder Vertiefung wurde individuell beurteilt. Dabei wurden
Agglutinate vor einem klaren Hintergrund als positiv bewertet, wohingegen Agglutinate
bei tribem Grund nicht berlcksichtigt und als negativ angesehen wurden. Ein
homogener Inhalt ohne Agglutinate in der Vertiefung galt als negativ. Fir jede
getestete Serumprobe wurde als Titer der Kehrwert der jeweils hdchsten
Verdinnungsstufe angegeben, bei der noch mindestens einer der beiden Ansatze

positiv war.

4.5 Zytotoxizitatstest (MTT-Test)

Mit dem kolorimetrischen MTT-Test wurde versucht, eventuelle zytotoxische
Effekte der Allo-AK auf die als Testzellen eingesetzten MDBK-Zellen qualitativ und
quantitativ zu erfassen. MTT ist ein Tetrazoliumsalz, das nur von lebenden Zellen
reduziert werden kann (Green et al. 1984). 3-(4,5-Dimethyl-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-
tetrazoliumbromid (MTT, Fa. Sigma-Aldrich) wird dabei von den Dehydrogenasen in
aktiven Mitochondrien zu einem violettfarbenen Formazan umgesetzt. Dieser Umsatz
wird als ,Stoffwechselaktivitat” bezeichnet. Der MTT-Test hier wurde in Anlehnung an
die Modifikation von Tada et al. durchgefuhrt (Tada et al. 1986). Um eine Komplement-
vermittelte zytotoxische Wirkung der Allo-AK nachweisen zu kénnen, wurde Meer-
schweinchenkomplement (Fa. Siemens Healthcare) als zusatzliche Komplementquelle

verwendet.
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Testansatz

Jeder Reaktionsansatz im MTT-Test setzte sich aus drei Komponenten a 50 pl
Flussigkeitsvolumen zusammen, welche nacheinander in die Vertiefung einer 96-Loch-

Mikrotiterplatte mit Flachboden (Fa. Nunc) pipettiert wurden.

Die erste Komponente bestand aus einer Suspension von MDBK-Zellen in
RPMI-1640-Medium (5 x 10* Zellen in 50 pl pro Vertiefung).

Als zweite Testkomponente wurde die zu testende Serumprobe in definierter
Verdlinnung in die Vertiefung der Mikrotiterplatte pipettiert. Dabei wurde jede
Serumprobe in einer log,-Verdinnungsreihe Uber 6 Stufen und diese im Doppelansatz
getestet. Die Verdinnungsreihe wurde mit RPMI-1640-Medium hergestellt, beginnend
mit einer Verdinnung von 1:12. Dafir wurden die Serumproben 1:4 in RPMI-1640-
Medium vorverdinnt. Im fertig pipettierten Reaktionsansatz lagen die Serumproben
folglich in endgultigen Verdlinnungen von 1:12, 1:24, 1:48, 1:96, 1:192 und 1:384 vor.
Wenn sich die toxische Wirkung einer Serumprobe mit dieser Verdiinnungsreihe nicht

ausverdunnen lie3, wurden zusatzlich héhere Verdlinnungen getestet.

Als Positivkontrolle wurden MDBK-Zellen in RPMI-1640-Medium verwendet, die
durch die Zugabe von 1 %-igem SDS in 0,89 % NaCl zerstort wurden, als
Negativkontrolle dienten MDBK-Zellen in RPMI-1640-Medium, denen anstelle einer
Serumprobe ein Negativpoolserum bestehend aus hitzeinaktivierten Serumproben (KL-
10, KL-11, KL-12) von nicht gegen BVDV-geimpften Kihen aus BVDV-unverdachtigen
Betrieben zugegeben wurde. Die Serumproben, die zur Herstellung des
Negativpoolserums verwendet wurden, waren zuvor im DFZM-Allo-AK-Test mit

negativem Ergebnis gestestet worden.

Als dritte und letzte Komponente wurde zu jeder Vertiefung 50 ul verdinntes
Meerschweinchenkomplement zugegeben. Dafur wurde das Komplement 1:5 mit
RPMI-1640-Medium vorverdinnt. Die Endkonzentration betrug somit in jedem
Testansatz 7 % (v/v). Die optimale Komplementkonzentration war zuvor in einem
Titrationsversuch ermittelt worden. Ebenso wurden auch Versuchsansatze ohne
Komplementzusatz getestet. Ein toxischer Effekt des Meerschweinchenkomplements
per se konnte durch eine Komplementkontrolle (Reaktionsansatze aus MDBK-Zellen
und Komplementverdinnung ohne Zugabe einer Serumprobe) ebenfalls zuvor

ausgeschlossen werden.

FUr den MTT-Test wurden nur die inneren 60 Vertiefungen einer Mikrotiterplatte

verwendet. Die aulleren Vertiefungen der Mikrotiterplatte wurden mit jeweils 100 pl
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NaCl-Lésung als Verdunstungsschutz beschickt. Die Inkubation der Mikrotiterplatten
erfolgte fur 48 h Stunden (37 °C, 5 Vol.% CO,, Wasserdampfsattigung).

Messung

Nach der Inkubation wurden zu jedem Ansatz 25 pyl der MTT-Stammldsung
(5 mg/ml in PBS-Puffer) pipettiert und die Mikrotiterplatte unter kontinuierlichem
Schwenken inkubiert (4 h, 37 °C). Zum Abstoppen der Reaktion durch Zerstérung der
Zellen und zum Ldsen des in wassriger Losung unldslichen Formazans wurden 100 pl
einer 10 %-igen SDS-L6sung in 0,01 N HCI in jede Vertiefung gegeben. Anschlie3end
wurde die Schwenk-Inkubation Uber Nacht fortgeflihrt. Die optische Dichte der
Reaktionsansatze wurde schlieBlich mit einem ELISA-Miktotiterplatten-Lesegerat
(Multiscan Ascent, Fa. Labsystems) gemessen, wobei die Testwellenlange 540 nm und

die Referenzwellenlange 690 nm betrug.

Auswertung

Fir jede im MTT-Test gepriifte Serumprobe wurde anhand der Messwerte die
zytotoxische Aktivitat errechnet und als Vielfaches der zu 50 % zytotoxischen Dosis je

Milliliter Serumprobe angegeben (Einheit: CDso/ml).

Zunachst wurde die absolute optische Dichte (OD,ps) eines Reaktionsansatzes
ermittelt, indem die beiden Messwerte der Doppelansatze arithmetisch gemittelt

wurden.

FUr jeden Reaktionsansatz wurde dann die relative optische Dichte (OD,y)
errechnet, die ein normalisiertes Mal} fur die Stoffwechselaktivitat der mit Serumproben
inkubierten MDBK-Zellen darstellte. Dazu wurden die absoluten optischen Dichten der
Reaktionsansatze nach folgender Formel auf die absoluten optischen Dichten der
Positiv- (ODps) und der Negativkontrolle (OD.g) in der jeweiligen Mikrotiterplatte

bezogen:
ODrel [%] = (ODaps — ODpgs) / (ODpeg — ODpos) X 100

Im nachsten Schritt wurde die relative Zellaktivitat (OD,,, Ordinate) gegen die
logo-Verdinnungsstufe (Abszisse) der betreffenden Serumprobe in einem Koordinaten-
system aufgetragen (siehe Abbildung 4A).
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Abbildung 4: Dosisabhingige Zytotoxizitat einer Serumprobe gegeniiber MDBK-
Zellen
(Ergebnisse des MTT-Tests; Beispiel mit logi-Serumverdiinnungs-
reihe)

A:  Relative Zellaktivitat (OD,) in % in Abhangigkeit von der jeweiligen logio-
Verdinnungsstufe der titrierten Serumprobe.

B: Grafische Darstellung der oben gezeigten OD,s-Werte nach logit-log-
Transformation. In die Berechnung zur Ermittlung des Schnittpunktes der
Geraden mit der x-Achse (entspricht der Serumverdinnung, bei der eine 50 %-
ige Zellaktivitat vorliegt) gehen zwei logit-log-ODabs-Werte ober- und unterhalb
des Schnittpunktes mit der x-Achse ein.
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Anschliessend wurden die ermittelten OD,,s-Werte einer logit-log-Transformation
unterzogen, um den mittleren, S-formigen Abschnitt dieser Kurve annahernd zu
begradigen (Berechnung mit ,Microsoft® Excel 2010%). Hierzu wurde als Untergrenze
(UG) die ODg,s der Positivkontrolle (ODy.s) eingesetzt, sofern alle OD.-Werte der
betreffenden Probe = 0 % lagen. War dies nicht der Fall, wurde der kleinste OD,ps-Wert
minus 0,001 als Untergrenze festgesetzt. Als Obergrenze (OG) wurde die OD,ys der
Negativkontrolle (OD,e4) eingesetzt, falls alle OD,,s einen Wert von < 100 % aufwiesen.
Traf dies nicht zu, wurde der grof3te OD,ps-Wert plus 0,001 als Obergrenze definiert.
Die logit-log-Transformation aller OD.s-Werte der Probe erfolgte nach folgender

Formel:
logit-10g-ODabs = 10g10 [(ODaps-UG) / (OG-ODeps)]

Abbildung 4B zeigt den Kurvenverlauf nach der logit-log-Transformation der
OD,ps-Werte. Im nachsten Schritt wurde anhand der ermittelten logit-log-OD,ps-Werte
derjenige Punkt der Kurve ermittelt, bei dem die relative Zellaktivitat 50 % betrug. Dies
entspricht dem Schnittpunkt der Kurve mit der x-Achse (Abbildung 4B). Zur
Berechnung der zytotoxischen Aktivitat der betreffenden Serumprobe in CDso/ml
wurden dann die zwei Messwerte oberhalb und zwei Messwerte unterhalb dieses
Schnittpunktes und die ihnen zugrundeliegenden Verdinnungsstufen herangezogen.
Es wurden nur dann weniger Messwerte in die Berechnung einbezogen, wenn Werte
innerhalb der linearisierten Kurve nicht kontinuierlich anstiegen (Editierung der logit-

log-transformierten Werte).

Mittels ,Microsoft® Excel 2010“ wurden anschlieRend die Steigung ,m“ und der y-
Achsenabschnitt ,b“ des entsprechenden Kurvenabschnittes nach den folgenden

Formeln berechnet:
Steigung m = INDEX (RGP(A:B;C:D);1)
y-Achsenabschnitt b = INDEX (RGP(A:B;C:D);2)

Dabei war A der kleinste glltige logit-log-OD,s-Wert, B der grofite gultige
logit-log-OD,ps-Wert, C der Exponent der logi-Verdinnungsstufe des kleinsten
gultigen logit-log-OD,ps-Wertes und D der Exponent der log-Verdinnungsstufe des

groéRten gultigen logit-log-OD,,s-Wertes.

Mit ,m“ und ,b“ wurde dann die zytotoxische Aktivitat in CDso/Vertiefung mit der

Formel

Zytotoxische Aktivitat [CDso/Vertiefung] = x(b/m)
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berechnet. X stellt in diesem Fall die Basis der logarithmischen Verdinnung dar,
z.B. 10 bei einer logs-Verdinnungsreihe. Dieser Schritt ermoglichte es, die log-
Verdinnungsstufe zu extrapolieren, bei der die transformierte Kurve die x-Achse

schneidet, d. h. die Zellaktivitat auf genau 50 % reduziert worden ware.

Nachfolgend wurde durch Multiplikation des errechneten Wertes mit 20 die

zytotoxische Aktivitat in CDso/ml ermittelt:

Zytotoxische Aktivitat [CDso/ml] = CDso/Vertiefung x 20

4.6 Apoptose- und Nekrosetest

Zur Untersuchung der Rinderserumproben auf eine eventuelle apoptotische
Wirkung wurde das kommerziell erhaltliche Annexin V-FITC Assay Kit (Fa. AbD

Serotec) verwendet.

Testansatz

Die Durchfuhrung des Tests folgte den Herstellerangaben. Lediglich die
Arbeitsvolumina der Binding Buffer-, der Annexin-V-FITC- und der Propidiumiodid (PI)-
Lésung wurden fur die hier beschriebenen Untersuchungen leicht verringert (statt
195 pl bzw. 200 pl wurden je 150 pl pro Vertiefung der Mikrotiterplatte verwendet). Als
Testzellen wurden MDBK-Zellen in 100 yl RPMI-1640-Medium in einer Zellzahl von
5x 10° pro Vertiefung der 96-Loch-Mikrotiterplatte mit Flachboden (Fa. Nunc) vorge-
legt. Diese Suspensionen wurden dann mit je 100 ul der verdlinnten fraglichen
Serumprobe (1:10 in Binding Buffer-Losung vorverdiinnt) vermischt. Die am Rand der
Platte gelegenen Vertiefungen wurden zum Schutz vor Austrocknung mit je 100 pl
0,89 %-ige NaCl-Lésung beschickt. Die anschlielende Inkubation dauerte 72 h bei
37 °C in einer wasserdampfgesattigten Atmosphare mit 5 Vol.% CO,. Als Positivkon-
trollen wurden MDBK-Zellen abweichend von den Herstellerempfehlungen mit 0,25 %-
iger Formaldehydl6sung inkubiert, jeweils als 72 h- und als 4 h-Ansatz. Wegen der
flichtigen Eigenschaften des Formaldehyds wurden die Testansatze mit Serumproben
und die Positivkontrollen auf verschiedenen Platten angesetzt und in getrennten
Brutschranken inkubiert. Als Negativkontrollen dienten MDBK-Zellen in RPMI-1640-
Medium ohne Serum. Nach der Inkubation wurden aus jeder Vertiefung vorsichtig
150 pl des Uberstands abgenommen und anschlieRend 150 ul Accutase®-Losung (Fa.
PAA Laboratories) hineinpipettiert, um die adharenten MDBK-Zellen zu I6sen. Daran
schloss sich eine Inkubation von 60 min bei 37 °C in einer wasserdampfgesattigten

Atmosphare mit 5Vol.% CO, an. Danach wurde der Inhalt in allen Vertiefungen
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resuspendiert und 1:1 in eine 96-Loch-Mikrotiterplatte mit V-Boden (Fa. Greiner Bio-
One) Uberflhrt. Diese Platte wurde mit 400 x g bei 20 °C flir 4 min zentrifugiert und die
Uberstande dann ausgeschlagen. Es folgte ein Waschschritt mit je 150 ul Binding
Buffer-Lésung (1:4 in A. dest. verdinnt) pro Vertiefung. Nach erneuter Zentrifugation
(400 x g, 20 °C, 4 min) und Auschlagen der Uberstande wurden die Zellen je nach
Ansatz in jeweils 150 pl Annexin-V-FITC (1:40 in Binding Buffer-Lésung verdinnt) bzw.
in jeweils 150 ul Binding Buffer-Losung resuspendiert. Nach 10-minGtiger Inkubation
bei Raumtemperatur im Dunkeln wurde erneut zentrifugiert und gewaschen. Pro
Vertiefung wurden dann 150 ul Propidiumiodid-Lésung (1:20 in Binding Buffer-Losung
verdunnt) zugegeben, die Zellen darin gut resuspendiert und die Ansatze zur Messung
im Durchflusszytometer in FACS-Rohrchen Uberfihrt, in denen jeweils 100 yl PBS-

Puffer vorgelegt waren.

Messung und Auswertung

Alle Testansatze wurden im FACSCalibur™-Gerat (Fa. Becton Dickinson)
analysiert. Dazu wurden von jedem Testansatz 15.000 Ereignisse gemessen. Zur
Analyse wurde das geratespezifische EDV-Programm ,Cell Quest Pro“ verwendet, zur
Auswertung der Daten das Programm FCS Express (Version 2, De Novo-Software,
Thornhill, Ontario, Kanada).

Bei der durchflusszytometrischen Analyse diente Annexin-V-FITC als Marker flr
apoptotische Zellen und Propidiumiodid (PI) zur Erkennung nekrotischer Zellen.
Annexin-V-FITC bindet an membranstandige Phosphatidylserine (PS) in Anwesenheit
von Ca*. PS werden in friihen Stadien der Apoptose an der Zelloberflache exprimiert,
weshalb der Nachweis dieser PS eine sehr sensitive Methode darstellt, um Apoptose
schon zu erkennen, bevor Kernveranderungen wie DNA-Briche eintreten (van
Engeland et al. 1998). Durch die FITC-Markierung des Annexins zeigen apoptische
Zellen eine grine Fluoreszenz (Emmissionsmaximum bei 525 nm), die im
Durchflusszytometer quantitativ erfasst werden kann
(http://www.fluorophores.tugraz.at). Propidiumiodid (Pl) ist ein Totfarbstoff, der die
Zellmembran lebender Zellen nicht durchdringen kann. Somit werden von PI nur tote
Zellen angefarbt (van Engeland et al. 1998). Die Verwendung von Pl
(Emmissionsmaximum bei 617 nm) als zweiten Marker dient zur Identifizierung von

nekrotischen Zellen (http://www.fluorophores.tugraz.at).

Die MDBK-Zellen wurden im Durchflusszytometer anhand der jeweiligen
Fluoreszenzintensitaten bei Lichtwellenlangen von 518 nm (Annexin-V-FITC) und von

617 nm (PI) analysiert. Lebende Zellen zeigten keine Fluoreszenz und befanden sich
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im entsprechenden Zytogramm (Abbildung 5B) im unteren linken Quadranten.
Apoptotische Zellen stellten sich als gleichzeitig Annexin-V-FITC-positive und PI-
negative Ereignisse im oberen linken Quadranten dar. Zellen in der rechten Halfte des
Zytogramms sind Pl-positiv und galten somit als nekrotisch. Dabei wurden Zellen, die
sowohl Annexin-V-FITC- als auch Pl-positiv. waren, gemafl Herstellerangaben
ebenfalls als nekrotisch eingestuft. Jede fragliche Serumprobe wurde im Doppelansatz
getestet. Um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu erreichen, wurden alle
Serumproben mit den gleichen Auswertfenstern (vorgegebenes Messlayout)
gemessen. Als Apoptose/Nekrose-Positivkontrolle wurde Formalin anstelle der
Serumprobe eingesetzt. Die Werte dieser Kontrollansatze flossen jedoch nicht in die
Auswertung anhand der Auswertfenster mit ein. Als Negativkontrolle dienten Ansatze

ohne Zugabe einer Serumprobe.

Zur Auswertung wurde fUr jeden Testansatz der Prozentsatz an apoptotischen,

nekrotischen und lebenden MDBK-Zellen berechnet.
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Vorwartsstreulicht

1 1o1| 1é 10; 1
Seitwartstreulicht

Apoptotische Zellen

Nekrotische Zellen

Annexin-V- FITC

4

Propidiumiodid
Lebende Zellen

Abbildung 5: Auswertung des Apoptose- und Nekrosetests mittels Durchfluss-
zytometrie

Fir MDBK-Zellen wurde im ersten Schritt anhand ihrer Vorwarts (FSC)- und
Seitwartstreulicht (SSC)-Werte ein spezifisches Auswertfenster R1 definiert [A].

Dieses Fenster war die Grundlage daflir, um im nachsten Schritt die in R1 gelegenen
Zellen anhand der jeweiligen Fluoreszenzintensitaten des Annexin-V-FITC und des PI
zu analysieren [B]: Lebende Zellen zeigen keine Fluoreszenz und befinden sich im
unteren linken Quadranten, apoptotische Zellen sind Annexin-V-FITC-positiv und
stellen sich im oberen linken Quadranten dar. Zellen in der rechten Bildhalfte sind PI-
positiv und somit nekrotisch. Zellen mit einer doppelt-positiven Fluoreszenz, die also
sowohl Annexin-V-FITC- als auch Pl-positiv waren, wurden gemal Herstellerangaben
als nekrotisch interpretiert.
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4.7 Phagozytosetest

471 Isolierung der mononuklearen Leukozyten aus peripher

entnommenen Blutproben (PBMC)

Das zur Gewinnung von Makrophagen (Mg@) genutzte Blut stammte von
Milchkihen aus der Klinik fur Wiederkauer und Schweine der JLU Gielden. Die im
Ergebnisteil dargestellten Versuchsergebnisse wurden mit Zellen aus dem Blut von
einer Kuh der Rasse Deutsch-Holstein Rotbunt (OM-Nr. DE 05 80350271, Geb.-Datum
21.07.2006) generiert. Die Kiuhe waren zum Zeitpunkt der Blutentnahme in Laktation,
vorberichtlich unaufféllig und zeigten ein ungestortes Allgemeinbefinden. Das Blut
wurde nach Stauung der Vena jugularis mittels einer Staukette unter sterilen
Bedingungen entnommen. Zur Punktion der Vene wurde eine sterile Strauf3kanule zur
einmaligen Verwendung mit 1,8 mm Durchmesser (Fa. Medigro) verwendet. Die
Kanule wurde mittels eines Adapters mit einem Silikonschlauch verbunden, an dessen
anderem Ende eine Stahlkantle befestigt war. Diese wurde durch den Silikondeckel
einer 500 ml Glasflasche (Fa. Schott), in der sich als Antikoagulans 80 ml Zitrat (3,8 %)
befand, gestochen. Es wurden ca. 400 ml Blut unter standigem Schwenken der
Flasche aufgefangen. Zur Entliftung der Flasche wurde eine weitere Kanile durch den

Silikondeckel der Flasche gestochen.

Nach der Entnahme wurde das Blut innerhalb von max. 30 min ins Labor
verbracht. Dort wurden unter einer Sterilbank jeweils 40 ml Blut in ein steriles 50 ml-
Roéhrchen (Fa. Greiner Bio-One) Uberflhrt. Es folgte eine Zentrifugation (Kuhlzentrifuge
4K15C, Rotor 11350, Fa. Sigma) mit 2.380 x g fur 20 min bei Raumtemperatur

(ungebremster Auslauf).

Im Anschluss wurde ca. ein Drittel des Plasmas verworfen und der Buffy coat
mittels 5 ml Glaspipette entnommen. Dabei wurde pro 50 ml-Réhrchen ein Volumen
von ca. 2 bis maximal 5 ml gewonnen und in ein neues 50 mI-Réhrchen Uberfuhrt. Der
Buffy coat von jeweils 2 Réhrchen wurde so in einem Ro&hrchen vereinigt.
AnschlieBend wurde mit PBS/EDTA auf 45 ml aufgefillt und zentrifugiert (800 x g, RT,
ungebremster Auslauf). Zum Waschen wurde der Uberstand bis zur 10 ml-Markierung
vorsichtig abgenommen, der verbliebene Rest resuspendiert und das Réhrchen wieder
bis 45 ml mit PBS/EDTA aufgefullt und erneut zentrifugiert (800 x g, RT, ungebremster

Auslauf). Insgesamt wurde dieser Waschschritt dreimal durchgefihrt.
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Nach dem letzten Waschschritt wurde wiederum vorsichtig der Uberstand bis zur
10 ml-Markierung entfernt, das Pellet resuspendiert, mit Erythrozytenlysepuffer auf
45 ml aufgeflllt und fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliel3end folgte eine
weitere Zentrifugation mit 300 x g, bei 4 °C fur 10 min mit Bremse. Der Uberstand
wurde dekantiert, das Pellet in 45 ml PBS/EDTA resuspendiert und wiederum
zentrifugiert (300 x g; 4 °C; 10 min). Dieser Waschschritt wurde insgesamt dreimal
durchgefihrt. Danach wurde das Pellet in 25 ml PBS/EDTA resuspendiert und mittels
einer Glaspipette vorsichtig auf 20 ml Ficoll Histopaque® (Fa. GE Healthcare)
aufgeschichtet. Die anschlieRende Zentrifugation wurde bei Raumtemperatur mit

800 x g fir 45 min ohne Bremse durchgefunhrt.

AnschlieRend wurde ca. ein Drittel des Uberstandes entfernt und die Interphase,
in der sich die mononuklearen Zellen angereichert hatten, vorsichtig entnommen und in
ein neues 50 ml Réhrchen (Fa. Greiner Bio-One) Uberfihrt. Jedes Réhrchen wurde mit
PBS-Puffer auf 45 ml aufgeflllt und bei 600 xg, 4 °C flr 8 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde dekantiert und die Pellets aus 2 Réhrchen zusammen in 10 ml PBS
resuspendiert und das Volumen dieser Suspension mit PBS auf 45 ml aufgeflillt. Die
nachfolgende Zentrifugation wurde mit 300 xg bei 4 °C fur 10 min durchgefihrt.
Wiederum wurde der Uberstand dekantiert und die Pellets aus 2 Réhrchen zusammen
in 5 ml PBS resuspendiert und das Volumen dieser Suspension mit PBS auf 20 ml
aufgeflllt. Zentrifugiert wurde abermals mit 300 x g bei 4 °C fir 10 min. Nach dem
Dekantieren aller Uberstdnde wurden alle Pellets in 10 ml PBS vereinigt und ein
Aliquot fur die Zellzahlung entnommen. Wahrend dem letzten Zentrifugationsschritt
(300 x g, 4 °C, 10 min) wurde eine Zellzahlung in der Neubauer-Zahlkammer in der

Verdinnung 1:20 in Trypanblau durchgefihrt.

4.7.2 Generierung von Mg-Kulturen

Nach der Isolierung aus dem Blut wurden die PBMC zunachst in 1 ml
Anzuchtmedium resuspendiert. Die Zellzahl wurde dann auf 4 x 10%/ml eingestellt und
je 25 ml dieser Zellsuspension mit einer 30 ml-Spritze in einen Teflonbeutel (VuelLife®
Zellkulturbeutel, Fa. Stdlaborbedarf) gefiillt. Somit enthielt jeder Beutel 1 x 10° Zellen
in 25 ml Anzuchtmedium. Im Anschluss wurden die Beutel verschlossen, mit 75 %-
igem Ethanol eingespriht, abgewischt und im Brutschrank bei 37 °C und 5 Vol.% CO,
fir 7 Tage inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Beutel aus dem
Brutschrank entnommen und fir 20 min bei 4 °C aufbewahrt, um die Zellen von der

Beutelwand zu l6sen. AnschlieRend wurden die Beutel unter der Sterilbank vorsichtig
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von beiden Seiten beklopft und mit einer 60 ml-Spritze die Zellsuspension in ein 50 ml-
Roéhrchen (Fa. Greiner Bio-One) Uberfihrt. Dann wurden die Beutel zweimal mit
gekuhltem PBS-Puffer gespdlt und die Spulflissigkeit in das Réhrchen zugegeben.
Nach zweimaligem Waschen mit PBS und anschlieBender Zentrifugation (300 x g,
Raumtemperatur, 10 min, Bremsstufe 9) wurden alle Pellets vereinigt und in 1 ml Mg-

Kultivierungsmedium resuspendiert.

Nach der Zellzdhlung in der Neubauer-Zahlkammer, wobei nur grof3e, granulierte
Zellen gezahlt wurden, erfolgte die Aussaat von ca. 2 x 10° der groRen granulierten
Zellen in 4 ml Mg-Kultivierungsmedium in sterilen 60 mm?-Plastikpetrischalen (Fa.
Greiner Bio-One), gefolgt von einer Inkubation bei 37 °C und 5 Vol.% CO, Uber Nacht
(18 h). Nach Ablauf dieser Inkubationszeit wurde die Adharenz der Makrophagen am
Gefalboden mikroskopisch kontrolliert. AnschlieRend wurde der lymphozytenhaltige
Uberstand abgenommen und verworfen. Um die angehefteten Makrophagen
abzulésen, wurden die Petrischalen mit je 3 ml 0,89 %-iger NaCl-Lésung gespult,mit
3 ml Accutase® (Fa. PAA Laboratories) beschickt und inkubiert (20 min, 37 °C,
5 Vol.% CO,). Nach mikroskopischer Kontrolle auf Abldsung der Zellen, erkennbar an
ihrer deutlichen Abrundung, wurden alle Uberstande in ein 50 ml-Réhrchen (Fa.
Greiner Bio-One) Uberfuhrt. Alle Petrischalen wurden mit je 3 ml 0,89 %iger NaCl-
Lésung gespllt und die Splllésung wurde ebenfalls in das Roéhrchen gegeben. Es
folgte eine Zentrifugation mit 202 x g bei 20 °C fir 7 min. Das enstandene Zellpellet
wurde in 1 ml Mg-Kultivierungsmedium resuspendiert. Von dieser Zellsuspension
wurden 20 pl fur die Zellzahlung in der Neubauer-Zahlkammer entnommen. Anhand
des Ergebnisses der Zellzahlung wurde die fir die weiteren Versuche bendtigte

Makrophagen-Zellzahl eingestellt.

4.7.3 Identifizierung von Makrophagen anhand spezifischer

Oberflachenantigene

Um zu sichern, dass es sich bei den isolierten und kultivierten Zellen wirklich um
Makrophagen handelt, wurden sie mittels Durchflusszytometrie auf die Anwesenheit
spezifischer Oberflachenantigene gepruft. Die Prufung erfolgte jeweils im Doppel-
ansatz, dessen Messwerte spater gemittelt wurden. Zur Durchfihrung des Tests
wurden die fraglichen Zellen nach der ,Ernte“ aus den 60 mm?-Plastikpetrischalen (Fa.
Greiner Bio-One) (siehe Generierung von Mg-Kulturen) verwendet. Es wurden
2 x 10° Makrophagen in Mg-Kultivierungsmedium pro Vertiefung in eine 96-Loch-Mikro-

titerplatte (V-Form) eingesetzt und bei 400 x g fir 4 min bei 4 °C zentrifugiert. Der
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Uberstand wurde verworfen. Nach Zugabe von 50 pl Primar-Antikdrperlésung mit
Maus-anti-Rind-CD14 pro Vertiefung (Gebrauchsverdinnung siehe Tabelle 3,

verdunnt in Mg-Kultivierungsmedium), wurde die Platte flr 30 min auf Eis inkubiert.

Nach der Inkubation wurden die Zellen erneut mit Medium gewaschen (400 x g,
4 min, 4°C). Als Sekundarantikérper wurde ein Ziege-anti-Maus-IgG;-APC
(Gebrauchsverdinnung siehe Tabelle 3) verwendet. Die Inkubation erfolgte flr 30 min
auf Eis. Nach Zentrifugation, Waschschritt und erneuter Zentrifugation wurden die
Zellpellets jeweils in 50 pl PBS resuspendiert und in FACS-Testrohrchen, in die bereits
jeweils 150 yl PBS vorgelegt worden waren, Uberfuhrt und der Messung am
FACSCalibur™-Durchflusszytometer (Fa. Becton Dickinson) zugefuhrt.

474 Testansatz

Als Zielzellen fur die Phagozytose durch die Makrophagen wurden BL-3-Zellen
verwendet. Diese wurden zuvor mit dem Lebendfarbstoff CFSE (5-,6-Carboxy-
fluorescein-diacetat-succinimidylester, Fa. Enzo Life Sciences) in einer Endkonzentra-
tion von 5 uM angefarbt. Wegen der Lichtempfindlichkeit des Farbstoffs wurden alle
Arbeitsschritte moglichst ohne Lichteinstrahlung durchgefiihrt (abgedunkelter Raum,
das Licht der Sicherheitswerkbank wurde ausgeschaltet, Lagerung des Farbstoffs und
Inkubation der Testansatze bei Dunkelheit). Die BL-3-Zellen wurden im Verhaltnis 2:1

zu der Anzahl Makrophagen verwendet.

Farbung der Zielzellen

Die BL-3-Zellen wurden in BL-3-Medium suspendiert. Von dieser Zellsuspension
wurde ein 10 ml-Aliquot in eine Petrischale (92 x 16 mm, Fa. Nerbe Plus) pipettiert und
mit 10 ul CFSE (Konzentration der Stammlésung 2,8 ug/ml, 5 mM) durch Schwenken
durchmischt und inkubiert (5 Vol.% CO,, 30 min). Nach der Inkubation wurde die
Zellsuspension in ein 50 ml-Réhrchen Uberfluhrt und die Petrischale mit 5 ml BL-3-
Medium gespult. Die Spilflissigkeit wurde ebenfalls in das Réhrchen gegeben und
dieses dann zentrifugiert (202 x g, RT, 7 min). Das entstandene Zellpellet wurde in BL-
3-Medium resuspendiert, in Volumina a 8 ml auf mehrere Petrischalen entsprechend
der Gesamtzellzahl aufgeteilt und inkubiert (37 °C, 5 Vol.% CO,, 18 h). Am folgenden
Tag wurden die BL-3-Suspensionen aus den Schalen in einem 50 mI-Réhrchen wieder
zusammengefuhrt. Nach Zentrifugation (202 x g, 20 °C, 7 min) wurde das Pellet in 2 ml

BL-3-Medium resuspendiert und eine Zellzdhlung durchgeflhrt.
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Inkubation der Zielzellen mit den Serumproben

Zur Koinkubation mit den Serumproben wurden die in BL-3-Medium
suspendierten BL-3-Zellen (4 x 10° Zellen pro Vertiefung) in die Vertiefungen einer 96-
Loch-Mikrotiterplatte mit Flachboden vorgelegt, mit den fraglichen Serumproben
(Endkonzentration im Testansatz entsprach der Serumverdiinnung 1:10) vermischt und
fur 45 min bei 37 °C und 5 Vol.% CO, inkubiert.

Inkubation der Zielzellen mit den Makrophagen

In die Vertiefungen einer 96-Loch-Mikrotiterplatte (Flachboden) wurden jeweils
2 x 10° in Mg-Kultivierungsmedium suspendierte Makrophagen vorgelegt und bei 37 °C
inkubiert, bis die Inkubation der BL-3-Zellen mit den Serumproben abgeschlossen war
und die Zielzellen somit vorbereitet waren. Die vorbereiteten BL-3-Zellsuspensionen
wurden dann zu den vorgelegten Makrophagen hinzupipettiert. Es folgte eine
Inkubation bei 37 °C und 5 Vol.% CO, fur 4 h oder 18 h.

Durchflusszytometrische Analyse

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde aus jeder Vertiefung der 96-Loch-Mikro-
titerplatte ein 150 pl-Aliquot des Inhalts/Uberstands abgenommen und in die Vertiefun-
gen einer ,DFZM-Platte” (96-Loch-Mikrotiterplatte; V-Form; Fa. Greiner Bio-One)
Uberfuhrt. Diese DFZM-Platte wurde bei 400 x g fir 4 min bei 20 °C zentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Nun wurde der restliche Inhalt der Phagozytoseansétze in
die DFZM-Platte Uberfuhrt. Um die in der Zellkulturplatte verbliebenen, angehefteten
Makrophagen abzulésen, wurden sie mit Accutase inkubiert (100 pl/Vertiefung; 37 °C,
5 Vol.% CO,., 30 min). Gegen Ende der Inkubationszeit wurde die DFZM-Platte bei
400 x g fiir 4 min bei 20 °C zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurden die abgeldsten Makrophagen in der Accutase-Lésung gut
resuspendiert und zu den entsprechenden Vertiefungen der DFZM-Platte hinzugege-
ben. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellpellets jeweils in 50 yl PBS
resuspendiert und in DFZM-Testréhrchen, in die bereits jeweils 150 ul PBS vorgelegt

worden waren, Uberfihrt. AnschlieRend erfolgte die durchflusszytometrische Messung.

4.7.5 Auswertung

Alle Testansatze wurden im FACSCalibur™-Gerat (Fa. Becton Dickinson)

analysiert. Zur Analyse wurde das geratespezifische EDV-Programm ,Cell Quest Pro®
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verwendet, zur Auswertung der Daten das Programm FCS Express (Version 2, De

Novo-Software, Thornhill, Ontario, Kanada).

Zuerst wurden die Zellpopulationen der Makrophagen und BL-3-Zellen anhand
ihrer unterschiedlichen Seitwartslichtstreuung (Maly fir die Zellgranularitat) und
Vorwartslichtstreuung (Mal3 fir die Zellgrofie) getrennt dargestellt. Fur die
Makrophagen wurde das elektronische Auswertfenster R1 eingerichtet. Die kleineren
BL-3-Zellen befanden sich im Auswertfenster R2 (Abbildung 6A). Vom
Durchflusszytometer wurden je Probe soviele Partikel vermessen, bis 15.000

Ereignisse im Makrophagen-Auswertfenster R1 gezahlt worden waren.

In weiteren Schritten wurde die Zellpopulation im Auswertfenster R1
(Makrophagen) auf die Anzahl an CFSE-positiven Ereignissen hin ausgewertet
(Abbildung 6A). Wahrend der Phagozytose nehmen die ungefarbten Makrophagen
die CFSE-positiven BL-3-Zellen auf und sind dann selbst CFSE-positiv, weshalb es zu

einer Zunahme an CFSE-positiven Ereignissen in R1 kommen sollte.

Die Zellpopulation im Auswertfenster R2 fir BL-3-Zellen wurde ebenfalls
bezlglich der Anzahl an CFSE-positiven Ereignissen ausgewertet (Abbildung 6B). Bei
erfolgter Phagozytose der BL-3-Zellen durch die Makrophagen sollte die Anzahl an

CFSE-positiven Ergeignissen in R2 abnehmen.
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Abbildung 6: Auswert- und Analysestrategie bei der Auswertung des
Phagozytose-Tests

Fir die Makrophagen und BL-3-Zellen wurden im ersten Schritt anhand ihrer
unterschiedlichen Vorwarts (FSC)- und Seitwartstreulicht (SSC)-Werte spezifische
elektronische Auswertfenster eingerichtet. Fir die Makrophagen wurde das
Auswertfenster R1 und fur die kleineren BL-3-Zellen das Fenster R2 erstellt.

A Im zweiten Schritt wurde in der Zellpopulation von R1 der Anteil der CFSE-positiven
Zellen ermittelt. Wenn die ungefarbten Makrophagen die CFSE-positiven BL-3-
Zellen durch Phagozytose aufnehmen, werden sie selbst CFSE-positiv, weshalb die
Anzahl an CFSE-positiven Zellen in R1 zunehmen sollte.

B In der Zellpopulation im Auswertfenster R2 wurde ebenfalls der Anteil an CFSE-
positiven Zellen bestimmt. Bei Phagozytose der BL-3-Zellen durch die Makrophagen
sollte die Anzahl an CFSE-positiven Zellen in R2 abnehmen.
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5 Statistische Auswertung

Die statistischen Auswertungen wurden mit dem Programm ,SPSS for Windows"
(Version 9.0, Fa. SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA) durchgeflihrt. Die berechneten
Irtumswahrscheinlichkeiten (p) galten bei p < 0,05 als signifikant. Die Signifikanzen

wurden wie folgt kodiert und interpretiert:

p > 0,05: n.s. = nicht signifikant; wird nicht dargestellt
0,01 < p=<0,05: * = schwach signifikant;
0,001 < p=<0,01: ** = signifikant;

p <0,001: i = hoch signifikant.

Fir die ermittelten Messwerte wurden gruppenspezifisch die Kennwerte Mini-
mum, 1. Quartil, Median, 3. Quartil und Maximum ermittelt und grafisch in Form von
Box-Whisker-Plots (Syn. Kastengrafik) dargestellt. Welche Kennwerte aus diesen Plots
ablesbar sind, ist in der Abbildung 7 dargestellt. Die Korrelationsgrafiken wurden mit

dem Programm Microsoft Excel (Version 2010) erstellt.

100
+
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Abbildung 7: Ablesbare Kennwerte in den Box-Whisker-Plots.

Die Box spannt sich vom 25 %-Quartil bis zum 75 %-Quartil auf, in ihr ist der Median
durch einen Querstrich markiert. Auf3erhalb der Boxen spannen sich nach oben und
unten die Whiskers zum Minimum bzw. Maximum der Datenreihe. Extremwerte sind
mit einem Kreis, Ausrei3er mit einem Plus gekennzeichnet.
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6 Verbrauchsmaterial und Losungen

Das in dieser Arbeit verwendete Laborverbrauchsmaterial und die eingesetzten

Lésungen sind im Anhang aufgelistet.
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IV Ergebnisse

1 Korrelation zwischen den mit DFZM-Allo-AK-

Tests ermittelten Alloantikorpertitern

In der vorliegenden Arbeit wurden Allo-AK in den Serumproben von Rindern mit
einem Serumlangsamagglutinationstest sowie mit neuartigen, auf der Durchfluss-
zytometrie basierenden Bindungstests (Allo-AK-Tests) quantifiziert. In Fortentwicklung
der von Bridger et al. (2011) publizierten Methodik wurden hierzu insgesamt
4 verschiedene DFZM-Allo-AK-Tests etabliert, die sich durch den als Testantigen
verwendeten Zelltyp voneinander unterschieden. Dabei wurden mit dem sog. DFZM-
Allo-AK ko-Test bereits drei verschiedene Allo-AK-Titer ermittelt, je nachdem welche
Leukozytenpopulation bei der Auswertung betrachtet wurde: DFZM-Allo-AKLympho-,
DFZM-Allo-AKyono- und DFZM-Allo-AKgranuo-Titer. In weiteren Varianten des Tests
dienten Thrombozyten bzw. Zellen der Zellinien BL-3 und MDBK als Testantigene
(DFZM-Allo-AKthombo-, DFZM-Allo-AKg 3-, DFZM-Allo-AKypek-Titer). In  eigenen
Versuchsreihen sollte zunachst der Frage nachgegangen, inwieweit die Allo-AK-Titer,
die mit diesen verschiedenen bovinen Testantigenen ermittelt wurden, miteinander

korrelieren.

1.1 Korrelation bei Verwendung von Leukozyten aus

verschiedenen Spenderkalbern

Die Leukozyten und Thrombozyten mussten zur Verwendung als Testantigene immer
wieder frisch aus Blutproben von Spenderkalbern isoliert und aufbereitet werden.
Dabei wurden flr eine Testreihe nur die Zellen eines einzigen Kalbes verwendet. Aus
Grunden des Tierschutzes und des Alterns der Kalber kamen in unterschiedlichen
Testreihen aber auch Zellen verschiedener Spenderkalber zum Einsatz. Deshalb stellte
sich die Frage, ob die Herkunft der Zellen einen prinzipiellen Einfluss auf die ermittelten
Allo-AK-Titer hatte.

Um dies zu prufen, wurden Leukozyten aus Blutproben von zwei verschiedenen
Spenderkalbern (Spenderkédlber 2 und 3) gewonnen und als Testzellen verwendet
(Tabelle 2). Beide Spenderkalber stammten aus einem Betrieb, der keine Impfung
gegen BVDV durchgefihrt hatte und nach BVDV-Verordnung als BVDV-unverdachtig

galt. Mit den isolierten Leukozyten beider Kalber wurde dann parallel mittels DFZM-
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Allo-AK o ko-Test versucht, in 166 Serumproben Allo-AK nachzuweisen. Die hierzu
verwendeten Serumproben stammten von weiblichen Rindern in den beiden Preg-
sure® BVD-Impfbetrieben (Tabelle 1), da es nur in diesen Betrieben Rinder mit
hoheren Allo-AK-Titern gab. In der vergleichenden Analyse wurden die mit Zellen von
Kalb 2 gemessenen Titer mit den an Kalb 3 gemessenen Titern korreliert, wobei die
Korrelation getrennt nach Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten vorgenommen

wurde.

Wie aus der Abbildung 8 ersichtlich ist, korrelierten am besten die mit den
Lymphozyten ermittelten Allo-AK-Titer (r = 0,92). Auch mit den Monozyten der beiden
Spenderkalber konnten gut reproduzierbare Allo-AK-Titer gemessen werden, der
Korrelationskeffizient betrug r = 0,86. Zwischen den mit Granulozyten gemessenen

Allo-AK-Titern bestand mit r = 0,67 die geringste Ubereinstimmung.
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1141 Korrelation bei Verwendung von Leukozyten sowie BL-3- und
MDBK-Zellen

In einer weiteren Testreihe wurde der Frage nachgegangen, ob mit Zellen der
bovinen Zellinien BL-3 und MDBK im DFZM-Allo-AK-Test ebenfalls Allo-AK
nachgewiesen werden kdnnen und ob die mit diesen Testantigenen ermittelten Titer
mit denen Kkorrelieren, die mit Leukozyten aus dem peripheren Blut gemessen werden.
Fur diese Untersuchung wurden abermals die 166 Serumproben von Rindern in den
beiden Pregsure® BVD-Impfbetrieben (Tabelle 1) verwendet. Die Leukozyten und

Thrombozyten stammten hierbei aus Blutproben von Spenderkalb 3.

Die Ergebnisse der Korrelationsanalyse sind in der Tabelle 4 zusammengefasst.
Vor allem die mit Lymphozyten und Monozyten ermittelten Allo-AK-Titer korrelierten
sehr stark miteinander (r=0,95). Aber auch zwischen den anderen Blutzellen
(Leukozyten, Thrombozyten) bestanden starke Korrelationen mit Koeffizienten
zwischen 0,78 und 0,88.

Die mit den BL-3- und MDBK-Zellen ermittelten Allo-AK-Titer korrelierten in
hohem Male miteinander (r = 0,91) und sie stimmten etwas schwacher, aber immer
noch gut mit den an Lymphozyten gemessenen Allo-AK-Titern Uberein (BL-3-Zellen,
r =0,82; MDBK-Zellen, r = 0,83).
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Tabelle 4: Korrelationskoeffizienten fiir den Vergleich von Allo-AK-Titern, die mit
verschiedenen Testzellen ermittelt wurden

(Ergebnisse des DFZM-Allo-AK-Tests)

Korrelationskoeffizient

Verwendete | ympho- Granulo- Mono- Thrombo- BL-3- MDBK-

Testzellen zyten* zyten*  zyten*  zyten*  Zellen Zellen
Lymphozyten* = 0,84 0,95 0,88 0,82 0,83
Granulozyten*® 0,84 = 0,81 0,78 0,70 0,70

Monozyten* 0,95 0,86 = 0,82 0,81 0,80
Thrombozyten* 0,88 0,81 0,82 = 0,76 0,76

BL-3- Zellen 0,82 0,70 0,81 0,76 = 0,91
MDBK- Zellen 0,83 0,70 0,80 0,76 0,91 =

* Testzellen isoliert von Spenderkalb 3

Die Beurteilung der Korrelationskoeffizienten wurde nach folgender Einteilung vorgenommen:
Sehr gute bis gute Korrelation: 1,0 bis 0,75

mittlere Korrelation: 0,75 bis 0,5

schlechte bis keine Korrelation: 0,5 bis 0

1.2 Gegenuberstellung der im Serumlangsam-
agglutinationstest und im DFZM-Allo-AK-Test

erzielten Titer

Der in dieser Arbeit verwendete Serumlangsamagglutinationstest (SLA-Test)
wurde entwickelt, nachdem in den Vorversuchen zur Etablierung des MTT-Tests ein
interessantes Phanomen beobachtet worden war. So zeigte sich bei der Inkubation von
BL-3-Zellen mit Serumproben bei 37 °C fir 24 h, dass Allo-AK-positive Seren die BL-3-
Zellen verklumpten, was zur Bildung von sowohl mikro- als auch makroskopisch
sichtbaren Agglutinaten flhrte. Dieses Phanomen lieR sich mit weiteren Serumproben
reproduzieren und fuhrte schlieRlich zur Etablierung des sogenannten Serumlangsam-

agglutinationstests (SLA-Test).

Zur Evaluierung des SLA-Tests wurden die Agglutinationstiter von 86 Serum-
proben aus den beiden PregSure® BVD-Impfbetrieben mit den entsprechenden DFZM-
Allo-AK-Titern verglichen (Tabelle 5). Die im SLA-Test bestimmten Titer korrelierten
am starksten mit den DFZM-Allo-AKg_3-Titern (r = 0,89) und den DFZM-Allo-AKypek-
Titern (r=0,84). Gute Ubereinstimmung bestand auch mit den DFZM-Allo-AK | ympho-



96 IV Ergebnisse

und den DFZM-Allo-AKyono-Titern (r = 0,81 bzw. r = 0,80). Weniger gut korrelierten die
SLA-Titer mit den Werten im DFZM-Allo-AKganuo-Test (r = 0,60) und im DFZM-Allo-
AKThrombo-TeSt (r = 0,68)

Tabelle 5: Korrelationskoeffizienten fiir den Vergleich von Allo-AK-Titern, die mit
verschiedenen Testzellen ermittelt wurden, und den SLA-Titern

Korrelationskoeffizient

Verwendete | ympho- Granulo- Mono- Thrombo- BL-3- MDBK- SLA-
Testzellen zyten* zyten*  zyten* zyten* Zellen Zellen Titer

SLA- Titer 0,81 0,60 0,80 0,68 0,89 0,84 =

*Testzellen isoliert von Spenderkalb 3
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2 Vorkommen von Alloantikorpern bei Kiihen

mit unterschiedlichem BVDV-Impfstatus

21 Alloantikorper in Serumproben
211 Ergebnisse im DFZM-Allo-AK-Test
2111 Vergleich von 6 Betrieben mit unterschiedlichem BVDV-Impfstatus

Mit dem DFZM-Allo-AK euo-Test und dem DFZM-Allo-AKthompo- T €St wurden 316
Serumproben aus 6 verschiedenen rinderhaltenden Betrieben (siehe Tabelle 1) auf
Allo-AK untersucht. Um die Rolle des Impfstoffes PregSure® BVD zu beleuchten,
unterschieden sich die Betriebe hinsichtlich des Einsatzes von BVDV-Impfstoffen
voneinander (,BVDV-Impfstatus®). Im DFZM-Allo-AK e~ Test wurden die Titer getrennt
nach Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten erfasst (Abbildung 9 A-D). Die
Leukozyten und Thrombozyten fir diese Testreihe stammten aus Blutproben von
Spenderkalb 3.

Unabhangig von den betrachteten Testzellen waren die Allo-AK-Titer in den beiden
PregSure® BVD-Impfbetrieben A und B im Mittel hoch signifikant héher als in dem
Bovilis® BVD-MD-Impfbetrieb C und im Bovidec®-Impfbetriecb D sowie den beiden
Kontrollbetrieben E und F (p 0,001, Nemenyi-Test fur paarweisen Vergleich). Die
hochsten Titer wurden beobachtet, wenn Lymphozyten als Testzellen dienten. Mit
Lymphozyten bzw. Monozyten als Testzellen waren auch die Titer im Bovidec®-
Impfbetrieb D durchschnittlich hoch signifikant héher als im Bovilis® BVD-MD-
Impfbetrieb C (p < 0,001). Auch in den DFZM-Allo-AKrhombo-Titern unterschieden sich
die beiden PregSure® BVD-Impfbetriebe hoch signifikant (p < 0,001) von allen anderen

Betrieben.

Neben Blutleukozyten und -thrombozyten wurden auch die BL-3- und MDBK-
Zellen als Testzellen zur Allo-AK-Titer-Bestimmung verwendet. Mit beiden Zelllinien
zeigten die Kiuhe aus den beiden PregSure® BVD-Impfbetrieben im Durchschnitt hoch
signifikant (p < 0,001) bzw. signifikant (p < 0,01) hdhere Allo-AK-Titer als die Kiihe aus
den anderen Betrieben (Abbildung 10). Die Bovidec®-geimpften Kihe (Betrieb D)
wiesen im Vergleich zu den Bovilis® BVYD-MD-geimpften Kihen (Betrieb C) und den
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ungeimpften Kontrollkiihen (Betriebe E und F) im Mittel hoch signifikant (p < 0,001)
hohere DFZM-Allo-AKypek-Titer auf.

Allo-AK-Titer Testzellen: Lymphozyten A
100
[ l |
10
+ +
8 ;
) l
0 -
Betriehe A+B Betrieb C Betrieb D Betriebe E+F
n= 118+438 50 50 25425
Allo-AK-Titer Testzellen: Monozyten B
100 -
l l l
|
l
10 N ok
.
o 8 5
- l
0
T L) T L]
Betriehe A+B Betrieb C Betrieb D Betriebe E+F
n= 118+438 50 50 25+25

(Fortsetzung der Abbildung und Erlauterungen siehe nachste Seite)
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Allo-AK-Titer Testzellen: Granulozyten C
100 -
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Betriehe A+B Betrieb C Betrieb D Betriebe E+F
n= 118+48 50 50 25+25
Allo-AK-Titer Testzellen: Thrombozyten D
100
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Betriehe A+B Betrieb C Betrieb D Betriebe E+F
n= 118+48 50 50 25425

Abbildung 9: Alloantikoérper in Serumproben von Kiihen in 6 rinderhaltenden

Betrieben mit unterschiedlichem BVDV-Impfstatus

Ergebnisse der DFZM-Allo-AK-Tests in der Box-Whisker-Plot-Darstellung. Allo-AK-Titer
wurden mit Leukozyten [Lymphozyten (A), Monozyten (B), Granulozyten (C)] und
Thrombozyten [D] in Serumproben von Kiihen aus 2 PregSure® BVD-Impfbetrieben A
und B, einem Bovilis® BVD-MD-Impfbetrieb C, einem Bovidec®-Impfbetrieb D und 2
Kontrollbetrieben E und F (BVDV-unverdachtig, ohne Impfung gegen BVDV) bestimmt.
Nemenyi-Test flr paarweisen Vergleich: *** p < 0,001
O Extremwerte; + Ausreilder; n = Anzahl der Serumproben
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Allo-AK-Titer Testzellen: BL-3-Zellen A
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Allo-AK-Titer Testzellen: MDBK-Zellen B
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Abbildung 10: Alloantikorper in Serumproben von Kiihen in 6 rinderhaltenden
Betrieben mit unterschiedlichem BVDV-Impfstatus.

Ergebnisse der DFZM-Allo-AK-Tests in der Box-Whisker-Plot-Darstellung. Allo-AK-Titer
wurden mit BL-3-Zellen [A] und MDBK-Zellen [B] in Serumproben von Kihen aus 2
PregSure® BVD-Impfbetrieben A und B, einem Bovilis® BVD-MD-Impfbetrieb C, einem
Bovidec®-Impfbetrieb D und 2 Kontrollbetrieben E und F (BVDV-unverdachtig, ohne
Impfung gegen BVDV) bestimmt.

Nemenyi-Test fur paarweisen Vergleich: *** p < 0,001, ** p < 0,01

O Extremwerte; + Ausreilder; n = Anzahl der Serumproben
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211.2 Alloantikorper bei PregSure® BVD-geimpften Kiihen: Vergleich von
BNP-Muttertieren und Nicht-BNP-Muttertieren

Eine weitere Frage war, ob unter den mit PregSure® BVD-geimpften Kihen die
BNP-Muttertiere hohere Konzentrationen an Allo-AK in ihrem Blut aufwiesen, als Kiihe,
die BNP-unverdachtig waren. Von den insgesamt 166 Kihen aus den Preg-
Sure® BVD-Impfbetrieben A und B hatten 27 Kilhe BNP-Kalber zur Welt gebracht.
Davon befanden sich 24 BNP-Mutter in Betrieb A und 3 BNP-Mutter in Betrieb B. Fir
die Analyse wurden die mit den DFZM-Allo-AK-Tests ermittelten Titer dieser Kiihe mit
den Titern der anderen PregSure® BVD-geimpften Kihe im Alter von Uber 2 Jahren

(n = 130) verglichen.

Die Untersuchung ergab, dass sich die Wertebereiche der BNP-Mutter und der
Nicht-BNP-Mutter meist weit Uberlappten, die Allo-AK-Titer im Mittel bei den BNP-
Muttern aber hoch signifikant (p < 0,001) héher waren als bei den Nicht-BNP-Muttern.
Dieser signifkante Unterschied war unabhangig davon, ob Leukozyten (Lymphozyten,
Monozyten, Granulozyten), Thrombozyten (Abbildung 11) oder BL-3- oder MDBK-

Zellen (Abbildung 12) als Testantigen verwendet wurden.



102 IV Ergebnisse

Allo-AK-Titer Testzellen: Lymphozyten Allo-AK-Titer Testzellen: Monozyten
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Allo-AK-Titer Testzellen: Granulozyten Allo-AK-Titer Testzellen: Thrombozyten
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Nicht-BNP-Miitter >2 Jahre BNP-Miitter Nicht-BNP-Miitter >2Jahre BNP-Miitter
n= 130 27 n= 130 27

Abbildung 11: Allo-AK-Titer von BNP-Miittern und Nicht-BNP-Miittern in den
beiden PregSure® BVD-Impfbetrieben A und B.

Ergebnisse der DFZM-Allo-AK-Tests in der Box-Whisker-Plot-Darstellung. Allo-AK-Titer
wurden mit Lymphozyten [A], Monozyten [B], Granulozyten [C] und Thrombozyten [D]
in Serumproben von Kihen bestimmt, die mindestens 1 BNP-Kalb geboren hatten
(BNP-Mutter) und von anderen Kihen > 2 Jahre (Nicht-BNP-Miitter) in den beiden
PregSure® BVD-Impfbetrieben.

Wilcoxon-Mann-Whitney-Test: *** p < 0,001

O Extremwerte; + Ausreier; n = Anzahl der Serumproben
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Allo-AK-Titer Testzellen: BL-3-Zellen Allo-AK-Titer Testzellen: MDBK-Zellen
100 100 A

A B

ek

: |

1 L - 1 T
0 - 0 -
Nicht-BNP-Miitter >2 Jahre BNP-Miitter Nicht-BNP-MtIitter >2 Jahre BNP-IiIlijtter
n= 130 27 n= 130 27

Abbildung 12: Allo-AK-Titer von BNP-Miittern und Nicht-BNP-Miittern in den
beiden PregSure® BVD-Impfbetrieben A und B.

Ergebnisse der DFZM-Allo-AK-Tests in der Box-Whisker-Plot-Darstellung. Allo-AK-Titer
wurden mit BL-3-Zellen [A] und MDBK-Zellen [B] in Serumproben von Kihen
bestimmt, die mindestens 1 BNP-Kalb geboren hatten (BNP-Mutter) und in
Serumproben von anderen Kihen > 2 Jahre (Nicht-BNP-Mutter) in den beiden
PregSure® BVD-Impfbetrieben.

Wilcoxon-Mann-Whitney-Test: *** p < 0,001

O Extremwerte; + Ausrei’er; n = Anzahl der Serumproben
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2113 Einfluss des Alters auf den Anteil Alloantikorper-positiver Tiere

unter den Kiihen in den beiden PregSure® BVD-Impfbetrieben

Es wurde vermutet, dass die Hohe der Allo-AK-Titer mit dem Alter bzw. mit der
Anzahl der PregSure® BVD-Impfungen zunimmt. Um diese Hypothese zu prufen,
wurden die 165 Kihe, von welchen sich das Alter eindeutig ermitteln lie3, in den
PregSure® BVD-Impfbetrieben A und B in sechs Altersgruppen aufgeteilt. Um die
ermittelten Allo-AK-Titer als negativ, fraglich und positiv einteilen zu kénnen, wurden
das 95 %-ige und das 99 %-ige Quantil der Titer aus den beiden Kontrollbetrieben E
und F als Cut off-Werte definiert. Titerwerte =99 %-ige Quantil wurden als positiv

eingestuft.

Betrachtet man die DFZM-Allo-AKympno-Titer, so ist in beiden Betrieben eine
kontinuierliche Zunahme des Prozentsatzes seropositiver Kiihe mit dem Alter erkenn-
bar, die bei den Funfjahrigen bei 100 % kulminiert (Abbildung 13). In der Gruppe der
Zweijahrigen waren nur 10 % (Betrieb A) bzw. 22 % (Betrieb B) der Kihe Allo-AK-
positiv. Bei weiblichen Rindern im Alter von unter 2 Jahren waren bei den 9 mit
PregSure® BVD-geimpften Kiihen in Betrieb B keine Allo-AK nachweisbar. Im Betrieb

A gab es keine PregSure® BVD-Impflinge im Alter von weniger als 2 Jahren.
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Anteil Allo-AK-positiver Rinder [%]

100
80 B
60
40
o N n o -
n (3] (3] -~ N
P n ] ] n
c c c
2
20 »
c
o (<]
] n
o f=
0 T T T
< 2 Jahre 2 Jahre 3 Jahre 4 Jahre 5 Jahre 26 Jahre

Abbildung 13: Anteil Allo-AK-positiver Kiihe in den beiden PregSure® BVD-Impf-
betrieben in Abhédngigkeit von der Altersgruppe.

Ergebnisse der DFZM-Allo-AK ympho-Tests mit Leukozyten aus Spenderkalb 3. Die
weillen Balken reprasentieren den PregSure® BVD-Impfbetrieb A (n = 117) und die
grauen Balken den PregSure® BVD-Impfbetrieb B (n = 48). Um Allo-AK-Titer als
negativ, fraglich und positiv einteilen zu kénnen, wurden das 95 %-ige und das 99 %-
ige Quantil der Titer aus den beiden Kontrollbetrieben E und F als Cut off-Werte
definiert. Titerwerte = 99 %-ige Quantil wurden als positiv angesehen.
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2114 Korrelation der Allo-AK-Titer mit BVDV-Impftitern

Um den Zusammenhang zwischen der Verabreichung von BVDV-Impfstoffen und
dem Vorhandensein von Allo-AK im Blut der Rinder naher zu beleuchten, wurden in
Kooperation mit dem Institut fir Virologie der JLU Giel3en, die BVDV-Antikérper-Titer in
den Serumproben bestimmt und mit den DFZM-Allo-AK{,meno-Titern korreliert. Zu dieser
Analyse wurden eine Auswahl an Serumproben aus den beiden PregSure® BVD-
Impfbetrieben A und B (n = 53), sowie die Serumproben aus dem Bovilis® BVD-MD-
Impfbetrieb C (n = 50) und aus dem Bovidec®-Impfbetrieb D (n = 50) herangezogen.
Die DFZM-Allo-AK ympno-Titer waren mit Leukozyten aus Spenderkalb 3 ermittelt

worden. Das Ergebnis der Korrelationsanalysen ist in der Abbildung 14 dargestellt.

In den beiden PregSure® BVD-Impfbetrieben A und B korrelierten die BVDV-
Impftiter und die DFZM-Allo-AK_ympho-Titer moderat miteinander (r = 0,659). Dagegen
waren die Korrelationskoeffizienten bei Kiihen in dem Bovilis® BVD-MD-Impfbetrieb C
und in dem Bovidec®-Impfbetrieb D sehr niedrig (r = 0,198 bzw. r = -0,157).
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21.2 Ergebnisse im Serumlangsamagglutinationstest

Die DFZM-Allo-AK-Tests waren im Vergleich zu dem in dieser Studie ebenfalls
etablierten Serumlangsamagglutinationstest (SLA-Test) methodisch aufwandig, teuer
und erlaubten in gleicher Zeit nur einen kleineren Probendurchsatz. Aus diesem Grund
wurde eine Auswahl von 161 Serumproben auch in dem SLA-Test mit BL-3-Zellen auf
Allo-AK getestet. Zur systematischen Auswahl der Proben wurden alle Serumproben
eines Betriebs nach inrem DFZM-Allo-AKg s-Titer gereiht. Aus der dabei entstehenden

Rangliste wurde dann jede zweite Probe ausgewahlt.

Die Titer, die in den Serumproben aus Kihen in den beiden PregSure® BVD-
Impfbetrieben bestimmt wurden, waren im Durchschnitt hoch signifikant (p < 0,001)
hoher als die Titer der Bovilis® BVD-MD-geimpften Kihe und der Kontrollkiihe
(Abbildung 15). Auch im Vergleich mit den Bovidec®-geimpften Kihen waren die
Titer-Kenndaten Maximum, 1. und 3. Quartil sowie Median bei den PregSure® BVD-
geimpften Kuhen deutlich héher. Der Unterschied zwischen diesen beiden Impfbetrie-
ben war statistisch jedoch nicht zu sichern (p > 0,05). Die Titer der Kihe aus dem
Bovidec®-Impfbetrieb D waren jedoch ebenfalls signifikant (p <0,01) hoéher als
diejenigen der Kihe aus dem Bovilis® BVD-MD-Impfbetrieb C und den Kontroll-
betrieben E und F.
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Abbildung 15: Alloantikorper in Serumproben von Kiihen in 6 rinderhaltenden
Betrieben mit unterschiedlichem BVDV-Impfstatus.

Ergebnisse des Serumlangsamagglutinationstests in der Box-Whisker-Plot-Darstellung.
Allo-AK-Titer wurden mit BL-3-Zellen bei Kiihen aus 2 PregSure® BVD-Impfbetrieben
A und B, einem Bovilis® BVD-MD-Impfbetrieb C, einem Bovidec®-Impfbetrieb D und 2
Kontrollbetrieben E und F (BVDV-unverdachtig, ohne Impfung gegen BVDV) bestimmt.

Nemenyi-Test fur paarweisen Vergleich: *** p < 0,001, ** p < 0,01

+ Ausreilder; n = Anzahl der Serumproben

2.2 Alloantikorper in Kolostrumproben

Von 13 Kihen in dem PregSure® BVD-Impfbetrieb A und von 3 Kiihen im Kon-
trollbetrieb E  standen Kolostrumproben fiir serologische Untersuchungen zur
Verfigung. Die Proben wurden mit dem DFZM-Allo-AKypek-Test auf Allo-AK
untersucht, und die dabei ermittelten Titer dann mit dem Allo-AK-Titer der von

demselben Tier stammenden Serumprobe verglichen (Abbildung 16).

Mit Ausnahme einer einzigen Kuh wiesen alle getesteten Kuhe hohere Allo-AK-
Titer in der Kolostrumprobe auf als in der korrespondierenden Serumprobe. Bei den
Kihen aus dem PregSure® BVD-Impfbetrieb A waren die mit MDBK-Zellen ermittelten
Titer in den Kolostren im Mittel 1,35-mal so hoch wie die Titer in den Blutseren, der
Unterschied war allerdings nicht signifikant (p > 0,05). Im Vergleich zu den Kolostren
der Kontrollkiihe wiesen die Kolostren der PregSure® BVD-geimpften Kihe signifikant
héhere Allo-AK-Titer auf (p<0,01). Ein signifikanter Unterschied bestand auch
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zwischen den Kolostren der BNP-Mutter und der Nicht-BNP-Mutter aus dem

PregSure® Impfbetrieb A (p = 0,042) sowie zwischen deren Serum-Proben (p = 0,013).

DFZM-Allo-AKyp - Titer
40 7

35 1

30 1 O Serumprobe
@ Kolostrumprobe

25 1
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BNP-Miitter, Nicht-BNP-Miitter, Kontrollkiihe,
PregSure® BVD-Impfbetrieb A PregSure® BVD-Impfbetrieb A Kontrollbetrieb E

Abbildung 16: Allo-AK-Titer in korrespondierenden Serum- und
Kolostrumproben aus PregSure® BVD-geimpften Kiihen und
Kontrollkiithen.

Ergebnisse des DFZM-Allo-AKypsk-Tests. Allo-AK-Titer wurden bei 13 Kihen im
PregSure® BVD-Impfbetrieb A und bei 3 Kihen im Kontrollbetrieb E (BVDV-
unverdachtig, ohne Impfung gegen BVDV) bestimmt.
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3 Eigenschaften der Alloantikorper in
Rinderserumproben
3.1 Wirkung auf bovine Zielzellen in vitro

Bisher ist nicht bekannt, in welcher Weise die bei Rindern im Zusammenhang mit
BNP nachgewiesenen Allo-AK auf die bovinen Zellen einwirken, nachdem sie an diese
gebunden haben. Aus diesem Grunde wurde im Rahmen der hier prasentierten Arbeit
gepruft, ob die Allo-AK auf die Zielzellen direkt oder mittels Komplement-vermittelter
Zytolyse toxisch wirken und ob sie in diesen Apoptose oder Nekrose induzieren. In
einer weiteren Untersuchung wurde der Hypothese nachgegangen, dass die Allo-AK
opsonierend wirken und damit die Phagozytose der opsonierten Zellen durch

korpereigene Makrophagen anstof3en.

3.1.1 Zytotoxizitat

Mit Hilfe des MTT-Tests wurde untersucht, ob die nachgewiesenen Allo-AK auf
Zellen bovinen Ursprungs zytotoxisch wirken. Fir diese Untersuchung wurden
insgesamt 83 Serumproben verwendet. Davon stammten 27 Proben von BNP-
Muttertieren, 29 von anderen PregSure® BVD-geimpften Kihen ohne BNP-
Nachkommen und 27 Serumproben aus den Kontrollbetrieben E und F (ohne BVDV-
Impfung, BVDV-unverdachtig). Die 29 Proben von den PregSure® BVD-geimpften
Kidhen ohne BNP-Nachkommen wurden wegen ihrer hohen Allo-AK-Titer im DFZM-

Allo-AKypek-Test ausgewahilt.

In einer ersten Versuchsreihe wurde untersucht, ob Komplement fir die
maoglicherweise zytotoxische Wirkung von Serumproben von Bedeutung ist. Dazu
wurden 11 ausgewahlte Serumproben jeweils in parallen Ansatzen mit und ohne
Zusatz von Meerschweinchenkomplement im Zytotoxizitatstest geprift. Vergleicht man
die Testansatze mit den Negativkontrollansatzen (Zellkulturmedium ohne Serum-
probe), dann beeintrachtigten die Serumproben die Vitalitat der MDBK-Zellen allenfalls
geringflgig, wenn nicht auch Komplement zugesetzt worden war. Insbesondere
bestand kein Unterschied zwischen den 6 Serumproben aus PregSure® BVD-
geimpften Kihen und den Proben aus Kontrollkiihen (Abbildung 17B). Erst bei
Anwesenheit von Meerschweinchenkomplement wurde ein toxischer Effekt der Allo-
AK-haltigen Serumproben aus PregSure® BVD-geimpften Kihen im Vergleich zu den
Kontrollproben (keine BVDV-Impfung) deutlich (Abbildung 17). Der Unterschied zu
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den Serumproben aus den Kontrolltieren war hoch signifikant (p <0,001). Wegen
dieser Resultate wurde in den folgenden Untersuchungen jedem Testansatz immer
auch eine konstante Menge (Endkonzentration pro Testansatz 7 % (v/v)) an Meer-

schweinchenkomplement zugesetzt.

In einer zweiten Versuchsreihe wurde die zytotoxische Aktivitat aller 83 Serum-
proben im Zytotoxizitatstest mittels Verdlinnungsverfahren praziser quantifiziert. Dabei
wurde die Aktivitat mittels logit-log-Transformation in CDso/ml ermittelt (Abbildung 18).
Hohe CDs¢/ml-Werte kamen bei den Seren von PregSure® BVD-geimpften BNP-
Mattern und auch bei PregSure® BVD-geimpften Nicht-BNP-Muttern vor. Zwischen
diesen beiden Gruppen bestand kein signifikanter Unterschied in der zytotoxischen
Aktivitat. Dagegen war die zytotoxische Aktivitdt der Serumproben aus
PregSure® BVD-geimpften BNP-Muttern schwach signifikant groRer als die Aktivitat
der Serumproben aus Kontrollkiihen (p < 0,05). Die Proben der PregSure® BVD-
geimpften  Nicht-BNP-Mutter unterschieden sich sogar signifikant von den

Kontrollproben (p < 0,01).

Die zytotoxischen Aktivitaten der Serumproben aus den PregSure® BVD-Impf-
betrieben (gemessen in CDso/ml) wurden mit den entsprechenden Allo-AK-Titerwerten
aus dem DFZM-Allo-AKypek- und dem DFZM-Allo-AK|ympno-Test korreliert (Abbildung
19). Diese Korrelationsanalyse wurde getrennt flir die Serumproben der Nicht-BNP-
Matter (n = 29) (Abbildung 19 A und B) und der BNP-Mutter (n = 27) durchgeflhrt
(Abbildung 19 C und D). Zwischen der zytotoxischen Aktivitat einer Serumprobe und
ihnrem Allo-AKwvpek-Titer bestand sowohl bei den Nicht-BNP-Miitter als auch bei den
BNP-Muttern eine moderate Korrelation (r = 0,61 bzw. r = 0,70). Bei den BNP-Mtter
zeigte sich mit r=0,71 eine ahnlich hohe Korrelation auch zwischen zytotoxischer
Aktivitdt und Allo-AK ympno-Titer. Bei den Nicht-BNP-Mittern fiel diese Korrelation

deutlich schwacher aus (r = 0,31).
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Abbildung 17: Vitalitat von MDBK-Zellen nach Inkubation mit Rinderserum-
proben mit [A] und ohne [B] Komplementzusatz.

Ergebnisse von Rinderserumproben (n = 11) im Zytotoxizitatstest (MTT-Test). Arithme-
tische Mittelwerte und Standardabweichungen. Maly der zellularen Vitalitat ist die
Menge an Formazan, welches von vitalen Zellen aus MTT gebildet wird und
photometrisch bestimmbar ist. Die Messwerte der Testansatze sind auf Messwerte von
Negativkontrollansatzen normalisiert (serumprobenfrei, komplementfrei, entspricht
100 %).

schwarze Saulen Allo-AK-haltige Serumproben aus PregSure® BVD-geimpften

Kidhen (n = 6).

weille Saulen Serumproben aus den Kontrollbetrieben E und F (n = 5; BVDV-

unverdachtig, ohne Impfung gegen BVDV)
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Abbildung 18: Zytotoxische Aktivitit der untersuchten Serumproben (n = 83)

Dargestellt ist die zytotoxische Aktivitat der Serumproben als Box-Whisker-Plot.
Untersucht wurden insgesamt 83 Proben, davon stammten 29 Proben von Preg-
Sure® BVD-geimpften Nicht-BNP-Muttern und 27 von PregSure® BVD-geimpften
BNP-Mdttern. Als Kontrollen dienten 27 Serumproben von nicht gegen BVDV-
geimpften Kihen.

O Extremwert, Bonferroni-Test fur unabhangige Stichproben: ** p < 0,01, * p < 0,05
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Abbildung 19: Korrelation zwischen der Komplement-abhangigen Zytotoxizitat
und dem Allo-AK-Titer von Rinderserumproben.

Ergebnisse des Zytotoxizitatstests (MTT-Tests) und der DFZM-Allo-AK-Tests.
Serumproben von PregSure® BVD-geimpften Nicht-BNP-Muittern (n =29) mit den
jeweiligen DFZM-Allo-AKypex-Titern [A] und DFZM-Allo-AK ympno-Titern [B] sowie
Serumproben von PregSure® BVD-geimpften BNP-Muttern (n=27) mit den
entsprechenden DFZM-Allo-AKypgk-Titern [C] und DFZM-Allo-AK | ympno-Titern [D].
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3.1.2 Induktion von Apoptose und Nekrose

Um zu klaren, ob die Allo-AK in der Lage sind, bei den Zielzellen Apoptose oder
Nekrose auszuldsen, wurde ein kommerziell erhaltliches Apoptose-Assay (Annexin V-
FITC-Assay Kit, AbD Serotec) verwendet und die Testansatze mit der Durchfluss-
zytometrie ausgewertet. Hierzu wurden MDBK-Zellen und die fraglichen Serumproben
Uber 72 h koinkubiert. Es wurden insgesamt 80 ausgewahlte Rinderserumproben
eingesetzt, davon stammten 44 von PregSure® BVD-geimpften Kihen, 36 stammten
von Kihen in den Kontrollbetrieben. Als Negativkontrolle wurden Zellen ohne Serum
verwendet und als Positivkontrolle diente 0,25 %-ige Formaldehydlésung, mit der die

Zellen fir 4 h inkubiert wurden.

Am Ende der Inkubationszeit befanden sich in den Zellkulturansatzen zwischen
30,3 % und 64,7 % nekrotische und zwischen 1,8% und 5,6 % apoptotische Zellen in
den Negativkontrollansatzen sowie zwischen 84,4 % und 94,0 % nekrotische und
zwischen 2,9 % und 11,6 % apoptotische Zellen in den Positivkontrollansatzen
(Abbildung 20). Wahrend sich die Prozentsatze bei den nekrotischen und lebenden
Zellen in Abhangigkeit von der Herkunft der Serumprobe hoch signifikant
unterschieden (p < 0.001; ANOVA), war der Unterschied bei den apoptotischen Zellen
statistisch nicht zu sichern (p > 0,05). Bei den apoptotischen Zellen zeigte sich auch
kein signifikanter Unterschied zwischen den Allo-AK-haltigen Serumproben und den
Kontrollseren (p > 0,05). Der Anteil der nekrotischen Zellen war bei den Allo-AK-
haltigen Serumproben aus den beiden PregSure® BVD-Impfbetrieben im Mittel
signifikant groRer als bei den Serumproben aus den Kontrollbetrieben und der Negativ-
kontrolle (p < 0,01). Der Prozentsatz der lebenden Zellen war unter dem Einfluss der
Allo-AK-haltigen Seren signifikant reduziert (p < 0,01), allerdings war auch der Anteil an
vitalen Zellen, die mit den Kontrollserumproben inkubiert worden waren, im Vergleich

zur Negativkontrolle schwach signifikant (p < 0,05) niedriger.
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Abbildung 20: Anteile apoptotischer und nekrotischer MDBK-Zellen nach der
Einwirkung von Rinderserumproben.

Ergebnisse im Apoptose- und Nekrosetest. Arithmetische Mittelwerte und Standard-

abweichungen.
weille Saulen:
graue Saulen:

gestreifte Saulen:

hellgraue Saulen:

Negativkontrollen (n = 5).

Serumproben aus den Kontrollbetrieben E und F (n = 36).

Allo-AK-haltigen Seren aus den PregSure® BVD-Impfbetrieben

(n =44).

Positivkontrollen (n = 5)
ANOVA: ***p £0,001, ™ p=<0,01, *p<0,05
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3.1.3 Steigerung der Zytophagozytose durch Makrophagen

FUr die Phagozytose-Versuche wurden Monozyten aus Rinderblut isoliert und zur
Ausdifferenzierung zu Makrophagen flr 7 Tage in speziellen Zellkulturbeuteln (Vue-
Life®-Zellkulturbeutel, Stidlaborbedarf GmbH) kultiviert.

Als Zielzellen dienten BL-3-Zellen, die mit dem Fluoreszenzfarbstoff CFSE (Fa.
Enzo® Life Sciences) angefarbt worden waren. Diese angefarbten BL-3-Zellen wurden
dann mit den Allo-AK-haltigen Serumproben fir 45 min bei 37 °C inkubiert.
AnschlieRend wurden diese BL-3-Zellen mit den Makrophagen fir 4 h bzw. 18 h
koinkubiert. Die Auswertung des Tests erfolgte im Durchflusszytometer, wobei als
Parameter jeweils der Anteil CFSE-positiver Makrophagen im Auswertfenster R1 sowie
der Anteil CFSE-positiver BL-3-Zellen im Auswertfenster R2 betrachtet wurden. Wegen
des grofRen Zeitaufwands und der aufwandigen Methodik konnten im Rahmen dieser
Arbeit am Ende des Projekts nur 2 Serumproben von PregSure® BVD-geimpften BNP-

Muttern und einer Serumprobe aus einem Kontrollbetrieb geprift werden.

In dem Versuchsansatz mit 4 h Inkubationszeit (Abbildung 21A) konnte beob-
achtet werden, dass der Anteil CFSE-positiver Makrophagen im Auswertfenster R1 um
den Faktor ca. 3,6 grofRer war, wenn die BL-3-Zellen mit Allo-AK-haltigen Seren von
PregSure® BVD-geimpften BNP-Muttern inkubiert worden waren anstatt mit der
Kontrollserumprobe oder keiner Serumprobe. Der Anteil der CFSE-positiven BL-3-
Zellen im Auswertfenster R2 war in den Ansatzen der Allo-AK-haltigen Serumproben
allerdings nur geringfiigig niedriger als in den anderen Ansatzen. Dagegen war nach
18-stiindiger Inkubation mit einer Allo-AK-haltigen Serumprobe der Anteil an CFSE-
positiven BL-3-Zellen (Auswertfenster R2) im Vergleich zum Kontrollansatz ohne
Serum bzw. zum Ansatz mit der Kontrollserumprobe um ca. die Halfte reduziert. Der
Anteil CFSE-positiver Makrophagen war in allen Ansatzen zwar kleiner als nach der
vierstiindigen Inkubation. Dennoch war der Anteil in den Ansatzen mit der Serumprobe
von einer PregSure® BVD-geimpften BNP-Mutter auch hier groRRer als in den beiden
anderen Ansatzen (Abbildung 21B).
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Abbildung 21: Einfluss von Rinderserumproben auf die Zytophagozytose von
BL-3-Zellen durch Makrophagen.

Ergebnisse des Phagozytosetests. Werte nach Inkubation tiber 4 h [A] und 18 h [B].
Arithmetische Mittelwerte aus Doppelansatzen bzw. arithmetische Mittelwerte aus
Doppelansatzen von 2 Serumproben.

weille Saulen: Negativkontrolle (Ansatze ohne Serum).
gestreifte Saulen:  Serumproben von PregSure® BVD-geimpften BNP-Mttern.

graue Saulen: Serumprobe aus einem Kontrollbetrieb.
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3.2 Kompetition von Alloantikorpern in Rinder-
serumproben mit MHC I-spezifischen, monoklonalen

Antikorpern um die Bindung an MDBK-Zellen

Im kompetitiven DFZM-Allo-AKypek-Test wurde geprift, ob sich die Bindung der
MHC I-spezifischen, monoklonalen Antikérper IL-A88 und W6/32 an MDBK-Zellen
durch die Allo-AK in den Serumproben inhibieren lasst, wenn man diese zuerst mit den
Zielzellen inkubiert. Fir diese Untersuchungen wurden unter den archivierten
Rinderserumproben 6 im DFZM-Allo-AK-Test hochtitrig positiv getestete Proben,
4 davon von BNP-Muttertieren, und 6 Allo-AK-negative Proben aus den

Kontrollbetrieben E und F ausgesucht.

Weder die Allo-AK-haltigen Serumproben noch die Kontrollserumproben waren im
Mittel dazu in der Lage, die Bindung der beiden monoklonalen Antikorper an die
MDBK-Zellen signifikant zu beeinflussen (Abbildung 22). Zwar konnte die Bindung
von IL-A88 durch die Allo-AK-haltigen Seren um durchschnittlich 25,6 Prozentpunkte in
der Verdinnung 1:12,5, bzw. 23,4 Prozentpunkte in der Verdinnung 1:25 reduziert
werden, allerdings hatten die negativen Kontrollseren eine annahernd gleich grofle
Wirkung (durchschnittlich 20,0 Prozentpunkte in 1:12,5, bzw. 18,1 Prozentpunkte in
1:25) (Abbildung 22A). Bei Verwendung von W6/32 fand im Mittel keine Inhibition
statt, die Bindung des Antikérpers an die MDBK-Zellen war im Vergleich zum
Kontrollansatz ohne Serumprobe sogar durchschnittlich um ca. 16,6% bei 1:12,5 bzw
7,4 % bei 1:25 erhoht (Abbildung 22B).
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Abbildung 22: Bindung der MHC I-spezifischen monoklonalen Antikorper IL-A88
[A] und W6/32 [B] an mit Alloantikérpern vorinkubierte MDBK-
Zellen.

Ergebnisse des kompetitiven DFZM-Allo-AKypek-Tests. Die Saulen reprasentieren
arithmetische Mittelwerte, die diinnen Balken Maxima und Minima. Die fraglichen
Rinderserumproben wurden jeweils in den Verdinnungen 1:12,5 und 1:25 getestet

weille Saulen:

gestreifte Saulen:

schwarze Saulen:

Negativkontrollen (Ansatze ohne Serum; n = 2, das Signal dieser
Ansatze in der DFZM wurde auf 100 % gesetzt).

Allo-AK-haltige Serumproben von PregSure® BVD-geimpften

Kihen in dem Betrieb A (n = 6).

Serumproben aus den Kontrollbetrieben E und F (n = 6).
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3.3 Immunglobulinklasse und -subtyp

Um zu bestimmen, welcher Immunglobulinklasse die Allo-AK in Rinderserum-
proben angehoérten, wurde der DFZM-Allo-AKypek-Test verwendet, wobei gegen
bovines 1gG-, IgG;-, 19G,- und IgM gerichtete Sekundarantikdrpern eingesetzt wurden.
Zu dieser Untersuchung wurden unter den archivierten Rinderserumproben 28 Allo-AK-
haltige Serumproben von PregSure® BVD-geimpften Kiihen (8 BNP-Mutter, 20 Nicht-
BNP-Matter) und 32 Serumproben aus den beiden Kontrollbetrieben E und F
ausgewahlt. Bei den Allo-AK-haltigen Serumproben wurden dabei sowohl hochtitrige
als auch mitteltitrige Proben (Allo-AK-Titer gemessen im DFZM-Allo-AKg 3-Test)
bertcksichtigt.

Unabhangig von der Spezifitdit des eingesetzten Sekundarantikbrpers wiesen die
Serumproben von PregSure® BVD-geimpften Kihen hoch signifikant héhere Allo-AK-
Titerwerte auf als die Kontrollserumproben (p <0,001) (Abbildung 23). Wahrend die
Kontrollserumproben in allen Testvarianten annahernd denselben niedrigen Allo-AK-
Titer von durchschnittlich 0,97 bis 1,05 besalRen, waren sie in den Allo-AK-haltigen
Proben unterschiedlich hoch. Dabei wurden die hdchsten Titerwerte mit den IgG;-
spezifischen Sekundarantikérpern ermittelt. So war im IgG;-DFZM-Allo-AKypek-Test
auch die durchschnittliche Titerdifferenz zwischen positiven und negativen Proben mit
11,31 am grélten. Mit einem Durchschnittswert von 2,28 wurden die niedrigsten Titer

in Allo-AK-haltigen Proben mit dem IgM-DFZM-Allo-AKypek-Test gemessen.
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Abbildung 23: Titer der Alloantikorper in Rinderserumproben nach
Immunglobulinklassen bzw. -subtypen.

Ergebnisse des DFZM-Allo-AKypsk-Tests unter der Verwendung verschiedener
Sekundarantikdrper. Die Saulen reprasentieren arithmetische Mittelwerte.

schwarze Saulen: Serumproben von PregSure® BVD-geimpften Kihen in den
Betrieben A und B (n = 28).

graue Saulen: Serumproben aus den Kontrollbetrieben E und F (n = 32).

Student’s T-Test: *** p < 0,001
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VvV Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde eine signifikante Assoziation zwischen der
Impfung gegen die Bovine Virusdiarrhoe mit dem Impfstoff Pregsure® BVD und dem
Auftreten von BNP einerseits und dem Auftreten von Allo-AK im Serum weiblicher
adulter Rinder andererseits belegt. Dabei war die beobachtete Allo-Reaktivitat der
Serumproben gegen alle untersuchten Zellen bovinen Ursprungs (Lymphozyten,
Monozyten, Granulozyten, Thrombozyten aus dem peripheren Blut, Zellen der Zellinien
BL-3 und MDBK) gerichtet.

1 Etablierung und Evaluierung der Test-

methoden zum Nachweis von Alloantikorpern

1.1 Nachweis BNP-assoziierter Alloantikorper mit der

Durchflusszytometrie

Im Mittelpunkt der Arbeiten standen zunachst die Etablierung und Evaluierung
eines Tests, mit dem Alloantikérper (Allo-AK) in Serumproben von Rindern unter
Verwendung verschiedener Testzellen sowohl qualitativ als auch quantitativ
nachweisbar sind. Hierzu wurde die am Institut fir Hygiene und Infektionskrankheiten
der Tiere der JLU Gielden entwickelte und auf der Durchflusszytometrie beruhende
Methode (Bridger et al. 2011) zum DFZM-Allo-AK-Test weiter entwickelt. Dieselbe
Messmethodik wurde auch von anderen Arbeitsgruppen bereits zur Erforschung der
BNP genutzt (Bastian et al. 2011, Pardon et al. 2011, Kasonta et al. 2014). Die
Theorie, dass die BNP-assoziierten Allo-AK auch gegen Thrombozyten gerichtet sind,
wurde bisher aber nur mittels Immunfluoreszenzmikroskopie verifiziert (Assad et al.
2012). Basierend auf Literaturhinweisen, wonach die Analyse von Thrombozyten im
Durchflusszytometer grundsatzlich mdglich ist (Ault 1993, Pintado et al. 1995), wurde
im Rahmen dieser Arbeit deshalb erstmals ein DFZM-Allo-AK-Test entwickelt, um auch

die gegen Thrombozyten gerichteten Allo-AK quantitativ nachweisen zu kdnnen.

Fir die durchflusszytometrischen Untersuchungen wurden zunachst Leukozyten
und Thrombozyten als Testzellen ausgewahlt, da diese Blutzelltypen bei der
Symptomatik und den hamatologischen Befunden der BNP, namlich Blutungen,
Thrombozytopenie und Leukopenie, im Vordergrund stehen. Da die Leukopenie dabei

Lymphozyten, Granulozyten, und Monozyten betreffen kann (Bauer et al. 2009, Kappe



V Diskussion 125

et al. 2010, Pardon et al. 2010, Bell 2011, Friedrich et al. 2011) wurden diese drei

Zellpopulationen jeweils einzeln analysiert.

Die als Testzellen bendtigten Blutleukozyten und -thrombozyten wurden von
Spenderkalbern gewonnen. Voraussetzung fur die Auswahl dieser Kalber war, dass sie
hochstens drei Monate alt und klinisch gesund waren. Aufierdem mussten sie aus
BVDV-unverdachtigen Betrieben stammen, in denen keine Impfung gegen BVDV
durchgefihrt wurde und keine BNP-Falle aufgetreten waren. Dadurch sollte verhindert
werden, dass die Test-Blutzellen Uber das Vorhandensein von BVDV-Antikérpern,
einer BVDV-Infektion oder einer BNP-Erkrankung bei den Spenderkalbern in

irgendeiner Weise das Testergebnis der untersuchten Serumproben beeinflussen.

Reproduzierbarkeit mit verschiedenen Spenderkalbern

SchlieRlich wurden fur die Etablierung der DFZM-Allo-AK-Tests und bei deren
Einsatz in der Fall-Kontroll-Studie Blutzellen von insgesamt drei verschiedenen
Spenderkalbern verwendet. Die Beprobungszeitrdume variierten dabei je nach
Spenderkalb vom 3. bis 78. Lebenstag. Innerhalb dieser Zeitspanne konnte kein
altersabhangiger Unterschied in der Bindungsfahigkeit der Leukozyten fur Allo-AK
festgestellt werden. Dies stimmte mit den Berichten anderer Untersucher Uberein,
wonach die Empfanglichkeit von Kalberleukozyten fur die Bindung der BNP-
assoziierten Allo-AK nicht vom Alter der Kalber abhangt (Bridger et al. 2011, Assad et
al. 2012). Dennoch waren die mit den Zellen verschiedener Kalber ermittelten
Messwerte nicht identisch. Auch schon zuvor war berichtet worden, dass die
Blutleukozyten verschiedener neugeborener Kalber sich in ihrer Affinitdt zur Bindung
von Allo-AK aus den Seren von BNP-Mittern, unterschieden (Bridger et al. 2011).
Immerhin ergab die Korrelationsanalyse in der vorliegenden Studie, dass die mit den
Zellen von zwei verschiedenen Spenderkalbern gemessenen Titerwerte einer Serum-
probe miteinander korrelierten. Am Besten korrelierten die mit Lymphozyten ermittelten
Allo-AK-Titer (r = 0,92), wahrend dies bei den mit Monozyten (r = 0,86) und Granulo-
zyten gemessenen Allo-AK-Titern (r=0,67) weniger deutlich ausgepragt war.
Trotzdem ergab die Korrelationsanalyse zumindest fir die mit den Spenderkalbern 2
und 3 ermittelten Daten gute Ubereinstimmungen. Da die MHC I-Molekile einen
ausgepragten Polymorphismus aufweisen, kann sowohl die Erkennung der Zielzellen
durch die Antikdrper als auch die Bindungsaffinitat der Antikdrper zu diesen zwischen

verschiedenen Individuen variieren (Foucras et al. 2011).
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Relativ geringe Bindungsreaktivitidt der Granulozyten

Bei der Untersuchung aller zur Verfigung stehenden Rinderserumproben im
DFZM-Allo-AK euko-Test stellte sich heraus, dass die ermittelten Titer generell niedriger
ausfielen, wenn Granulozyten anstelle von Lymphozyten oder Monozyten als
Testzellen verwendet wurden. Dieser Befund steht im Einklang mit den Beobachtungen
anderer Untersucher, wonach Allo-AK aus den Serumproben von BNP-Muttertieren vor
allem an Lymphozyten (Bastian et al. 2011) bzw. Lymphozyten und Monozyten
(Bridger et al. 2011) binden. lhre Feststellung, dass Allo-AK nur in geringerem Umfang
auf Granulozyten nachweisbar waren, kdénnte auch eine Erklarung daflr sein, warum
die mit Granulozyten ermittelten Messwerte zwischen den zwei Spenderkalbern

weniger gut korrelierten (siehe oben).

Die Beobachtungen deuten jedenfalls darauf hin, dass die Blutzelltypen
hinsichtlich ihrer Kapazitat, die BNP-assoziierten Allo-AK auf ihrer Oberflache binden
zu koénnen, verschieden sind. Dies konnte wiederum mit dem Expressionsmuster der
MHC I-Molekile auf der Oberflache der verschiedenen Zelltypen zusammenhangen,
vorausgesetzt, MHC I-Antigen(e) aus dem PregSure® BVD-Impfstoff ist/sind
tatsachlich die Ursache fir die Alloimmunisierung. In diesem Fall stellten die MHC I-
Moleklle auf den Blutzellen und den Blutvorlauferzellen im Knochenmark die
Angriffspunkte fur die Allo-AK dar. Die zunachst vorherrschende Meinung war, dass
MHC |-Molekile auf allen kernhaltigen Kérperzellen vorhanden sind (Schitt and Broker
2011). Diese Theorie konnte aber in Studien mit humanem Gewebe und Rattengewebe
nicht bestatigt werden, denn hier war MHC | mittels Immunfluoreszenz nur auf
lymphoiden Zellen, Epithelzellen und Endothelzellen nachweisbar (Fleming et al. 1981,
Metzger et al. 2000, Deutskens 2012). Zudem ist die Anzahl der exprimierten MHC I-
Molekile gewebsabhangig unterschiedlich. So weisen lymphoide und myeloide
Knochenmarksvorlauferzellen eine starke MHC I-Expression auf, Erythrozyten-
vorlauferzellen dagegen nur eine geringe (Brown et al. 1979, Deutskens 2012). Von
den peripheren Blutzellen exprimieren vor allem Lymphozyten und Thrombozyten die
MHC I-Molekile stark, die polymorphkernigen Zellen aber nur wenig und Erythrozyten
Uberhaupt nicht (Brown et al. 1979). Neuere Veroffentlichungen stiitzen ebenfalls die
These, dass die Menge des an der Zelloberfliche exponierten MHC | den
entscheidenden Faktor fur die Bindung der BNP- bzw. Pregsure® BVD-assoziierten
Allo-AK an die jeweiligen Zellen darstellt. So lieRen sich mittels indirekter
Immunfluoreszenz  und  Durchflusszytometrie  signifikant  hdéhere ~ MHC I-
Expressionslevel auf mononukledren Leukozyten des Rindes als auf Thrombozyten

und Granulozyten nachweisen (Bell et al. 2015). Die beschriebenen
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Expressionsmuster stimmen jedenfalls mit dem in dieser Arbeit und von anderen
Autoren beobachteten Bindungsverhalten der Allo-AK an die verschiedenen

Blutzelltypen Uberein (Bridger et al. 2011, Foucras et al. 2011, Deutskens 2012).

Pardon et al. (Pardon et al. 2011) konnten in Knochenmarksausstrichen auch
eine Bindung der Allo-AK an kernhaltige Leukozyten-Vorlauferzellen nachweisen.
Andererseits passt ihr Befund, dass Megakaryozyten keine Bindung zeigten, nicht in
die Theorie von der MHC-I-vermittelten Alloimmunitat, denn dieser Zelltyp ist bei BNP-
kranken Tieren ebenfalls depletiert (Bauer et al. 2009, Friedrich et al. 2009b, Kappe et
al. 2010, Pardon et al. 2010, Buck et al. 2011). Umgekehrt passt zu dieser Theorie
auch nicht, dass bei der BNP nicht auch weitere MHC |-exprimierende Zellen, wie z.B.
Epithel- und Endothelzellen, geschadigt werden. Kalberendothelzellen und Knochen-
markszellen prasentieren im Vergleich zu peripheren Blutleukozyten allerdings eine viel
kleinere Menge an MHC I|-Antigenen auf der Zelloberfliche und binden geringere
Mengen an BNP-Allo-AK (Benedictus et al. 2015). Diese Mengen reichen

moglicherweise nicht aus, um erkennbare Schaden zu verursachen.

Allerdings sind bei den BNP-Kalbern neben den Thrombozyten alle
Subpopulationen der Leukozyten, insbesondere auch die neutrophilen Granulozyten,
von der Depletion betroffen (Bauer et al. 2009, Kappe et al. 2010, Pardon et al. 2010,
Bell 2011, Friedrich et al. 2011). Die Granulozyten werden also entweder ebenfalls von
den Allo-AK angegriffen oder im Rahmen der immunpathologischen Reaktion auf eine
andere Weise eliminiert. Der DFZM-Allo-AKgranuo-Test zeigte durchaus auch eine
gewisse Bindung der Allo-AK an die Granulozyten. In einer Analyse mittels Immun-
fluoreszenzmikroskopie banden die verwendeten Allo-AK sogar an alle Granulozyten
(Assad et al. 2012). Moglicherweise beruht die ausgepragte Neutropenie darauf, dass
Granulozyten besonders empfindlich auf die Bindung von Allo-AK an ihre

Zelloberflache reagieren.

Eignung von BL-3- und MDBK-Zellen als Testantigene

Da die Verwendung von Leukozyten und Thrombozyten aus Frischblutproben als
Testzellen mit den Nachteilen verbunden ist, dass sténdig geeignete Spenderkalber
zur Verfugung stehen mussen und die mit Zellen von verschiedenen Kalbern
ermittelten Titer variieren, sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht
werden, ob Allo-AK in Serumproben von BNP-Mittern auch an bestimmte bovine
Zelllinien binden. Zu diesem Zweck wurden die bovinen Zelllinien BL-3- und MDBK-
Zellen verwendet und der DFZM-Allo-AKg 3-Test bzw. der DFZM-Allo-AKypek-Test

etabliert.
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BL-3-Zellen wurden ausgewahlt, da sie von Lymphosarkom-Zellen eines Rindes
abstammen und den bovinen Lymphozyten ahnlich sind, die in der Pathogenese der
BNP als Zielzellen der Allo-AK eine wichtige Rolle spielen. Technisch ist bedeutsam,
dass BL-3-Zellen in Suspension wachsen und sich ohne groRen Aufwand kultivieren
und als Testzellen gewinnen lassen. Die ebenfalls vom Rind stammenden, aber
adharent wachsenden MDBK-Zellen werden standardmalfig zur in vitro-Vermehrung
von BVD-Viren verwendet. Auflerdem ist die MHC I-Dichte auf MDBK-Zellen ahnlich

grol’ wie die auf bovinen Monozyten (Bell et al. 2015).

Wie die Untersuchungen ergaben, waren beide Zellinien gut geeignet, um die
BNP-assoziierten Allo-AK quantitativ nachzuweisen. So korrelierten die mit ihnen in
den beiden Pregsure® BVD-Impfbetrieben ermittelten  Allo-AK-Titer  sowohl
untereinander (r = 0,91) sehr stark, als auch mit den Titern, die mit Lymphozyten ex
vivo gemessen wurden (BL-3-Zellen: r = 0,82; MDBK-Zellen: r = 0,83). Die Tatsache,
dass zur Herstellung des PregSure® BVD-Impfantigens eine bovine Nierenzelllinie
verwendet wurde, welche von MDBK-Zellen abstammte (Bastian et al. 2011,
Deutskens et al. 2011, Foucras et al. 2011, Anonym 2016), verleiht den im DFZM-Allo-
AKypek-Test erzielten Ergebnissen besondere Brisanz. So kann die hohe Korrelation
zwischen den mit Lymphozyten und den mit MDBK-Zellen gemessenen Werten als
weiterer Hinweis auf den ursachlichen Zusammenhang zwischen dem Nachweis von
zellularen Antigenen im Impfstoff (Deutskens et al. 2011, Foucras et al. 2011) und dem

Auftreten von Allo-AK bei PregSure® BVD-geimpften BNP-Muttern angesehen werden.

Zur Erforschung der BNP-assoziierten Allo-AK wurden MDBK-Zellen und BL-3-
Zellen mittlerweile auch schon von anderen Arbeitsgruppen eingesetzt (Bastian et al.
2011, Deutskens et al. 2011, Schumann 2011, Bell et al. 2015, Benedictus et al. 2015)
(Deutskens 2012).

1.2 Nachweis BNP-assoziierter Alloantikorper mit der

Serumlangsamagglutination

Mit dem Serumlangsamagglutinationstest (SLA-Test) unter Verwendung von BL-
3-Zellen als Testantigen ist es gelungen, neben den durchflusszytometrischen Tests
eine weitere Nachweismethode fiir Allo-AK in Serumproben von Rindern zu entwickeln.
Das hier verwendete Testformat entspricht im Prinzip einem klassischen
Serumlangsamagglutinationstest (Wiesner and Ribbeck 2000, Schutt and Broker
2011). Vergleichbare Tests werden im Rahmen der Infektionsdiagnostik zum indirekten

Erregernachweis verwendet, beispielsweise zum Nachweis von Antikorpern gegen
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Brucellen in Blut- und Milchserum (Wiesner and Ribbeck 2000). Wie bei jenen SLA-
Tests wurde die Auswertung auch beim SLA-Test der vorliegenden Arbeit anhand der
gebildeten Agglutinate vorgenommen, wobei als Agglutinationstiter der Kehrwert der
hochsten Serumverdinnung angegeben wurde, bei der makroskopisch in noch

mindestens einem der beiden Parallelansatze Agglutinate erkennbar waren.

Vorteile des SLA-Tests gegenlber den DFZM-Allo-AK-Tests sind die niedrigeren
Kosten sowie der geringere methodische und apparative Aufwand bei einer hohen
Probenkapazitat. Allerdings hangt die Auswertung des SLA-Tests theoretisch starker
von der ablesenden Person ab, weshalb die Messergebnisse des DFZM-Allo-AK-Tests
zuverlassiger erscheinen. Bei der experimentellen Prifung korrelierten die Agglutina-
tionstiter der 86 getesteten Serumproben aus den beiden PregSure® BVD-Impf-
betrieben dennoch recht gut mit den DFZM-Allo-AK-Titern. Besonders hohe
Korrelationskoeffizienten bestanden zu den mit BL-3-Zellen ermittelten (r = 0,89), aber
auch zu den mit MDBK-Zellen, Lymphozyten und Monozyten gemessenen Titern
(r=0,84 bzw. 0,81 bzw. 0,80). Die schwachere Korrelation mit den DFZM-Allo-
AKgranuo- (r=10,60) und DFZM-Allo-AKthombo-Titern (r=0,68) kénnte auf grolere
Unterschiede zwischen diesen verschiedenen Zelltypen hinsichtlich der relevanten

Rezeptoren hindeuten.

2 Assoziation von Alloantikorpern in Serum-
und Kolostrumproben mit der
PregSure® BVD-Impfung

Die etablierten DFZM-Allo-AK- und SLA-Tests wurden dann dazu verwendet, um
das Vorkommen von Allo-AK bei Kiihen in Abhangigkeit von der Impfung gegen BVDV
sowie dem im Betrieb eingesetzten BVD-Impfstoff zu beleuchten. Hierzu wurden die
Allo-AK-Titer in Serumproben von weiblichen Rindern in 6 verschiedenen Betrieben
ermittelt. Die erzielten Ergebnisse unterstlitzen die in Fachkreisen favorisierte These,
wonach der Impfstoff PregSure® BVD bei den geimpften Rindern die Bildung von Allo-
AK anstoRt, diese impfinduzierten Allo-AK mit dem Kolostrum in das neugeborene Kalb
gelangen und dort die Pathogenese der BNP auslésen, wenn das betroffene Kalb
entsprechend empfanglich ist. Dieser Zusammenhang wurde unter anderem durch
epidemiologische Studien, in denen die PregSure® BVD-Impfung als entscheidender

Risikofaktor fur das Auftreten von BNP ermittelt wurde, nahegelegt (Bastian et al. 2011,
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Deutskens et al. 2011, Foucras et al. 2011, Lambton et al. 2012, Sauter-Louis et al.
2012).

Signifikante Unterschiede zwischen den Betrieben mit unterschiedlichem
BVD-Impfstatus

Beim Vergleich der 6 getesteten Betriebe untereinander waren in den Serum-
proben aus den beiden PregSure® BVD-Impfbetrieben mit allen verwendeten
Testzellen (Leukozyten, Thrombozyten, BL-3-Zellen, MDBK-Zellen) im Mittel hoch
signifikant bzw. signifikant héhere Allo-AK-Titer vorhanden als in den Serumproben aus
dem Bovilis® BVD-MD-Impfbetrieb und dem Bovidec®-Impfbetrieb sowie den beiden
Kontrollbetrieben. Diese Ergebnisse stimmen mit mehreren anderen Studien, in denen
ebenfalls mittels Durchflusszytometrie signifikant hohere Allo-AK-Titer in Serumproben
von PregSure® BVD-geimpften Kiuhen im Vergleich zu Proben von Kontrollkiihen
gefunden wurden, Uberein (Bastian et al. 2011, Bridger et al. 2011, Pardon et al. 2011,
Kasonta et al. 2014). Als Kontrollkiihe dienten dabei je nach Studie sowohl Kiihe aus
Herden ohne BNP-Vorgeschichte und ohne Impfungen gegen BVDV, als auch Kiihe,
die mit einem anderen BVDV-Impfstoff als PregSure® BVD geimpft worden waren und
PregSure® BVD-geimpfte Nicht-BNP-Mutter. Als Testzellen wurden in diesen Studien
bovine Leukozyten (Bastian et al. 2011, Bridger et al. 2011, Pardon et al. 2011), bovine
Lymphoblasten (Kasonta et al. 2014) und MDBK-Zellen (Benedictus et al. 2015)

verwendet.

Altersabhangigkeit der Allo-AK-Titer

Ein indirekter Hinweis auf den kausalen Zusammenhang zwischen der
Verimpfung von PregSure® BVD und der Bildung von Allo-AK ergibt sich auRerdem,
wenn man die Reaktion in den Allo-AK-Tests dem Alter der betreffenden Kihe in den
beiden PregSure® BVD-Impfbetrieben gegenliberstellt. So besallen alle getesteten
Kihe im Alter von funf Jahren Allo-AK, wahrend Allo-AK bei den einjahrigen, mit
PregSure® BVD geimpften Rindern niemals vorkamen. Dabei stieg der Anteil der Allo-
AK-positiven Tiere von der Gruppe der zweijahrigen bis zu den funfjahrigen Kihen
kontinuierlich an. Leider lie} sich die Impfgeschichte der einzelnen Kihe nicht zurlick-
verfolgen. Man konnte jedoch davon ausgehen, dass in beiden Betrieben alle Kihe
spatestens ab dem Alter von zwei Jahren gemal dem vom Hersteller empfohlenen
Impfschema eine Grundimmunisierung und anschlieBend jahrliche Auffrischungs-
impfungen mit PregSure® BVD erhielten. Somit ware es naheliegend, den mit dem

Alter steigenden Anteil an Allo-AK-positiven Tieren im Sinne des Booster-Effekts als
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direkte Folge der steigenden Zahl an erhaltenen PregSure® BVD-Impfungen zu
interpretieren. Die Beobachtung, dass der Anteil Allo-AK-positiver Tiere unter den
mindestens sechsjahrigen Kihen deutlich kleiner war als unter den funfjahrigen,
widerspricht diese Interpretation nicht. Denn PregSure® BVD wurde in Deutschland
erst seit 2004 vermarktet (Anonym 2010a). So ist es gut moglich, dass die zum
Zeitpunkt der Probennahme altesten Kihe (geboren in den Jahren 1999 - 2003) nicht
mit PregSure® BVD grundimmunisiert worden waren, sondern mit einem anderen
BVDV-Impfstoff.

Die hier vorgestellten Ergebnisse und die daraus abgeleitete Interpretation
stehen im Einklang mit den Ergebnissen von Kasonta et al., wonach das verwendete
Impfschema und die Anzahl der Impfungen pro Tier einen bedeutenden Einfluss auf
die Allo-lImmunisierung durch die Impfung mit PregSure® BVD hat (Kasonta et al.
2012). Hierzu passen auch die Ergebnisse der Fall-Kontrollstudie von Jones et al.
(Jones et al. 2013). Diese Autoren entdeckten, dass das Risiko fur die Geburt eines
BNP-Kalbs bei PregSure® BVD-geimpften Kihen ab der zweiten Laktation grof3er ist
als in der ersten Laktation. Auch scheinen durch erneute Graviditaten die PregSure®
BVD-induzierten Allo-AK ,geboostert” zu werden, so dass unmittelbar vor der Geburt
besonders hohe Allo-AK-Titer nachgewiesen werden konnen. Nach der Geburt fallen
die Titerwerte ab, was vermutlich auf den plétzlichen Wegfall der alloimmunisierenden
fetalen Antigene und auch auf die Translokation der IgG-Antikorper in das Kolostrum

zurtckzufihren ist (Benedictus et al. 2016).

In einer anderen Studie nahm das Risiko fir BNP bis zur dritten Geburt der
Muttertiere zu, sank allerdings nach der vierten und flinften Geburt wieder ab.
(Benedictus et al. 2014). Diese Beobachtungen korrelieren sehr gut mit den
Ergebnissen der vorliegenden Studie, da normalerweise das Alter einer Kuh bei der

dritten Geburt etwa 5 Jahre betragt.

Korrelation zwischen den Allo-AK-Titern und den Titern BVDV-

neutralisierender Antikorper

Im Vergleich zu anderen BVDV-Vakzinen induziert PregSure® BVD besonders
hohe Titer an BVDV-neutralisierenden Antikérpern, was vermutlich auch mit dem in
diesem Impfstoff enthaltenen speziellen ISCOM-Adjuvans zusammenhangt (Salt et al.
2004, Raue et al. 2010, Bastian et al. 2011). Die Titer der PregSure® BVD-geimpften
Kihe Uberstiegen sogar die Ublicherweise bei nattrlich mit BVDV-infizierten Tieren

vorkommenden Werte. Dabei wiesen BNP-Miutter im Durchschnitt zehnfach hoéhere
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BVDV-Antikorpertiter auf als PregSure® BVD-geimpfte Nicht-BNP-Mutter (Bastian et
al. 2011).

Wie die vorliegende Studie ergab, korrelierten nur bei den PregSure® BVD-
geimpften Kihen die Titer der neutralisierenden Antikérper mit den DFZM-Allo-
AKiympno-Titern. Auch wenn diese Korrelation mit einem Koeffizienten von r = 0,66 nur
moderat ausfiel, deutet sie ebenfalls auf die ursachliche Rolle von PregSure® BVD bei
der Induktion von Allo-AK hin, zumal bei den mit anderen Vakzinen geimpften Tieren
keine Korrelationen nachweisbar waren. Andere Untersucher zeigten, dass es sich bei
den BVDV-reaktiven Antikdrpern und den Allo-AK um verschiedene Immunglobuline
handelt (Bastian et al. 2011). Demnach scheint die von PregSure® BVD in der Kuh
angestoflene humorale Immunreaktion in ihrer Starke weniger von der Art des
Antigens abhangig zu sein. Flr die beobachteten Titerunterschiede zwischen den
Tieren kdnnte es sowohl bei den Anti-BVDV-Titern als auch bei den Allo-AK eine Rolle
gespielt haben, wieviele Auffrischungsimpfungen die Tiere vor der Probenentnahme
erhalten hatten. Die Titerunterschiede kdnnten aber einfach auch nur das individuelle
Vermdgen widerspiegeln, eine Immunreaktion auf ein parenteral appliziertes
Antigengemisch zu formulieren; je starker die induzierte Immunantwort auf das
eigentliche BVDV-Impfantigen, desto starker kénnte auch die gleichzeitig ausgeldste
alloreaktive Immunreaktion ausgefallen sein. Andere Autoren vermuten ebenfalls, dass
BNP-Kihe aufgrund einer genetischen Pradisposition grundsatzlich mit einer
gesteigerten Antikdrperbildung auf eine Impfung reagieren (Benedictus and Bell 2017).
Der mahige Korrelationskoeffizient und der Befund, dass einige Serumproben relativ
hohe BVDV-Antikérpertiter gleichzeitig aber niedrige Allo-AK-Titer aufwiesen, kdnnte
darauf hinweisen, dass die (wiederholte) immunologische Auseinandersetzung mit den
in PregSure® BVD enthaltenen Zellresten alleine noch nicht ausreicht, um die Bildung
der fatalen alloreaktiven Immunglobuline anzustofien. Demzufolge kénnte auch der

Zeitpunkt der Probenahme eine Rolle gespielt haben.

Vorkommen von Alloantikorpern im Kolostrum

Der Vergleich der DFZM-Allo-AKypgk-Titer in Serum- und Kolostrumproben von
PregSure® BVD-geimpften Kiihen ergab, dass der Allo-AK-Titer mit einer Ausnahme in
der Kolostrumprobe stets hoher war als im Serum der betreffenden Kuh. Bei den 13
Kihen aus dem PregSure® BVD-Impfbetrieb A waren die Allo-AK-Titer in den
Kolostren im Mittel 1,35-mal so hoch wie die Titer in den Blutseren. Kasonta et al.
fanden in iher Studie ebenfalls die hochsten Gehalte an BNP-assoziierten

Alloantikérpern in Kolostrumproben. Milchproben wiesen nur vernachlassigbar geringe
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Gehalte an diesen Antikérpern auf (Kasonta et al. 2014). Der Nachweis hoher Allo-AK-
Titer im Kolostrum steht auch im Einklang mit anderen Studien (Friedrich et al. 2011,
Schroter et al. 2011, Assad et al. 2012).

In bovinem Kolostrum macht IgG, bis zu 90 % des insgesamt darin enthaltenen
Immunoglobulins (Gesamt-lg-Gehalt) aus. Daneben kommen in geringeren Konzen-
trationen auch IgE, IgM, IgA und IgG, vor. Die kolostralen Immunglobuline stammen
zum Grofteil aus dem Blutserum und werden nur zu einem geringen Teil im
Eutergewebe selbst synthetisiert (Tizard 1996, Lipp 2005). Bei 1gG,, IgM und IgA
werden kleine Mengen aber auch von Plasmazellen in der Milchdriise produziert, far
den 1gG-Gehalt des Kolostrums scheint die lokale Synthese jedoch unbedeutend zu
sein (Newby and Bourne 1977, Lascelles 1979, Larson et al. 1980, Newby et al. 1982).
Dadurch sind die in Kolostrum bzw. Milch und in Blutserum gemessenen IgG-Gehalte
abhangig vom Trachtigkeitsstadium. In den letzten zwei bis drei Wochen vor der
Geburt sinkt der IgG4-Gehalt im Blutserum stark ab, wahrend diese Immunglobuline
durch selektiven IgG4-Transport in der Milchdriise angehauft werden. Die in Kolostrum
gemessenen IgG-Gehalte variieren stark, je nach Quelle werden Werte von 30-
75 mg/ml bzw. 15,3 mg/ml und 176,2 mg/ml angegeben. Fir Blutserum liegen die
Gehalte zwischen 6 und 15,1 mg/ml (Butler 1983, Lipp 2005). Verglichen mit diesen
Zahlen ist das in dieser Arbeit ermittelte Verhaltnis der Allo-AK-Titer in Blutserum und
Kolostrum aufféllig eng. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass dieses Ergebnis
dadurch beeinflusst war, dass die Blutprobe und die korrespondierende Kolostrum-
probe in einigen Fallen zu unterschiedlichen Zeitpunkten genommen worden waren. Es
ist aber auch denkbar, dass bei der Aufbereitung der Kolostrumproben fir die Messung
im DFZM-Allo-AK-Test mdéglicherweise mit dem Fett ungewollt auch Immunglobuline

entfernt wurden.

Hohere Allo-AK-Titer bei BNP-Muttertieren als bei Nicht-BNP-Muttertieren

In den beiden PregSure® BVD-Impfbetrieben konnte man zwischen Kihen, bei
denen vorberichtlich wenigstens ein Kalb an BNP erkrankt war, und solchen, bei deren
Nachwuchs BNP niemals beobachtet worden war, unterschieden werden. Der
Vergleich der Messergebnisse offenbarte, dass BNP-Mutter in allen Varianten des
DFZM-Allo-AK-Tests im Mittel hoch signifikant (p <0,001) hohere Allo-AK-Titer
aufwiesen als die Ubrigen PregSure® BVD-geimpften Kihe. Diese Ergebnisse stehen
im Einklang mit mehreren anderen Untersuchungen (Bastian et al. 2011, Pardon et al.
2011, Kasonta et al. 2014, Benedictus et al. 2015) und stlitzen die Theorie, dass das

Auftreten der BNP-Erkrankung beim Kalb nicht nur von dessen genetisch bedingter
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Empfanglichkeit, sondern auch von der Titerhdhe der Allo-AK im mdutterlichen Serum
bzw. Kolostrum abhangt. Eine weitere Studie belegt ebenfalls, dass die Hohe des Allo-
AK-Titers ein entscheidender Faktor in der Pathogenese der BNP ist. So besalien
PregSure® BVD-geimpfte BNP-Mitter signifikant hdhere Titer an Allo-AK, die auf
bovine Leukozyten-Zelllinien mit definierten MHC-I-Allelen zytotoxisch wirkten, als
PregSure® BVD-geimpfte Kilhe ohne BNP-Kalber. Zudem korrelierte die Anzahl der
Zelllinien, die von den Allo-AK einer Kuh erkannt wurden, positiv mit der Hoéhe des Allo-
AK-Titers (Bell et al. 2015)

Es scheint allerdings, dass die Pathogenese der BNP komplexer ist als
urspringlich angenommen. Aufgrund des MHC I-Sequenz-Polymorphismus haben
BNP-Kihe und Kalber eine Vielzahl an verschiedenen MHC |-Genotypen. Diese
Vielfalt erklart auch, warum in friiheren Studien (Ballingall et al. 2011b, Benedictus et
al. 2014) kein Zusammenhang zwischen bestimmten MHC |-Haplotypen und dem
Auftreten von BNP gefunden wurde und auch, warum das Auftreten von BNP in
anderen Untersuchungen kein erbliches Merkmal der Kalber darstellte (Benedictus and
Bell 2017).

3 Alloantikorper bei den mit Bovidec® geimpf-

ten Kuhen

Allo-AK waren nicht nur bei den PregSure® BVD-geimpften Kihen vorhanden,
sondern auch bei einigen Kihen aus dem Bovidec®-Impfbetrieb. Dabei lagen die
durchschnittlichen Allo-AK-Titer der Bovidec®-geimpften Kihe im DFZM-Allo-AK\ympho-,
DFZM-Allo-AKyone- und DFZM-Allo-AKypek-Test hoch signifikant hdher als im Bovilis®-
Impfbetrieb, im DFZM-Allo-AKyono- Und DFZM-Allo-AKypek-Test unterschieden sie sich
auch hoch signifikant von den Titerwerten in den beiden Kontrollbetrieben. Analoge
Befunde ergab auch die Untersuchung der Serumproben mit dem SLA-Test auf BL-3-
Zellen, obwohl hier nur jede zweite der 316 Serumproben getestet wurde. Dabei waren
die Agglutinationstiter im Bovidec®-Impfbetrieb D signifikant (p < 0,01) hoéher als im
Bovilis® BVD-MD-Impfbetrieb C und in den beiden Kontrollbetrieben E und F, wahrend
der Unterschied zu PregSure® BVD-geimpften Kihen nicht signifikant war.

Nach diesen Befunden muss man befiirchten, dass auch der Bovidec®-Impfstoff
dazu in der Lage ist, die Bildung problematischer Allo-AK zu induzieren. Interessanter-
weise enthalt dieser Impfstoff mit Procision A® das gleiche Adjuvans wie

PregSure® BVD. Procision A® ist ein sogenanntes ISCOM-Adjuvans, welches Quil A,
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Cholesterol, Amphigen Base und Drakeol 5 enthalt (Anonym 2009c). Bei Quil A handelt
es sich um einen aufgereinigten Extrakt von Quillaja-Saponinen aus dem stidamerika-
nischen Seifenrindenbaum (Sjolander et al. 1997, Demana et al. 2004, Harms et al.
2008), der zusammen mit dem Antigen und den anderen Inhaltsstoffen des Impfstoffes
sogenannte Immuno-stimulating complexes (ISCOMS) bilden kann (Lévgren and
Morein 1988, Demana et al. 2004, Lendemans et al. 2005). In dieser Form kénnen
diese Adjuvantien sowohl humorale Immunantworten (IgG; und IgG.) als auch T-zell-
vermittelte Abwehrreaktionen (Th1 und Th2) gegen Antigene verstarken (Sjélander et
al. 1997, White et al. 2006, Harms et al. 2008, Platt et al. 2008). Diese potente
immunadjuvante Wirkung fuhrt bei PregSure® BVD zu einer guten Immunitat gegen
die BVDV-Typen 1 und 2 mit sehr hohen Titern an neutralisierenden Antikérpern (Salt
et al. 2004, Harmeyer et al. 2005, Raue et al. 2010), welche sogar die bei nattrlich
infizierten Tieren beobachteten Antikorpertiter Ubertreffen sollen (Bastian et al. 2011).
Allerdings sind Quil A-basierte Adjuvantien umstritten, da Quillaja-Saponine mit den
Zytoplasmamembranen eukaryontischer Zellen interagieren und dadurch zytotoxisch
wirken (White et al. 2006, Harms et al. 2008). In der Diskussion Uber die Pathogenese
von BNP geriet das Adjuvans Quil A zudem in Verdacht, wegen seiner starken
immunadjuvanten Aktivitat entscheidend zur Alloimmunisierung beizutragen (Bastian et
al. 2011, Deutskens et al. 2011). Diese Vermutung erschien logisch, da zwar in
mehreren inaktivierten BVD-Vakzinen ebenfalls zellulare Bestandteile als Uberreste
aus der Impfantigen-Produktion gefunden wurden (Bastian et al. 2011), aber nur die
mit PregSure® BVD geimpften Kihen hohe Allo-AK-Titer besalien (Bastian et al.
2011). So stltzt das hier erstmals belegte Vorkommen von Allo-AK bei den Bovidec®-
geimpften Kihen die Hypothese, dass gerade die Kombination aus hochpotentem
ISCOM-Adjuvans und homologen zelluldaren Antigenen in einem parenteral verab-

reichten Impfstoff zur Entstehung von Allo-AK fihrt.

Es ist jedoch zu betonen, dass es in der Fachliteratur bisher keinerlei Hinweise
auf BNP-Falle im Zusammenhang mit der Bovidec®-Impfung gibt. Den in dieser Studie
mit der Bovidec®-Impfung assoziierten Allo-AK kommt demnach vermutlich keinerlei
klinische Bedeutung zu. Auch waren die Titer der Bovidec®-geimpften Kilhe im DFZM-
Allo-AK-Test im Mittel sehr viel niedriger als die Titer der PregSure® BVD-geimpften
Kihe. Deutskens (2012) spekulierte, dass flur diese Unterschiede zu PregSure® BVD
vielleicht Besonderheiten bei der Formulierung und Prozessierung von dessen Quil A-
Adjuvans bedeutsam sind (Deutskens 2012). In PregSure® BVD lage das Adjuvans als
Formulierung mit Cholesterin und Amphigen® vor und werde mittels Mikrofluidisierung

behandelt. Durch diese Behandlung entstinden gemal Herstellerangaben nach
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technischer Prozessierung Quil-A-Cholesterin-Antigen-Nanokomplexe (Anonym 2004),
welche nicht nur die Immunogenitat von Virusantigenen, sondern auch von zellularen

Kontaminanten steigerten (Deutskens 2012).

Anders als im DFZM-Allo-AK-Test bestand im SLA-Test bezliglich des ermittelten
Allo-AK-Titers kein signifikanter Unterschied zwischen den PregSure® BVD-geimpften
Kihen und den Bovidec®-geimpften Kihen, wenngleich Median, arithmetischer Mittel-
wert und Maximum in der Bovidec®-Gruppe niedriger waren. Dies liegt moglicherweise
daran, dass die beiden Tests bevorzugt verschiedene Klassen an Allo-AK erfassen. So
war der DFZM-Allo-AK-Test strikt auf IgG-Antikdrper gerichtet. Andererseits wirken
generell IgM-Antikdrper im Vergleich zu 1IgG-Antikérpern in serologischen Tests starker
agglutinierend und Komplement-aktivierend (Tizard 1996). Beim Rind wirken nach
Butler et al. (1983) vor allem IgA und IgM als Agglutinine. Deshalb ist es denkbar, dass
der SLA-Test vor allem Allo-AK dieser Klassen erfasste, es im Hinblick auf die

Pathogenese der BNP aber vor allem auf Allo-AK der Klasse IgG ankommt.

Generell ist der Befund, dass virale Inaktivatvakzinen, die in einem System aus
homologen Zellen hergestellt werden, geringe Mengen an Alloantigenen enthalten
kénnen und dadurch das Risiko einer Alloimmunisierung beeinhalten, von grofder
Bedeutung fur den Impfstoffeinsatz. Das Beispiel PregSure® BVD zeigt, dass eine
solche Alloimmunisierung im ungllcklichsten Fall tédliche Konsequenzen fir die
Nachkommen haben kann und entsprechende Impfstoffe kritisch betrachtet werden
muissen. Auch in der Humanmedizin werden Impfstoffe unter Verwendung von
humanen Zelllinien hergestellt wie Impfstoffe gegen Hepatitis A (z.B. VAQTA der Fa.
Merck und Havrix der Fa. GlaxoSmithKline), Rételn (z.B. MERUVAX Il der Fa.Merck,
ProQuad der Fa. Merck) und Windpocken (z.B. Varivax der Fa. Merck, ProQuad der
Fa. Merck). Fir die Herstellung der fraglichen Impfantigene werden die humanen
Zelllinien WI38 und MRC-5 verwendet. Beide Zelllinien wurden in den 1960er Jahren
aus fetalen Lungenzellen von abortierten Feten gewonnen und bereits seit sehr langer
Zeit erfolgreich zur Impfstoffproduktion verwendet. Die auf diesem Weg hergestellten

Human-Impfstoffe gelten bisher aber als sicher und effektiv (Anonym 2012b).

Das EU-Genehmigungsverfahren der zur Anwendung beim Rind vorgesehenen
Vakzine ,CattleMarker IBR Inactivated® (Fa. Zoetis) bietet andererseits ein aktuelles
Beispiel dafir, welche Konsequenzen die zustandigen Behérden und
Impfstoffhersteller aus der Erfahrungen mit der BNP ziehen (Anonym 2016). Da
,CattleMarker IBR Inactivated* unter Verwendung der gleichen bovinen Nierenzelllinie

(MDBK) hergestellt wird und dasselbe Adjuvans Procision A® enthalt wie
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PregSure® BVD, zweifelte das Paul-Ehrlich-Institut als deutsche Zulassungsbehoérde
an der Sicherheit des Impfstoffes. Die bereits vom Hersteller ergriffenen Mallnhahmen
erschienen aus deutscher Sicht nicht ausreichend. Da die beteiligten EU-
Mitgliedsstaaten Uber diese Frage keine Einigung erzielten, leiteten sie diese zur
Klarung dem Committee for Medicinal Products for Veterinary Use (CVMP) der EMA
zu. Erst nach eingehender Prifung und Abwagung des Nutzen-Risiko-Verhaltnisses
empfahl das Gremium die Genehmigung des Impfstoffes. Nach Ansicht des CVMP
konnte belegt werden, dass ,CattleMarker IBR Inactivated® durch Einfihrung eines
Filtrationsschrittes in den Herstellungsprozess weniger zellulare Antigenreste enthalt
als PregSure® BVD. AulRerdem habe eine Hyperimmunisierungsstudie belegt, dass
wiederholte Impfungen mit ,CattleMarker IBR Inactivated® zu keiner mit der
PregSure® BVD-Hyperimmunisierung vergleichbaren Bildung von Allo-AK fuhrt. Erst
nach Vorlage dieser Belege und dem Vorschlag des Herstellers fir ein gezieltes
Uberwachungs- und Monitoringverfahren empfahl das CVMP schlieRlich die Zulassung
des Impfstoffs (Anonym 2016).

4 Mogliche Mechanismen der Alloantikorper-

Wirkung auf die bovinen Zielzellen

Zu Beginn der in dieser Arbeit dargestellten Experimente lagen bezlglich der
Wirkmechanismen der BNP-assoziierten Allo-AK auf die bovinen Zielzellen nur vage
Hinweise auf eine gesteigerte Zytophagozytose vor (Bauer et al. 2009, Pardon et al.
2010, Bastian et al. 2011, Bridger et al. 2011). Die eigenen Untersuchungen
fokussierten deshalb auf die direkte und die Komplement-vermittelte zytotoxische
Aktivitat der BNP- bzw. PregSure® BVD-assoziierten Allo-AK, auf die Induktion von
Apoptose in den Zielzellen und auf deren Opsonierung mit nachfolgender

Zytophagozytose.

Direkte Zytotoxizitat und Induktion von Apoptose/Nekrose

In mehreren Testreihen an MDBK-Zellen wurde untersucht, ob Allo-AK-haltige
Rinderseren auf die Zielzellen unmittelbar zytotoxisch wirken. Bei diesen Untersuchun-
gen wurde die Vitalitdt der mit den Serumproben koinkubierten MDBK-Zellen mit dem
MTT-Test quantitativ erfasst. Der MTT-Test nach Tada et al. (Tada et al. 1986) wurde
bereits zuvor erfolgreich dazu eingesetzt, um den vital schadigenden Effekt von ver-
schiedenen Substanzen auf eukaryontische Zielzellen zu messen (Heald et al. 1994,
Chou et al. 1996, Diao et al. 1998, Frohlich 2009, Kerner 2012), unter anderem auch
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zum Nachweis zytotoxischer Effekte, die von Komplement vermittelt wurden (Chou et
al. 1996, Diao et al. 1998). In der Fachliteratur ist dokumentiert, dass die Bindung von
Antikérpern an Histokompatibilitdtsantigene bei den betroffenen Zellen Apoptose
auslost. Beispielweise werden humane T-Lymphozyten apoptotisch, wenn man sie
Antikérpern mit Spezifitdt fir das p2-Mikroglobulin bzw. die a3-Domane des HLA-
Klasse |-Moleklils aussetzt (Skov et al. 1997, Woodle et al. 1997). Im gleichen Sinne
I6sen monoklonale Antikérper, welche gegen Epitope der a1-Domane der schweren
Kette des HLA-Klasse I-Moleklls gerichtet sind, den apoptotischen Zelltod von
aktivierten peripheren T-Lymphozyten und CDA40-aktivierten B-Lymphozyten aus.
Dabei ist keine sog. Quervernetzung der MHC I-Molekuile (Cross-linking of MHC I-
molecules) erforderlich, da nicht nur die intaken Antikérper, sondern auch ihre F(ab)'2-
und Fab'-Fragmente in dieser Weise wirksam sind (Genestier et al. 1997). Deshalb
wurde in den eigenen Untersuchungen neben dem MTT-Test auch ein kommerziell
erhaltlicher, DFZM-basierter Test eingesetzt, um gezielt zu prifen, ob die Allo-AK bei
den Zielzellen die Prozesse der Apoptose oder Nekrose anstoflen. Aber weder im
MTT-Test noch im DFZM-basierten Apoptose-/Nekrose-Test ergaben sich
Anhaltspunkte dafir, dass die mit der PregSure® BVD-Impfung assozierten Allo-AK die
Vitalitdt der Testzellen direkt beeintrachtigten. In anderen Untersuchungen zur
Atiologie und Pathogenese der BNP wurden ebenfalls keine Hinweise auf eine direkte
zytotoxische Wirkung der als ursachlich inkriminierten Allo-AK gefunden (Pardon et al.
2010, Schumann 2011).

Komplement-vermittelte Zytotoxizitat

Zur Prufung auf eine etwaige Komplement-vermittelte zytotoxische Wirkung der
Allo-AK wurden im MTT-Test neben den Standard-Testansatzen (MDBK-Zellen unter
der Einwirkung der fraglichen Serumprobe) auch solche Ansatze gemessen, denen
xenogenes Komplement zusatzlich beigemischt worden war. Gepooltes Blutserum von
Meerschweinchen (Fa. Siemens Healthcare) diente dabei als exogene Komplement-
quelle. Ein eigener toxischer Effekt dieses Komplements war zuvor durch ein
Kontrollexperiment (Testansatze auf MDBK-Zellen unter Zusatz von Komplement aber
ohne Serumzugabe) ausgeschlossen worden. Tatsachlich reagierten die Allo-AK-
haltigen Serumproben von PregSure® BVD-geimpften Kiihen gegeniuber den MDBK-
Zellen in diesem Testformat signifikant zytotoxischer als Proben von anderen Kiihen.
Mittlerweile berichteten drei andere Arbeitsgruppen Uber ganz ahnliche Beobach-
tungen, auch wenn sie zur Messung der Komplement-vermittelten Zytotoxizitat

teilweise andere Testzellen (humane Lymphoblasten, bovine Nierenzellen, bovine
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Leukozyten und bovine Knochenmarkszellen) sowie ein fluoreszenzmikroskopisches
Verfahren (Bell et al. 2015) oder DFZM-basierte Verfahren (Kasonta et al. 2014, Bell et
al. 2015, Benedictus et al. 2015) einsetzten.

Das Komplementsystem besteht aus einer Vielzahl an Plasmaproteinen und
gehort zu den wichtigsten humoralen Abwehrmechanismen der Saugetiere (Tizard
1996, Rainard 2003, Janeway et al. 2005, Schutt and Brdker 2011). Prinzipiell kann
das Komplementsystem Uber drei verschiedene Wege aktiviert werden, den sog.
klassischen Weg, den Lektinweg und den alternativen Weg (Tizard 1996, Janeway et
al. 2005, Schiutt and Broker 2011). Die experimentellen Ergebnisse lassen vermuten,
dass die PregSure® BVD-assoziierten Allo-AK das Komplementsystem Uber den
klassischen Weg aktivieren. Dieser unter anderem von Antikdrper-Antigen-Komplexen
initierte  Prozess stellt physiologischerweise die Verbindung zwischen der
antigenunspezifischen, angeborenen Abwehr, die eine Art Frihwarnsystem bei der
Pathogenerkennung darstellt, und der adaptiven Immunantwort her. Bei der
klassischen Aktivierung von Komplement bindet das Plasmaprotein C1q an die Fc-
Teile von IgG oder IgM, nachdem diese Antikdrper an ihr Antigen spezifisch angedockt
haben, oder direkt an die Oberflachenstrukturen der erkannten Pathogene (Tizard
1996, Janeway et al. 2005, Schitt and Broker 2011). Alle drei Wege der Komplement-
aktivierung fihren letztendlich zur Bildung des Membranangriffskomplexes (membrane
attack complex, MAC), der aus den terminalen Komponenten der Komplementkaskade
besteht. Polymerisierte C9-Molekile flhren letztendlich Gber Porenbildung in der
Zellmembran zur osmotischen Lyse der betroffenen Zelle (Tizard 1996, Janeway et al.
2005, Schitt and Broker 2011).

Bei der prazisen Quantifizierung der Komplement-vermittelten, zytotoxischen
Aktivitat der Rinderserumproben wurden hohe CDsy/ml-Werte in den Serumproben so-
wohl bei den PregSure® BVD-geimpften BNP-Muttern als auch bei den U(brigen
PregSure® BVD-geimpften Kihen ermittelt. Die CDso/mI-Werte korrelierten in beiden
Gruppen moderat mit den DFZM-Allo-AKypek-Titern (r = 0,61 bzw. 0,70) und zumindest
in der erstgenannten Gruppe auch mit den DFZM-Allo-AKy,mpno-Titern (r=0,71). Die
nur moderate Korrelation konnte ein Hinweis darauf sein, dass sich die von
PregSure® BVD induzierten Allo-AK von Tier zu Tier in ihrer Fahigkeit unterscheiden,
das Komplement zu aktivieren. Sollte sich diese These belegen lassen, dann ware die
Komplement-aktivierende Kapazitdt der induzierten Allo-AK eine weitere Variable, die
neben den bereits bekannten bzw. vermuteten Einflussfaktoren (Hohe des Allo-AK-
Titers im Serum, Spezifitdt der Allo-AK fir verschiedene allele MHC-I-Varianten,

Transferrate dieser Antikdrper in das Kolostrum, aufgenommene Menge des Allo-AK-
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haltigen Kolostrums, Resorptionsrate der Allo-AK aus dem Darm, MHC-I-Phanotyp des
Kalbes), darlber mitentscheidet, wie umfangreich die verursachten Schaden im Kalb

sind und ob es zur Auspragung der BNP kommt.

Die Komplementfaktoren sind physiologischerweise in Serum enthalten, auch in
Rinderserum (Mayr et al. 1977). Deshalb ist es verwunderlich, dass die Komplement-
vermittelte Zytotoxizitat der getesteten Rinderserumproben nicht bereits in den Test-
ansatzen ohne dem artifiziellen Komplementzusatz erkennbar war, denn fir den MTT-
Test waren die Proben vorher prinzipiell nicht hitzebehandelt worden. Eine mdgliche
Erklarung ist die schon lange bekannte sog. antikomplementare Wirkung von
Rinderserum. Sie beruht vermutlich darauf, dass im Uberschuss vorhandenes Globulin
oder Lecithin einzelne Komplementfaktoren blockiert und die Komplementwirkung
dadurch abschwachen oder sogar aufheben kann (Mayr et al. 1977). Eine andere
Erklarung ware, dass die Komplementaktivitat infolge der Lagerung gelitten hatte. So
waren die Serumproben der vorliegenden Untersuchung zum Zeitpunkt der Testdurch-
fihrung bereits Uber mehrere Monate bei — 20 °C aufbewahrt worden. Pandey et al.
(1993) hatten jedoch belegt, dass Serumproben von Rindern nach 245 Tagen
Lagerung bei -10 °C und -20 °C ca. 67 % ihrer Komplement-vermittelten hamolytischen
Aktivitat verlieren, wahrend der Lagerung bei -70 °C dagegen nur 15 bis 20 % (Pandey
et al. 1993).

Ob die hier und in den zitierten Untersuchungen anderer Forscher im in vitro-
Modell beobachtete Komplement-vermittelte Zytotoxizitdt der Allo-AK in der
Pathogenese der BNP tatsachlich von Bedeutung ist, kann gegenwartig noch nicht
fundiert bewertet werden. Hierzu sind weitere, gezielte Untersuchungen erforderlich,
insbesondere auch mit funktionsfahigem Rinderkomplement in Konzentrationen, wie
sie im Rinderorganismus physiologisch sind. Die Komplement-vermittelte Zytotoxizitat
als Wirkmechanismus der Allo-AK wirde immerhin gut die tierexperimentelle Be-
obachtung erklaren, wonach die Zahlen von Lymphozyten und Thrombozyten bereits
innerhalb weniger Stunden nach der oralen Aufnahme von BNP-assoziierten Allo-AK
dramatisch abfallen (Friedrich et al. 2011, Schréter et al. 2011).

Zytophagozytose von BL-3-Zellen durch Makrophagen

In den Untersuchungen zur Zytophagozytose wurden BL-3-Zellen als Zielzellen
der bovinen Makrophagen verwendet, da diese Zellen mit einem durchschnittlichen
Durchmesser von 9-12 um (Theilen et al. 1968) in etwa die gleiche GroRe wie
Lymphozyten aufwiesen und als Suspensionszellen im Phagozytosetest einfacher zu

handhaben waren als die adharenten MDBK-Zellen. Die vorher erzielten Ergebnisse im
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DFZM-Allo-AKg 3-Test und deren gute Korrelation zu den Daten im DFZM-Allo-
AKiympno-Test stellten zudem sicher, dass Allo-AK an die BL-3-Zellen in &hnlich hoher
Menge banden wie an Lymphozyten. Die Methode zur Generierung von Makrophagen
aus Blutmonozyten des Rindes gestaltete die Phagozytoseversuche zeit- und arbeits-
intensiv. Meist war die Ausbeute an Makrophagen gering, sodass nur wenige
Testreihen mit jeweils nur wenigen Ansatzen realisierbar waren. Deshalb ermdglichen
die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse nur eine Orientierung. Die statistische
Prifung der Daten auf signifikante Unterschiede war wegen der nur geringen Anzahl

an getesteten Serumproben nicht mdglich.

Das Ausmalf3, mit dem die mit CFSE markierten und mit Allo-AK beladenen BL-3-
Zellen von den Rindermakrophagen phagozytiert wurden, wurde nach 4 h und 18 h
Inkubation bestimmt, um sowohl unmittelbar als auch verzogert einsetzende Effekte
der Phagozytose zu erfassen. Als Anzeichen, dass BL-3-Zellen phagozytiert wurden,
wurden eine Zunahme des Anteils CFSE-positiver Makrophagen im DFZM-Auswert-
fenster R1 und eine Abnahme der CFSE-positiven BL-3-Zellen im Auswertfenster R2
erwartet. Tatsachlich war in einer Versuchsreihe mit 4 h Inkubationszeit der Anteil
CFSE-positiver Makrophagen gréfer, wenn die BL-3-Zellen mit zwei Allo-AK-haltigen
Seren von PregSure® BVD-geimpften BNP-Muttern prainkubiert worden waren. Der
Anteil der CFSE-positiven BL-3-Zellen im Auswertfenster R2 blieb dabei nahezu
unverandert. Nach 18-stindiger Inkubation mit einer Allo-AK-haltigen Serumprobe war
dagegen der Anteil an CFSE-positiven BL-3-Zellen im Auswertfenster R2 um mehr als
die Halfte reduziert. Diese Ergebnisse kdnnten somit mit den von Bastian et al.
(Bastian et al. 2011) publizierten Ergebnissen Ubereinstimmen und auf eine gesteigerte
Phagozytose der mit Allo-AK markierten Zielzellen hindeuten. Damit kdnnte die BNP in
ihrer Pathogenese einigen Immunerkrankungen des Menschen &ahneln, bei denen
ebenfalls Allo-AK bzw. Auto-AK ursachlich sind. So kommt es auch bei der FAIT/NAIT,
der HDFN und den autoimmunen hamolytischen Anamien zur gesteigerten
Phagozytose der durch die Antikorper opsonierten Zielzellen (Ahya et al. 2001,
Berkowitz et al. 2006, Ghevaert et al. 2008).

Allerdings gab es neben den beschriebenen Ergebnissen weitere Versuchs-
ansatze, in denen keine Veradnderungen der Auswerteparameter bzw. keine Unter-
schiede zwischen Allo-AK-haltigen und Allo-AK-negativen Rinderseren festgestellt
wurden. Eine mdgliche Erklarung flur die schlechte Reproduzierbarkeit der Versuchs-
ergebnisse ist, dass die Methodik des verwendeten Phagozytosetests aufwandig und
damit stoéranfallig war. Die verschiedenen Chargen an generierten Makrophagen

kénnen sich deshalb in ihrer Phagozytoseaktivitat unterschieden haben. Auflerdem
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waren tierindividuelle Unterschiede in der Phagozytoseaktivitdt zwischen den aus den
Blutmonozyten verschiedener Spenderkiihe stammenden Makrophagen nicht auszu-
schliefen. Die Lokalisation im Gewebe bzw. Kulturbedingungen, insbesondere
hinsichtlich der einwirkenden Zytokine und dem Lipid-/Cholesterolgehalt, haben
bekanntlich einen mafgeblich Einfluss auf die Funktionsfahigkeit von Makrophagen
(Stout et al. 2005, Williams et al. 2016), sodass geringflgige Veranderungen von Test
zu Test deutliche Unterschiede in der Aktivitat der verwendeten Zellen bedingt haben

konnen.

Letztendlich liefern die erzielten Ergebnisse Hinweise auf zwei mogliche Wirk-
mechanismen der BNP-assoziierten Allo-AK im Rahmen der BNP-Pathogenese. Ob es
im Kalb zur Komplement-vermittelten Lyse der Allo-AK-markierten Zellen kommt oder
ob die Phagozytose der opsonierten Zellen in vivo eine grofiere Rolle spielt, bleibt zu
klaren. Die Studie von Bastian et al. (Bastian et al. 2011) und die im Rahmen dieser
Arbeit generierten Ergebnisse zur Steigerung der Phagozytose durch die Allo-AK legen
nahe, dass die Zytophagozytose an der fiur die BNP kennzeichnenden massiven
Zelldepletion beteiligt ist. Sollte die Bindung der Allo-AK an die betroffenen Zellen auch
in vivo zu einer Komplementaktivierung fihren, dann kénnte die Phagozytose dieser
durch Allo-AK und Komplement sozusagen ,doppelt® opsonierten Zellen sowohl tber
die Fc-Gamma-Rezeptoren als auch Uber die Komplementrezeptoren der Phagozyten

stattfinden und dadurch womdglich beschleunigt werden (Schitt and Broker 2011).

5 Immunglobulin-Klasse und —subtyp der

PregSure® BVD-assoziierten Alloantikorper

In der hier vorliegenden Arbeit wurde versucht, mittels Durchflusszytometrie unter
der Verwendung von MDBK-Zellen die Klassen- und IgG-Subklassenzugehdrigkeit der
Allo-AK des Rinderserums zu bestimmen. Da zur Herstellung des PregSure® BVD-
Impfstoffes ebenfalls MDBK-Zellen oder zumindest diesen sehr ahnliche Zellen ver-
wendet wurden (Bastian et al. 2011, Deutskens et al. 2011, Foucras et al. 2011)
mussten diese Zellen theoretisch das gesamte Spektrum an Allo-AK-Typen binden
kénnen. Beim Vergleich hinsichtlich ihres DFZM-Allo-AKypek-Titers unter der
Verwendung von gegen IgG-, 19G;-, 1gG>- und IgM-gerichteten Sekundarantikdrpern
wiesen die Serumproben der PregSure® BVD-geimpften Kilhe mit allen verwendeten
Sekundarantikdrpern hoch signifikant héhere Titerwerte auf als die Kontrollserum-
proben. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass sowohl IgM als auch IgG; und 1gG,

zur Allo-AK-Reaktivitat eines Serums beitragen. Da das Testsystem nicht darauf
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ausgelegt war, den jeweiligen Massengehalt der Allo-AK einer Klasse/Subklasse zu
ermitteln, waren die Werte nicht unmittelbar vergleichbar. Die hoéchsten Titerwerte
wurden jedoch im 1gG;-DFZM-Allo-AKyvpek-Test gemessen, wo auch der Unterschied
zwischen den Titermittelwerten der Allo-AK-haltigen und der —negativen Serumproben

mit einem Faktor von 11,3 am groRten war.

Eine analoge Untersuchung von Kolostrumproben mit einem Immunfluoreszenz-
test hatte ergeben, dass es sich bei den BNP-assoziierten Allo-AK in Kolostrum
ausschlief3lich um IgG4-Antikorper handelt. Geringe 1gG»- und IgM-Signale auf den als
Testzellen verwendeten bovinen Leukozyten wurden sowohl von den Kontrollproben
als auch von den BNP-assoziierten Kolostrumproben erzeugt, was auf eine direkte
Bindung des Sekundarantikdrpers an IgM- und IgG,-exprimierende B-Zellen
angesehen und als unspezifische Bindung eingestuft wurde. An die Thrombozyten

banden ausschlieRlich IgG;-Alloantikérper (Assad et al. 2012).

Fir den Gehalt an IgG in bovinem Kolostrum finden sich in der Literatur stark
variierende Angaben. Es gilt aber als gesichert, dass IgG mit bis zu 90 % des Gesamt-
immunoglobulingehaltes das Hauptimmunoglobulin in bovinem Kolostrum darstellt, und
dass dieses kolostrale IgG nahezu ausschlieBlich dem Subtyp IgG; zuzuordnen ist.
lgG,, IgA und IgM sind im Vergleich dazu nur in kleinen Mengen in bovinem Kolostrum
enthalten (Lascelles 1979, Larson et al. 1980, Newby et al. 1982, Butler 1983, Tizard
1996, Lipp 2005, Reinicke 2006). Deshalb kann man aus den Ergebnissen von Assad
et al. (2012) und aus den vorliegenden Ergebnissen ableiten, dass den IgG;-Allo-AK in
der Pathogenese der BNP die grof3te Bedeutung zukommt. Allo-AK der Subklasse 1gG,
und der Klasse IgM scheinen aber durch die PregSure® BVD-Impfung ebenfalls
induziert zu werden. Dass diese in Kolostrum nicht nachweisbar sind, spiegelt
vermutlich wieder, dass der vorgeburtliche Transfer von Immunglobulinen aus dem Blut
in das Milchdrisensekret flr IgG; am effektivsten ist (Larson et al. 1980, Salmon
1999).

6 MHC I-Spezifitat der Alloantikorper

Wie inzwischen mehrere Arbeitsgruppen experimentell belegen konnten, sind
MHC I-Molekile auf den Zellen des Kalbes das vorrangige Ziel der mit
PregSure® BVD bzw. BNP assoziierten Allo-AK (Deutskens et al. 2011, Foucras et al.
2011, Deutskens 2012, Kasonta et al. 2014, Bell et al. 2015, Benedictus et al. 2015).
Um diese Bindungsspezifitat auch bei den Allo-AK in den eigenen Rinderserumproben

zu verifizieren, wurde versucht, die Bindung von zwei MHC I-spezifischen mono-
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klonalen Antikérpern (IL-A88 bzw. W6/32) an MDBK-Zielzellen dadurch zu hemmen,
dass diese zuerst mit Allo-AK-haltigen Serumproben inkubiert wurden. Bei diesen
Versuchen, die ebenfalls mittels DFZM-Methodik ausgelesen wurden, waren die
eingesetzten Serumproben aber nicht in der Lage, die Bindung der monoklonalen
Antikérper an die MDBK-Zellen zu reduzieren. Die Ursache fir dieses unerwartete
Ergebnis konnte im Rahmen des Projektes nicht ermittelt werden. Denkbar ist, dass die
Allo-AK andere Epitope im MHC [-Molekil erkennen als die monoklonalen Antikorper.
Gegen diese Erklarung spricht allerdings, dass andere Autoren in einem ahnlichen
Versuchsaufbau zumindest die Bindung des monoklonalen Antikérpers W6/32 an
Leukozyten aus dem peripheren Blut eines geheilten BNP-Kalbs mit aufgereinigtem
IgG aus gepoolten Seren von PregSure® BVD-geimpften BNP-Muttern inhibieren
konnten. Sie schlussfolgerten konsequent, dass die BNP-assoziierten Allo-AK mit dem
monoklonalen W6/32-Antikérper um dessen Epitop auf in den bovinen MHC-Molekilen
konkurrierten (Foucras et al. 2011). Eine alternative Erklarung fur die Uberraschenden
und mit jener Publikation kontrastierenden Ergebnisse konnten methodische
Unterschiede sein. Mdglicherweise waren die eingesetzten Serumkonzentrationen zu
gering, als dass die in ihnen vorhandenen Allo-AK mit den monoklonalen Antikérpern
hatten konkurrieren kénnen. (Foucras et al. 2011) gaben die von ihnen verwendeten
Konzentrationen der Antikérper und Seren leider nicht an, sodass nicht geklart werden

konnte, ob hier der Grund fir die Ergebnisunterschiede zu suchen war.

7 Schlussfolgerungen

e Mit den etablierten DFZM-Allo-AK-Tests kdnnen BNP- bzw. PregSure® BVD-
assoziierte Allo-AK in den Serum- und Kolostrumproben von Rindern qualitativ

und quantitativ nachgewiesen werden.

e Neben den Blutleukozyten (Lymphozyten, Monozyten, Granulozyten) und
Thrombozyten aus dem Blut von gesunden Spenderkalbern eignen sich ins-
besondere auch Zellen der bovinen Zelllinien BL-3 und MDBK als Testantigen

zum Nachweis dieser Allo-AK.

o  BNP- bzw. PregSure® BVD-assoziierte Allo-AK férdern die lockere Agglutination
boviner Testzellen. Der mit BL-3-Zellen etablierte SLA-Test ist deshalb eine
technisch vergleichsweise einfache Testvariante, um derartige Allo-AK in Serum-

proben von Rindern semiquantitativ nachzuweisen.
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o  Mehrere Befunde stlitzen die Hypothese, dass der Impfstoff PregSure® BVD die

Bildung von BNP-assoziierten Alloantikérpern induziert:

— Es besteht ein statistisch gesicherter Zusammenhang zwischen der Ver-
wendung des Impfstoffes PregSure® BVD und dem Vorhandensein von
Allo-AK gegen ein breites Spektrum an bovinen Zellen (Lymphozyten,
Monozyten, Granulozyten, Thrombozyten, BL-3-Zellen und MDBK-Zellen)

im Serum der geimpften Rinder.

— Im Kolostrum von PregSure® BVD-geimpften Kiihen sind ebenfalls Allo-AK

nachweisbar.

— Der Anteil an Allo-AK-positiven Rindern in PregSure® BVD-Impfbetrieben
steigt mit dem Alter bzw. der Anzahl an verabreichten PregSure® BVD-

Impfdosen an.

e  Der Nachweis von Allo-AK im Kolostrum von PregSure® BVD-geimpften Kiihen
bestatigt die Theorie, dass BNP bei empfanglichen Kalbern erst durch die

Aufnahme von Allo-AK mit dem Kolostrum ausgeldst wird.

e Der Befund, dass unter den PregSure® BVD-geimpften Kihen die BNP-Mutter
im Durchschnitt hohere Allo-AK-Titer besitzen als die Nicht-BNP-Mdutter, stutzt
nicht nur die Hypothese, dass BNP durch die Aufnahme von Allo-AK mit dem
Kolostrum ausgel6st wird, sondern auch, dass dabei die Hohe des Allo-AK-Titers

im mutterlichen Serum bzw. im Kolostrum ein wichtiger Faktor ist.

o Der statistisch gesicherte Zusammenhang zwischen der Verwendung des
Bovidec®-Impfstoffes und dem Vorhandensein von Allo-AK gegen bovine Zellen
lasst vermuten, dass man Allo-AK auch mit diesem Impfstoff induzieren kann.
Dieser Impfstoff war bisher aber nicht mit BNP-Fallen in Zusammenhang zu
bringen. Die gesundheitliche Bewertung der durch ihn induzierten Allo-AK bedarf

der weiteren Erforschung.

o |gGy-Allo-AK spielen in der Pathogenese der BNP die Hauptrolle. Die Impfung
mit PregSure® BVD induziert bei den Rindern aber auch IgG,- und IgM-Allo-AK.

e Die experimentellen Daten lassen noch keinen Schluss zu, tber welche mole-
kularen und zellularen Mechanismen die inkriminierten IgGs-Allo-AK die fir die
BNP charakteristische Panzytopenie verursachen. Wahrscheinlich handelt es

sich um ein multimechanistisches Geschehen, in dem der Komplement-vermittel-
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ten Zytolyse sowie der Allo-AK-vermittelten Zytophagozytose gréflere Bedeutung

zukommt als der direkten Induktion von Apoptose oder Nekrose.

Die Hypothese, wonach die BNP- bzw. PregSure® BVD-assoziierten Allo-AK
gegen bovines MHC | gerichtet sind, konnte in DFZM-basierten kompetitiven

Bindungsstudien mit monoklonalen Antikorpern an MDBK-Zellen nicht bestatigt
werden.
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Vi Zusammenfassung

Die Bovine Neonatale Panzytopenie (BNP) ist eine seit Ende 2006 beobachtete,
oft tédliche verlaufende Krankheit bei neugeborenen Kalbern in Europa. Das klinische
Bild der BNP ist gepragt von einer stark erhéhten Blutungsneigung, einer extremen
Thrombozytopenie und Leukozytopenie sowie von einer massiven und in vielen Fallen
irreversiblen Knochenmarksschadigung. Die Ursache der BNP war zunachst
unbekannt. Zu Beginn der in dieser Arbeit beschriebenen Untersuchungen deuteten
erste experimentelle Daten darauf hin, dass BNP eine immunpathologische
Erkrankung ist, bei der impfinduzierte maternale Allo-AK, die von empfanglichen

Kalbern mit dem Kolostrum aufgenommen werden, ursachlich sind.

Die Ziele der vorliegenden Arbeit waren deshalb, den epidemiologischen Zusam-
menhang zwischen dem Auftreten von BNP-Fallen und von Allo-AK bei Rindern ndher
zu beleuchten und die nachgewiesenen Allo-AK, vor allem bezlglich ihrer Wirkung auf
die Zielzellen, naher zu charakterisieren. Zu diesem Zweck wurde auf Basis des von
Bridger et al. (2011) entwickelten Tests eine Durchflusszytometrie-Methode (DFZM-
Allo-AK-Test) etabliert, mit dem Allo-AK in Serum- und Kolostrumproben von Rindern
unter Verwendung verschiedener Testzellen sowohl qualitativ als auch quantitativ
nachweisbar sind. Als Testzellen wurden Lymphozyten, Monozyten, Granulozyten und
Thrombozyten aus dem Blut gesunder Spenderkalber sowie Zellen der bovinen Linien
BL-3 und MDBK verwendet. Flr die serologischen Untersuchungen standen Serum-
und Kolostrumproben (n=166 bzw. n=13) von weiblichen Rindern aus zwei
PregSure® BVD-Impfbetrieben sowie Serumproben aus einem Bovilis® BVD-MD-
Impfbetrieb (n=50) und einem Bovidec®-Impfbetrieb (n=50) zur Verfigung. Als
Kontrollproben dienten Serum- und Kolostrumproben (n =50 bzw. n=3) aus zwei
Betrieben, in denen nicht gegen BVDV geimpft wurde und welche im Sinne der BVDV-
Verordnung als BVD-unverdachtig galten (Kontrollbetriebe). Einige Serum- (n = 27)
und Kolostrumproben (n =7) aus den PregSure® BVD-Impfbetrieben stammten von
Kihen, die wenigstens einmal ein Kalb geboren hatten, das spater an BNP erkrankt
war (BNP-Mdutter). Zur Bestimmung der Immunglobulinklasse und des 1gG-Subtyps der
Allo-AK  wurde der DFZM-Allo-AKypek-Test unter Verwendung entsprechender
kommerzieller Sekundarantikérper eingesetzt. Die Prifung der Rinderseren auf ihre
zytotoxische Wirkung erfolgte mit dem MTT-Test an MDBK-Zellen, ihre Apoptose- und
Nekrose-induzierende Aktivitat wurde DFZM-basiert mit dem Annexin V-FITC Assay Kit

(Fa. AbD Serotec) analysiert. In einem DFZM-basierten Phagozytose-Test wurde
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gepruft, ob Allo-AK-haltige Rinderseren die Zytophagozytose von BL-3-Zellen durch

bovine Makrophagen in vitro zu stimulieren vermdgen.

An den 166 Serumproben aus den zwei PregSure® BVD-Impfbetrieben wurde
ersichtlich, dass die in den verschiedenen DFZM-Test-Formaten erzielten Messwerte
fur Allo-AK gut miteinander korrelierten (Korrelationskoeffizient r von 0,70 bis 0,95). Da
die Allo-AK-haltigen Seren BL-3-Zellen agglutinierten, wurde ein Serum-Langsam-
Agglutinationstest (SLA) etabliert, dessen Messwerte mit denen des DFZM-Allo-AKg, 5-
Tests gut korrelierten (r = 0,89).

Im DFZM-Allo-AK euko- Und DFZM-Allo-AKthombo- T €5t Wiesen die Kiihe der beiden
PregSure® BVD-Impfbetriebe, unabhangig von der verwendeten Testzelle, im Mittel
hoch signifikant héhere Allo-AK-Titer auf, als Rinder in dem Bovilis® BVD-MD- und
dem Bovidec®-Impfbetrieb sowie in den beiden Kontrollbetrieben (p < 0,001). Auch mit
den beiden Zelllinien BL-3-Zellen und MDBK-Zellen zeigten die Kiihe aus den beiden
PregSure® BVD-Impfbetrieben im Durchschnitt hoch signifikant (p <0,001) bzw.

signifikant (p < 0,01) héhere Allo-AK-Titer als die Kiihe aus den anderen Betrieben.

Unter den mit PregSure® BVD geimpften Kiihen waren bei den BNP-Mittern im
Durchschnitt hoch signifikant hohere Allo-AK-Titer nachweisbar als bei den Nicht-BNP-
Mattern (p < 0,001). In den beiden PregSure® BVD-Impfbetrieben stieg der Anteil Allo-
AK-positiver weiblicher Rinder pro Altersgruppe von den zweijahrigen bis zu den
funfjahrigen Rindern stetig an (von 10 % in Betrieb A bzw. 22 % in Betrieb B auf 100 %
in beiden Betrieben). Auch in den Kolostrumproben von PregSure® BVD-geimpften
Kidhen (n = 13) waren BNP-assoziierte Allo-AK nachweisbar, wobei der Allo-AK-Titer
im Kolostrum im Mittel 1,35-mal so hoch war wie der Titer in der korrespondierenden
Serumprobe. Bei den Kiihen aus dem Bovidec®-Impfbetrieb konnten ebenfalls Allo-AK
in Serumproben nachgewiesen werden. Im Mittel waren diese Allo-AK-Titer aber je
nach verwendetem Testzelltyp hoch signifikant (p < 0,001) bzw. signifikant (p < 0,01)
niedriger als bei den mit PregSure® BVD-geimpften Rindern.

Im Gegensatz zu Allo-AK-negativen Serumproben reduzierten Allo-AK-haltige
Proben die Vitalitdt von MDBK um durchschnittich 67,6 % (p< 0,001). Der
zytotoxische Effekt trat aber nur dann ein, wenn die Testansatze mit Meer-
schweinchenkomplement supplementiert wurden. Ein direkter zytotoxischer Effekt der
Allo-AK-haltigen Serumproben auf MDBK-Zellen war ebensowenig nachweisbar, wie
eine direkte, Apoptose- oder Nekrose-induzierende Aktivitat. Der Phagozytose-Test
war methodisch aufwandig und lieferte inkonsistente Resultate. In einigen Versuchs-

ansatzen wurde beobachtet, dass die Prainkubation von BL-3-Zellen mit Allo-AK-
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haltigen Seren deren nachfolgende Ingestion durch Makrophagen férderte. In DFZM-
basierten kompetitiven Bindungsstudien konnten die Allo-AK-haltigen Serumproben die
Bindung der MHC I-spezifischen, monoklonalen Antikérper IL-A88 und W6/32 an
MDBK-Zellen nicht verhindern.

Allo-AK waren in beiden untersuchten Immunglobulinklassen (IgG und IgM)
sowie bei beiden gepriften IgG-Subtypen (IgG1 und 1gG,) nachweisbar. Die Titer-
Unterschiede zwischen Allo-AK-haltigen und Allo-AK-negativen Rinderserumproben
waren fur IgG, am gréfdten, was den Schluss zulie3, dass IgG;-Allo-AK den Groliteil
der Alloreaktivitdt in den Serumproben der PregSure® BVD-geimpften Rinder

ausmacht.

Insgesamt betrachtet, stutzt der statistisch zu sichernde Zusammenhang
zwischen der Verwendung des Impfstoffes PregSure® BVD und dem Vorhandensein
von Allo-AK gegen ein breites Spektrum an bovinen Zellen (Lymphozyten, Monozyten,
Granulozyten, Thrombozyten, BL-3-Zellen und MDBK-Zellen) im Serum der geimpften
Rinder die Hypothese, dass dieser Impfstoff flr die Induktion solcher Antikdrper
entscheidend ist. Weiterhin bestatigt der Nachweis von Allo-AK im Kolostrum von
PregSure® BVD-geimpften Kiihen die Theorie, dass BNP bei empfanglichen Kalbern
erst durch die Aufnahme von Allo-AK mit dem Kolostrum ausgel6st wird. Die in dieser
Arbeit erhobenen experimentellen Daten lassen noch keinen Schluss zu, Uber welche
molekularen und zellularen Mechanismen die Allo-AK die fir die BNP
charakteristischen Panzytopenie verursachen. Wahrscheinlich handelt es sich um ein
multifaktorielles Geschehen, in dem der Komplement-vermittelten Zytolyse sowie der
Allo-AK-vermittelten Zytophagozytose grofRere Bedeutung zukommt als der direkten

Induktion von Apoptose oder Nekrose.
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Vil Summary

Bovine Neonatal Pancytopenia (BNP) has emerged since the end of 2006 as a
new life-threatening disease affecting neonatal calves in Europe. The clinical picture is
characterized by increased susceptibility to bleeding, extreme thrombocytopenia and
leucopenia and severe bone marrow damage which in many cases is irreversible. The
etiology of BNP was unknown at first. At the time when the investigations described in
this work were started symptoms, cytological, pathological and histological findings
gave rise to the assumption that an immune-mediated mechanism including maternal

alloantibodies (allo-Abs) was involved in the pathogenesis of BNP.

Therefore, the aim of this study was to further elucidate the epidemiological link
between cases of BNP and the presence of allo-Abs in female bovines and to
characterize the features of the allo-Abs in more detail especially concerning their
effect on the target cells. For this purpose the flow cytometry (FC) assay (FC-allo-Ab-
assay) as published by Bridger et al. (2011) was developed further in order to assess
allo-Abs in bovine serum and colostrum samples qualitatively and quantitatively by
using different cells as test antigens. Lymphocytes, monocytes, granulocytes and
thrombocytes isolated from the blood of healthy donor calves as well as the bovine cell
lines BL-3 cells and MDBK cells were used as test cells. Serum and colostrum
samples, respectively (n = 166, n = 13), from two PregSure® BVD-vaccinated herds as
well as serum samples from a Bovilis® BVD-MD-vaccinated herd (n=50) and a
Bovidec®-vaccinated herd (n = 50) were available for testing in the different FC-allo-
Ab-assay formats. Serum and colostrum samples (n =50, n=3) from two herds
unsuspicious of BVDV and without vaccination history against BVDV served as
controls (control herds). Some of the samples from the PregSure® BVD-vaccinated
herds (27 serum samples, 7 colostrum samples) originated from cows which had given
birth to at least one calf suffering from BNP (BNP mothers). In order to determine the
immunoglobulin class and subtype of the allo-Abs we used the FC-allo-Abypgk-assay
applying different commercially available secondary antibodies. Possible cytotoxic
effects of the bovine serum samples were tested in the cytotoxicity assay (MTT assay)
using MDBK cells. The capability of allo-Abs to induce apoptosis and/or necrosis was
analysed by flow cytometry using the Annexin V-FITC Assay Kit (Fa. AbD Serotec). In
a FC-based phagocytosis assay the capability of allo-Ab-positive bovine sera to
stimulate cytophagocytosis of BL-3 cells by bovine macrophages in vitro was

investigated.
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Assessment of the 166 serum samples originating from the two PregSure® BVD-
vaccinated herds revealed that data of the different FC-allo-Ab-assay formats
correlated well with each other (correlation coefficient r ranging from 0.70 to 0.95).
Based on the observation that allo-Ab-containing sera were able to agglutinate BL-3
cells a serum-slow-agglutination assay (SLA assay) was established as well. The
values elaborated using this SLA assay correlated well with the results obtained in the
FC-allo-Abg, 3-assay (r = 0.89).

Applying the FC-allo-Ab ¢~ and the FC-allo-Abthoempo-a@ssay to sera obtained
from cows in the PregSure® BVD-vaccinated herds yielded significantly higher allo-Ab-
titers than with sera from cows in the Bovilis® BVD-MD- and Bovidec®-vaccinated
herds or from cows in the control herds (p < 0.001). Using BL-3 and MDBK cells as test
cells the cows from the PregSure® BVD-vaccinated herds also showed highly
significantly (p < 0.001) or significantly (p < 0.01) higher allo-Ab-titers compared to the

cows from the other herds.

Among PregSure® BVD-vaccinated cows BNP-mothers displayed significantly
higher allo-Ab-titers than the non-BNP-mothers (p<0.001). Furthermore, the
percentage of allo-Ab-positive bovines increased continuously in the PregSure® BVD-
vaccinated herds from the two year cohort to the five year cohort (from 10 % in herd A
and 22 % in herd B up to 100 % in each herd). Colostrum samples collected from
PregSure® BVD-vaccinated cows (n = 13) contained allo-Abs as well. On average the
colostral allo-Ab-titer was 1.35-times as high as the titer of the corresponding serum

sample.

In addition to PregSure® BVD-vaccinated bovines some cows in the Bovidec®-
vaccinated herd also harbored allo-Abs in their blood. However, mean allo-Ab-titers of
Bovidec®-vaccinated cows were highly significantly or significantly lower than mean

titers of PregSure® BVD-vaccinated cows, respectively.

Allo-Ab-positive serum samples reduced vitality of MDBK cells on average by
about 67.6 % (p< 0.001) in contrast to the allo-Ab-negative sera. However, this
cytotoxic effect of allo-Abs was only detectable when reaction mixtures were
supplemented with guinea pig complement. Serum samples did neither have a direct
cytotoxic effect on MDBK cells nor induced apoptosis or necrosis. The phagocytosis
assay was laborious and provided inconsistent results, unfortunately. Nevertheless, in
some of the experiments allo-Ab-positive sera promoted in vitro phagocytosis of BL-3

cells by macrophages derived from the blood of bovine donors. In a FC-based
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competitive binding experiment allo-Ab-containing sera failed to inhibit MHC I-specific
monoclonal antibodies IL-A88 and W6/32 from binding to MDBK cells.

PregSure® BVD-associated allo-Abs belonged to classes IgG and IgM and
subtypes IgG4 and IgG,. The biggest differences in titers between allo-Ab-positive and

allo-Ab-negative serum samples were demonstrated for IgG;.

Taken together the significant association between the application of Preg-
Sure® BVD and the presence of allo-Abs against a broad spectrum of bovine cells
(lymphocytes, monocytes, granulocytes, platelets, BL-3 cells, and MDBK cells) in sera
of female bovines strongly supports the hypothesis that this vaccine is responsible for
the induction of BNP-associated allo-Abs. It was concluded that IgG;-allo-Abs bear the
majority of alloreactivity in sera of PregSure® BVD-vaccinated cattle. Furthermore
detection of alloreactivity in colostrum samples collected from PregSure® BVD-
vaccinated cows suggests that uptake of allo-Abs via colostrum triggers the
pathogenesis of BNP in susceptible calves. However, it remained largely unknown by
which molecular or cellular mechanism allo-Abs cause pancytopenia in BNP. From
experimental data of this investigation it appears likely that complement-mediated
cytolysis and allo-Ab-mediated cytophagocytosis are more important than direct

induction of apoptosis or necrosis in target cells.
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Verwendete Reagenzien und Materialien

Tabelle 6:

Ubersicht liber die verwendeten Reagenzien und Materialien

Artikel / Reagenz

Bezugsquelle

Artikelnummer

PAA Laboratories GmbH,

Accutase® Célbe L11-007
7-Aminoactinomycin D (7-AAD) glr%rga-ﬁgﬂggrgﬁeer:me A9400
Ammoniumchlorid Merck KGaA, Darmstadt 1.01145
Annexin V FITC Assay Kit AbD Serotec, Dusseldorf ANNEX300F
Amphotericin B g@@eLaboratorles GmbH, k. A.
Bovine Serum Albumin (BSA), PAA Laboratories GmbH, K-41-001
Fraction V, pH 7,0 Colbe
N 0030048.016
Combitips plus (2,5 ml, 5ml) Eppendorf AG, Hamburg 0030069 250
CryoTubes™ (1,8 ml) E::geﬁ?eﬁ’:oli Co. KG, 343958
CFSE Enzo Life Sciences GmbH, | ALX-610-030-
Lorrach M025
3-(4,5-Dimethyl-thiazol-2-y1)2,5- . Al .
diphenyl-tetrazoliumbromid g‘%?g A.I‘.Igﬂfgrg?;:me M2128
(MTT) ’
Deckglaschen (18 x 18 mm) mzrgslé;r:qa;ﬁr I’Rggzgau k. A.
D-(+)-Glucose (wasserfrei) Merck KGaA, Darmstadt 8337
Dimethyl Sulphoxide (DMSO) | S/9ma-Aldrich Ghemie D2650
Einmal-Sterilfilter (0,22 um) Carl Roth GmbH & Co. KG, | p gg64

Karlsruhe

Fortsetzung nachste Seite
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Artikel / Reagenz Bezugsquelle Artikelnummer
FACS-Rhrchen (5 ml) Sarstedt AG & CO., 55.1579.002
Numbrecht
GE Heathcare Uber Fisher
' ™
Ficoll-Paque ™ Plus Scientific GmbH, Schwerte 17-1440-02
Fotales Kalberserum (FKS) PAA Laboratories GmbH, | 1) \p 051238
Colbe
37 % ige FormaldehydIésung Merck KGaA, Darmstadt 1.04002.1000
Gebrauchsfertige Filtereinheit Whatman® tber MAGV 10462200
Rotrand FP 30/0,2 CA-S GmbH, Rabenau
HEPES Carl Roth GmbH & Co. KG, 9105
Karlsruhe
IMDM (ohne Phenolrot) Invitrogen GmbH, k. A.
Darmstadt
Kaliumchlorid Merck KGaA, Darmstadt 4936.1000
Kaliumdihydrogenphosphat Merck KGaA, Darmstadt 4873
Leibovitz's L-15-Medium Invitrogen GmbH, 41300
Darmstadt
Institut fir Virologie, JLU ATCC® Nr.:
MDBK-zellen GieBen CCL-22™
Sigma-Aldrich Chemie
2-Mercaptoethanol (2-ME) GmbH, Taufkirchen M7522
Meerschweinchen-Komplement Siemens Healthcare, ORAY15
Marburg
Microwell-Platten, 96 Loch, V- Greiner Bio-One GmbH,
: 651101
Boden Frickenhausen
Microwell-Platten, 96 Loch, Nunc GmbH & Co. KG, 167008
Flachboden Langenselbold
Natriumazid (NaN;) Merck KGaA, Darmstadt 645
Natriumdihydrogenphosphat Merck KGaA, Darmstadt 6345
Fortsetzung nachste Seite
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Artikel / Reagenz

Bezugsquelle

Artikelnummer

Carl Roth GmbH & Co. KG,

Natriumchlorid 3957.2
Karlsruhe

Natriumhydrogencarbonat Merck KGaA, Darmstadt 6323

Penicillin/Streptomycin (100x) | A Laboratories GmbH, - 514 4,
Colbe

Petrischalen 92 x 16 mm Nerbe Plus GmbH, 09-031-0060
Winsen/Luhe

Petrischalen 60 mm? Gr.elner Bio-One GmbH, 628161
Frickenhausen

Pipettenspitzen blau . -

(100-1000 pl) Ratiolab GmbH, Dreieich 2100611

Pipettenspitzen gelb . -

(10-100 pl) Ratiolab GmbH, Dreieich 2100601

Pipettenspitzen kristall Nerbe Plus GmbH,

(0,5-10 pl) Winsen/Luhe 07-812-0000

Pipettenspitzen Mehrkanal Greiner Bio-One GmbH, 2090610

(200 pl)

Frickenhausen

Plastik-Einmal-Pipetten
(25 ml, 10 ml, 5 ml)

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

760180 (25 ml),
607180 (10 ml),
606180 (5 ml)

Plastik-Einmal-Pipetten

Nunc GmbH & Co. KG,

(1 ml) Langenselbold 159609
Polypropylenréhrchen Greiner Bio-One GmbH, 188261
CELLSTAR® (15 ml) Frickenhausen

Polypropylenréhrchen Greiner Bio-One GmbH, 227261
CELLSTAR® (50 ml) Frickenhausen

RPMI 1640 Medium (mit 2 mM .

stab. L-Glutamin und 2,0 g/| PAN-Biotech GmbH, P04-18500

NaHCO3)

Aidenbach

Fortsetzung nachste Seite
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Artikel / Reagenz

Bezugsquelle

Artikelnummer

Reaktionsgefal
(1,5 ml und 2 ml)

Eppendorf AG, Hamburg

0030120.086

Salzsaure

Merck KGaA, Darmstadt

1.00319.2500

Medigro GmbH,

Straul3kandile, 1,8 x 43 mm ) k. A.
Mainhausen
Perbio Science

Superblockpuffer in PBS Deutschland, Bonn, 0037515
Deutschland

SDS (Natriumdodecylsulfat) Carl Roth GmbH & Co. KG, | 544 5
Karlsruhe
Dr. G. Grubler & Co.,

Trypanblau Leipzig k. A.

. PAA Laboratories GmbH,
Trypsin (10x) Colbe L-11-001
. . Millipore iber MAGV

Vorfilter Millex® AP20 GmbH. Rabenau

VuelLife® Zellkulturbeutel Sudlaborbedarf GmbH, 32FLO5

(Volumen 25 ml) Gauting

Zellkulturflaschen (T-75,T-25)

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

658175 (T-75)
690175 (T-25)
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Verwendete Puffer, Medien und Losungen

7-AAD-Losung

7-AAD
DMSO
Anzuchtmedium fir Mg (1,5 % Amphotericin B)

IMDM (ohne Phenolrot)

FKS

Amphotericin B

Penicillin(10.000 IE/ml) / Streptomycin(10.000ug/ml)
3-Mercaptoethanol (100 mM)

BSA-Losung

BSA
PBS-Puffer

BL-3-Medium

RPMI 1640 (mit stabilisiertem Glutamin)

L-15-Medium

FKS

Penicillin (10.000 IE/ml) / Streptomycin (10.000 ug/ml)

Erythrozyten-Lyse-Reagenz

NH.CI

NaHCO3
Na,EDTA x 2H,0
A. bidest

HEPES-10-fach-Konzentrat (pH 7,4)

NaCl

KCI

HEPES

D-Glucose (wasserfrei)
A. bidest.

HEPES-Puffer (pH 7.4)

HEPES-10-fach-Konzentrat
A. bidest

Kultivierungsmedium fiir Mg

IMDM (ohne Phenolrot)

FKS

Penicillin (10.000 IE/ml) / Streptomycin (10.000 ug/ml)
Amphotericin B

3-Mercaptoethanol (100 mM)

L-15-Medium (Leibovitz)

Leibovitz's-L-15-Medium
A. bidest

1mg
1 ml

77,5 ml
20 ml
1,5 ml
1 ml
50 ul

19
100 ml

62 ml
27 ml
10 ml
1 ml

8,26 g
1,099
0,037 g

ad 1.000 ml

4049
1,59
119¢g
109

ad 500ml

50 mi
ad 500 ml

465 ml
25 ml
5ml
5ml
0,25 ml

1,399
100 ml
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NaCl-Loésung

NaCl 89¢g

A. bidest ad 1.000 ml
NaN;-Losung (10 %)

NaN3 5 g

NaCl-Lésung (0,89 %) 50 ml
2-Mercaptoethanol-Lésung (1 mM)

2-Mercaptoethanol (14,3 M) 7 pl

A. bidest 100 ml
MTT-Stammlésung (5 mg/ml)

MTT 0,59

PBS-Puffer 100 ml
PBS-Puffer (pH 7,4)

PBS-10-fach-Konzentrat 100 ml

A. bidest ad 1.000 ml
PBS-10-fach-Konzentrat (pH 7.,4)

NazHPO4 X2 Hgo 18,0 g

KH2PO4 2,5 g

KCI 25¢g

NaCl 100,0 g

A. bidest ad 1.000 ml
PBS-EDTA-Puffer (pH 7.4)

PBS-EDTA-10-fach-Konzentrat 100 ml

A. bidest ad 1.000 ml
PBS-EDTA-10-fach-Konzentrat (pH 7.4)

Na,HPO, x 2 H,O 14,2 g

KH2P04 2,0 g

Na,EDTA x 2 H,O 20,09

KCI 20g

NaCl 80,0¢g

A. bidest ad 1.000 ml
RPMI-1640-Medium (mit 10 % FKS und 1 %
Penicillin/Streptomycin)

RPMI 1640 (mit stabilisiertem Glutamin) 445 ml|

FKS 50 mi

Penicillin (10.000 IE/ml) / Streptomycin (10.000 yg/ml) 5 ml
SDS-Losung (10 %-ig, 0,01n HCI)

Na-Dodecylsulfat 50¢g

HCI 1N 5ml

A. bidest 450 ml
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Trypanblau-Lésung

Trypanblau
NaCl-Lésung (0,89 %)

Trypsin-Gebrauchslésung

Trypsin

HEPES-Puffer mit 0,1 % EDTA
Waschlésung

PBS-Puffer

NaN;-Lésung (10 %)
BL-3-Waschlosung

PBS-Puffer
BSA-L6sung
NaN3

0,2g
ad 1.000 ml

100 ml
900 ml

100 mi
100 pl

100 ml
1 ml
100 pl
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Verwendete Gerate

Gerat

Firma

Brutschrank Typ BB 6220

Heraeus Instruments, Hanau

Eismaschine Scotsman AF 80AS

Scotsman Icesystems, Vernon Hills, USA

elektrische Pumpe, easy-load
Masterflex®

Millipore GmbH, Eschborn

FACSCalibur™-Gerat

Becton Dickinson, Heidelberg

Feinwaage AE 163

Mettler-Waagen, Giel3en

Feinwaage Bosch PE 625

Feinwaagenfabrik Bosch, Jungingen

Gefrierschrank economic-froster
GSL 3512 (-20°C)

Robert Bosch GmbH, Gerlingen-
Schillerhohe,

Gefrierschrank -70°C

k. A.

Inversmikroskop Labovert FS

Ernst Leitz Wetzlar GmbH, Wetzlar

Kuhlschrank Bosch Automatic

Robert Bosch GmbH, Gerlingen-
Schillerhéhe

Magnetrthrer IKA COMBIMAG
RET

Janke & Kunkel GmbH & Co.KG, Staufen

Microprocessor pH-Meter pH537

Wissenschaftlich-Technische Werkstatten
GmbH, Weilheim

Mehrkanalpipette mLine® 100
(5-100 ml)

Biohit GmbH, Rosbach

Multistepper

Labsystems GmbH, Meckenheim

Neubauer Zahlkammer, improved,
hell-linig

uber MAGVY GmbH, Rabenau

Pipetten BioHit mLine®10 (0,5-10
ml), mLine®100 (10-100 ml),
mLine®1000 (100-1000 ml)

Biohit GmbH, Rosbach

Plattenphotometer Titertek
Multiscan Ascent

Labsystems GmbH, Meckenheim

Sicherheitswerkbank Microflow
S1424/1

Nunc GmbH & Co.KG, Wiesbaden

Fortsetzung nachste Seite
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Gerat

Firma

Sterilbank LaminAir HB 2472

Heraeus Instruments, Hanau

Spiegel Titertek™ , Microtitration
equipment

Flow Laboratories,

Tischkuhlzentrifuge 4K15C

Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode
am Harz

Vortex-Gerat REAX 1

Heidolph Instruments GmbH & Co.KG,
Schwabach, tber MAGV GmbH, Rabenau

Wasserbad

Gesellschaft fir Labortechnik GmbH,
Burgwedel

Wippe

Eigenbau der Institutswerkstatt
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