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! Einleitung

1. Einleitung

Von den 17 verschiedenen Kleinwalarten, welche in der Nord- und Ostsee vorkommen, ist
der Schweinswal (Phocoena phocoena) die am hiufigsten anzutreffende und in deutschen
Gewissern die einzige wirklich heimische Art (Mohr, 1935; Schulze, 1996).

Verschiedenen Strandungsberichten und Beobachtungen zufolge ist die Nord- und
Ostseepopulation der Schweinswale in den letzten 30 Jahren deutlich zuriickgegangen
(Andersen, 1982). Als Todes- bzw. Strandungsursachen werden neben hohen Beifangzahlen
die Reduktion des Nahrungsangebotes durch Uberfischung, zunehmend parasitire
Infestationen sowie bakterielle Infektionen verantwortlich gemacht. Laut Sektionsstatistiken
handelt es sich vorwiegend um respiratorische Erkrankungen, gefolgt von Erkrankungen des
Magen-Darmtraktes und der Leber (Siebert et al., 2001). Zusitzlich konnte eine Korrelation
zwischen dem erhohten Quecksilbergehalt in den Organen und dem Ausma der
pathologischen Veridnderungen bei Schweinswalen der Nord- und Ostsee (Siebert et al., 1999)
gezeigt werden. Weiterhin fand sich ein Zusammenhang zwischen der PCB-Belastung und
dem vermehrten Auftreten von Infektionen bei Schweinswalen aus britischen Gewissern
(Jepson et al., 1999).

Weltweit wurden seit 1988 bei Robben und Delphinen verheerende Massensterben durch
Infektionen mit verschiedenen Morbilliviren festgestellt (Kennedy, 1998). Untersuchungen
von Streifendelphinen (Stenelle coeluroalba) wihrend der Morbillivirusepidemie im
Mittelmeer 1990-91 zeigten deutlich erhohte Gehalte an Organochloriden in den Organen und
Fettdepots der verendeten Tiere (Aguilar und Borrel, 1994). Vergleichbar hohe
Schadstoffgehalte wurden in verstorbenen Robben wihrend der Seehund-Staupeepidemie in
der Nordsee 1988 gemessen (Hall et al., 1992). Dieser Zusammenhang zwischen einer hohen
Schadstoffbelastung einerseits und dem Ausbruch von Seuchenziigen andererseits gaben
Anlass zu Spekulationen tiiber einen moglichen immunsuppressiven Effekt der
nachgewiesenen Umweltchemikalien.

Toxikologischen Studien zufolge akkumuliert der Schweinswal als ein Endglied der marinen
Nahrungskette verschiedene lipophile, polyhalogenierte, aromatische Kohlenwasserstoffver-
bindungen und Schwermetalle im Laufe seines Lebens, welche aus Industric und
Landwirtschaft in die Deutsche Nord- und Ostsee gelangen. Bei der chemischen Analyse
setzen sich diese persistierenden Chlorkohlenwasserstoffe hauptsichlich aus verschiedenen
Kongeneren von chlorierten Biphenylen sowie chlorierten Pestiziden zusammen. Im

Vergleich zu Schweinswalen der gronlandischen Arktis weisen die Tiere in der Deutschen
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Nord- und Ostsee einen zehnfach erhdhten Gehalt an chlorierten Biphenylen (CB) in den
Organen auf (Bruhn et al., 1999; Siebert et al., 1999).

Der Schweinswal ist durch mehrere internationale Schutzabkommen und Konventionen, wie
zum Beispiel ASCOBANS (Abkommen zur Erhaltung von Kleinwalen in der Nord- und
Ostsee; 1991) und die so genannte EU-Habitatsrichtlinie (Richtlinie 92/43/EWG des EU-
Rates zur Erhaltung der natiirlichen Lebensrdume sowie der wildlebenden Tiere und
Pflanzen), geschiitzt. Auch die Internationale Walfangkommission (IWC) hat dem Schutz des
Schweinswales eine besondere Prioritit eingerdumt. Der Schweinswal ist zudem in der Roten
Liste der Weltnaturschutzunion (IUCN; , International Union for the Conservation of Nature
and Natural Resources®) als bedroht eingestuft und im Washingtoner Artenschutzabkommen
(CITES) in Anhang II aufgefiihrt. Die ASCOBANS-Mitglieder und der IWC kamen darin
iiberein, dass der Beifang inklusive anderer anthropogener Einfliisse auf keinen Fall 1,7 % der
geschétzten PopulationsgroBe iibersteigen sollte, um die Art in ihrem langfristigen
Fortbestand nicht zu gefihrden.

Im Mittelpunkt der Diskussion steht eine durch die Anreicherung von Umweltchemikalien
bedingte Beeintrichtigung des Immunsystems (Ross et al., 1996a). Trotz gewisser Fortschritte
in der Immunologie mariner Saugetiere in den letzten Jahren ist das Wissen iiber das
lymphatische System bei Zahnwalen und seine funktionellen Charakteristika, insbesondere
der Schweinswale noch liickenhaft. Der Thymus stellt ein zentrales Organ in der
Lymphopoese dar, welches auf verschiedene pathologische Prozesse mit einer Volumen- und
Gewichtsreduktion reagiert (Durchfeld et al., 1989). Hierbei kann es entweder durch die
direkte, oft virale Erregerwirkung (Godfraind et al., 1995; Wiinschmann et al., 2000) oder
durch bakterielle Toxine zu einer Zerstérung der unreifen, kortikalen Thymozyten kommen
(Ozeki et al., 1997). Die Exposition von verschiedenen Umweltchemikalien fiihrt ebenfalls
zu einer Thymusatrophie und damit zur Hemmung der Immunantwort in sekundiren
lymphatischen Organen (De Heer et al., 1994). Ziel dieser Arbeit ist es, den moglichen
Zusammenhang zwischen der Schadstoffbelastung und Verénderungen im Immunsystem der
Schweinswale zu untersuchen. Weiterhin sollten immunphénotypische Verinderungen und
die Zytokin-Expression im Verlauf der Thymusatrophie und Milzdepletion des

Schweinswales charakterisiert werden.
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2. Literaturiibersicht

2.1. Der Schweinswal (Phocoena phocoena)
2.1.1. Taxonomie

Aufgrund morphologischer und molekularbiologischer Untersuchungen werden die
Schweinswale (Phocoenidae) in die Uberfamilie der Delphinartigen (Delphinoidea) und in
die Unterordnung der Zahnwale (Odontoceti) eingestuft (Abbildung 1). Diese bildet
zusammen mit den Bartenwalen (Mpysticeti) die Ordnung der Waltiere (Cetacea)
(Milinkovitsch et al., 1993, Waddell et al., 2000). Zur Familie der Phocoenidae gehoren die
vier Gattungen Phocoena, Neophocaena, Australophocaena und Phocoenoides. Die Art der
Schweinswale (Phocoena phocoena) wird in drei Unterarten gegliedert. Die Unterart
Phocoena phocoena phocoena ist im Nordatlantik beheimatet, wihrend Vertreter im
Nordpazifik der Unterart Phocoena phocoena vomerina und im Schwarzen Meer der Unterart

Phocoena phocoena relicta zugeordnet werden (Schulze, 1996).

Eine Unterscheidung der Subpopulationen beim Schweinswal wird anhand mitochondrialer
DNS, Mikrosatelliten-DNS, nicht-metrischer Schédelcharakteristika, Schidelvermessungen
und/oder Ultrastruktur der Zihne durchgefiihrt (Tolley et al., 1999, 2001; Huggenberger und
Benke, 2002). Die Schweinswale im Nordatlantik werden von der Internationalen
Walfangkommission (IWC) in 13 Subpopulationen unterteilt. Die Schweinswale der Nord-
und Ostsee und auf dem Keltischen Schelf lassen sich aufgrund der Daten in fiinf
Subpopulationen unterteilen (Kashner, 2001; Tolley et al., 1999). Untersuchungen der
mitochondrialen DNS verdeutlichten eine reduzierte genetische Variabilitit der Schweinswal-
Population der Ostsee, hervorgerufen durch den limitierten Genfluss zwischen dieser
Population und den Bestiinden der Nordsee (Tiedemann et al., 1996). Schweinswale aus
gronlindischen und islindischen Gewissern sowie der Barentsee stellen ebenfalls separate
Subpopulationen dar (Tolley et al. 2001).
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2.1.2. Merkmale und Biologie

Der Schweinswal hat einen gedrungenen Korper mit einem rundlichen Kopf, was ihn deutlich
von den Delphinen mit ihrem schnabelférmigen Kopfprofil unterscheidet. Der Unterkiefer mit
den charakteristischen spatelformigen Zzhnen steht kaum merklich hervor. Die braune bis
blauschwarze Korperfarbe am Riicken wechselt iber eine graue Ubergangszone
unterschiedlicher Ausdehnung an den Flanken in einen grauweiflen Farbton am Bauch. Ein
dunkelgrauer Streifen erstreckt sich vom Mundwinkel bis zur Basis der Brustflosse.
Riickenfinne, Brustflosse, Fluke und Flukenstil sind vollstindig schwarz (Abbildung 2; Schulze,
1996).

Abbildung 2: Beigefangener adulter Schweinswal

Mit einer Korperlinge von 130 bis 180 cm (Geburtslinge ca. 70-80 cm) gehdren die
Schweinswale zu den kleinsten Zahnwalen. Die Weibchen sind oft einige Zentimeter grofier als
die Minnchen. Dieser Geschlechtsdimorphismus spiegelt sich auch im durchschnittlichen
Gewicht von 57 kg bei Weibchen und 48 kg bei Minnchen wider. Schweinswale erreichen die
Geschlechtsreife mit drei bis vier Jahren bei einer durchschnittlichen Korperlinge von 133 (&)
bzw. 145 cm (Q). Aufgrund einer saisonalen Titigkeit der Gonaden liegt der Hohepunkt der
Brunst in den Sommermonaten (Fisher und Harrison, 1970). Die Literaturangaben iiber die

Tréchtigkeitsdauer variieren zwischen acht und elf Monaten, wobei regionale Unterschiede nicht
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ausgeschlossen werden (Bandomir-Krischak, 1993; Schulze, 1996). Die Kélber werden ungefihr
acht Monate gesiugt, beginnen vermutlich aber bereits nach fiinf Monaten mit der Aufnahme
fester Nahrung. Als Endglied der marinen Nahrungskette erndhrt sich der Schweinswal
hauptsdchlich von fettreichen Fischen wie Hering, Makrele und Sprotte. Die
Nahrungszusammensetzung der Tiere aus der Nord- und Ostsee ist jedoch unterschiedlich
(Benke et al., 1998).

2.1.3. Verbreitung der Schweinswale

Schweinswale leben in den Kiistengewissern des nordlichen Pazifiks und Atlantischen Ozeans
und deren angrenzenden Gewissern. Sie bevorzugen kalte bis méBig kalte Bereiche. Die
stidliche Grenze ihres Vorkommens bildet die sommerliche Oberflichenwasser-Isotherme von
+25C°. In tropischen Gebieten ist die Art nicht anzutreffen. Schweinswale treten entweder als
Einzeltiere oder in kleinen Gruppen von zwei bis drei Tieren auf (Benke et al., 1998). Phocoena
phocoena hat von allen Arten der Familie Phocoenidae die weiteste Verbreitung. Die Bestinde
kommen im Verbreitungsgebiet jedoch nicht gleichmiBig verteilt vor, sondern sind in mehr oder
weniger isolierte Subpopulationen unterteilt (Schulze, 1996). Auf den saisonalen Wanderungen,
in denen sie ihren Nahrungstieren folgen, bewegen sich die Schweinswale in einem Gebiet von
ungefihr 210 km? (Watts und Gaskin, 1985).

2.1.4. Schadstoffbelastung der Schweinswale in der Nord- und Ostsee

Die europiische Studie ,,Small Cetacean Abundance of the North Sea and Adjacent Waters*
(SCANS) aus dem Jahre 1994 erbrachte die zuverlissigsten Bestandsgroenabschitzungen in der
Nord- und Ostsee lebender Schweinswale. So befinden sich in der Ostlichen Ostsee 599, in der
westlichen Ostsee und im Kattegatt 36 916, in der siidlichen und zentralen Nordsee 17 4620 und
in der nordlichen Nordsee 10 4747 Tiere. Zusitzlich wurden in dieser Studie regionale
Unterschiede in der Populationsdichte (Anzahl der Tiere pro km?) der Schweinswale festgestellt
(Hammond et al., 1995).

Verschiedenen Strandungsberichten, Fangstatistiken und Einzeltiersichtungen zufolge ist die
Schweinswalpopulation in den letzten 30 Jahren deutlich zuriickgegangen (Andersen, 1982;

Benke et al., 1998). Aus historischen Aufzeichnungen geht hervor, dass der Schweinswal noch
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zu Beginn des letzten Jahrhunderts in groBer Zahl und regelmiBig beobachtet wurde (Mohr,
1935). Eine von 1991 bis 1996 angelegte Studie beschiftigte sich mit den Erkrankungs- und
Todesursachen der Schweinswale in der Deutschen Nord- und Ostsee (Siebert et al., 2001).
Insgesamt 10% der beigefangenen und 30% der gestrandeten Tiere zeigen eine deutliche
Abmagerung. Am hiufigsten finden sich Erkrankungen der Lunge, gefolgt von pathologischen
Veridnderungen am Magen-Darm-Trakt und der Leber. Hochgradige katarrhalisch-eitrige bis
eitrig-nekrotisierende Bronchopneumonien infolge von Infestationen mit den Lungenwiirmern
Pseudalius inflexus und Torynurus convolutus (Fam. Pseudaliidae) sowie von sekundiren
bakteriellen Infektionen mit vorwiegend P-hdmolysierenden Streptokokken sind in 46% der
Fille als Todesursache von gestrandeten, subadulten und adulten Schweinswalen nachweisbar
(Siebert et al., 2001). Der Gesundheitsstatus der Bestinde entlang der Kiiste von England und
Wales weist eine vergleichbare Situation auf. Neben der hohen Beifangrate sind auch hier
Bronchopneumonien eine héufige Ursache fiir die Mortalitit (Baker und Martin, 1992; Jepson et
al., 2000). AuBerdem sind in einer Studie von 1990 bis 2000 Abmagerungen, schwerwiegende
Parasitosen und Pneumonien die héufigsten Befunde bei gestrandeten Schweinswalen entlang
der Kiiste von Belgien und Nordfrankreich (Jauniaux et al.,, 2002). Im Vergleich zeigen
beigefangene Schweinswale aus arktischen Gewissern um Gronland weit weniger pathologische
Verénderungen und einen guten Erndhrungszustand. Der parasitire Befall der arktischen Wale,
insbesondere Infestationen der Lunge, war in keinem Fall mit schwerwiegenden Erkrankungen
vergesellschaftet (Wiinschmann et al., 2001). Hinweise auf eine Epidemie mit Schweinswal-
spezifischen Erregern, wie beispielsweise Morbilliviren, konnten in diesen Arbeiten nicht
nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu den Morbillivirus-Seuchenziigen in 2002 (Seechund-
Staupevirus, PDV) und den Epidemien bei Seehunden (Phoca vitulina) in der Nord- und Ostsee
von 1988-1989 sind beim Schweinswal bisher nur sporadische Erkrankungen in den Gewissern
um Grofibritannien und Irland dokumentiert (Kennedy et al., 1991, 1992; Kennedy, 1998; Jensen
et al., 2002). Serologische Untersuchungen zeigten jedoch, dass Schweinswale der Deutschen
Nord- und Ostsee eine hohe Inzidenz von Morbillivirus-spezifischen Antikorpern (Schweinswal-
Morbillivirus, PMV) aufweisen, was fiir eine permanente Zirkulation des Virus innerhalb dieser

Population spricht (Miiller et al., 2000).

Als Endglied der marinen Nahrungskette akkumuliert der Schweinswal im Laufe seines Lebens
verschiedene lipophile Umweltchemikalien, deren negativer Einfluss auf das Immunsystem in
Feldstudien, Tierversuchen und in vitro-Experimenten bestiitigt werden konnte (Reijnders et al.,

1994; Ross et al., 1996a). Toxikologische Untersuchungen belegen, dass die Schweinswale aus
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der deutschen Nord- und Ostsee eine zehnfach hohere Belastung mit PCBs aufweisen als Tiere
aus arktischen Gewissern um Gronland. In der Risikoabschitzung spielen vor allem die
koplanaren Kongenere 118 und 170 mit dioxinahnlicher Toxizitit die grofite Rolle. Zusétzlich
finden sich im Okosystem der Nord- und Ostsee relativ groBe Mengen an Hexachlorobenzen,

pp’-DDE, pp’-DDD und y-Hexachlorocyclohexan (Bruhn et al., 1999).

Im Vergleich zu Tieren aus arktischen Gewidssern und dem Schwarzen Meer weisen
Schweinswale in Gewissern um Deutschland eine héhere Belastung mit Schwermetallen auf
(Joiris et al., 2001). Siebert et al. (1999) untersuchten die Bioakkumulation von Quecksilber in
Schweinswalen aus der deutschen Nord- und Ostsee und deren Auswirkungen auf den
Gesundheitsstatus der Tiere. Trotz des Fehlens akuter oder chronischer Intoxikationen bestand
ein Zusammenhang des Schadstoffgehaltes in den Organen mit dem Schweregrad der
pathologischen Verinderungen. Ein #hnlicher Sachverhalt fand sich in toxikologischen Studien
an Schweinswalen um England und Wales. Wihrend Kuiken et al. (1994) keinen negativen
Einfluss von PCBs auf den Gesundheitsstatus der Wale feststellen konnten, zeigen Jepson et al.
(1999), dass Tiere, die aufgrund infektioser Ursachen verendeten, eine signifikant hohere
Belastung mit PCBs aufwiesen als beigefangene, gesunde Schweinswale. Als Ursache dieser
vermehrten Krankheitsanfilligkeit wird eine mogliche immunsuppressive Wirkung der
verschiedenen Schadstoffklassen diskutiert (Jepson et al., 1999; Siebert et al., 1999;
Wiinschmann et al., 2001).
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2.2. Das Immunsystem der marinen Siuger

Trotz gewisser Fortschritte auf dem Gebiet der Immunologie mariner Sdugetiere in den letzten
Jahren ist das Wissen iiber das lymphatische System der Zahnwale, insbesondere der
Schweinswale, noch liickenhaft. Im folgenden Kapitel soll ein Uberblick iiber den gegenwiirtigen
Stand der Forschung auf dem Gebiet des Immunsystems der marinen Séugetiere gegeben

werden.

2.2.1. Funktionelle Testsysteme zur Untersuchung der zelluldren und humoralen

Immunantwort bei marinen Séugern

Der Lymphozytenstimulationstest ermoglicht die qualitative und quantitative Erfassung der
zelluldren Immunantwort nach unspezifischer oder Antigen-spezifischer Aktivierung (Kristensen
et al., 1982). De Guise et al. (1996) untersuchten die Dosis-Wirkung-Beziehung der Mitogen-
induzierten Proliferation von isolierten peripheren Blutlymphozyten, Thymozyten und
Milzzellen des Belugawals (Delphinapterus leucas). Concanavalin A (Con A) und
Phytohdmagglutinin (PHA) waren die effektivsten Mitogene in Zellen des Blutes und des
Thymus, wihrend Lipopolysaccharid (LPS) vor allem Milzzellen stimulierte. Die ausgeprigte
Stimulation der Thymozyten durch Con A und PHA und die verhiltnismifig starke Wirkung
von LPS auf Milzzellen mit einem hohen Prozentsatz an B-Zellen verdeutlicht die Spezifitit der
Substanzen als T- und B-Zellmitogene beim Belugawal. Ebenfalls wurde durch die Co-
Inkubation mit humanem rekombinanten Interleukin (IL)-2 gezeigt, dass Con A, PHA und
,Pokeweed Mitogen“ (PWM) eine Aktivierung der T-Zellen und damit eine Aufregulation des
IL-2-Rezeptors hervorrufen. Im Gegensatz zum Seehund, bei dem Con A und PWM die
stirksten Mitogene darstellten (De Swart et al., 1993), bewirkte PWM nur eine geringe
Proliferation lymphatischer Zellen des Belugawals. Mittels 2-Mercaptoethanol kann die geringe
Zellteilungsrate durch PWM erhoht werden, wihrend die Stimulation durch Con A, PHA und
LPS unbeeinflusst bleibt. Aufgereinigte T-Lymphozyten aus der Milz des Belugawals zeigten
einen einhundertfachen Anstieg des intrazytoplasmatischen Kalziumspiegels nach Stimulation
mit Con A und PHA. Zusitzlich konnten durch die spezifische Bindung des CD4-
Oberflichenantigens eine Steigerung der Tyrosinkinase-Aktivitit sowie eine Reduktion der
Mitogen-induzierten Zellproliferation demonstriert werden (Bernier et al.,, 2000). Colgrove
(1978) untersuchte den Einfluss von Phytomitogenen auf periphere Blutlymphozyten des groen

Timmlers (Tursiops truncatus). Die Zelldichte im Untersuchungsansatz zeigte keinen Einfluss



Literaturiibersicht 10

auf den ermittelten Stimulationsindex. Con A bewirkte die stirkste Aktivititssteigerung der
Lymphozyten. PHA und PWM wiesen eine vergleichsweise niedrige Effektivitit auf. Der
Einsatz von verdiinntem Vollblut in diesem Versuchsansatz spiegelt die natiirlichen Verhiltnisse
im Blut der Tiere wider, erschwert jedoch durch die individuelle Zusammensetzung des weien
Blutbildes die Standardisierung der Untersuchungen (Koopmann et al. 1999). Zusitzlich hat ein
erhohter Blutkortisolspiegel im Verlauf der Fangaktion der Wale moglicherweise einen
negativen EinfluB auf die Zellproliferation in vitro (De Guise et al., 1996). Frithere
Untersuchungen zur Mitogen-Stimulation lymphatischer Zellen von Delphinen (Delphinus
delphis), Schwertwalen (Ocinus orca) und Pilotwalen (Globicephala melaena) verwendeten
ebenfalls Vollblutproben. In diesen Arbeiten wurden jedoch keine optimalen
Mitogenkonzentrationen austitriert (Mumford et al., 1975). De Swart et al. (1993) untersuchten
die Dosis-Wirkung-Beziechung sowie die Kinetik von Mitogen-stimulierten peripheren
Blutlymphozyten des Seehundes. Nach Inkubation mit rekombinantem IL-2 kam es zu einer
selektiven Stimulation von T-Zellen durch Con A und PHA. Durch die Messung der
Antikorperproduktion in vitro (ELISA) und die Bindung von B-Zellen an Protein-A (spot-
ELISA) wurde gezeigt, dass PWM sowohl T- als auch B-Zellen stimuliert, wihrend LPS ein
reines B-Zellmitogen fiir den Seehund darstellt. Zusétzlich wurde der Anstieg der Antigen-
spezifischen Zellproliferation und Antikorperproduktion von vakzinierten Tieren (inaktivierte
Tollwut-Vakzine und Tetanus-Toxoid) in vitro bestimmt. Durch die Affinitits-Chromatographie
konnte demonstriert werden, dass Protein-A spezifisch an das Fc-Stiick von Immunglobulin
(Ig)G der Seehunde bindet (Ross et al., 1994).

Als Ausdruck einer relativ frith ausgeprigten Immunkompetenz zeigen neugeborene Seehunde
eine hohere Mitogen-induzierte Proliferation der Blutlymphozyten als ihre Muttertiere bzw.
gleichaltrige Hunde- oder Katzenwelpen. Wie auch bei anderen Robbenarten spielt der
transplazentale Immunglobulin-Transfer im Gegensatz zur kolostralen Aufnahme eine
untergeordnete Rolle (Carter et al., 1990; Ross et al., 1994). Mittels kreuzreagierender Antiseren
wurden verschiedene Antikorper-Klassen (IgG, IgM und IgA) und -Subklassen bei
unterschiedlichen Delphin- und Robbenarten identifiziert (Nash und Mach, 1971; Travis und
Sanders, 1972; Cavagnolo, 1979; Andresdottier et al., 1987). Eine altersabhéingige Akkumulation
von genomischen Schiden und reduzierte DNS-Reparaturmechanismen fithrten zu einem
vermehrten Auftreten von Mikronuklei in peripheren Blutlymphozyten des GroBen Tiimmlers.
Diese DNS-Schiden waren jedoch nicht mit einer verminderten Mitogen-induzierten

Zellproliferation vergesellschaftet (Gauthier et al., 1999).
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Natiirliche Killer (NK)-Zellen spielen eine bedeutende Rolle in der unspezifischen Abwehr von
Virus-infizierten Zellen und Tumoren. Die Zytotoxizitit der NK-Zellen des Belugawals wurde
auf einer murinen Lymphomzellinie (YAC-1) und einer humanen erythroleukdmischen Zellinie
(K-562) als Zielzelle untersucht. Sowohl die Freisetzung von radioaktiv markiertem Chrom
(,,Chromium release assay“), als auch die Messung abgetéteter Zellen im Durchflusszytometer
erwiesen sich als geeignete Nachweissysteme der NK-Zellaktivitit. NK-Zellen des Belugawals
zeigten eine grofere zytotoxische Aktivitit gegen K-562-Zellen. Die zytotoxische Aktivitit der
NK-Zellen wurde durch Co-Inkubation mit humanem rekombinantem IL-2 gesteigert (De Guise
et al., 1997b).

Einen weiteren unspezifischen Abwehrmechanismus des Immunsystems stellt die Phagozytose
und Freisetzung von Sauerstoffradikalen (,,Respiratory burst”) durch vorwiegend neutrophile
Granulozyten dar. De Guise et al. (1995a) untersuchten die Kinetik dieser Funktionen im Blut
von Belugawalen mittels Durchflusszytometrie. Neutrophile Granulozyten des GroSien
Tiimmlers zeigen eine temperatur- und zeitabhéingige Aufregulation der Superoxid-Bildung (O;)
durch die Stimulation mit Phorbolmyristatazetat. Eine spezifische Hemmung der NADPH-
Oxidase durch Diphenylen-Iod konnte ebenfalls durch das Luciferin-Chemolumineszenz-
Verfahren (,,Cypridina luciferin analog-dependent chemiluminescent assay*) festgestellt werden.
Zusitzlich fand sich eine Dismutation der Sauerstoff-Radikale durch die Inkubation der Zellen
mit der Superoxid-Dismutase (SOD). Mittels RT-PCR konnte die mRNS der verschiedenen
Komponenten der NADPH-Oxidase gp91P™, p22P", pdQP™*, p47Ph* und p67°"* detektiert
werden (Itou et al., 2001). Sequenzanalysen der mRNS der Flavozytochrom-b-Untereinheiten
gp91P"* und p22P"* des Grofen Tiimmlers (GenBank accession numbers: AB034192 und
ABO034193) zeigten weitgehende Homologien zu den Sequenzen der Wiederkduer. Aufgrund des
Vorhandenseins hydrophober Dominen handelt es sich bei dem Heterodimer um Membran-
assoziierte Molekiile des Elektronentransport-Systems, wihrend p40P™*, p47P"* und p67%"*
zytosolische Komponenten der NADPH-Oxidase darstellen (GenBank accession numbers:
ABO038267, ABO035594 und ABO035593). Mittels Western Blot-Analyse wurden die
Molekulargewichte der einzelnen Komponenten der NADPH-Oxidase in den neutrophilen

Granulozyten des Grofien Tiimmlers festgestellt (Inoue et al., 2000, 2001a).



Literaturiibersicht 12

2.2.2. Untersuchungen der immuntoxischen Wirkung von Umweltchemikalien in

marinen Sdugern

In einer Feldstudie mit freilebenden Grofien Tiimmlern (Tursiops truncatus) vor der Westkiiste
Floridas wurde der immunsuppressive Effekt verschiedener Umweltchemikalien untersucht. Die
Tiere zeigten eine Abnahme der Mitogen-induzierten Proliferation von T-Zellen mit steigenden
PCB- und DDT-Konzentrationen im Serum. Die geringe Probandenzahl (n=5) ldsst jedoch keine
abschlieBende Aussage liber einen moglichen Zusammenhang mit einer erhohten

Krankheitsempfinglichkeit in der Population zu (Lahvis et al., 1995).

In einem Experiment wurden Seehunde iiber einen Zeitraum von 2,5 Jahren mit
schadstoffbelasteten Fischen gefiittert. Periphere Blutlymphozyten von schadstoffbelasteten
Tieren zeigten eine signifikante Abnahme der zelluliren Immunantwort nach Stimulation mit
Con A, PHA und PWM sowie der zytotoxischen Aktivitit der NK-Zellen auf die YAC-1-
Zelllinie. Unbelastete Kontrolltiere (gefiittert mit atlantischen Fischen) zeigten keine
Veridnderungen der Immunantwort. Nach Immunisierung der Seehunde gegen Tollwut und
Tetanus zeigte auch die Antigen-spezifische Proliferation peripherer Blutlymphozyten in vitro
eine signifikante Reduktion. Durch die gemischte Lymphozyten-Reaktion mit einer Seehund-
spezifischen Lymphosarkomzellinie als Stimulatorzellen (PV1.P1; ,,one way mixed lymphocyte
reaction®) wurde ebenfalls eine Reduktion der zelluliren Immunantwort in der belasteten Gruppe
festgestellt. Zusitzlich verdeutlichten die Abnahme der zellvermittelten Allergie vom
verzogerten Typ (Typ IV-Uberempfindlichkeit) und die Antikorperreaktion in vivo nach
intradermaler Injektion von Ovalbumin eine Hemmung der T-Helferzellen bzw. der
Gedichtnisfunktion des Immunsystems durch Umweltchemikalien. Im Vergleich hierzu fanden
sich keine Gruppenunterschiede in der Zellproliferation mit dem B-Zellmitogen LPS, der in vitro
Immunglobulin-Produktion und der Antigen-spezifischen Antikdrperproduktion immunisierter
Probanden. Die Mobilisation von persistenten Organochloriden aus den Fettdepots der
Seehunde, hervorgerufen durch kurzzeitiges Fasten (15 Tage), bewirkte eine nur geringe
Abnahme der Blutlymphozytenzahl und der NK-Zellaktivitit in vitro, wihrend die Mitogen- und
Antigen-induzierte Lymphozytenproliferation unbeeinflusst blieb (De Swart et al., 1995, 1996).
Die Autoren folgerten, dass eine chronische Exposition mit PCB vor allem die zelluldre
Immunantwort negativ beeinflusst, wihrend die humorale Immunantwort weitgehend
unbeeinflusst bleibt (De Swart et al., 1995; Ross et al., 1995; De Swart et al., 1996).
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Weiterhin wurden PVG-Ratten mit gleich hohen Dosen an schadstoffbelasteten Heringen aus der
Ostsee und weniger belasteten Heringen aus dem Atlantischen Ozean gefiittert. Adulte
Versuchstiere zeigten eine schadstoffbedingte Abnahme der Zellularitit sowie des CD4/CD8-
Verhdltnisses im Thymus. Zusitzlich zeigten schadstoffbelastete Ratten eine verminderte
Resistenz  gegeniiber einer experimentellen Zytomegalovirus-Infektion. Die perinatale
Exposition bewirkte dagegen eine Entwicklungshemmung der Thymozyten bzw. deren
Vorlduferzellen in Verbindung mit einer deutlich reduzierten T-Mitogen-induzierten
Proliferation von Milzzellen und Thymozyten. Ferner fand sich in den schadstoffbelasteten
Neonaten eine reduzierte Virus-assoziierte NK-Aktivitdit und eine reduzierte spezifische
Antikorperproduktion (Ross et al, 1996b und 1997). Verschiedene wildlebende
Seehundpopulationen in der Nord- und Ostsee weisen hohere PCB-Gehalte als die belasteten
Versuchstiere auf, so dass eine schadstoffbedingte Immunsuppression fiir die erhohte
Krankheitsanfilligkeit der Tiere wahrscheinlich einen pridisponierenden Faktor darstellt (Ross
et al., 1996a; Van Loveren et al., 2000). Die orale Applikation von Belugawal-Fettgewebe an
C57Bl/6-Miusen fiihrte zu einer Abnahme an CD8" T-Zellen in Verbindung mit einer Hemmung
der humoralen Immunantwort in der Milz der Versuchstiere. Zusitzlich fand sich eine
Suppression der phagozytischen Aktivitit von Peritonealmakrophagen durch die Verfiitterung
von Fettgewebe. In der Untersuchung bestanden jedoch keine Unterschiede zwischen der
Verfiitterung von stark schadstoffbelasteten Fettgewebsproben der Belugawale aus dem St.-
Lawrence-Fluss und denen der weniger belasteten Wale aus arktischen Gewdssern, so dass
andere Faktoren, wie z.B. Fettsduren, fiir die Immunsuppression verantwortlich sein kénnen
(Fournier et al., 2000). Das Ausbleiben eines immuntoxischen Effektes in Fisher-Ratten nach
Verfiitterung von unterschiedlich stark schadstoffbelastetem Belugawal-Fettgewebe aus diesen
Gebieten wird unter anderem mit einer verminderten Sensitivitit der Versuchstiere gegeniiber
Organochloriden, der geringen Expositionsdauer (2 Monate) bzw. einer antagonistischen
Wirkung des Organochloridgemisches erklirt (Lapierre et al., 1999). De Guise et al. (1998b)
untersuchten die akute toxische Wirkung verschiedener Xenobiotika auf isolierte
Blutlymphozyten und Milzzellen des Belugawals in vitro. Wihrend keine Effekte auf die
phagozytische Aktivitiit der lymphatischen Zellen festgestellt werden konnten, zeigte vor allem
das PCB-Kongener 138 und pp-DDT eine deutliche Hemmung der spontanen und Mitogen-

induzierten Zellproliferation.
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2.2.3. Morphologie der lymphatischen Organe mariner Siuger

Das Immunsystem der Siugetiere wird in die primiren lymphatischen Organe, Thymus und
Knochenmark sowie in die sekundédren Organe, Lymphknoten, Milz und das Schleimhaut-
assoziierte lymphatische Gewebe (MALT) einschlieBlich der Tonsillen, unterteilt (Friess und
Schliins, 1990).

Der Schweinswal und der Gemeine Delphin weisen einen inversen Aufbau der Lymphknoten mit
zentral gelegenen Follikeln auf (Moskov et al., 1969). Viszerale Lymphknoten des Groen
Tiimmlers unterscheiden sich aufgrund der ausgeprégten glatten Muskulatur in der Kapsel und
den Trabekeln von den somatischen Lymphknoten. Sie sind damit zu einer aktiven Bewegung
und Filtration der Lymphe beféhigt. Ein #hnliches Netzwerk an glatter Muskulatur findet sich in
den Lymphknoten des Belugawals (Romano et al., 1993; Cowan und Smith, 1999).

Die Milz und die hiufig vorkommenden Nebenmilzen der Wale weisen ebenfalls zahlreiche
glatte Muskelzellen in der Kapsel und den Trabekeln auf und entsprechen damit dem Aufbau
einer Speichermilz. Die Milz der Wale ist im Vergleich zu der Milz landlebender Siugetiere und
Robben mit nur ungefihr 0,2% des relativen Korpergewichtes sehr klein. Die Speicherung von
Blut kann folglich nur eine untergeordnete Rolle spielen (Zwillenberg, 1959). Die weie Pulpa
der Belugawale besteht vorwiegend aus der Periarterioldren Lymphatischen Scheide (PALS).
Die Follikel dieser Tiere sind wenig ausgepriigt bzw. fehlen im adulten Tier fast vollstindig
(Romano et al., 1993). Neben der Funktion als sekundérem lymphatischen Organ ist die Milz des
GroBen Tiimmlers zur extramedullidren Himatopoese befihigt (Cowan und Smith, 1999).

Die oropharyngealen Tonsillen der Wale sind lymphoepitheliale Organe mit zahlreichen
verzweigten Krypten und sekretorischen Driisen. Sie stellen das Aquivalent zum Waldeyerschen
Rachenring dar. Smith et al. (1999) beschrieben zusitzlich eine komplexe lymphoepitheliale
Driise im Kehlkopf verschiedener Walspezies. Diese ungewohnliche Lokalisation eines
lymphatischen Gewebes wird als Anpassung an die vollstandige Trennung des Respirations- und
Digestionstraktes angesehen. Antigene gelangen so in der eingeatmeten Luft in Kontakt mit
lymphatischen Zellen. Ob diese Struktur in allen Cetaceen vorkommt, ist noch nicht geklart. Die
Milz und das Schleimhaut-assozierte lymphatische Gewebe der Wale ist in der Lamina propria
und Submukosa des distalen Magen-Darm-Traktes am stirksten ausgebildet. Im Gegensatz zum
Belugawal weist dér Darm des GroBen Tiimmlers groBe konfluierende Peyersche Platten auf. Als

eine besondere Ausbildung der Milz und des Schleimhaut-assozierten lymphatischen Gewebes
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findet sich im Analkanal verschiedener Wale ein komplexes lymphoepitheliales bzw.
lymphoglanduléres Organ. Diese sogenannte ,,anale Tonsille* wurde bisher beim Kalifornischen
Grauwal (Eschrichtius robustus), Ganges-Delphin (Platanista gangetica), Streifendelphin
(Stenella coeruloalba) Rauhzahndelphin (Steno bredanensis), Borneo-Delphin (Lagenodelphis
hosei) und dem Chinesischen Glattschweinswal (Neophocaena asiaeorientalis) beschrieben. Ob
diese lymphatischen Einrichtung universell bei Walen vorkommt, ist noch ungeklirt. Die ,,anale
Tonsille“ dient wahrscheinlich der Antigen-Prisentation von Fremdmaterial, welches durch
einen Reflux von Wasser wihrend der Tauchginge in den Analkanal gelangt. Wihrend die Milz
und das Schleimhaut-assoziierte lymphatische Gewebe sowie die ,,anale Tonsille” im juvenilen
Tier zahlreiche Sekundirfollikel aufweisen, kommt es im Alter der Tiere zur zunehmenden
Lymphozytendepletion und in der ,,analen Tonsille* zusitzlich zu einer zystischen Erweiterung
der Krypten. (Cowan und Smith, 1995 und 1999).

Der Thymus junger Wale entspricht dem typischen Thymus-Aufbau der Saugetiere. Der Kortex
weist vorwiegend dicht gepackte Lymphozyten auf, wihrend in der Medulla groBe
Lymphozyten, epitheliale Retikulumzellen, interdigitierende Zellen, Hassallsche Korperchen und
GefiBe histologisch sichtbar sind. Im Verlauf der Altersinvolution kommt es zur Depletion
kortikaler Lymphozyten und zur Zunahme des interglobuliren Fettgewebes (Romano et al.,
1993). Als Ausdruck der Thymusriickbildung zeigen Schweinswale und GroBe Tiimmler eine
zunehmende Kondensation epithelialer Retikulumzellen mit lymphozytirer Depletion und
zunehmender Zystenbildung des Organs. GroBere kolloidgefiillte Thymuszysten sind mit einem
ein- bis mehrschichtigen Plattenepithel ausgekleidet und verdringen im Endzustand das
urspriingliche Gewebe nahezu vollstindig. Dennoch kann beim Schweinswal noch bis ins hohe
Alter lymphatisches Gewebe im Thymus nachgewiesen werden, was fiir einen langsamen
physiologischen Prozess der Thymusinvolution spricht (Cowan, 1994; Wiinschmann et al.,
1999a).

Trotz einer weitgehend tibereinstimmenden Morphologie zwischen marinen und landlebenden
Stugetierspezies gibt es einige lymphatische Strukturen der Wale ohne Aquivalent in der

Nomina Anatomica Veterinaria (Cowan und Smith, 1999).
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2.2.4. Pathologische Verinderungen in lymphatischen Organen mariner Siuger

Im Verlauf von Morbillivirus-Infektionen mariner Siugetiere finden sich ausgeprigte
pathologische Verdnderungen in s@mtlichen lymphatischen Organen (Kennedy, 1998; Jensen et
al.,, 2002). Als Ausdruck einer Immunsuppression zeigen diese Tiere eine Leukopenie in
Verbindung mit bakteriellen Sekundirinfektionen der Lunge sowie gelegentlichen parasitiren
und mykotischen Infektionen des ZNS (Domingo et al., 1992). Robben, die mit dem Seehund-
Staupevirus (PDV) bzw. dem kaninen Staupevirus (CDV) infiziert sind, zeigen eine ausgeprigte
Lymphozytolyse mit lymphozytirer Depletion in Lymphknoten, Milz, Thymus, Tonsillen und
Schleimhaut-assoziierten lymphatischen Geweben (MALT). Diese Verdnderungen entsprechen
der lymphozytiren Depletion im akuten Verlauf der Hundestaupe (Wiinschmann et al., 2000).
Die Infektion von Streifendelphinen mit dem Delphin-Morbillivirus (DMV) und von
Schweinswalen mit dem Schweinswal-Morbillivirus (PMW) fiihren ebenfalls zur massiven
Nekrose und Schwund von lymphatischen Zellen. Bei diesen Tierarten finden sich typische
mehrkernige Riesenzellen bzw. Synzytien-Bildungen der lymphatischen Zellen in Verbindung
mit zytoplasmatischen und intranukledren Einschlusskorperchen. Diese Verdnderungen
entsprechen dem pathologischen Bild der Morbillivirus-Infektionen des Wiederkiuers

(Rinderpest; Peste-des-petits-ruminants; Kennedy, 1998).

Neben tumordsen Verinderungen in Lymphknoten und Milz im Verlauf der lymphogenen
Metastasierung finden sich in marinen S#ugetieren zusitzlich primire lymphoproliferative
Erkrankungen. Beim GroBen Tiimmler und Pazifischen WeiBseitendelphin wurden
Lymphosarkome und eine erythroische Leukdmie beschrieben. Zusitzlich wurde beim
Schwertwal ein Lymphosarkom vom Hodgkin-Typ diagnostiziert (Yonezawa et al., 1989;
Martineau et al., 1999). Turnbull und Cowan (1999) beschrieben die stark zunehmende Inzidenz
einer progressiven, vaskuldren Proliferation in der Lunge und in den viszeralen Lymphknoten
(Angiomatose) von GroBen Tiimmlern am Golf von Mexiko. Zusitzlich wiesen diese Tiere
Himangiome und lymphozytire Depletionen in den Lymphknoten auf. Die Ursache der
Angiomatose ist unklar, jedoch gehen die Autoren von einem bisher nicht identifizierten Virus
aus. Des weiteren wurde ein Fall von Lymphangiomyomatose in der Lunge sowie in den
mediastinalen und mesenterialen Lymphknoten des GroBen Tiimmlers beschrieben (Rawson et
al., 1992).

Die Infiltrationen mit eosinophilen Granulozyten in den mesenterialen Lymphknoten und MALT

des Belugawals sind als Reaktion auf intestinale Parasiten anzusehen (Romano et al., 1993). In
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der Untersuchung von 445 gestrandeten und beigefangenen Schweinswalen aus der deutschen
Nord- und Ostsee fanden sich granulomatdse Lymphadenitiden infolge einer parasitiren
Infestation der Lunge und des Magen-Darm-Traktes (Siebert et al., 2001). Wihrend die
mikroskopischen, zystischen Verénderungen im Thymus eine normale Altersinvolution des
Schweinswals darstellen, finden sich Makrozysten des Thymus als Folge schwerer
Allgemeinerkrankungen (Wiinschmann et al., 1999a). Atiologisch lassen sich die Zysten auf eine
Degeneration epithelialer Retikulumzellen (Sequesterzysten) oder auf eine zystische Dilatation
der Hassallschen Korperchen (Plattenepithelzysten) zuriickfithren. Cowan (1994) machte in
seinen Arbeiten keine abschlieBende Aussage dariiber, ob die zystischen Verinderungen im
Verlauf der Thymusinvolution des Groflen Tiimmlers als pathologischer oder physiologischer
Prozess zu bewerten sind. Infestationen mit Toxoplasma gondii werden im Verlauf von
Morbillivirus-Infektionen und anderen immunsuppressiven Zustéinden bei marinen Sdugetieren
beobachtet (Domingo et al., 1992). Tachyzoiten und Bradyzoiten von Toxoplasma gondii in
Verbindung mit einer ausgeprigten Histiozytose und Depletion von lymphatischen Zellen
konnten in lymphatischen Organen von Belugawalen nachgewiesen werden (Mikaelian et al.,
2000). Eine granulomatdse, teils nekrotisierende Entziindung der Lymphknoten mit
mehrkernigen Riesenzellen wurde beim Schweinswal im Verlauf einer Rhizopusmykose
beschrieben (Wiinschmann et al., 1999b). Schweinswale mit einer Staphylococcus aureus-
Septikdmie zeigen eine eitrig-nekrotisierende Entziindung verschiedener Lymphknoten. Als
Ausdruck einer gesteigerten Immunreaktion findet sich bei diesen Tieren zusitzlich eine

ausgeprigte follikuldre Hyperplasie der Milz (Siebert et al., 2002).

2.2.5. Immunphinotypisierung von lymphatischen Zellen und lymphatischen Organen

mariner Siuger

Morphologisch nicht zu unterscheidende Immunzellen exprimieren in Abhiéngigkeit ihres
Aktivierungs- bzw. Reifestadiums unterschiedliche Antigenstrukturen an der Oberfliche, die
mittels immunologischer Methoden nachgewiesen werden konnen (Cobbold und Metcalfe 1994).
Veranderungen in dieser Immunphinotypisierung bzw. der Verlust bestimmter
Lymphozytensubpopulationen werden im Verlauf von immunsuppressiven Erkrankungen
beobachtet (Wiinschmann et al., 2000). Zur Vereinheitlichung werden humane
Oberflichenantigene in internationalen ,,Workshops* katalogisiert (,,Cluster of Differentiation

[CD]). Homologien dieser Marker wurden bisher fiir Hund, Katze, Schwein, Wiederkéuer und
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das Pferd beschrieben (Hopkins et al., 1993; Howard und Nassens, 1993; Cobbold und Metcalfe,
1994; Saalmiiller et al., 1994; Lunn et al., 1996). Es liegen jedoch nur wenige Berichte iiber

kreuzreagierende oder speziesspezifische Antikorper bei Walen, Delphinen und Robben vor.

Verschiedene bovine, humane, ovine und murine monoklonale Antikdrper wurden auf ihre
Kreuzreaktivitit mit peripheren Blutlymphozyten des Belugawals und Grofien Tiimmlers
untersucht. Durch Immunprizipitation wurde die Spezifitidt der kreuzreagierenden Antikorper
bestitigt (Romano et al., 1992; De Guise et al., 1997a; Shirai et al., 1998a). Wie bei anderen
Séugetierspezies wird das Haupthistokompatibilititsantigen (MHC) Klasse I auf allen
Blutlymphozyten exprimiert. Die Sequenz des MHC Klasse I-Gens des GroBen Tiimmlers weist
eine grofe Homologie zur Sequenz landlebender Sdugetiere auf (Shirai et al., 1998b). Der
Belugawal und der GroBie Tiimmler zeigen eine konstitutive Expression des MHC Klasse II-
Antigens durch T-Zellen (Romano et al., 1992; Shirai et al., 1998a). Hierfiir wird eine
permanente T-Zellaktivierung durch die verdnderte Sekundirstruktur des CD4-Molekiils der
Wale verantwortlich gemacht (Romano et al., 1999). Zusitzlich zeigen Mitogen-aktivierte T-
Zellen des Belugawales eine Aufregulation der MHC Klasse II-Molekiildichte auf der
Zellmembran (Bernier et al., 2000). Im Vergleich zu landlebenden Siugetieren besitzen
verschiedene Wal- und Robbenarten eine reduzierte genetische Variabilitit des MHC Klasse II-
Genlocus. Dieser geringe MHC Klasse II-Polymorphismus wurde mit einem niedrigen
Selektionsdruck auf das Immunsystem im marinen Lebensraum in Verbindung gebracht (Slade,
1992). Neuere Untersuchungen gehen jedoch hauptsichlich von genetischen Engpissen bzw.
einer reduzierten Basensubstitution in den Allelen des MHC Klasse II-Gens der Wale und
Robben aus. Ob diese reduzierte MHC Klasse II-Variabilitit mit einer erhthten Empfinglichkeit
gegeniiber verschiedenen Pathogenen vergesellschaftet ist, bleibt spekulativ (Murray und White,
1998; Hoelzel et al., 1999).

Die y8-Form des T-Zellrezeptors (TCR) findet sich auf 31% der Blutlymphozyten des
Belugawals. Zusitzlich werden 30% der peripheren Blutlymphozyten aufgrund ihrer CD4-
Expression als T-Helferzellen identifiziert (De Guise et al., 1997a). Die molekulare
Charakterisierung der CD4-mRNS zeigt, dass sowohl eine membrangebundene als auch eine
16sliche Form des Oberfldchenantigens beim Belugawal vorkommt (Romano et al., 1999). Der
Anteil an B-Zellen im Blut dieser Tierart (3-12%) ist im Vergleich zum GroBen Tiimmler (10-
15%) und landlebenden Siugetieren relativ niedrig (De Guise et al., 1997a; Romano et al.,
1992). Durchfluzytometrische Untersuchungen mit T- (CD2) und B-Zellmarkern (CD19,
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CD21) bei 10 verschiedenen Walarten zeigen, dass prozentual deutlich mehr T- als B-
Lymphozyten im peripheren Blut der Tiere vorkommen (De Guise et al., 2002). Mittels
Immunhistochemie werden CD30-positive Histiozyten im lymphatischen Gewebe und MB2-
positive B-Zellen in den Follikelzentren des GroBen Tiimmlers nachgewiesen. Zusitzlich findet
sich das Akute-Phase-Protein -1 Antitrypsin und das Enzym Lysozym in den Lymphknoten.
Die Myeloperoxidase findet sich vorwiegend in polymorphkernigen Granulozyten dieser Tierart
(Kumar und Cowan, 1994).

De Guise et al. (1998a, 2002) produzierten monoklonale Antikorper gegen die Homologe der
CD2-, CD19-, CD21- und CD45R-Antigene des Grofien Tiimmlers. Mittels Immunprazipitition,
DurchfluBzytometrie und Immunhistologie wurden die verschiedenen Antikdrper charakterisiert.
Der CD2-Marker erkennt T-Zellen, wihrend die monoklonalen anti-CD19- und -CD21-
Antikorper vorwiegend B-Zellen markieren. Alle B-Zellen und eine Subpopulation der T-Zellen
exprimieren das CD45R-Oberflichenantigen. Durch in vitro Stimulation mit Con A und PHA
kommt es zu einem Verlust der CD45R-Expression durch T-Zellen. Die monoklonalen
Antikorper zeigen eine weitreichende Kreuzreaktivitit mit Immunzellen unterschiedlicher

Walspezies.

Immunhistochemische Untersuchungen des Belugawals beziiglich der Verteilung der
Tryrosinhydroxylase und des Neuropeptides Y demonstrieren die noradrenerge und peptiderge
Innervation lymphatischer Organe. Die Nervenfasern stehen in direkter Verbindung zu
lymphatischen Zellen, was fiir eine Interaktion des ZNS mit primédren und sekundiren
lymphatischen Organen im Verlauf einer Immunantwort dieser Tierart spricht (Romano et al.,
1994).

2.2.6. Nachweis von Zytokinen mariner Siuger

Zytokine sind einfache Polypeptide oder Glykoproteine mit einem niedrigen Molekulargewicht,
die der Kommunikation der Zellen des Immunsystems dienen und damit eine bedeutende Rolle
in der Erregerabwehr spielen. Dariiber hinaus sind Zytokine an der Pathogenese verschiedener
Erkrankungen sowie der Fieberinduktion beteiligt (Grone et al., 1998, Frisk et al., 1999). Die
bisher bei Meeressdugern bekannten Nukleotidsequenzen verschiedener pro- und anti-

inflammatorischer Zytokine sind in Tabelle 1 dargestellt.
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Inoue et al. (1999c und 2001b) klonierten und sequenzierten die cDNS der Interleukin (IL)-1ai-
und IL-1B-mRNS sowie der IL-1-Rezeptor Antagonisten (ra)-mRNS aus mitogenstimulierten
Lymphozyten des Grofien Tiimmlers. Wihrend die Primirstrukturen der drei Zytokine
untereinander relativ geringe Homologien (21-30%) aufweisen, stellen die Bindungsregionen fiir
den IL-1-Rezeptor deutlich konservierte Regionen dar. Zur Untersuchung der biologischen
Aktivitit der Zytokine wurde rekombinantes IL-1f und IL-1ra in Escherichia (E.) coli als
Vektorsystem exprimiert. Der zytotoxische Effekt von IL-1f auf die humane Melanom-Zellinie
A375S2 wird durch IL-1ra kompetitiv gehemmt. /n vitro Untersuchungen an Seehunden und
Kegelrobben zeigen eine LPS-induzierte Aufregulation von IL-1 in peripheren Blutlymphozyten.
Die biologische Aktivitit auf ein IL-1-empfindliches Zellsystem (murine D10 T-Zellinie) wird
spezifisch durch IL-1ra blockiert (King et al., 1995).

Die mRNS des IL-2-Vorldufermolekiils verschiedener Robbenarten und des Belugawals wurde
molekularbiologisch charakterisiert. Darliber hinaus wurde die Kinetik der Con A-induzierten
IL-2-Expression in peripheren Blutlymphozyten des Noérdlichen See-Elefanten (Mirounga
angustirostris) mittels RT-PCR untersucht (Shoda et al., 1998; St-Laurent et al., 1999). Zur
Herstellung von rekombinanten Zytokinen des Schwertwals wurde ein Fragment der IL-2-
kodierenden Region in Primatennierenzellen (Cos-1) transferiert (Ness et al., 1998). Die
vollstindige mRNS von IL-4, Interferon (IFN)-y und Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-a des
GroBen Tiimmlers wurden ebenfalls kloniert und die Aminosiure- und Nukleotidsequenzen in
der Gendatenbank verdffentlicht (Inoue et al., 1999a; Inoue et al., 1999b, Shoji et al., 2001).
Strukturanalysen zeigen, dass TNF-o. in einer 16slichen und membrangebundenen Form im
Grofen Tiimmler vorkommt. In E.coli exprimierte rekombinante TNF-o. zeigte eine zytotoxische
Aktivitit auf die TNF-empfindliche murine Fibroblasten-Zellinie L.929. Die Spezifitit des
rekombinanten Zytokins wurde zusétzlich durch die Kreuzreaktion mit humanem anti-TNF-o-
Antikorper bestitigt (Shoji et al., 2001). King et al. (1996) detektierten die partielle Sequenz der
IL-6-mRNS des Schwertwals, Seehundes und Seeotters (Enhydra lutris). Sequenzanalysen
zeigen, dass die rezeptorbindenden Abschnitte (gp80, gpl30) weitgehende Homologien
zueinander aufweisen. Das spricht fiir eine konservierte biologische Aktivitit des Zytokins. Der
vollstandige kodierende Genabschnitt des IL-6 des Belugawals wurde kloniert und
rekombinantes Zytokin in E.coli exprimiert. Zur Herstellung eines IL-6-spezifischen Antiserums
wurden Kaninchen mit dem rekombinanten IL-6 immunisiert (St-Laurent und Archambault,

2000). King et al. (1993) untersuchten die biologische Aktivitit von IL-6 des Seehundes und der
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Kegelrobbe mittels Bioassay. Systemische Infektionen fiihren bei Robben zu einem Anstieg von
IL-6 im Blutplasma. Aufgrund der IL-6-bedingten Induktion der Akuten-Phase-Reaktion in
Hepatozyten kommt es im Verlauf einer Infektion zu einer Aufregulation des C-reaktiven
Proteins im Seehund (Funke et al., 1997).

Vergleiche mit bekannten Zytokin-mRNS- und Aminosiduresequenzen anderer Siugetiere
zeigen, dass die Zytokine innerhalb der verschiedenen Walspezies eine monophyletische Gruppe
bilden. Aufgrund ihrer genetischen Verwandtschaft bestehen groe Homologien zwischen den
Sequenzen der Paarhufer und der Wale, wihrend humane, murine, kanine und feline Zytokine
relativ groBe Unterschiede aufweisen (King et al., 1996; Ness et al., 1998; St-Laurent et al.,
1999; Inoue et al., 1999 a,b,c und 2001; St-Laurent und Archambault, 2000; Shoji et al., 2001).
Im Vergleich besitzen die Zytokine der Robben weitgehende Strukturgleichheiten mit den
Zytokinen anderer Karnivoren (King et al., 1996; Shoda et al., 1998; St-Laurent et al., 1999).
Konservierte Regionen finden sich vorwiegend in den biologisch aktiven Abschnitten der
Molekiile, wie z.B. den rezeptorbindenden Regionen (King et al, 1996). Durch die
Identifizierung der kodierenden Genabschnitte kann die Funktion der Zytokine in der zelluldren
Immunantwort der marinen Siugetiere untersucht werden. Dariiber hinaus ermdglichen
rekombinante Zytokine die Herstellung speziesspezifischer Antikérper sowie einen moglichen

therapeutischen Einsatz bei marinen Saugetieren (Ness et al., 1998).
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Tabelle 1: In der Gendatenbank des ,,National Center for Biotechnology Information“ (NCBI)
verdffentlichte mRNS-Sequenzen verschiedener pro- und anti-inflammatorischer
Zytokine von marinen Siugetieren

Zytokin Spezies Linge des “ Accession number
Amplikons
IL-1ra Tursiops truncatus 1693 bp' AB038268
IL-1a Tursiops truncatus 906 bp’ ABO028215
IL-1B Tursiops truncatus 818 bp’ AB028216
IL-2 Orcinus orca 455 bp2 AF009570
IL-2% Delphinapterus leucas 465 bp' AF072870
IL-2%* Halichoerus grypus 468 bp' AF(072871
IL-2%* Mirounga angustirostris 664bp’ U79187
IL-4 Tursiops truncatus 528 bp' AB020732
IL-6* Delphinapterus leucas 627 bp1 AF076643
IL-6 Orcinus orca 670 bp’ 146803
IL-6 Phoca vitulina 682 bp” 146802
IL-6 Enhydra lutris 672 bp” L46804
IL-10 Orcinus orca 548 bp” U93260
IFN-y Tursiops truncatus 548 bp' AB022044
TNF-a Delphinapterus leucas 1690 bp2 AF320323
TNF-0* Tursiops truncatus 1700 bp’ AB049358

bp = Basenpaare

* = Vorlaufermolekiil

! = komplette mRNS-Sequenz
2= partielle mRNS-Sequenz
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3. Material und Methoden

3.1. Untersuchte Schweinswale und Probenentnahme

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden 61 Schweinswale vollstindig seziert. Von den
sezierten Tieren stammen 30 aus der Nord- und Ostsee, 12 aus isldindischen und 19 aus
norwegischen Gewdssern. Die Schweinswale wurden verendet an den Kiisten gefunden und
anschlieBend geborgen (Strandfund, n=10) oder verstarben als Beifinge in Fischernetzen
(Beifang, n=51; Anhang 1). Die immunhistologischen Untersuchungen auf das
Vorhandensein von Morbillivirus-Antigen verlief bei allen Tieren mit negativem Ergebnis
(Miiller et al., 2000; Dr. G. Miiller; Institut fiir Veterindr-Pathologie; Justus-Liebig-

Universitit Giessen: personliche Mitteilung).

Fiir die mikrobiologischen Untersuchungen wurden von 57 Schweinswalen wihrend der
Obduktionen verschiedene Gewebe und Tupferproben entnommen und bis zur

Weiterbearbeitung bei —25°C eingefroren (Anhang 1).

Die in Schleswig-Holstein und Dénemark gefundenen Tiere wurden iiber ein etabliertes
Strandungsnetz gemeldet. Zum Teil wurden die an den Kiisten aufgefundenen Schweinswale
von den zustindigen Seehundjigern oder Naturschutzorganisationen in Gefriertruhen der
Sammelstellen des Strandungsnetzes zwischengelagert und von dort zum Forschungs- und
Technologiezentrum Westkiiste der ~Christian-Albrecht-Universitit Kiel in Biisum
transportiert. Schweinswale, die erst wenige Stunden zuvor verendet waren, wurden direkt

zum Forschungs- und Technologiezentrum Westkiiste transportiert.

Im Rahmen einer Forschungsreise nach Reykjavik (Island) wurden 12 beigefangene
Schweinswale obduziert. Die Schweinswale waren versehentlich in Netzen gefangen worden
und verendet. Die Tiere wurden direkt nach dem Fang von den Fischern am ,Marine

Research Institute“, Reykjavik, abgegeben.

Wihrend einer Forschungsreise nach Norwegen wurden 19 Schweinswale seziert. Bei den
Tieren aus norwegischen Gewissern handelte es sich ebenfalls um Beifinge, die von Fischern
im ,Institute of Marine Research®, Bergen, Norwegen abgegeben wurden. Aus logistischen

Griinden wurden die Tiere unmittelbar nach dem versehentlichen Fang auf den Schiffen
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tiefgefroren. Ein Tier aus norwegischen Gewissern konnte ohne vorheriges Einfrieren seziert

werden.

Die an der niederldndischen Kiiste gestrandeten Schweinswale wurden am ,,Dolfinarium
Harderwijk“ aufgrund ihres moribunden Zustandes euthanasiert. Die Sektion erfolgte
anschlieBend durch Dr. Niels van Elk und Dr. Thijs Kuiken am ,,Department of Virology“,

Erasmus University Rotterdam, Die Niederlande.

Die Obduktionen wurden nach den Standardmethoden des Forschungs- und
Technologiezentrums Westkiiste durchgefiihrt. Die Technik basiert auf den Empfehlungen zur
Sektion von Kleinwalen der ,,European Cetacean Society” (ECS) (Kuiken und Hartmann,
1993). Im Rahmen der Obduktion wurden Gewebeproben zur bakteriologischen und
histologisch-pathologischen ~ Untersuchung sowie Blutproben gewonnen. Fiir die
toxikologischen Analysen wurden 20g Unterhautfettgewebe kaudal der Riickenfinne
asserviert. Zusitzlich wurden fiir die Altersbestimmung vier mesiale Zihne im Unterkiefer

entnommen (Anhang 2).

Der Emnghrungszustand wurde aufgrund der Dicke des Unterhautfettgewebes an vier
verschiedenen Lokalisationen (sternal, kaudodorsal, kaudolateral und kaudoventral der
Riickenfinne) und dem Grad der Muskelatrophie ermittelt (Anhang 2). Die Referenzwerte der
Fettgewebsdicke der vier Lokalisationen lagen bei 20-50 mm (gut); 15-30 mm (méBig) und 5-
20 mm (schlechter Erndhrungszustand; Siebert et al., 2001).

Basierend auf dem Schweregrad der pathologischen Hauptverinderungen und des
Ernihrungszustandes wurde der Gesundheitsstatus der Schweinswalen —ermittelt
(Wiinschmann et al., 1999a).

Zur Etablierung des Lymphozytenstimulationstests und des Zytokin-Nachweises mittels RT-
PCR wurden heparinisierte Vollblutproben durch Punktion der Schwanzvene von vier
klinisch gesunden Schweinswalen entnommen. Jeweils zwei Tiere stammten aus dem Fjord-
und Beltcenter in Kerteminde (D#nemark; ,Eigel“ [SW-1]; ,Freja“ [SW-2]) und dem
Dolphinarium Harderwijk (Die Niederlande; ,Daan* [SW-3]; ,Johan“ [SW-4]). Die
Blutproben wurden innerhalb von 18 Stunden an das Institut fiir Veterindr-Pathologie der

Justus-Liebig-Universitit Giessen transportiert (4°C) und sofort weiterverarbeitet.
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3.2. Histologische Untersuchungen

Gewebeproben wurden mindestens 24 Stunden in nicht-gepuffertem 10%igem Formalin
fixiert (Tabelle 2). Nach Entwisserung der Gewebeproben in einer aufsteigenden
Alkoholreihe erfolgte die Einbettung bei 58°C in einem Paraffin-Paraplast®-Gemisch. 3 pm
dicke Schnitte wurden auf Star Frost Objekttriger (Menzel Gliser®) aufgezogen und mit

Himatoxylin-Eosin (HE; Merck, E.) gefarbt.

Fiir die Gefrierblockherstellung wurden Teile von Thymus, Milz und Tonsillen sowie
Mandibular-, Bronchial- und Mesenterial-Lymphknoten bei der Sektion entnommen (Tabelle
2). Von den Organen wurden ca. 0,5 x 0,5 x 0,5 cm groie Blocke hergestellt und in
Aluminumhiitchen gelegt, mit Tissue-Tec® OCT (Vogel GmbH & Co KG) bedeckt und in
Isopentan (Fluka Chemie AG) mit fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung der
Gefrierblocke erfolgte bei -80°C. Fiir die histologische und immunhistologische
Untersuchung wurden 10 pm dicke Schnitte auf einem Kryotom (Reichert-Jung GmbH)
angefertigt, auf Superfrost Plus®-Objekttriger (Menzel Glaser, Glasbearbeitungswerk GmbH
& CoKG) aufgezogen, 10 Minuten luftgetrocknet und anschlieBend 10 Minuten bei
Raumtemperatur in Aceton fixiert. Die Aufbewahrung der Schnitte erfolgte bei —80°C.
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Tabelle 2: Gewebeproben fiir die histologische und immunhistologische Untersuchung

Organ Formalin-fixiertes Paraffin- Gefrierblocke
eingebettetes Gewebe

Augen
Bronchial-Lymphknoten
Darm

Gehirn, Riickenmark
Harnblase

Haut

Herz, Aorta

Leber

Lunge, Trachea

Magen (1., 2. und 4. Komp.)
Mamma
Mandibular-Lymphknoten
Mesenterial-Lymphknoten
Milz

Nieren

Osophagus

Ovarien bzw. Hoden
Pankreas

Penis

Rete mirabilis
Skelettmuskulatur
Thymus

Tonsille

Zunge

L T T Tk Tk Tk TR T i S S S S S S s
o4+

+=Probe wurde asserviert; -=keine Probe entnommen

3.3. Mikrobiologische Untersuchungen

Die mikrobiologischen Untersuchungen der Organproben erfolgten durch Herrn Dr. R. Weil
am Institut fiir Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere der Justus-Liebig-Universitit,
Giessen. Dazu wurden die Proben zunichst in 70%iges Propanol getaucht, abgeflammt,
halbiert und die Schnittflichen auf Schafblutagarplatten ausgestrichen. Die Inkubation der
Schafblutagarplatten erfolgte fiir 24 bis 48 Stunden 37°C in einem CO,-Brutschrank.

34. Altersbestimmung
Die Altersbestimmung erfolgte anhand der Jahreszuwachsringe der Zihne nach der Methode

von Lockyer (1995). Das Alter von 45 Schweinswalen aus deutschen, dénischen und

norwegischen Gewdssern wurde von Dr. C. Lockyer, ,Institute for Fisheries Research®,
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Charlottenlund, Dénemark, bestimmt. Die Altersbestimmung von 10 Tieren aus islédndischen
Gewissern erfolgte durch Dr. G. Vikingsson, ,Marine Research Institute®, Reykjavik. Das
Alter von vier Schweinswalen wurde anhand der Korperproportionen bestimmt (HDW1;
HDW7, HDW14; HDW15; Anhang 1).

3.5. Immunbhistologische Untersuchungen

In einer Vorversuchsreihe wurden 26 Antikdrper verschiedener Spezies auf ihre
Kreuzreaktivitdt mit Thymus, Milz, Tonsillen und verschiedenen Lymphknoten auf
Gefrierschnitten und Formalin-fixierten, Paraffin-eingebetteten Geweben (Paraffinschnitte)
von drei Schweinswalen (pp420, pp421, pp649) ausgetestet. Weiterhin wurden die optimalen
Konzentrationen zur Darstellung der Lymphozyten-Subpopulationen ermittelt (Tabelle 3). Als
Positivkontrollen dienten lymphatische Gewebe von Hund, Rind und Pferd.

Im Hauptversuch wurden phinotypische Verinderungen von Milz und Thymus
immunhistologisch charakterisiert. Hierzu wurden von insgesamt 29 Schweinswalen

Gefrierschnitte der lymphatischen Organe hergestellt (Tabelle 4).

3.5.1. Antikorper

Primir-, Sekundér- und Tertidrantikorper wurden in Tris-gepufferter Kochsalzlosung (TBS)
(Fluka Chemie AG) verdiinnt.

Primirantikorper:

In der Vorversuchsreihe wurden alle 26 Primirantikérper zunéchst 1: 10 verdiinnt (Tabelle 3).
Die kreuzreagierenden Antikorpern wurden anschlieBend von 1:50 bis 1:3200 verdiinnt
(zweifache Verdiinnungsreihe). Fiir den Hauptversuch wurden monoklonale Antikorper gegen
das CD2-, CD3e- und CD45R-Antigen sowie der bovine, kanine und walspezifische MHC
Klasse II-Marker sowie der equine Pan-Leukozytenmarker eingesetzt (Klon [Verdiinnung];
F21 12 D3 [1:200]; CD3-12 [1:200], F21 H2 E10 [1:400]; 171 D3 [1:200]; Dog 26-1 [1:10];
F21 K2 B6 [1:200]; F6B [1:4001)
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Tabelle3: Antigen, Bezeichnung, Spezies-Spezifitit und Herkunftsspezies der monoklonalen
und polyklonalen Antikorper zur immunhistologischen Darstellung von

lymphatischen Zellen des Schweinswales

Antigen Klon/ Spezies- Herkunftsspezies | Referenz
Antiserum Spezifitit
MHC II F21 K2 B6 Orcinus orca m Dr. J. Stott’
CcD2 F2112D3 Orcinus orca m Dr. J. Stott’
CD2 F21 C2 D3 Orcinus orca m Dr. J. Stott"
CD45R F21 H2 E10 Orcinus orca m Dr. J. Stott’
Pan-Leukozyten F6B Equus caballus |t Dr. J. Stott”
CD8 CC63 Bos taurus m Dr. J. Stott™
MHCII 171 D3 Bos taurus m Dr. J. Stott’
CD2 IL-A 43 Bos taurus m Dr.J. N ¥
CD4 IL-A 11 Bos taurus m Dr. J. Naessens®
CD8o IL-A 105 Bos taurus m Dr. J. Naessens®
CD21 1L-A 65 Bos taurus m Dr. J. Naessens’
CD3¢ CD3-12 Weit* r Connex®
CD8o. Dog 10-1-1 Canis familiaris | m Dr. C. Vogl’
MHC II Dog 12-1 Canis familiaris | m Dr. C. Vogl
Thy-1 Dog 14-2 Canis familiaris |t Dr. C. Vogl
Granulozyten + Monozyten | Dog 15-7 Canis familiaris |t Dr. C. Vogl
CD5 Dog 17-4-8 Canis familiaris | Dr. C. Vogl_
TCR Dog 18-6 Canis familiaris | m Dr. C. Vogl
Pan-T-Zellen Dog 19-3 Canis familiaris | m Dr. C. Vogl
CDw41 Dog 20-4 Canis familiaris | m Dr. C. Vogl
Reife T + B-Zellen Dog 24-8 Canis familiaris _|r Dr. C. Vogl
MHC II Dog 26-1, Canis familiaris |t Dr. C. Vogl
CD45 Dog 32-2 Canis familiaris |t Dr. C. Vogl
CD45R Dog 35-4 Canis familiaris |t Dr. C. Vogl
CD4 YKIX 302.9.3.7 | Canis familiaris | r Dr. S. Cobbold”
CD45 2B11 Homo sapiens m Dako Diagnostika -
CD3 A 0452 (pAK) | Homo sapiens | kan Dako Diagnostika

r = Ratte; m = Maus; kan = Kaninchen; pAK = polyklonaler Antikérper.
* weitreichende Spezies-libergreifende Kreuzreaktivitit

"University of California Davis, Davis, CA, USA

fIntemational Livestock Research Institute, Nairobi, Kenia
GSF-National Research Center for Environment and Health, Miinchen, Deutschland

IUniversity of Cambridge, UK

¥ Miinchen, Deutschland
**Hamburg, Deutschland

Sekundirantikorper:

Biotiniliertes Pferd-anti-Maus-Immunglobulin (Vector Laboratories Inc.); 9 pl/ml TBS

Biotiniliertes Kaninchen-anti-Ratte-Immunglobulin (Vector Laboratories Inc.); 9 ul/ml TBS

Tertidrantikorper:

Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (ABC, Vector Laboratories Inc.); 9 ul Avidin und 9 ul

Biotin/ml TBS
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3.5.2.

Durchfiihrung der ABC-Methode

Die immunhistochemische Untersuchung der lymphatischen Organe wurde nach einem

Protokoll von Wiinschmann et al. (2000) zur Darstellung von kaninen Lymphozyten-

Subpopulationen durchgefiihrt. Soweit keine abweichenden Angaben beschrieben sind,

wurden die Arbeitsschritte bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Trocknen der bei —80°C gelagerten Gefrierschnitte (10 pm) fiir 30 Minuten bzw.
Entparaffinieren der Paraffinschnitte (5 um) in Xylol-Ersatz (Roti®-Histol; Roth C.)
fiir dreimal 5 Minuten, in 100%igem Isopropanol (Merck E.) fiir zweimal 5 Minuten
und in einer absteigenden Alkoholreihe (96-, 80-, 70-, 50%iges Athanol; Merck, E.)
fiir jeweils 3 Minuten

Umranden der einzelnen Schnitte mittels Pap-Pen® (Science Service)

3. Zweimaliges Waschen der Schnitte in TBS fiir je 5 Minuten

Inaktivieren der endogenen Peroxidase in 0,03%igem H,O, (Merck, E.) verdiinnt in
TBS (Gefrierschnitte) bzw. in 0,5%igem H,O, (Merck, E.) verdiinnt in Methanol
(Roth C.; Paraffinschnitte) fiir 30 Minuten

5. Dreimaliges Waschen der Schnitte in TBS fiir 5 Minuten

7.
8.
9.

Inkubation der Paraffinschnitte in PBS und 0,05%iger Protease-Losung (Sigma-Aldrich
Chemie) fiir jeweils 5 Minuten bei 37°C und anschliefendes dreimaliges Waschen in
eiskaltem TBS fiir jeweils 5 Minuten

Inkubation der Schnitte mit dem Primérantikorper fiir 16 Stunden bei 4°C

Absaugen des Primérantikorpers

Dreimaliges Waschen der Schnitte in TBS fiir 5 Minuten

10. Inkubation der Schnitte mit dem Sekundérantikorper fiir 30 Minuten

11. Absaugen des Sekundirantikorpers

12. Dreimaliges Waschen der Schnitte in TBS fiir 5 Minuten

13. Inkubation der Schnitte mit dem ABC fiir 30 Minuten

14. Absaugen des ABCs

15. Dreimaliges Waschen der Schnitte in TBS fiir 5 Minuten

16. Inkubation der Schnitte in gefiltertem 3,3*Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB),

gelost in 0,1M Imidazolpuffer (Fluka Chemie AG) mit 0,01%igem H>0,

17. Dreimaliges Waschen der Schnitte in TBS fiir 5 Minuten
18. Einmaliges Waschen der Schnitte in Aqua bidest. fiir 5 Minuten
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19. Gegenfirbung der Schnitte in Papanicolaou-Lgsung (Merck, E.; 1:20 verdiinnt in
Aqua bidest.) fiir 30 Sekunden

20. Blduen der Schnitte fiir 5 Minuten in Leitungswasser

21. Einmaliges Waschen der Schnitte in Aqua bidest. fiir 5 Minuten

22. Entwissern der Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (50-, 70-, 80-, 96%iges
Athanol, Merck, E.) fir je 3 Minuten, fir zweimal 3 Minuten in 100%igem
Isopropanol (Merck E.) und fiir zweimal 5 Minuten in Xylol-Ersatz (Roti®-Histol;
Roth C.) als Intermedium

23. Eindecken der Schnitte mit Eukitt® (Corbit Balsam; Hecht I.)

3.5.3. Auswertung der Befunde in den lymphatischen Organen

Zur Bestimmung phénotypischer Verénderungen in Milz und Thymus von 29 Schweinswalen
wurde der Grad der Lymphozytendepletion zunéchst anhand HE-gefirbter Gefrierschnitte
geschitzt. Im Thymus wurde die Zelldichte im Rinden- und Markbereich sowie die
Deutlichkeit der Mark-Rindengrenze beurteilt. Dabei wurde zwischen nicht, gering-, mittel-
und hochgradig depletierten Thymi unterschieden (Tabelle 4). In der Milz wurden die PALS
und die Follikel als Kompartimente der weilen Pulpa unterschieden. In einer unverinderten
Milz fanden sich zahlreiche gut differenzierte Primédr- und Sekundirfollikel sowie eine
deutliche, aus mehreren Zellreihen bestehende PALS. Als geringgradig depletiert galt eine
Milz, deren weifle Pulpa verkleinert war und/oder keine Keimzentren aufwies. Mittelgradig
depletierte Milzen zeigten eine ausgeprigte Verkleinerung der weilen Pulpa mit deutlich
verkleinerten Follikeln. Als hochgradig depletiert galt eine Milz, wenn histologisch nur
geringe Anteile der weilen Pulpa erkennbar waren (Tabelle 4). Zur semiquantitativen
Evaluierung der immunhistologischen Befunde wurde die Zahl der immunreaktiven Zellen in
den Kompartiment der lymphatischen Organe geschitzt (Schétzwert). Die Auswertung
erfolgte nach folgendem Schema: 0 = alle Zellen negativ; 1 = ca. 1 bis 25%; 2 = ca. 26 bis
50%; 3 = ca. 51 bis 75%; 4 = ca. 76 bis 100% der Zellen positiv (Wiinschmann et al., 2000).
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Tabelle 4: Gradierun,

der Thymusatrophie und Milzdepletion der untersuchten Schweinswale

Tiernummer Thymusatrophie Milzdepletion
1 pp1279 - 1 ggr I
2 pp1348 hgr v mgr 111
3 ppl366 hgr v mgr I
4 ppl423 - 1 - I
5 ppl1473 - 1 ggr 1T
6 ppl481 mgr il geor 11
7 pp1500 - I - 1
8 ppl1502 - I ggr )i
9 ppl1503 - I gor )i
10 ppl504 - I - 1
11 ppl507 ggr I - 1
12 ppl512 - I ggr 1T
13 ppl514 ger II ger I
14 ppl517 ger I mgr 111
15 ppl520 mgr III ger I
16 ppl524 ger II ger I
17 ppl529 mgr 11 ar I
18 ppl640 mgr 11 hgr v
19 ppl641 hgr v mgr 11
20 ppl1642 mgr 1T - I
21 pp1660 mgr 1 ggr I
22 ppl664 ger 1T - 1
23 ppl670 mgr 1T ggr I
24 ppl678 ger 11 gr 11
25 pp1680 hgr IV mgr Juig
26 ppl715 - I mgr 11
27 HDW1 hgr v - I
28 HDW7 hgr v ger I
29 HDWI15 hgr v mgr 11

- = keine; ggr = geringgradig; mgr = mittelgradig; hgr = hochgradig; I = keine; I =

geringgradige; III = mittelgradige; IV = hochgradige Thymusatrophie bzw. Milzdepletion

3.6.

3.6.1.

Als Kulturmedium wurde ,Eagle’s minimal essential medium* mit L-Glutamin (MEME,
PAA Laboratories) mit einem Zusatz von 1% Antibiotika (Penicillin/Streptomycin)

verwendet. Zur Kultivierung der Lymphozyten wurde dem Zellkulturmedium 10%iges fotales

Lymphozytenstimulationstest

Kulturmedium

Kilberserum (FKS, PAA Laboratories) zugesetzt (Wagner et al., 1999).
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3.6.2. Isolierung der Lymphozyten aus Vollblutproben mittels einstufiger Percoll®-

Dichtegradientenzentrifugation

Die Herstellung der Percoll®-Stammlosung (Pharmacia Fine Chemicals) erfolgte nach den
Angaben des Herstellers. Hierzu wurden neun Teile Percoll® mit einem Teil steriler 1,5 M
NaCl-Losung zu einer Stammlosung mit einer spezifischen Dichte von 1,119 g/ml verdiinnt.
Durch Zugabe von sterilem Zellkulturmedium wurde eine Gebrauchslosung mit einem

Percoll®-Anteil von 58,5% hergestellt.

Die heparinisierten Vollblutproben wurden im Verhiltnis 1:3 mit dem Zellkulturmedium
vermischt und jeweils 4 ml des verdiinnten Blutes vorsichtig auf eine 3 ml Percoll®-Szule in
einem Zentrifugenrohrchen geschichtet. Nach einer Zentrifugation von 25 Minuten bei 800 x
g und 15°C stellte sich die Leukozytenfraktion als eine ca. 1-2 mm breite, grau-weile Bande
im Uberstand dar. Die Bande wurde mittels einer Pasteurpipette in ein neues
Zentrifugenrohrchen mit 2 ml Zellkulturmedium tiberfithrt. Nach zweimaligem Waschen
durch Zentrifugation bei 400 x g fir 5 Minuten und 15°C und anschlieBendem
Resuspendieren des Zellpellets in 2 ml Zellkulturmedium wurde das Zellpellet in 500 pl
resuspendiert. Zur Bestimmung der Anzahl vitaler Lymphozyten wurden 20 pul der
Zellsuspension mit 40 pl 0,36%iger Trypanblaulosung (Verdiinnungsverhiltnis: 1:2; Roth,
C.) verdiinnt und die Zellen in 4 Gruppenquadraten einer Neubauer-Zahlkammer ausgezéhlt.

Die Zellzahl/ml errechnete sich nach folgender Formel:

Zellzahl) ml = Anzahl leb:nderZellenx1 0000 3

3 = Verdiinnungsfaktor
4 = Anzahl der Gruppenquadrate

¢

Zur Uberpriifung der Lymphozytenanreicherung wurden von den frischen Blutproben
luftgetrocknete Ausstriche sowie Zytozentrifugenpriparate der isolierten Zellen hergestellt
und nach May-Griinwald-Giemsa gefarbt. Zur Anfertigung der Zytozentrifugenpréparate
wurden 200 pl der Zellsuspensionen entnommen und die Leukozyten durch Zentrifigation in
einer Zytozentrifugé (Shandon Elliot Cytospin, Shandon) bei 25 x g fiir 10 Minuten auf einen
Objekitriiger iibertragen. Die lichtmikroskopische Auszihlung von 200 Leukozyten zur
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Bestimmung des prozentualen Anteils der einzelnen Leukozytenarten (relative Zahl) erfolgte

bei 100facher VergroBerung in Olimmersion.

3.6.3. Verwendete Mitogene

Als Mitogene wurden kommerziell erhdltliche Pflanzenlektine verwendet, die mit
serumfreiem Zellkulturmedium nach den Angaben des Herstellers auf eine Konzentration von
100 pg/ml verdiinnt und bei —20°C gelagert wurden. Kurz vor Versuchsbeginn wurde das T-
Zellmitogen Concanavalin A (Con A; Sigma-Aldrich Chemie), Phythdmagglutinin (PHA,
Sigma-Aldrich Chemie) und das B-Zell-abhingige T-Zellmitogen Pokeweed Mitogen (PWM;
Sigma-Aldrich Chemie) mit serumhaltigem Kulturmedium auf die jeweiligen

Konzentrationen verdiinnt.

3.6.4.  Durchfiihrung des Lymphozytenstimulationstests (LST)

Die Kultivierung der isolierten Lymphozyten erfolgte in einer ELISA-96-Loch-
Flachbodenplatte (Falcon) in einem Zweifachansatz pro Blutprobe und Mitogen. In jede
Vertiefung der Platte wurde eine Suspension von 100 ul mit 200 000 vitalen Zellen ausgesit
und mit 100 ul der jeweiligen Mitogenlosung beimpft. Die drei Mitogene (Con A, PHA,
PWM) wurden in einer Konzentrationsreihe von 100, 10, 5, 2, 0,5 und 0,01 pg/ml im Ansatz
eingesetzt. Als unstimulierte Kontrolle wurden die Zellen mit serumhaltigem Kulturmedium
ohne Mitogen versetzt. Die Inkubation erfolgte in einem Brutschrank fiir 72 Stunden bei 37°C
und einer CO,-Atmosphire von 5%.

3.6.5. Bromdeoxyuridin (BrdU)-Test

Die Messung der Mitogen-induzierten Zellproliferation nach einer Inkubation von 72 Stunden
erfolgte mittels des BrdU-Tests und anschlieBender photometrischer Auswertung der
Farbintensitit. Die Herstellung der Reagenzien und die Durchfiihrung des Testes erfolgten
nach den Angaben des Herstellers (,,Cell Proliferation ELISA BrdU“, Roche Molecular
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Biochemicals). Soweit keine abweichenden Angaben beschrieben sind, wurden alle

Arbeitsschritte bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

3.6.5.1. Reagenzien

1. BrdU-Markierungslosung:
Vor jedem Ansatz wurde die BrdU-Markierungslosung mit serumfreiem

Zellkulturmedium im Verhéltnis 1:100 verdiinnt.

2. Anti-BrdU-POD-Stammlésung:
Das gesamte Anti-BrdU-POD-Lyophilisat wurde in 1,1 ml Aqua dest. durch
vorsichtiges Schiitteln fiir 10 Minuten aufgelost und bei —20°C gelagert.

3. Anti-BrdU-POD-Arbeitslésung:
Vor jedem Ansatz wurde die Anti-BrdU-POD-Stammlosung mit der Antikorper-
Verdiinnungslosung in Verhiltnis 1:100 verdiinnt.

Vor jedem Ansatz wurde das Waschpuffer-Konzentrat mit Aqua dest. im Verhiltnis 1:10

verdiinnt.

3.6.5.2. Durchfiihrung des BrdU-Test

1. Zugabe von je 20 pl der verdiinnten BrdU-Markierungslosung pro Vertiefung der
Mikrotiterplatte

Inkubation der Zellkultur fiir 2 Stunden bei 37°C und 5% CO,

Zentrifugation der Mikrotiterplatte fiir 10 Minuten bei 300 x g

Vorsichtiges Absaugen des Uberstandes

Trocknen der Zellen durch fohnen fiir ca. 10 Minuten

N

Zugabe von je 200 pl FixDenat® pro Vertiefung der Mikrotiterplatte fiir 30 Minuten
zur Zellfixation und DNA-Denaturierung, um eingebautes BrdU dem Antikorper
zuginglich zu machen

7. Vorsichtiges Absaugen des FixDenat®
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8. Zugabe von 100 ul der Anti-BrdU-POD-Arbeitslosung und Inkubation fiir 90 Minuten
zur Markierung des eingebauten BrdU mittels des Peroxidase-gekoppelten
Antikorpers

9. Dreimaliges Waschen der Mikrotiterplatte durch Zugabe von je 200 pl der verdiinnten
Waschpufferlosung und Zentrifugation fiir je 10 Minuten bei 300 x g.

10. Zugabe von je 100 pl Substratlosung (Tetramethlybenzidin) pro Vertiefung und
Inkubation fiir 5 Minuten

11. Abstoppen der Farbreaktion durch Zugabe von 25 ul 1M H,SO4 pro Vertiefung

12. Messen der optischen Dichte der gelben Farblosung innerhalb von 5 Minuten bei einer
Testwellenldnge von 450 nm und einer Referenzwellenlénge von 630 nm mittels eines
Ein-Kanal-Photometer (ELISA-Photometer, Titertek Multiscan®  Plus, Flow

Laboratories).

3.6.5.3. Stimulationsindex (SI)

Bei der photometrischen Auswertung des LST wurden die arithmetischen Mittelwerte der
Messwerte jedes Mitogens und der unstimulierten Kontrolle ermittelt und in folgende Formel

eingesetzt:

Mittelwert nach Mitogenstimulation
Mittelwert der Kontrolle

x100

Stimulationsindex( SI )=
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3.7. Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

3.7.1. RNS-Isolierung

3.7.1.1. RNS-Isolierung aus lymphatischen Organen und Lymphozyten-Suspensionen
Der Nachweis der Zytokinexpression in Milz und Thymus der Schweinswale erfolgte aus

OCT-eingebetteten Gefrierblocken. Hierzu wurden pro Gewebeprobe 8 x 20 pm dicke
Gefrierschnitte im Kryostaten hergestellt.

Zur Isolierung der Gesamt-RNS aus unstimulierten und Mitogen-stimulierten Lymphozyten
wurden jeweils 150 pl der Zellsuspension aus dem Lymphozytenstimulationstest (siehe dort)

eingesetzt.

Soweit keine abweichenden Angaben gemacht werden, sind die Arbeitsschritte unter einer

Reinraumbank bei Raumtemperatur und in 1,5ml-EppendorfgefiBen durchgefiihrt worden.

1. Mischen von 8 x 20 pm dicken Gefrierschnitten bzw. 150 pl Fliissigkeit mit einem ml
TRIZOL®-Reagenz (Gibco-BRL) und Inkubation fiir 5 Minuten

2. Zugabe von 300 pl Chloroform

3. Mischen der Probe durch kriftiges Schiitteln fiir 15 Sekunden

4.  Inkubation fiir 3 Minuten

5.  Zentrifugation fiir 15 Minuten bei 12 000 x g

6.  Uberfiihren der wisserigen Phase in ein neues Reaktionsgefil und Verwerfen der
restlichen Fliissigkeit

7.  Zugabe von 700 ul Isopropanol und Inkubation des Gemisches fiir 5 Stunden bei -40°C

Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 12 000 x g
9.  Verwerfen des Uberstandes
10. FEinmaliges Waschen des Pellets mit 600 pl 75%igem Athanol
11.  Zugabe von 600 pul 75%igem Athanol und Lagerung bei —80°C



37 Material und Methoden

3.7.1.2. RNS-Isolierung aus Vollblut mittels RNaid®PLUS KIT

Die RNS-Extraktion aus Vollblutproben erfolgte unter Verwendung des RNaid®PLUS KITs
(Dianova) nach den Angaben des Herstellers. Soweit keine abweichenden Angaben gemacht
werden, wurden alle Arbeitsschritte unter einer Reinraumbank bei Raumtemperatur
durchgefiihrt. Vor der ersten Anwendung wurden zu dem vom Hersteller vorgegebenen
Phenolpuffer insgesamt 70 ml Phenol hinzugegeben und 14 Stunden bei 4°C stehen gelassen.
Weiterhin wurde der vom Hersteller vorgegebene Isoamylalkohol mit 72 ml Chloroform und
die ,RNA wash solultion® mit 120 ml 99,8%igem Athanol versetzt.

Zu den 150 ml Vollblut wurden 500 ul Guanidinium-Thiocyanat-haltige ,.cell lysis solution®
in ein 2,5ml-EppendorfgefdB gegeben und in einem Rotationsmischer (3300 Eppendorf)
geschiittelt. AnschlieBend wurden 500 pl gepuffertes saures Phenol (pH 4,0) hinzugefiigt.
Nach Versetzen mit 250 pul eines Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisches (24:1) wurde die
Losung fiir 15 Minuten auf Eis gestellt, bevor sie fiir 20 Minuten bei 14 200 x g in einer
Tischzentrifuge (Hettich) zentrifugiert wurde. Der wissrige Uberstand wurde vorsichtig, ohne
Beriihren der mittleren Phase, abgenommen und in ein neues ReaktionsgefiB {iberfiihrt. Nach
Zugabe von 250 pl des Chloroform/Isoamylalkohol-Gemischs hierzu wurde erneut geschiittelt
und 5 Minuten bei 14 200 x g zentrifugiert.

Der oberen wiBrigen Phase wurde nach Uberfithrung in ein neues Eppendorfgefa 30 ul
, RNS-Matrix“ zugegeben und 30 Sekunden geschiittelt. Nach einer Inkubation fiir fiinf
Minuten bei Raumtemperatur mit gelegentlichem Durchmischen wurde die an die ,,RNS-
Matrix“ gebundene RNS pelletiert (1 Minute bei 1 500 x g) und der Uberstand verworfen.
Nach zweimaligem Waschen mit 500 pl ,,RNA wash solution und Zentrifugieren (1 Minute
bei 1500 x g) wurde der Uberstand entfernt und das Pellet in 100 pul Aqua bidest/DEPC
resuspendiert. Zur Eluierung der RNS wurde die Losung fiir 5 Minuten bei 55°C inkubiert
und anschlieBend die ,,RNS-Matrix* erneut pelletiert (1 Minuten bei 14 200 x g). Nach
Uberfithren des Uberstandes in ein 0,5ml-Eppendorfgefd wurde das Pellet verworfen. Um
die ,,RNS-Matrix“ restlos zu entfernen, wurde die Losung erneut zentrifugiert (1 Minuten bei

14 200 x g). Die Aufbewahrung der RNS erfolgte bis zur weiteren Verarbeitung bei —80°C.
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3.7.2. Selektion der Primer

Da fiir den Schweinswal bisher keine Genom- bzw. mRNS-Sequenzen von Zytokinen
veroffentlich sind, musste bei der Auswahl der spezifischen Primer auf konservierte
Nukleotidsequenzen anderer Zahnwale sowie terrestrischer Saugetiere zuriickgegriffen
werden. Aus Gensequenzen des Belugawals, GroBen Tiimmlers und Schwertwals wurden
Primerpaare fiir IL-2, IL-4 und IL-6 selektiert (AF072870; AB020732; L46803; Tabelle 5).

Hierbei wurden folgende Kriterien beriicksichtigt. Die Primerlange sollte zwischen 18 bis 28
Basenpaare und der G/C-Gehalt zwischen 50 und 60% betragen. Weiterhin sollte die
Schmelztemperatur (Ty,) beider Primer iibereinstimmen und zwischen 55°C und 80°C liegen
[Tw = 2 x (A +T) + 4 x (G + C)]. Zur Verhinderung von Dimerbildungen diirfen die
Primerpaare am 3°-Ende keine komplimentiren Sequenzen zueinander aufweisen. Zusitzlich
sollten die Primer keine Palindromsequenzen enthalten (Rappolee, 1990). Die Selektion der
Primer erfolgte unter Verwendung des Computerprgrammes “Primer designer” Version 2.0

(Scientific and Educational Software).

Fiir den Nachweis von TNF-o, TGF-f und IL-10 wurden kanine Primersequenzen aus der
Literatur entnommen (Grone et al., 1998, Z70046, 1.34956; Frisk et al., 1999; U33843;
Tabelle 5).

Die Primersequenzen fir den mRNS-Nachweis der Glyzeraldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) wurde ebenfalls der Literatur entnommen. Die Sequenz des Sense-
Primers ist im Bereich von Exon 6 und der Antisense-Primer im Bereich von Exon 8 des
humanen GAPDH-Gens lokalisiert (Grone et al., 1996; BC014085; Tabelle 5).
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Tabelle 5:  Spezifische Primerpaare fiir den mRNS-Nachweis von IL-2, IL-4, IL-6, IL-10,
TGF-B, TNF-o. und GAPDH beim Schweinswal

Zytokin Nukleotidsequenz (5°-3%) Richtung | Nukleotid- | Erwartete
position Amplikon-
Lénge [bp]
IL-2 |GCA CCT ACT TCA AGC TCT AC S 61-80*° 210
TAG CAC ATC CTC CAG AGG TT AS 270-251*
IL-4 |GCA TGT ACC AGC AACTTC GT S 103-122° 287
TTG GCT TCA TTC ACA GAA CAG AS 389-369°
IL-6 |GCA AGG AGG CAC TGG CAG AA S 219-238°¢ 383
CCT CAG GCT GAA CTG CAGGA AS 601-582°
IL-10 |CCT GGG TTG CCA AGC CCT GTC S 235-255¢ 212
ATG CGC TCT TCA CCT GCT CC AS 446-427°
TNFo. |CCA AGT GAC AAG CCA GTA GC S 32-51° 274
TCT TGA TGG CAG AGA GTA GG AS 305-286°
TGFB |TTC CTG CTC CTC ATG GCC AC S 826-845" 393
GCA GGA GCG CAC GAT CAT GT AS 1218-1199°
GAPDH [GCC AAA AGG GTC ATC ATC TC S 1225-1244% 228
GGG GCC ATC CAC AGT CTT CT AS 1452-1433%

bp=Basenpaare; S = Sense; AS = Antisense
2AF072870 (IL-2); *AB020732 (IL-4); L46803 (IL-6); “U33843 (IL-10); “Z70046 (TNF-0:); ‘L34956 (TGF-B); ¥
BC014085 (GAPDH)

3.7.3. Durchfiihrung der reversen Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-
PCR)

Die in Athanol bei -80°C gelagerten RNS-Proben wurden vor Versuchsbeginn fiir 15 Minuten
bei 1200 x g zentrifugiert und das entstandene Pellet nach dem Dekantieren des Uberstandes
fiir ca. 10 Minuten getrocknet und anschlieBend in 50 pl Depc-H,O resuspendiert. Alle
Arbeitsschritte erfolgten bei Raumtemperatur (Frisk et al., 1999).
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3.7.3.1. DNase-Behandlung

Um sicherzustellen, dass mRNS und keine genomische DNS in der RT-PCR amplifiziert
wurde, wurden alle Proben mit dem Enzym DNase behandelt, bevor sie in der RT-PCR
eingesetzt wurden. Hierzu wurden in 0,5 pl-EppendorfgefiBen je 3,3 pl DNase-Mastermix
(Boehringer-Mannheim) zu 6,5 ul RNS gegeben (Tabelle 6). Die DNase-Behandlung wurde
bei 27°C fiir 10 Minuten mit anschlieBender Inaktivierung der DNase bei 75°C fiir 5 Minuten
in einem Thermocycler (Multicycler® PTC 200; Biozym) durchgefiihrt.

Tabelle 6: Herstellung des DNase-Mastermix

Menge Reagenzien Endkonzentration

1,0pul MnCl, (10 mM) 1 mM

1,0 pul 10x PCR Puffer II (500 mM KCl, | 1x (50 mM KCl, 10 mM Tris-
100 mM Tris-HCI) HCl)

1,0 pul DNase, RNase-frei (10 U/pl) 1 U/pl

0,3 ul RNase-Inhibitor (20 U/ul) 1U0/pl

3,3 ul DNase-Mastermix pro Probe
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3.7.3.2. Reverse Transkriptase (RT)-Reaktion

Das Umschreiben der Gesamt-RNS in cDNS erfolgte in einer reversen Transkriptase-
Reaktion. Hierbei wurden 1,5 pl der DNase-behandelten RNS-Probe mit 8,5 ul RT-
Mastermix (“Gen Amp PCR core kit”; Applied Biosystems) bei 21°C fiir 8 Minuten, bei 42°C
fiir 15 Minuten, bei 96°C fiir 5 Minuten und bei 5°C fiir 5 Minuten im Thermocycler inkubiert
(Tabelle 7).

Tabelle 7: Herstellung des RT-Mastermix

Menge Reagenzien Endkonzentration
2ul MgCl, (25 mM) 5 mM

1pl 10xPCR Puffer II (500 mM KCl, | 1x (50 mM KCI, 10 mM

100 mM Tris-HCI) Tris-HCI)

1pul dGTP (10 mM) 1 mM

1pl dATP (10 mM) 1 mM

1pl dTTP (10 mM) 1 mM

1pl dCTP (10 mM) 1 mM

0,5 ul RNase Inhibitor (20 U/ul) 1U/ul

0,5 ul Reverse Transkriptase (50 U/ul) |2,5 U/ul

0,5 pl Random Hexamers (50 pM) 2,5 yM

8,5 ul RT-Mastermix pro Probe
dGTP = Desoxyguanosintriphosphat dATP = Desoxyadenosintriphosphat

dTTP= Desoxythymidintriphosphat dCTP = Desoxycytidintriphosphat
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3.7.3.3. Konventionelle Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Amplifizierung der spezifischen cDNS erfolgte unter Verwendung der jeweiligen Primer
in der Polymerase-Kettenreaktion. Jeweils 10 ul cDNS aus der RT wurden mit dem PCR-
Mastermix (“Gen Amp PCR core kit”; Applied Biosystems) gemischt und in die PCR
eingesetzt (Tabelle 8).

Tabelle 8: Herstellung des PCR-Mastermix

Menge Reagenzien Endkonzentration

2,0 ul MgCl, (25 mM) 5mM

4,0 pl 10xPCR Puffer-1I (500 m KCl, 1x 50 mM, 10 mM
100 mM Tris-HCI)

32,75 pl Depc-H,0

0,5 ul Sense-Primer (15 pM) 0,15 uM

0,5 pul Antisense-Primer (15uM) 0,15 uM

0,25 pl Ampli Tag®Polymerase (5 U/ul)  |0,025 U/ul

40 pl PCR-Mastermix pro Probe

Folgende Reaktionszeiten und —temperaturen wurden gewihlt: Initiale Denaturierung fir eine
Minute bei 94°C, Primeranlagerung (“annealing”) fiir zwei Minuten bei 59°C und
Kettenverlingerung (“extension”) fiir eine Minute bei 72°C. Diese Abfolge wurde in 40
Zyklen wiederholt. AbschlieBend wurde nach dem letzten Zyklus eine Kettenverlingerung fiir
5 Minuten bei 72°C durchgefiihrt (Frisk et al., 1999).

3.7.3.3.1. Gelelektrophorese

Die Amplifikate wurden nach elektrophoretischer Auftrennung auf einem Agarose-Gel
sichtbar gemacht. Hierbei wandern die DNS-Fragment im elektrischen Feld aufgrund ihrer
negativ geladenen Phosphatgruppen zur Anode. Dabei hingt die Wanderungsgeschwindigkeit
von der GroBe der DNS-Molekiile sowie von der Porengrofie des Gels ab. In den DNS-
Doppelstringen interkaliertes Ethidiumbromid wurde anschlieBend unter UV-Licht sichtbar
gemacht. Fiir die elektrophoretische Auftrennung wurde ein 2%iges horizontales Agarose-Gel
(Ultra Pure™; Gibco-BRL) mit 0,25 pg/ml Ethidiumbromid (Boehringer-Mannheim)

verwendet.
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Insgesamt 15 pul des PCR-Produktes wurden mit 3 pul Laufpuffer (Advanced Biotechnologies)
vermischt und in die Taschen des Gels gegeben. Ein 100-bp-DNS-Standard diente in jedem
Lauf als Lingenkontrolle des Amplikons. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei
einer Spannung von 6 V/cm bei einer maximalen Stromstirke von 500 mV (Mikrocomputer
Elektrophoresis Power Supply) fiir 24 Minuten. Die DNS-Bande wurde auf einem UV-
Transilluminator (Vilber Lourmat) sichtbar gemacht und fotografisch dokumentiert (Polaroid
A 667-Tageslichtfilm).

3.7.33.2. DNS-Sequenz-Analyse und Homologievergleich

Die Sequenzen von IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TGF-B, TNF-a. und GAPDH des Schweinswales
wurden von der Firma SEQLAB (Géttingen) ermittelt. Unter Verwendung der spezifischen
Primerpaare wurden beide DNS-Stringe der Amplifikate durch die ,(fluorescence dye
terminator“-Technologie mittels eines ABI PRISM® Sequenzers (Applied Biosystems GmbH)

sequenziert.

Unter Anwendung des Computerprogramms ,, ALIGN Plus*“ Version 2.0 (Scientific and
Educational Software) wurden die ermittelten Nukleinsduresequenzen der Schweinswale mit
veroffentlichen Sequenzen der NCBI-Gendatenbank des GroBen Tiimmlers (IL-4: AB020732;
TNF-0:: AB049358), des Schwertwales (IL-2: AF009570; IL-6: L46803; IL-10: U93260), des
Belugawals (IL-2: AF072870; IL-6: AF076643; TNF-o: AF320323), des Pferdes (IL-2:
X69393; IL-4: AF305617; IL-6: AF041975; IL-10: U38200; TGF-B: X99438; TNF-o:
AB035735; GAPDH: AF157626), des Rindes (IL-2: M12791; IL-4: M77120;IL-6: X57317;
IL-10: U00799; TGF-B: M36271; TNF-o: Z48808; GAPDH: U85042); des Schafes (IL-2:
X60148; IL-4: AF172168 ;IL-6: X62501; IL-10: U11421; TGF-B: X76916; TNF-a:: X56756;
GAPDH: AF030943), des Schweines (IL-2: X58428; IL-4: X68330; IL-6: M80258; IL-10:
L20001; TGF-B: X12378; TNF-a: X57321; GAPDH: AF202970), der Maus (IL-2:
NM_008366; IL-4: NM_021283; IL-6: NM_033168; IL-10: NM_010548; TGF-f:
NM_011577; TNF-a:: NM_013693; GAPDH: NM_008084), des Hundes (IL-2: AF091131;
IL-4: AF239917; IL-6: AF275796; IL-10: U33843; TGF-B: L34956; TNF-o: Z70046;
GAPDH: U31247), der Kegelrobbe (IL-2: AF072871) und des Seehundes (IL-6: L46802)

verglichen und der prozentuale Anteil an homologen Abschnitten kalkuliert.
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3.7.3.4. Echtzeit-PCR

Zur Untersuchung des Zusammenhanges zwischen der Zytokin-Expression und der
lymphatischen Depletion wurden die mRNS-Mengen von IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TGF-f und
TNF-o. in Milz, Thymus und Blut von insgesamt 29 Schweinswalen mittels semiquantitativer

Echtzeit-PCR ermittelt (Tabelle 4).

Die Echzeit-PCR wurde mittels eines LightCyclers® (Roche Diagnostics) durchgefiihrt. Als
Reaktionsgemisch wurde “LightCycler FastStart DNA Master SYBR-Green I” (Roche
Diagnostics), bestehend aus dNTPs, MgCl,, dem Fluoreszenzfarbstoff ,,SYBR-Green” und
einer HeiBstart-DNS-Polymerase, verwendet. Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes

erfolgte nach den Angaben des Herstellers (Tabelle 9).

Tabelle 9: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fiir die Echzeit-PCR

Menge Reagenzien Endkonzentration
11,8 ul Depc-Aqua bidest.
32ul MgCl, (25 mM) 5mM
2ul 10x LightCycler Faststart DNA Master | 1x
SYBR Green

Die Kapillaren (LightCycler Capillaries, Roche Diagnostics) wurden mit jeweils 17 pl des
Reaktionsansatzes zusammen mit 1 pl Primervormischung (15 pmol/ul) und 2 pl des
Produktes aus der RT-Reaktion gefiillt. AnschlieBend wurde der gesamte Ansatz durch
Zentrifugation (5 Sekunden, 700 x g) in den Kapillaren positioniert und gemischt. Die
Kapillaren wurden in das Rondell des LightCyclers® eingesetzt. Die Herstellung des
Reaktionsansatzes erfolgte auf Eis. Das Bestiicken der Kapillaren wurde unter Verwendung
eines vorgekithlten Aluminiumblocks (4°C) durchgefiihrt (Markus et al., 2002).

3.7.34.1. Reaktionsphasen der Echtzeit-PCR

Zur Aktivierung der HeiBstart-DNS-Polymerase wurde der Reaktionsansatz in einer initialen
Denaturierungsphase fiir 10 Minuten auf 95°C erhitzt. Die Denaturierung wahrend der PCR-
Zyklen erfolgte fiir alle Proben bei 95°C fiir 15 Sekunden. Die Anlagerungszeiten und-



45 Material und Methoden

temperaturen wurden empirisch ermittelt (Tabelle 10). Zur Verringerung einer moglichen
Primer-Dimer-Bildung wurde fiir GAPDH und IL-10 die Methode der ,touchdown-PCR*
verwendet (Tabelle 10). Durch eine anfinglich hohe Anlagerungstemperatur wurde hierbei
die Spezifitit der Primerbindung an den Matrixstrang erhoht. Um dennoch eine ausreichende
Sensitivitdt der PCR zu gewdhrleisten, wurde die Anlagerungstemperatur der Primer im
Verlauf der PCR um 0,7°C bzw. 0,5°C pro Zyklus bis zur eigentlichen
Anlagerungstemperatur abgesenkt. Die Elongationszeit wurde anhand der Linge des
Amplikons berechnet (Lange des Amplikon [bp] /25 = Elongationszeit [s]). Fiir die PCR
wurden Liufe von 50 Zyklen verwendet. Die Fluoreszenz des ,,SYBR-Greens* in den
entstandenen DNS-Doppelstringen wurde nach jedem Zyklus im Anschluss an die
Elongationsphase (72°C) bei einer Wellenlinge von 530 nm gemessen. Die
Temperaturinderungen aller Phasen der PCR wurden mit einer maximalen Geschwindigkeit
von 20°C/Sekunde durchgefiihrt.

Die Spezifitit der PCR-Produkte wurde durch die Schmelzkurvenanalyse bestitigt. Im
direkten Anschluss an die PCR wird hierbei die Temperatur von 65°C auf 95°C (bzw. auf
98°C fiir TGF) erhoht und die Fluoreszenz kontinuierlich gemessen. Durch die Dissoziation
der DNS-Doppelstringe und das Freiwerden des Farbstoffs ,,SYBR-Green kommt es zur
abnehmenden Fluoreszenz der Probe. Der fiir jedes PCR-Produkt spezifische Schmelzpunkt
ist definiert als die Temperatur, an der 50% der DNS als Doppelstringe vorliegen. Der
Schmelzpunkt héingt hauptséchlich vom GC-Gehalt und der Lénge des Fragmentes ab.

Tabelle 10: Temperaturen und Dauer der Phasen pro PCR-Zyklus

Zytokin/ Denaturierung |,,Touchdown* |Anlagerung Elongation
Haushaltsgen | [°C/sek] octec? [C°/sek] [°C/sek]
IL-2 95/15 - 58/10 72/16

IL-4 95/15 - 57/8 72/12

IL-6 95/15 - 60/6 72/14
IL-10 95/15 69-58 58/6 72/15
TGF-f 95/15 - 66/6 72117
TNF-o 95/15 - 58/8 72/16
GAPDH 95/15 69-61 61/6 72/12

°C' = Anfangstemperatur, °C? = Endtemperatur
- = ohne "Touchdown", sek = Sekunde
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3.7.3.4.2. Quantifizerung mit externem Standard

Die Ausgangsmenge in den Proben wurde automatisch durch die LightCycler® Software
(Version 3.5) mittels des ,Fit point“-Algorithmus semi-quantitativ errechnet. Hierbei
extrapoliert das Computerprogramm in der exponentiellen Phase der PCR anhand einer
gewihlten Anzahl von Kurvenpunkten (i.d.R. zwei Kurvenpunkte) auf den Cr-Wert der
Probe. Dieser ist definiert als die Zyklenzahl, bei der sich die Fluoreszenz der Probe zum
ersten Mal iiber die unspezifische Hintergrundfluoreszenz erhebt und ist spezifisch fiir die
Ausgangskonzentration der gesuchten cDNS in der Probe. Da bei der , Fit point“-Methode die
Grenze der unspezifischen Hintergrundfluoreszenz zur spezifischen Probenfluoreszenz als
sogenannte ,.crossing line* manuell festgelegt wird, ergibt sich der Cr-Wert einer Probe aus
dem Kreuzungspunkt der Steigungsgeraden der PCR-Kurve in der exponentiellen Phase und
der ,crossing line®. Die Menge der Ziel-cDNS wurde anschlieBend anhand einer externen
Standardkurve von der LightCycler®-Software errechnet und in Fluoreszenzeinheiten
(,,Units“; U) angegeben. Hierfiir wurde fiir jedes Zytokin und GAPDH eine dreifache
Verdiinnungsreihe hergestellt (25, 50, 100 ng RNS/ul aus Con A-stimulierten Lymphozyten).
Der relative Gehalt an Zytokin-mRNS wurde als das Verhiltnis zwischen der Zytokin-mRNS
und mRNS des Haushaltsgens GAPDH ausgedriickt (Markus et al., 2002).

Fluoreszenzeinheiten der Zytokin—mRNS

%GAPDH = x
Fluoreszenzeinheitender GAPDH—-mRNS

100

3.8. Analyse und Quantifizierung organischer Schadstoffe

Die toxikologischen Analysen wurden im Rahmen des Forschungsprojektes des
Umweltbundesamtes (FE-Vorhaben 299 65 221) am Institut fiir Ostseeforschung der
Universitit Rostock (Prof. Dr. M. McLachlan) durchgefiihrt.

Verschiedene organische Schadstoffe wurden im Fettgewebe der Schweinswale mittels
Gaschromatographie-Massenspekrometriec ~ gemessen. Es  wurden  Schadstoffklassen

ausgewihlt, die entweder im Verdacht stehen, besonders toxisch auf Meeressduger zu wirken
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oder in vergleichsweise hohen Konzentrationen in Meeressiugern vorkommen: polychlorierte
Biphenyle (PCB), polybromierte Diphenylether (PBDE), Toxaphen, sowie p,p"-
Dichlordiphenyl-dichlorethen (DDT) und dessen Hauptmetabolit p,p*-Dichlordiphenyl-
trichlorethan (DDE). Fiir die komplexen Stoffgemische erfolgte die Auswertung auf der Basis
der Summe von ausgewihlten Kongeneren: PCB: IUPAC # 99, 149, 138, 153, 180, 187.
PBDE: IUPAC # 47, 99, 100, 153, 154. Toxaphen: Parlar # 26, 40, 42, 44, 50 (Anhang 3).

Der PCB-, DDT- und DDE-Gehalt wurde in jeweils 59 Proben gemessen. Weiterhin wurden
die PBDE- und Toxaphen-Konzentrationen im Fettgewebe von 52 bzw. 53 Schweinswalen

quantifiziert (Anhang 3).

Zur Abschitzung der Toxizitdt von chlorierten Kohlenwasserstoffen wird das internationale
Konzept der Toxizititsiquivalente (TEQ) angewendet. Dabei wird die Toxizitit der einzelnen
Substanzen mittels Toxizititsfaktoren (TEF) relativ zum 2,3,7,8 TCDD angegeben
(Tryphonas, 1994). In fritheren Schadstoffanalysen von Schweinswalen der Nord- und Ostsee
stellte das Kongener CB118 mit ca. 60% an der Gesamttoxizitit (XTEQ) das wichtigste
Kongener in der Risikoabschitzung dar (Bruhn et al., 1999). In der vorliegenden Arbeit
wurden die TEQ auf der Basis des CB118 errechnet (Anhang 3).

3.9. Statistische Auswertung

Die Datenauswertung erfolgte an den Rechnern der Arbeitsgruppe Biomathematik und
Datenverarbeitung des Fachbereiches Tiermedizin der Justus-Liebig-Universitit GieBen. Die
statistische Auswertung wurde unter Verwendung des Statistikprogrammes BMDP/Dynamic,
Release 7.0 (Dixon, 1993) durchgefiihrt.

Die statistischen Zusammenhiinge der Veridnderungen der Lymphozyten-Subpopulationen
und der Zytokin-Expression in Milz und Thymus wurde durch die Rangkorrelationsanalyse
nach Spearman ermittelt. Die statistischen Zusammenhinge zwischen den morphologischen
Verinderungen in Milz und Thymus (Anhang 1) und der Schadstoffbelastung (Anhang 3)
wurde zusitzlich anhand der schrittweisen logistischen polytomen Regression ermittelt. Da
bei den ermittelten Werten keine Normalverteilung vorlag, wurden nicht die arithmetischen

Mittelwerte, sondern die Mediane bestimmt.
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Zur statistischen Auswertung des Lymphozytenstimulationstests von vier klinisch gesunden
Schweinswalen zur Ermittlung der optimalen Mitogenkonzentrationen (Con A, PHA, PWM)
anhand des Stimulationsindex wurde bei den normal verteilten Merkmalen -eine

zweifaktorielle Varianzanalyse mit Messwiederholung durchgefiihrt.

Die Signifikanz wurde entsprechend den Standardkriterien berechnet:
p > 0,05 nicht signifikant
p < 0,05 schwach signifikant
p < 0,01 signifikant
p <0,001 hochsignifikant



49 Ergebnisse

4. Ergebnisse

4.1. Etablierung der Methoden zur Untersuchung des Immunsystems der
Schweinswale

4.1.1. Immunbhistologische Untersuchungen iiber die Kreuzreaktivitit verschiedener
Lymphozytenmarker unterschiedlicher Spezies zur Charakterisierung
lymphatischer Gewebe des Schweinswales

Kanine (n=13), humane (n=1), bovine (n=6), equine (n=1) und walspezifische (n=4)
monoklonale Antikorper sowie ein monoklonaler und ein polyklonaler, gegen das
intrazytoplasmatische &-Peptid des CD3-Antigens gerichteter Antikorper wurden auf ihre
Kreuzreaktivitdt mit Lymphozyten in Lymphknoten, Thymus, Milz und Tonsillen der
Schweinswale untersucht. Zusitzlich wurden die optimalen Konzentrationen zur Darstellung
der Lymphozyten-Subpopulationen ermittelt. Verschiedene T-Zellkompartimente, wie der
Parakortex der Lymphknoten, die interfollikulire Region der Tonsillen und Lymphknoten, die
periarterioldre lymphatische Scheide der Milz (PALS) sowie Medulla und Kortex des Thymus

und die B-Zellareale der lymphatischen Organe wurden hierbei unterschieden.

Acht monoklonale Antikérper (vier walspezifische, ein kaniner, ein boviner, ein equiner und
der CD3¢-spezifische mAK) sowie der humane polyklonale Anti-CD3-Antikorper reagierten
mit lymphatischen Zellen in Gefrierschnitten des Schweinswales (Tabelle 11). CD3*-Zellen
wurden mit dem monoklonalen (Klon CD3-12) und polyklonalen Antikdrper (A0452)
immunhistologisch markiert. Das CD3-Antigen wurde durch alle thymusstimmigen Zellen,
inklusive derer in der interfollikuliren Region der Tonsillen (Abbildung 3), der
interfollikuldren Region und des Parakortex der Lymphknoten und der PALS exprimiert
(Abbildung 4). Weiterhin fanden sich einzelne Lymphozyten in der roten Pulpa und
Mantelzone der Milz sowie in den Follikeln, welche das Molekiil bilden. Die meisten
Thymozyten zeigten eine CD3e-spezifische, membrangebundene Reaktion, jedoch fanden

sich einzelne unmarkierte, follikeldhnliche Areale im Thymusmark.

Die zwei walspezifischen Antikorper (Klon F21 I2 D3 und Klon F21 C2 D3) erkannten das
CD2-Homolog auf Lymphozyten des Schweinswales. Eine spezifische Markierung
lymphatischer Zellen fand sich in der interfollikuliren Region der Tonsillen, der
interfollikuldren Region und des Parakortex der Lymphknoten (Abbildung 5) sowie in der
PALS. Zusitzlich fanden sich einzelne CD2-exprimierende Zellen in der roten Pulpa und



Ergebnisse 50

Mantelzone der Milz sowie in den Follikeln der lymphatischen Organe. Die meisten
Thymozyten wiesen eine Kreuzreaktivitit mit den beiden Antikorpern auf, jedoch fanden sich

in der Medulla einzelne follikeléhnliche Areale mit CD2-negativen Zellen.

Auf Gefrierschnitten zeigte der walspezifische Anti-CD45R-Antikérper (Klon F21 H2 E10)
eine ausgeprigte Immunreaktivitit in den Follikeln der Lymphknoten, Tonsillen und der
Milz. Im Vergleich wiesen die T-Zellareale eine geringere Intensitit der Markierung auf
(Abbildung 6). In CD45R*-follikeldhnlichen Lymphozyten-Ansammlungen im Thymusmark
lag ebenfalls eine deutliche Immunreaktivitit vor (Abbildung 7).

Das MHC Klasse II-Antigen wurde mit dem bovinen (Klon 171 D3) und walspezifischen
mAK (Klon F21 K6 B6) nachgewiesen. Die meisten Lymphozyten in den B- und T-
Zellkompartimenten zeigten eine MHC Klasse II-Expression. Jedoch fanden sich im Kortex
des Thymus einzelne Ansammlungen von MHC Klasse II-negativen Zellen. Der kanine MHC
Klasse II-Marker (Klon Dog 26-1) erkannte Lymphozyten in den Follikeln (Abbildung 8),
einzelne Thymozyten sowie Zellen mit zytoplasmatischen Ausldufern in der Thymusrinde
und der PALS, welche Antigen-présentierenden Zellen entsprachen. Zusitzlich fanden sich
follikeldhnliche Ansammlungen von MHC Klasse II-exprimierenden Lymphozyten im

Thymusmark.

Der equine Pan-Leukozytenmarker wies eine membrangebundene Reaktion mit fast allen

lymphatischen Zellen in den B- und T-Zellkompartimenten auf.

Der walspezifische, gegen das CD45R-Antigen gerichtete mAK (Klon F21 H2 E10) und der
humane polyklonale Anti-CD3-Antikorper zeigten eine Immunreaktivitit auf Formalin-
fixiertem, Paraffin-eingebettetem Gewebe (Verdiinnung 1:100). Die anderen Antikorper

wiesen keine Kreuzreaktivitit bei dieser Fixierungs- und Einbettungstechnik auf.
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Abbildung 3:

Abbildung 4:.

Abbildung 5:

Abbildung 6:

Abbildung 7:

Abbildung 8:

Tonsille. Gefrierschnitt. CD3e-spezifische Reaktion der meisten Lymphozyten
in der interfollikuldren Region und einzelner Zellen im Follikel. F=Follikel;
IFR=interfollikulire Region; E=Epithel. Primirantikérper, Klon CD3-12;
ABC-Methode, Gegenfirbung mit Himatoxylin. Balken=90pm.

Milz. Gefrierschnitt. CD3e-spezifische Reaktion der meisten Lymphozyten in
der PALS und einzelner Zellen im Follikel. F=Follikel; PALS=periarteriolire
lymphatische Scheide; *=Zentralarterie. Primidrantikorper, Klon CD3-12;
ABC-Methode, Gegenfiarbung mit Himatoxylin. Balken=90um.

Lymphknoten. Gefrierschnitt. CD2-spezifische, membrangebundene Reaktion
der meisten Lymphozyten in der interfollikuldren Region und einzelner Zellen
im Follikel. F=Follikel; IFR=interfollikulire Region. Primérantikérper, Klon
F21 12 D3; ABC-Methode, Gegenfirbung mit Himatoxylin. Balken=90pm.

Milz. Gefrierschnitt. CD45R-spezifische, membrangebundene Reaktion von
Lymphozyten im Follikel und einzelner Zellen in der roten Pulpa. Verminderte
Immunreaktion der Lymphozyten in der PALS. F=Follikel;.
PALS=periarterioldre lymphatische Scheide; *=Zentralarterie.
Primirantik6rper, Klon F21 H2 E10; ABC-Methode, Gegenfirbung mit
Himatoxylin. Balken=90pm.

Thymus. Gefrierschnitt. Verteilung CD45R*-Zellen im Thymus. Follikelartige
Struktur in der Medulla mit prominenter, menbrangebundener Immunreaktion
(Pfeil). Primirantikorper, Klon F21 H2 E10; ABC-Methode, Gegenfirbung mit
Hématoxylin. Balken=90pm.

Tonsille. Gefrierschnitt. Deutliche Expression des MHC Klasse II-Antigens im
Follikel, markiert mit dem kaninen MHC Klasse II-mAK (Klon Dog 26-1).
F=Follikel; IFR=interfollikulire = Region; E=Epithel. =~ ABC-Methode,
Gegenfiarbung mit Himatoxylin. Balken=90um.
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4.1.2. Ermittlung der optimalen Mitogenkonzentrationen fiir den Lymphozyten-
stimulationstest (LST)

Die optimalen Konzentrationen von Concanavalin A (Con A), Phytohimagglutinin (PHA)
und ,,pokeweed mitogen“ (PWM) fiir die Stimulation von peripheren Blutlymphozyten
wurden anhand der Blutproben von vier klinisch gesunden Schweinswalen aus dem Fjord-
und Beltcenter in Kerteminde (D#nemark; n=2) und dem Dolfinarium Harderwijk

(Niederlande; n=2) ermittelt.

4.1.2.1. Leukozytenisolierung

Die Isolierung der Leukozytenfraktion aus heparinisierten Vollblutproben erfolgte durch die
einstufige Dichtegradzentrifugation mit Percoll®. Der durchschnittliche Lymphozytenanteil
von 58,1% (Standardabweichung [SD] = 9,2%) im Blut konnte auf 94,1% (SD = 4,5%)
angereichert werden. Weiterhin wurde durch das Verfahren der Anteil an neutrophilen und
eosinophilen Granulozyten von durchschnittlich 41,4% (SD = 16,4%) bzw. 6,2% (SD = 2,0%)
im Blut auf 3,2% (SD = 4,5%) bzw. 0,6% (SD = 0,5%) im Versuchsansatz reduziert
(Abbildungen 9, 10 und 11). Der Anteil an basophilen Granulozyten und Monozyten blieb
vergleichsweise konstant. Jedoch fand sich bei einem Schweinswal (SW-4) eine deutliche

Verminderung der basophilen Granulozyten von 15,4% auf 0,0% (Tabelle 12).

Tabelle 12: Differenzialblutbild und Zusammensetzung der Leukozytenfraktion nach der
einstufigen Dichtegradzentrifugation mit Percoll®

Lymphozyten neutr. Granul. eosin. Granul. baso. Granul. Monozyten
[%] [%] [%] [%] [%]
Blut Zytospin Blut Zytospin Blut Zytospin Blut Zytospin Blut Zytospin
SW-1 59,0 91,5 46,0 34 9,0 09 0,0 0.9 1,0 2,6
SW-2 59,0 98,0 43,0 57 6,0 0,0 0,0 0,9 3,0 0,9
SW-3 68,3 97,5 18,8 0,0 54 1,0 2,0 0,0 54 1,5
SW-4 46,0 89,0 58,0 38 4,4 0,5 154 0,0 2,2 6,7

neutr.=neutrophile; eosin.=eosinophile; baso.=basophile; Granul.=Granulozyten



55

Ergebnisse

Abbildung 9:

Abbildung 10:

Abbildung 11:

Lymphozyt, Monozyt und stabkerniger neutrophiler Granulozyt im
peripheren Blut; May-Griinwald-Giemsa; Balken=10pm.

Monozyt und zwei segmentkernigen neutrophilen Granulozyten im

peripheren Blut; May-Griinwald-Giemsa; Balken=10pm.

Sieben  Lymphozyten und ein  Monozyt nach einstufige
Dichtegradzentrifugation mit Percoll®. Zytozentrifugenpriparat; May-

Griinwald-Giemsa; Balken=10um.

10
11
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4.1.2.2. Mitogene

Die T-Zellmitogene Con A und PHA stellten die effektivsten Mitogene dar, wihrend das T-
Zell-abhingige B-Zellmitogen PWM eine vergleichsweise niedrige, jedoch ebenfalls
signifikante Proliferation peripherer Blutlymphozyten induzierte. Con A bewirkte die
hochsten Zellproliferationen bei einer Mitogenkonzentration von 2ug/ml im Versuchsansatz.
Der Mittelwert (X ) der maximalen Stimulationsindizes (SI) lag bei 330 (Standardabweichung
[SD] = 70; p = 0,0003; Abbildung 12).

Fiir PHA und PWM konnten die maximalen Stimulationen bei einer Konzentration von
jeweils 5 pg/ml im Versuchsansatz erzielt werden. Die Mittelwerte (X ) der SI lagen bei 350
(SD = 100; p = 0,0017; Abbildung 13) bzw. 290 (SD = 70; p = 0,0149; Abbildung 14). Im
Auflichtmikroskop fanden sich bei diesen Konzentrationen mit allen drei Mitogenen eine
deutliche Zellakkumulation sowie die Ausbildung von blastoiden Lymphozyten.
Konzentrationen von 0,01pg/ml im Versuchsansatz fiihrten bei keinem der untersuchten
Mitogene zu einer Steigerung der Zellproliferation bzw. einer sichtbaren Lymphozyten-
Akkumulation. Mitogenkonzentrationen von 100ug/ml fiihrten zu einer Degeneration bzw.

Nekrose der Lymphozyten.

Abbildung 12: Concanavalin A (Con A); Proliferation von peripheren
Blutlymphozyten nach einer Inkubationsdauer von 72
Stunden (n=4). X £SD
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Abbildung 13:  Phytohdmagglutinin (PHA); Proliferation von peripheren
Blutlymphozyten nach einer Inkubationsdauer von 72
Stunden (n=4). X £SD
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Abbildung 14: ,Pokeweed mitogen” (PWM); Proliferation von peripheren
Blutlymphozyten nach einer Inkubationsdauer von 72
Stunden (n=4). X £SD
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4.1.3. Beurteilung der Zytokin-mRNS-Expression in peripheren Blutlymphozyten
mittels konventioneller RT-PCR

Die mRNSs verschiedener pro- und anti-inflammatorischer Zytokine sowie des Haushaltsgens
GAPDH wurden mittels RT-PCR detektiert. Die Untersuchungen stellten die Grundlage fiir
die qualitative und semiquantitative Zytokin-mRNS-Messung mittels der Echtzeit-RT-PCR
dar. Zusdtzlich wurden die Nukleinsiuresequenzen der Zytokine und GAPDH in

ausgewdhlten Fillen durch Sequenzierung der PCR-Produkte ermittelt.

Die ¢cDNS von GAPDH wurde sowohl in unstimulierten als auch in Mitogen-stimulierten
Lymphozyten amplifiziert. Mit Ausnahme von IL-10 konnten in unstimulierten Lymphozyten
keine Zytokine nachgewiesen werden. Nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden fand sich in
Con A-, PHA- und PWM-stimulierten Lymphozyten die mRNS von IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a.
und TGF-B. Hingegen lag die mRNS von IL-2 nur nach der Stimulation mit Con A und PWM
vor. Durch die elektrophoretische Auftrennung wurden die Basenpaarlingen der PCR-
Produkte ermittelt und mit den erwarteten Amplikonlidngen verglichen (Tabelle 5). Hierbei
zeigten die spezifischen Banden der ausgewihlten Zytokine und GAPDH deutliche

Ubereinstimmungen mit den erwarteten Fragmentlédngen (Abbildung 15).
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228 bp -

Abbildung 15: Ethidiumbromid-gefirbte Agarose-Gele. Amplifikation der
c¢DNS verschiedener pro- und anti-inflammatorischer Zytokine
und GAPDH aus unstimulierten und Mitogen-stimulierten,
peripheren Blutlymphozyten nach einer Inkubationsdauer von
72 Stunden. 1: unstimulierte Zellen, 2: Con A-stimulierte
Zellen, 3: PWM-stimulierte Zellen, 4. PHA-stimulierte Zellen;
5: Negativkontrolle/H,0; M: 100bp-Leiter; bp: Basenpaare. (IL-
2=210bp;, IL-4=287bp, IL-6=383bp, IL-10=208bp, TGF-
B=391bp; TNF-0=274bp; GAPDH=228bp)

Die ermittelten Nukleotidsequenzen der verschiedenen Zytokin- und GAPDH-mRNSs
wurden in der NCBI-Gendatenbank unter den folgenden “accession numbers“ hinterlegt
(Tabelle 13). Die Sequenzlingen von IL-2, IL-4, IL-6, TNF-o. und GAPDH stimmten mit den
erwarteten Basenpaarlingen iiberein. Die PCR-Produkte von IL-10 und TGF-f unterschieden

sich von den erwarteten Basenpaarlangen um 4 bzw. 2 Basenpaare.
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Tabelle 13: In der NCBI-Gendatenbank hinterlegte cDNS-
Sequenzen vom Schweinswal

Nukleotidsequenz | Lénge des Amplikon , Accession number“
1L-2 210bp AF 346296
IL-4 287bp AF 346295
IL-6 383bp AF 346297
IL-10 208bp AF 346294
TGEF-B 391bp AF 346299
TNF-a 274bp AF 346298
GAPDH 228bp AF 346300

Die ermittelten Nukleinsduresequenzen wurden mit denen anderer mariner und terrestrischer
Séugetiere verglichen. Die Homologien von IL-2, IL-4, IL-6 und TNF-o. mit der mRNS
anderer Zahnwale variierten zwischen 97-100%. Weiterhin fanden sich weitreichende
Ubereinstimmungen mit porzinen IL-2- und IL-6-mRNS-Sequenzen, bzw. mit ovinen
Sequenzen von IL-4, IL-10 und TNF-a. TGF-§ wies die groBten Homologien mit den
Sequenzen vom Schaf und Schwein auf. Die geringsten homologen Abschnitte fanden sich
mit den Zytokinen der Maduse und Karnivoren. Fiir IL-10 lagen die wenigsten
Ubereinstimmungen mit der porzinen Nukleinsdure vor. Das Haushaltsgen GAPDH zeigte die

groBten Homologien mit murinen Sequenzen (Tabelle 14).

Tabelle 14: Homologie-Vergleich der Nukleinséuresequenzen der Zytokine und GADPH vom
Schweinswal (Phocoena phocoena) mit Sequenzen anderer mariner und

terrestrischer Séugetiere
Spezies Homologie der Nukleotidsequenz in %
IL-2 IL4 IL-6 IL-10 TGF-B TNF-o. GAPDH
GroBer Timmler | Tursiops truncatus - 98 - - - 98 -
Schwertwal Orcinus orca 98 - 98 98 - - -
Belugawal Delphinapterus leucas | 99 - 97 - - 100 -
Pferd Equus caballus 86 80 83 91 95 86 85
Rind Bos taurus 86 86 80 91 95 89 87
Schaf Ovis aries 86 87 79 92 96 90 83
Schwein Sus scrofa 89 85 88 87 96 89 84
Maus Mus musculus 77 75 77 88 89 89 90
Kegelrobbe Halichoerus grypus | 85 - - - - - -
Seehund Phoca vitulina - - 77 - - - -
Hund Canis familiaris 84 78 80 88 95 86 87

- = Nukleinsduresequenz nicht bekannt
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4.2. Untersuchungen der Lymphozyten-Subpopulationen und Zytokin-Expression in
Thymus und Milz

4.2.1. Immunphiinotypische Verinderungen im Thymus

Die immunphinotypischen Verdnderungen verschiedener Lymphozyten-Subpopulationen in
den Thymi der Gruppe I bis IV sind in Abbildung 16 und 17 dargestellt.

Gruppe I (nicht-depletierte Thymi)

Nahezu alle lymphatischen Zellen des Kortex waren CD2- und CD3e-positiv. Lediglich
Thymozyten in der Peripherie der Lippchen wiesen eine geringe bzw. fehlende
Immunreaktivitit auf. Die Intensitidt der CD45R-Expression der kortikalen Lymphozyten war
nur gering ausgeprigt, jedoch zeigten einzelne Zellen eine starke Expression des CD45R-
Antigens. Der bovine Anti-MHC Klasse II-Antikérper markierte die Mehrheit der
Lymphozyten, jedoch blieben einzelne Ansammlungen von kortikalen Zellen ungefirbt. Der
walspezifische MHC Klasse II-Marker zeigte eine Reaktion mit durchschnittlich 50% der
Zellen, wihrend der kanine MHC Klasse II-Marker vorwiegend Antigen-prisentierende

Zellen im Rindenbereich markierte.

Im Vergleich zum Rindenbereich war die Intensitit der medulléren Thymozyten mit den
beiden T-Zellmarkern (CD2, CD3¢) deutlicher ausgeprigt. Bis auf einzelne CD2- und CD3¢-
negative, follikelartige Areale zeigten alle Zellen eine deutliche Immunreaktivitit. Zusitzlich
wiesen alle medulldren Thymozyten eine geringgradige Expression des CD45R-Antigens auf.
In den CD2/CD3e-negativen, follikelartigen Arealen lag eine deutliche Markierung mit dem
CD45R- und dem kaninen MHC Klasse II-Marker vor. Fast alle medulldren Thymozyten
wiesen eine membrangebundene Reaktion mit dem bovinen und walspezifischen MHC Klasse
1I-Antikorpern auf. Der equine Pan-Leukozytenmarker zeigte eine deutliche, gleichmiBig
verteilte Reaktion fast aller Thymozyten in Medulla und Kortex.

Gruppe II (geringgradig depletierte Thymi)
Die Verteilung der verschiedenen Lymphozyten-Subpopulationen in Thymusmark und -rinde

entsprach weitgehend der Verteilung in Gruppe 1.
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Gruppe III (mittelgradig depletierte Thymi)

Nahezu alle kortikalen Thymozyten exprimierten das CD2- und CD3e-Antigen, jedoch zeigte
ein Thymus einen deutlichen Verlust an T-Zellen in diesem Kompartiment (ppl1642).
Wiihrend der bovine MHC Klasse II-Marker in drei Thymi ungefihr 70% der Zellen erkannte,
fanden sich in fiinf Organen keine unmarkierten, kortikalen Thymozyten. Die Verteilung der
lymphatischen Zellen, welche mit dem bovinen und kaninen Anti-MHC Klasse II-
Antikorpern sowie mit dem CD45R-Marker nachgewiesen wurden, entsprach der Verteilung
in Gruppe I. Im Gegensatz zu den nicht und geringgradig depletierten Thymi fanden sich nur
vereinzelt kleine follikelartige Areale im Mark, welche sich mit dem Anti-CD45R- und
kaninen Anti-MHC II-Antikorper markieren lieBen. Nahezu alle medulldren Thymozyten
exprimierten das CD2- und CD3g-Molekiil an der Oberfliche. Die Intensititsunterschiede der
T-Zelloberflichenantigene (CD2, CD3g) zwischen Mark und Rinde waren nur gering
ausgeprigt. Fast alle Zellen des Thymusmarks zeigten eine Immunreaktivitit mit dem
bovinen und walspezifischen MHC Klasse II-Markern. Alle kortikalen und medulldren

Thymozyten reagierten mit dem equinen Pan-Leukozytenmarker.

Gruppe IV (hochgradig depletierte Thymi)

In den meisten Thymi lag eine deutliche Depletion der CD2- und CD3g-exprimierenden
Zellen der Rinde vor. Die Mehrheit der lymphatischen Zellen in diesem Kompartiment zeigte
eine Reaktion mit dem bovinen MHC Klasse II-Marker. Die Immunreaktivitit mit den
kaninen und walspezifischen Anti-MHC Klasse II-Antikdrpern sowie mit dem Anti-CD45R-
Antikorper entsprach der Verteilung in Gruppe I. Im Mark von zwei Thymi konnte ein
Verlust von CD2-, CD3¢- und CD45R-positiven Zellen nachgewiesen werden. Zusétzlich
ging die hochgradige Depletion des Thymus mit einem Verlust der follikelartigen Areale
einher, wodurch es zu einer deutlichen Reduzierung der Zellen kam, welche sich mit dem
CD45R und dem kaninen MHC Klasse II-Marker nachweisen lieBen. Die Immunreaktivitit
des kaninen und walspezifischen MHC Klasse II-Marker entsprach der Verteilung in Gruppe
I. Alle kortikalen und medulliren Thymozyten reagierten mit dem equinen Pan-

Leukozytenmarker.
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Abbildung 16: Schitzwert der untersuchten Antigene in der Thymusrinde der Gruppen I bis
IV (Median [ X ], Minimum, Maximum).
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Abbildung 17:  Schitzwert der untersuchten Antigene im Thymusmark der Gruppen I bis
IV (Median [ ¥ ], Minimum, Maximum).

4 > o9 ooy s+ > *>oo
T 4 W
El
3
= 34
=
(2}
=3
£ °1
© 24
[
2
3 24
=4
[53
@ L
1~ - -
Gruppe PN LRI N iV N N v
Antigen cD2 CD3e CD45R  MHCII (bov)  MHCII (cet)  MHCII (can) PAN




65 Ergebnisse

Statistische Auswertung

Der Verlust an kortikalen T-Zellen in hochgradig depletierten Thymi war hochsignifikant
(CD2: p=0,001; CD3e: 0,001; Abbildungen 18 und 19). Ebenfalls konnte fiir die relative
Zunahme der MHC Klasse II-positiven Zellen mit dem bovinen Marker in der Thymusrinde
ein hochsignifikanter Zusammenhang festgestellt werden (MHC Klasse II [bov]: p=0,001;
Abbildungen 20 und 21). Der anti-CD45R-Antikorper sowie der kanine und walspezifische
MHC Klasse II-Marker und der equine Pan-Leukozytenmarker zeigten keine signifikanten
Gruppenunterschiede (CD45R: p=0,915; MHC Kilasse II [can]: p=0,764; MHC Klasse II
[cet]: p=0,270; PAN: p=1,000).

Die Reduktion CD2- und CD3g-exprimierender Zellen in der Medulla von hochgradig
depletierten Thymi unterschied sich signifikant von den anderen Gruppen (CD2: p=0,043).
Die mit dem Verlust der follikelartigen Areale einhergehende Reduktion an medulldren B-
Zellen war ebenfalls signifikant (CD45R: p=0,009; MHC Klasse II [can]: p=0,008;
Abbildungen 22 bis 25). Mit dem bovinen und walspezifischen MHC Klasse II-Marker sowie
dem equinen Pan-Leukozytenmarker konnten keine signifikanten Gruppenunterschiede
festgestellt werden (MHC Klasse II [bov]: p=1,000; MHC Klasse II [cet]: p=0,578; PAN:
p=1,000).
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CD3¢g-spezifische Reaktion aller Thymozyten in
einem nicht-atrophischen Thymus (Gruppe I). K =
Kortex; M = Medulla; Primérantikorper: Klon CD3-
12; Gefrierschnitt; ABC-Methode, Gegenfarbung
mit Hamatoxylin. Balken=60pm.

Abbildung 18:

i o . : ﬁ L

Deutliche Reduktion der CD3e'-Thymozyten im
Kortex eines hochgradig atrophischen Thymus
(Gruppe IV). K = Kortex;, M = Medulla;
Primarantikérper: Klon CD3-12; Gefrierschnitt;
ABC-Methode, Gegenfirbung mit Hamatoxylin.

Balken=30um.

A
Abbildung 19:
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Abbildung 20:

Reaktion des bovinen MHC Klasse II-Markers mit
ca. 70% der kortikalen Thymozyten eines nicht-
atrophischen Thymus (Gruppe I). K = Kortex; M =
Medulla;  Primirantikérper:  Klon 171  D3;
Gefrierschnitt; ABC-Methode, Gegenfirbung mit
Himatoxylin. Balken=100pm.

Reaktion des bovinen MHC Klasse II-Markers mit
allen kortikalen Thymozyten eines hochgradig
atrophischen Thymus (Gruppe IV). K = Kortex; M =
Medulla; Primérantikorper: Klon 171 D3;
Gefrierschnitt; ABC-Methode, Gegenfirbung mit
Hamatoxylin. Balken= 100pum.
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Abbildung 22:

Aﬁblldung 23:

& v

Prominente, follikelartige =~ Ansammlung von
CD45R"-Zellen (Pfeil) in der Medulla eines nicht-
atrophischen Thymus (Gruppe I); Primérantikérper:
Klon F21 H2 E10; Gefrierschnitt; ABC-Methode,

Gegenfirbung mit Hamatoxylin. Balken=30pum.

oo

Deutliche Reduktion der follikelartigen
Ansammlung CD45R"-Zellen (Pfeil) in der Medulla
eines hochgradige atrophischen Thymus (Gruppe
IV); Primérantikorper: Klon F21 H2 EI0;
Gefrierschnitt; ABC-Methode, Gegenférbung mit
Hématoxylin. Balken=30pm.
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AAbbildung 24

5

' o i @

Reaktion des kaninen MHC Klasse II-Markers mit
follikelartigen Zellansammlungen in der Medulla
eines nicht-atrophischen Thymus (Gruppe I); H =
Hassallsches Korperchen; Primidrantikorper: Klon
Dog 26-1; Gefrierschnitt; ABC-Methode,
Gegenfirbung mit Himatoxylin. Balken=30pm.

Reduktion der Zellen in der Medulla eines
hochgradig atrophischen Thymus (Gruppe IV),
welche durch den kaninen MHC Klasse II-
spezifischen Antikorper markiert werden; H =
Hassallsches Korperchen; Primérantikorper: Klon
Dog 26-1; Gefrierschnitt; ABC  Methode,
Gegenfirbung mit Himatoxylin. Balken=30pum.
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4.2.2. Immunphinotypische Veriéinderungen in der Milz

Die immunphénotypischen Veridnderungen in den Milzen der Gruppen I bis IV sind in den
Abbildungen 26 bis 28 dargestellt.

Gruppe I (nicht-depletierte Milzen)

In der PALS fanden sich vorwiegend CD2*- und CD3e*-Zellen. Die membrangebundene
Reaktion von Lymphozyten mit dem CD45R- und bovinen MHC Klasse II-Markern war in
der PALS stellenweise deutlich vermindert oder fehlte vollstindig. Antigen-prisentierende
Zellen konnten mit dem kaninen Anti-MHC Klasse II-Antikorper in diesem Kompartiment
dargestellt werden. Nahezu alle Lymphozyten in den Primdr- und Sekundirfollikeln
exprimierten das CD45R-Oberflichenantigen. Zusitzlich konnten fast alle follikuldren Zellen
mit dem bovinen Anti-MHC Klasse II-Antikorper dargestellt werden. Im Vergleich reagierte
der kanine MHC Klasse II-Marker fast ausschlieBlich mit Zellen des Follikelzentrums. Nur
vereinzelt fanden sich T-Lymphozyten (CD2, CD3¢) in den Follikeln und der Marginalzone.
Die Mehrheit der Zellen zeigte eine Expression des CD45R-Oberfléchenantigens. Wiahrend
die Anzahl der Zellen, welche mit dem walspezifischen MHC Klasse II-Marker reagierten
zwischen 25% und 75% schwankte, konnten mit dem kaninen MHC Klasse II-Marker nur
einzelne Zellen in der Marginalzone nachgewiesen werden. Der equine Pan-
Leukozytenmarker reagierte mit fast allen lymphatischen Zellen in den beschriebenen
Kompartimenten. Jedoch fand sich in einzelnen, deutlich ausgeprigten Sekundérfollikeln eine

fehlende Immunreaktivitit in den germinativen Zentren.

Gruppe II und III (geringgradig und mittelgradig depletierte Milzen)
Die Verteilung der verschiedenen Lymphozyten-Subpopulationen in den Follikeln,

Marginalzonen und PALS entsprach weitgehend der Verteilung in der Gruppe 1.

Gruppe IV (hochgradig depletierte Milzen)

In der PALS reagierten durchschnittlich 50% bis 75% der Zellen mit den CD2- und CD3e-
Markern. In der Marginalzone fanden sich Zellen, welche sich nicht mit dem bovinen MHC
Klasse II-Marker anfirben lieBen. Ansonsten entsprach die Verteilung der Lymphozyten-
Subpopulationen weitgehend der in den anderen Gruppen. Der equine Pan-Leukozytenmarker

reagierte mit fast allen lymphatischen Zellen in den beschriebenen Kompartimenten. Im
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Vergleich zu den Gruppen I bis III fanden sich mit diesem Antikorper keine unmarkierten

Zellen in den Follikelzentren.

Abbildung 26: Schitzwert der untersuchten Antigene in der Milz-PALS der Gruppen I bis
IV (Median [ X ], Minimum, Maximum).
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Abbildung 27:  Schidtzwert der untersuchten Antigene in den Milzfollikeln der Gruppen I
bis IV (Median [ X ], Minimum, Maximum).
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Abbildung 28: Schitzwert der untersuchten Antigene in den Marginalzonen der Milzen der
Gruppen I bis IV (Median [ X ], Minimum, Maximum).
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Statistische Auswertung

Die Reduktion der CD2- und CD3g-exprimierenden Zellen in der PALS lieB hochsignifikante
Gruppenunterschiede erkennen (CD2: p=0,001; CD3e: p=0,001; Abbildungen 29 und 30).
Der anti-CD45R-Antikorper sowie die verschiedenen MHC Klasse II-Marker und der Pan-
Leukozytenmarker wiesen keine signifikanten Gruppenunterschiede auf (CD45R: p=0,967;
MHC Klasse II [bov]: p=0,115; MHC Klasse II [cet]: p=0,694; MHC Klasse II [can]:
p=0,282; PAN: p=0,350).

Weiterhin konnten mit den verschiedenen monoklonalen Antikorpern keine signifikanten
Gruppenunterschiede in den Milzfollikeln nachgewiesen werden (CD2: p=0,102; CD3¢: p=
0,102; CD45R: p=1,000; MHC Klasse II [bov]: p=1,000; MHC Klasse II [cet]: p=0,848;
MHC Klasse II [can]: p=0,774; PAN: p=0,171).

In der Marginalzone der Milz lagen mit den eingesetzten Oberflichenantigenmarkern
ebenfalls keine signifikanten Gruppenunterschiede vor (CD2: p=0,100; CD3e: p= 0,100;
CD45R: p=0,920; MHC Klasse II [bov]: p=0,06; MHC Klasse II [cet]: p=0,449; MHC Klasse
II [can]: p=0,741; PAN: p=1,000).
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Abbildung 29: CD3e*-Zellen in der PALS einer nicht-depletierten
Milz (Gruppe I); * = Zentralarterie, P = PALS;
Primérantikorper:  Klon CD3-12; Gefrierschnitt;
ABC-Methode, Gegenfdrbung mit Hématoxylin.
Balken=30pm.

Abbildung 30:  Deutliche Reduktion der CD3€*-Zellen in der PALS
einer hochgradig depletierten Milz (Gruppe IV). *=
Zentralarterie, P = PALS; Primirantikorper: Klon
CD3-12; Gefrierschnitt; ABC-Methode,

Gegenfirbung mit Himatoxylin. Balken=30pum.
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4.2.3. Ergebnisse der Echtzeit-RT-PCR

4.2.3.1 Qualitativer und semiquantitativer Zytokin-mRNS-Nachweis im Thymus

Die Genexpressionen der verschiedenen pro- und anti-inflammatorischen Zytokine sowie von
GAPDH wurden in insgesamt 29 Thymi der Gruppe I (n=7), II (n=8), III (n=7) und IV (n=7)
mittels Echtzeit-RT-PCR untersucht (Tabelle 4).

4.2.3.1.1. Qualitative Auswertung

In allen Thymi der Gruppen I bis III wurde die mRNS von GAPDH nachgewiesen (100%). In
Gruppe IV gelang der Nachweis des Haushaltsgens in 85,7% der Thymi (6/7). Fiir die weitere
Auswertung der mRNS-Expression wurden nur Proben mit einem positiven Nachweis von
GAPDH beriicksichtigt.

TGF- fand sich in 85,7% der Gruppe I (6/7), 62,5% der Gruppe II (5/8), 42,9% der Gruppe
III (3/7) und 66,7% der Gruppe IV (4/6). 57,1% der Thymi der Gruppen I (4/7) zeigten eine
Expression von IL-10. Weiterhin wurden in 37,5% der Thymi der Gruppe II (3/8), 28,6% der
Thymi der Gruppe III (2/7) und 16,7% der Gruppe IV (1/6) IL-10 amplifiziert. In Gruppe I
exprimierten 57,1% (4/7), in Gruppe II 25% (2/8) und in Gruppe III 14,3% (1/7) der Organe
die mRNS von IL-6. In hochgradig depletieten Thymi (Gruppe IV) konnte keine mRNS von
IL-6 nachgewiesen werden. TNF-o. fand sich in 28,6% (2/7) bzw. 14,3% (1/7) der Thymi der
Gruppen I und III, wihrend in den Gruppen II und IV keine Transkription vorlag. IL-4-mRNS
wurde in 42,9% (3/7) der Thymi der Gruppe I und in 16,7% (1/6) der Gruppe IV amplifiziert.
In den Gruppen II und III wurde das Zytokin nicht nachgewiesen. Die mRNS von IL-2 lag in
jeweils 14,3% (1/7) der Thymi der Gruppen I und III bzw. in 12,5% (1/8) der Organe der
Gruppe II vor. Thymi der Gruppe IV zeigten keine Genexpression von IL-2 (Abbildung 31).

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass mit zunehmender Atrophie deutlich weniger
Thymi eine Expression von IL-2, IL-6, IL-10, TGF-§ und TNF-o aufwiesen. Die Anzahl
TGF-B-exprimierender Thymi blieb bei den verschiedenen Depletionsgraden weitgehend

konstant.
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Abbildung 31: Qualitativer Nachweis der mRNS-Expression verschiedener pro- und anti-
inflammatorischer Zytokine in Thymi der Gruppen I bis IV.

Anzaht der Tiere (%)

4.2.3.1.2. Semiquantitative Auswertung

Die semiquantitative Auswertung von IL-6 zeigte eine Reduktion der mRNS-Expression in
den Gruppen I bis IV. Die Mediane lagen in allen Gruppen an der Nachweisgrenze, jedoch
war das Maximum der Gruppe I mit 40,1% gegeniiber den anderen Gruppen deutlich erhoht
(Gruppe II: Max=0,1%; Gruppe III: Max=1,2%; Gruppe IV: Max=0%). Weiterhin lag in
Gruppe I das obere Quartil mit 0,5% oberhalb der Werte der anderen Gruppen (Gruppe II: 3.
Quartil=0,1; Gruppe III und IV: 3.Quartil=0%; Abbildung 32).

Die Mediane der mRNS-Menge von IL-2 wiesen keine Gruppenunterschiede auf. In Gruppe
IV konnte keine Zytokin-Expression nachgewiesen werden. Das Maximum der Gruppe III
war gegeniiber den Gruppen I und II um das 9-10fache erhoht (Gruppe I: Max=105,8%;
Gruppe II: Max=92,2%). Weiterhin lag das obere Quatril der Gruppe II iiber denen der
anderen Gruppen (Gruppe II: 3. Quartil=23,1%; Gruppe I, III, IV: 3. Quartil=0%; Abbildung
32).
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Die mRNS von IL-4 war in den Gruppen I und IV aufreguliert. Der maximale Wert der
Gruppe IV war gegeniiber dem der Gruppe I um das 2,8fache erhoht (Gruppe I:
Max=265,5%; Gruppe IV: Max=737,9%). Weiterhin lag das obere Quartil der Gruppe IV um
das ca. 32fache oberhalb des Wertes der Gruppe I (Gruppe I: 3. Quartil=5,7%; Gruppe IV: 3.
Quatil=184,5%). In den Gruppen II und III konnte keine mRNS detektiert werden. Die
Mediane zeigten keine Gruppenunterschiede (Abbildung 32).

Die Mediane der IL-10-mRNS-Menge zeigten eine kontinuierliche Reduktion in den Gruppen
1 bis IV (Gruppe I: Median=0,6%; Gruppe II: Median=0,2%; Gruppe III, IV: Median=0%).
Die maximalen Werte der Gruppen II und IIT lagen dicht beieinander (Gruppe II: Max=59,9;
Gruppe III: Max=53,0%). Im Vergleich dazu waren die maximalen Werte der Gruppen I und
IV deutlich herabgesetzt (Gruppe I: Max=22,5%; Gruppe IV: Max=7,2%). Weiterhin wies die
Gruppe 1I ein deutlich héheres oberes Quartil, als die Gruppen I, III und IV auf (Gruppe I: 3.
Quartil=9,3%; Gruppe II: 3. Quartil=36,0%; Gruppe III: 3. Quartil=2,9%; Gruppe IV: 3.
Quartil=1,8%; Abbildung 32).

Die Expression von TGF-f zeigte eine kontinuierliche Aufregulation in den Gruppen I bis
IV. Die Mediane der Gruppen I und II wiesen nur geringe Differenzen auf (Gruppe I:
Median=28,9%; Gruppe II: Median=37,9%). Im Vergleich war der Median der Gruppe IV
deutlich erhoht (Gruppe IV: Median=141,2%). Weiterhin war in Gruppe IV eine Erhohung
des maximalen Wertes um das 1000fache gegeniiber der Gruppe I vorhanden (Gruppe I:
Max=48,9%; Gruppe II: Max=123,8%; Gruppe III: Max=242,0%; Gruppe IV:
Max=48984,2%; Abbildung 32).

Die Mediane der mRNS-Menge von TNF-o zeigten keine Gruppenunterschiede. Weiterhin
lagen die maximalen Werte in den Gruppen I und III dicht beieinander (Gruppe I: Max= 43,0;
Gruppe III: Max=51,2%). In den Gruppen II und IV konnte keine Zytokin-Expression
nachgewiesen werden (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Semiquantitative Auswertung der Zytokin-mRNS-Expression im Thymus der
Gruppen I bis IV. ,Box-and-whisker-plot“: (Median [X], Minimum,
Maximum, unteres und oberes Quartil).
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Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der semiquantitativen Untersuchung ergab eine signifikante
Abnahme der IL-6-mRNS in den Gruppen I bis IV (p=0,020). Fiir die Expression von IL-2,
IL-4, IL-10, TGF-f und TNF-a konnten keine signifikanten Zusammenhénge zwischen den
einzelnen Gruppen festgestellt werden (IL-2: p=0,524; IL-4: p=0,264; IL-10: p=0,175; TGF-
B: p=0,347; TNF-o.: p=0,257).
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4.2.3.2.  Qualitativer und semi-quantitativer Nachweis der Zytokin-mRNS in der Milz

Die Genexpressionen der pro- und anti-inflammatorischen Zytokine sowie von GAPDH
wurden in insgesamt 29 Milzen der Gruppe I (n=5), II (n=14), III (n=7) und IV (n=3)

untersucht.

4.2.3.2.1. Qualitative Auswertung

Der Nachweis von GAPDH-mRNS gelang in 100% der Milzen der Gruppen I (5/5) und IV
(3/3). Im Vergleich zeigten jeweils 85,7% der Milzen der Gruppen II (12/14) und III (6/7)
eine Expression des Haushaltsgens. Fiir die weitere Auswertung der mRNS-Expression

wurden nur Proben mit einem positiven Nachweis von GAPDH beriicksichtigt.

Wihrend in 20% der Milzen der Gruppe I (1/5) die mRNS von IL-2 vorlag, konnte in den
Gruppen II bis IV keine Expression dieses Zytokins nachgewiesen werden. Weiterhin verlief
die Amplifikation der cDNS von IL-4 in allen Milzen mit negativem Ergebnis. IL-6 fand sich
in 80% der Milzen der Gruppe I (4/5), in 25% der Gruppe II (3/12), in 16,7% der Gruppe III
(1/6) und in 66,7% der Gruppe IV (2/3). Der Nachweis von IL-10 gelang in 80%, 16,7%, 50%
bzw. 33,3% der Milzen der Gruppen I bis IV (4/5, 2/12, 3/6 bzw. 1/3). In Gruppe I lag in 60%
der Milzen die mRNS von TGF-f vor. In den Gruppen II und III fand sich in jeweils 33,3%
der Organe eine Expression von TGF-f (4/12 bzw. 2/6). Weiterhin wurden in 66,7% der
Milzen der Gruppe IV (2/3) TGF-B-mRNS nachgewiesen. TNF-a. lag in 80% der Milzen der
Gruppe I (4/5), in 8,3% der Gruppe II (1/12) und in 66,7% der Gruppe IV (2/3) vor. In den
Milzen der Gruppe III konnte keine mRNS von TNF-o. nachgewiesen werden (Abbildung
33).
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Abbildung 33: Qualitativer Nachweis der mRNS-Expression verschiedener pro- und anti-
inflammatorischer Zytokine in Milzen der Gruppen I bis IV.
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4.2.3.2.2. Semiquantitative Auswertung

Die mRNS von IL-2 konnte nur in Gruppe I nachgewiesen werden (Gruppe I: Max=187,7%).
Die Milzen der Gruppen II bis IV zeigten keine Expression dieses Zytokins (Abbildung 34).

Der Nachweis der mRNS von IL-4 verlief in allen Milzen der Gruppen I bis IV mit
negativem Ergebnis (Abbildung 34).

Der Median der mRNS-Menge von IL-6 lag in der Gruppe I deutlich iiber den Werten der
anderen Gruppen (Gruppe I, Median=0,5%; Gruppe II: Median=0%; Gruppe III. Median=0%;
Gruppe IV: Median=2,4%). Die hochsten Werte fanden sich in Gruppe I und II (Gruppe I:
Max=2743,4%; Gruppe II: Max=1489,7%; Gruppe III: Max=0,2%; Gruppe IV:
Max=792,6%; Abbildung 34).

Die Maxima der IL-10-mRNS-Mengen der Gruppen I und III lagen dicht beieinander
(Gruppe I: Max=1162,9%; Gruppe III: Max=1395,1%). Im Vergleich waren die maximalen
Werte der Gruppen II und IV vermindert (Gruppe I: Max=193,3%; Gruppe IV:
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Max=722,5%). Der hochste Median fand sich in Gruppe I (Gruppe I: Median=63,3%; Gruppe
1I: Median=0%; Gruppe III: Median=2,8%; Gruppe IV: Median=0%; Abbildung 34).

Im Gegensatz zu den Gruppen II und III waren die Mediane der TGF-f-Mengen in den
Gruppen I und IV deutlich erhoht (Gruppe III: Median=173,4%%; Gruppe I: Median=0%,
Gruppe II: Median=0%, Gruppe IV: Median=342,6%) Die maximalen Werte der Gruppen II
bis IV unterschieden sich nur geringfiigig (Gruppe I: Max=990,0%; Gruppe 11=5558,2%;
Gruppe III: Max=6004,1%; Gruppe IV: Max=5815,4%; Abbildung 34).

Die Mediane der Mengen an TNF-0-mRNS lagen in den Gruppen I und IV deutlich tiber den
Werten der Gruppen II und III (Gruppe I: Median=491,8%; Gruppe II: Median=0%; Gruppe
1II: Median=0%; Gruppe IV: Median=330,8%). Die grofite Zytokin-mRNS-Menge lag in
Gruppe I vor (Gruppe I: Max=9919,8%; Gruppe II: Max=1265,1%; Gruppe III: Max=0%;
Gruppe IV: Max=1570,4%; Abbildung 34).

Abbildung 34: Semiquantitative Auswertung der Zytokin-Expression in den Milzen der
Gruppen I bis IV. ,Box-and-whisker-plot“ (Median [X], Minimum,
Maximum, unteres und oberes Quartil).
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4.2.3.3. Korrelation zwischen Thymusatrophie und Zytokin-mRNS-Menge im Blut

Die mRNS-Mengen der verschiedenen Zytokine und GAPDH wurden in Blutproben der 29
Tiere (Tabelle 4) mittels Echtzeit-RT-PCR ermittelt. AnschlieBend wurde die Zytokin-

Expression im Blut mit dem Grad der Thymusatrophie korreliert.

4.2.3.3.1. Qualitative Auswertung

Die mRNS von IL-2 konnte in 28,6% der Blutproben von Tieren mit unverénderten Thymi
(Gruppe I; 2/7) nachgewiesen werden. Die Amplifikation im Blut der Tiere mit gering-,
mittel- und hochgradigen Thymusatrophien verlief negativ (Gruppe II bis IV). Jeweils 14,3%
der Tiere mit unverinderten (Gruppe I: 1/7) und hochgradig atrophischen Thymi (Gruppe IV:
1/7) zeigten eine Expression von IL-4 im Blut. 14,3% der Blutproben der Tiere mit
unverinderten Thymi (Gruppe I: 1/7), 28,6% der Tiere mit mittelgradig atrophischen Thymi
(Gruppe III: 2/7) sowie 37,5% und 42,9% der Tiere mit gering- bzw. hochgradigen
Thymusatrophien wiesen eine Expression von IL-6 auf (Gruppe II: 3/8; Gruppe IV: 3/7). Die
Amplifikation von IL-10 gelang in 42,9% der Blutproben der Tiere mit unverénderten Thymi
(Gruppe I: 3/7) und in 50% der Tiere mit geringgradigen Thymusatrophien (Gruppe II: 4/8).
Weiterhin fand sich in jeweils 57,1% der Tiere mit mittel- und hochgradigen
Thymusatrophien eine Expression von IL-10 im Blut (Gruppe III: 4/7; Gruppe IV: 4/7). Die
mRNS von TGF-B wurde in 85,7% der Blutproben der Tiere mit unverdnderten Thymi
(Gruppe I: 6/7), in 2,5% der Proben der Tiere mit geringgradig atrophischen Thymi (Gruppe
1I: 5/8), in 28,6% der Proben der Tiere mit mittelgradig atrophischen Thymi (Gruppe III: 2/7)
und in 57,1% der Proben der Tiere mit hochgradigen Thymusatrophien (Gruppe IV: 4/7)
nachgewiesen. Eine Expression von TNF-o: lag in 42,9% der Blutproben der Schweinswale
mit unverinderten Thymi (Gruppe I: 3/7), in 50% der Proben der Tiere mit geringradig
atrophischen Thymi (Gruppe II: 4/8), in 28,6% Proben der Tiere mit mittelgradig
atrophischen Thymi (Gruppe III: 2/7) sowie in14,3% der Proben der Tiere mit hochgradig
atrophischen Thymi vor (Gruppe IV: 1/7).
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4.2.3.3.2. Semiquantitative Auswertung

Eine Expression von IL-2 konnte lediglich in Blutproben der Gruppe I nachgewiesen werden.
Die Mediane der mRNS-Mengen zeigten keine Gruppenunterschiede (Gruppe I bis IV:
Median=0,0%; Abbildung 35).

Die Menge an IL-4 in Gruppe IV lag um das 957fache iiber dem Wert der Gruppe L. In
Blutproben der Gruppen II und III konnte keine mRNS dieses Zytokins nachgewiesen
werden. Die Mediane der mRNS-Mengen zeigten keine Gruppenunterschiede (Gruppe I bis
IV: Median=0,0%; Abbildung 36).

Die mRNS-Menge an IL-6 im Blut wies eine positive Korrelation mit dem Grad der
Thymusatrophie auf. Die Zytokin-Mengen lagen in Blutproben der Gruppe IV teilweise
deutlich iiber denen der anderen Gruppen (Gruppe I: Max=0,2%; Gruppe II: Max=109,5%;
Gruppe III: Max=109,1%; Gruppe IV: Max=2743,9%). Die Mediane zeigten keine
Gruppenunterschiede (Gruppe I bis IV: Median=0,0%; Abbildung 37).

Mit zunehmendem Grad der Thymusatrophie fand sich ein Anstieg der Menge an IL-10-
mRNS in Blut der Tiere (Gruppe I: Median=0,0%; Gruppe II; Median=6,1%; Gruppe III:
Median=4,7%; Gruppe IV: Median=21,9%; Abbildung 38)

Die Menge an TGF-B-mRNS im Blut wies eine negative Korrelation mit dem Grad der
Thymusatrophie auf. Jedoch zeigten die Mediane der mRNS-Mengen teilweise grofie
Schwankungen auf (Gruppe I; Median=71,6%; Gruppe II: Median=63,7%; Gruppe III:
Median=0,0%; Gruppe IV: Median=142,7%; Abbildung 39).

Die Expression von TNF-o im Blut der Tiere zeigte eine kontinuierliche Reduktion mit
zunehmender Thymusatrophie. Der Median der Menge an mRNS lag in den Blutproben der
Gruppe II deutlich iiber den Werten der Gruppen I, III und IV (Gruppe I: Median=0,0%;
Gruppe II: Median=65,3%; Gruppe III: Median=0,0%; Gruppe IV: Median=0,0%; Abbildung
40).
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Abbildung 35: Korrelationsanalyse: Zusammenhang zwischen dem Grad der
Thymusatrophie und der IL-2-mRNS-Menge im Blut
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Abbildung 36: Korrelationsanalyse: Zusammenhang zwischen dem Grad der
Thymusatrophie und der IL-4-mRNS-Menge im Blut
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Abbildung 37: Korrelationsanalyse: Zusammenhang zwischen dem Grad der
Thymusatrophie und der IL-6-mRNS-Menge im Blut
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Abbildung 38: Korrelationsanalyse: Zusammenhang zwischen dem Grad der
Thymusatrophie und der IL-10-mRNS-Menge im Blut
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Abbildung 39: Korrelationsanalyse: Zusammenhang zwischen dem Grad der

Thymusatrophie und der TGF-B-mRNS-Menge im Blut
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Abbildung 40: Korrelationsanalyse: Zusammenhang zwischen dem Grad der

Thymusatrophie und der TNF-o.-mRNS-Menge im Blut
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Die statistischen Auswertungen der semiquantitativen Ergebnisse der Echtzeit-RT-PCR
zeigten keine Signifikanzen zwischen dem Grad der Thymusatrophie und der Menge an
Zytokin-mRNS im Blut (Tabelle 15).

Tabelle 15: Korrelation zwischen dem Grad der Thymusatrophie (Gruppe I bis IV) und der
Zytokin-mRNS-Mengen im Blut der Schweinswale (n=29)

Zytokin Rangkorrelationskoeffizient Signifikanz
nach Spearman (p=0,05)
IL-2 r=-0,3528 p=0,0605
IL-4 ;= 0,0209 p=0,9145
IL-6 ;= 0,2927 p=0,1233
IL-10 r=0,2765 p=0,1465
TGF-$ r=-0,1279 p=0,5084
TNF-a 1=-0,1774 p=0,3572

42.34. Korrelation zwischen Milzdepletion und Zytokin-mRNS-Menge im Blut

Die mRNS-Mengen der verschiedenen Zytokine und GAPDH wurden in Blutproben der 29
Tiere (Tabelle 4) mittels Echizeit-RT-PCR ermittelt. AnschlieBend wurde die Zytokin-

Expression im Blut mit dem Grad der Milzdepletion korreliert.

4.2.34.1. Qualitative Auswertung

Bei 20% bzw. 7,7% der Tiere mit unverinderten bzw. geringgradig depletierten Milzen fand
sich eine Expression von IL-2 im Blut (Gruppe I: 1/5; Gruppe II: 1/14). Ebenfalls konnten in
20% bzw. 14,3% der Proben der Tiere mit unverinderten und mittelgradig depletierten
Milzen die mRNS von IL-4 nachgewiesen werden (Gruppe I: 1/5; Gruppe III: 1/7). Die
mRNS von IL-6 fand sich in 20% der Proben der Tiere mit unverénderten Milzen (Gruppe I:
1/5), in 35,7% der Proben der Tiere mit geringgradigen Milzdepletionen (Gruppe II: 5/14)
sowie in 42,9% der Proben der Tiere mit mittelgradigen Depletionen (Gruppe III: 3/7). Die
Amplifikation von IL-10 im Blut gelang bei 20% der Tiere mit unverénderten Milzen
(Gruppe I: 1/5), bei jeweils 57,1% der Tiere mit gering- und mittelgradig depletierten Milzen
(Gruppe II: 8/14; Gruppe I1I: 4/7) und bei 66,7% der Tiere mit hochgradigen Milzdepletionen
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(Gruppe IV: 2/3). Insgesamt wiesen 60% der Tiere mit unverinderten Milzen eine Expression
von TGF-B im Blut auf (Gruppe I: 3/5). Weiterhin verlief der Nachweis der Zytokin-mRNS
bei 50% der Tiere mit geringgradigen Milzdepletionen (Gruppe II: 7/14), bei 71,4% der Tiere
mit mittelgradigen Depletionen (Gruppe III: 5/7) und bei 33,3% der Tiere mit hochgradig
depletierten Milzen (Gruppe IV: 1/3) mit positivem Ergebnis. Der Nachweis von TNF-o
gelang in 20% der Blutproben der Tiere mit unverinderten Milzen (Gruppe I: 1/5), in 57,1%
der Proben der Tiere mit geringgradig depletierten Milzen (Gruppe II: 8/14) sowie in 14,3%
der Proben der Tiere mit mittelgradigen Milzdepletionen (Gruppe III: 1/7).

4.2.34.2. Semiquantitative Auswertung

Die Expression von IL-2 im Blut der Tiere wies eine negative Korrelation mit dem Grad der
Milzdepletion auf. Die Mediane zeigten keine Gruppenunterschiede (Gruppe I bis IV:
Median=0,0%; Abbildung 41).

Die mRNS-Mengen an IL-4 der Blutproben zeigten eine geringgradige, positive Korrelation
mit dem Grad der Milzdepletion. Die Mediane wiesen keine Gruppenunterschiede auf
(Gruppe I bis IV: Median=0,0%; Abbildung 42).

Mit zunehmender Milzdepletion fand sich eine geringgradige Abnahme der IL-6-mRNS-
Menge im Blut der Tiere. Die Mediane wiesen keine Gruppenunterschiede auf (Gruppe I bis
IV: Median=0,0%; Abbildung 43).

Die Milzdepletion der Schweinswale war mit einer deutlichen Aufregulation von IL-10 im
Blut vergesellschaftet (Gruppe I: Median=0,0%; Gruppe II: Median=6,7%; Gruppe III:
Median=14,9%; Gruppe IV: Median=32,4%; Abbildung 44).

Die Expression von TGF-f im Blut wies eine negative Korrelation mit dem Grad der
Milzdepletion auf. Die Mediane zeigten eine Reduktion in den Gruppen I bis IV auf (Gruppe
I: Median=62,1%; Gruppe 1I: Median=72,9%; Gruppe III: Median=50,5%; Gruppe IV:
Median=0,0%; Abbildung 45).
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Die mRNS-Mengen an TNF-o der Blutproben zeigten eine negative Korrelation mit der
zunehmenden Milzdepletion. Die hchsten Zytokin-Expressionen fanden sich in Blutproben
der Gruppe II (Gruppe I: Median=0,0%; Gruppe II: Median=199,6%; Gruppe III:
Median=0,0%; Gruppe IV: Median=0,0%; Abbildung 46)



89

Ergebnisse

Abbildung 41:Korrelationsanalyse: Zusammenhang zwischen dem Grad der
Milzdepletion und der IL-2-mRNS-Menge im Blut
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Abbildung 42:Korrelationsanalyse: Zusammenhang zwischen dem Grad der

Milzdepletion und der IL-4-mRNS-Menge im Blut
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Abbildung 43: Korrelationsanalyse: Zusammenhang zwischen dem Grad der
Milzdepletion und der IL-6-mRNS-Menge im Blut
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Abbildung 44: Korrelationsanalyse: Zusammenhang zwischen dem Grad der
Milzdepletion und der IL-10-mRNS-Menge im Blut
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Abbildung 45:

Korrelationsanalyse: Zusammenhang zwischen dem Grad der
Milzdepletion und der TGF-B-mRNS-Menge im Blut
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Abbildung 46: Korrelationsanalyse: Zusammenhang zwischen dem Grad der

Milzdepletion und der TNF-0-mRNS-Menge im Blut
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Die statistische Analyse zeigte einen signifikanten Zusammenhang zwischen der mRNS-
Menge von IL-10 im Blut und dem Grad der Milzdepletion (Gruppe I bis IV). Die mRNS-
Mengen der weiteren pro- und anti-inflammatorischen Zytokine wiesen keine signifikanten

Zusammenhznge mit der Milzdepletion auf (Tabelle 16).

Tabelle 16:  Korrelation zwischen dem Grad der Milzdepletion (Gruppe I bis IV) und der
Zytokin-mRNS-Menge im Blut der Schweinswale (n=29)

Zytokin Rangkorrelationskoeffizient Signifikanz
nach Spearman (p=0,05)
IL-2 1r=-0,2540 p=0,1837
L4 ;= 0,0289 p=0,7330
IL-6 r=-0,0532 p=0,7840
IL-10 r=0,3855 p=0,0389
TGF-B r=-0,0181 p=0,9259
TNF-o r=-0,2521 p=0,1871

4.3. Ergebnisse der pathologischen und mikrobiologischen Untersuchungen

Insgesamt wurden 61 Schweinswale aus der Nord- und Ostsee sowie aus norwegischen und
islindischen Gewdssern obduziert. Hiervon waren 51 beigefangene und zehn gestrandete
Tiere. Die pathologischen Befunde und mikrobiologischen Ergebnisse sind in Anhang 1

dargestellt.

4.3.1. Pathologische Untersuchungen

Von den untersuchten Organsystemen war der Atmungsapparat am hiufigsten betroffen.
Insgesamt 42 Schweinswale (42/61; 68,9%) wiesen unterschiedlich ausgepragte,
katarrhalisch-eitrige bzw. granulomatdse Bronchopneumonien auf. In den meisten Fillen
waren diese mit einer Nematodeninfestation (Pseudalius infexus, Torynurus convolutus) in
den Bronchien und der Arteria pulmonalis vergesellschaftet (Abbildungen 47 und 48). Diese
Tiere wiesen unterschiedlich ausgeprigte, akute Stauungshyperimien und akute, diffuse,
alveolire Odeme der Lunge auf. Weiterhin konnten akute Stauungshyperamien bzw. akute,

diffuse, alveoldre Lungenddeme bei 13 Tieren ohne pneumonische Verdnderungen
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nachgewiesen werden (13/61; 21,3%). Pulmonale Blutungen lagen bei zwei Tieren vor
(pp1423; ppl521). Insgesamt zeigten zwei neugeborene Wale eine Atelektase bzw.
Dystelektase der Lunge (pp1715; HDW14). Weiterhin lag bei einem Neonaten der Verdacht

auf eine Fruchtwasseraspiration vor (pp1473).

i

Abbildung 47:  Lunge; pyogranulomatSse Bronchopneumonie mit
adulten Nematoden im Parenchym. Himatoxylin-
Eosin; Balken=110pm.
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Abbildung 48: Lunge; pyogranulomatdse mit
Nematodenlarven (Pfeil) im Parenchym. H#matoxylin-
Eosin; Balken=60pm.

Eine lymphoplasmazelluldre bis granulomatdse Cholangitis und/oder Pericholangitis,
assoziiert mit einem Trematodenbefall (Campula oblonga), konnte bei 29 Tieren
nachgewiesen werden (29/61; 47,5%). Zwei Tiere wiesen eine gemischtzellige bzw.
lymphoplasmazelluldre Hepatitis auf (pp1517; pp1700). Degenerative Verinderungen fanden
sich bei 14 Tieren mit einer kleintropfigen bzw. grofitropfigen Verfettung der Hepatozyten
(14/61; 23,0%; Abbildung 49). Bei zwei Tieren lagen Einzelzellnekrosen in der Leber vor
(pp1700; HDW1). In 12 Fillen waren die entziindlichen bzw. degenerativen Verénderungen
mit einer Fibrose und/oder Gallengangsproliferation vergesellschaftet (12/61; 19,7%).
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Abbildung 49: Leber; diffuse gemischttropfige Verfettung der
Hepatozyten. Hiamatoxylin-Eosin; Balken=30pm.

Unterschiedlich ausgeprigte lymphozytire bis granulomatse Pankreatitiden, bedingt durch
eine Infestation mit Campula oblonga, lagen bei sieben Walen vor (7/61; 11,5%; Abbildung
50). Weiterhin konnte in zwei Fillen eine interstitielle Fibrosierung des Parenchyms
en werden (ppl1511; pp1525).

nachgewies
o

S . L o
Abbildung 50: Pankreas; chronische lymphoplasmazellulire
Pankreatitis. Himatoxylin-Eosin; Balken=110pm.

T
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Fokale bis multifokale, ulzerative Gastritiden lagen bei 23 der untersuchten Tiere (23/61;
37,7%) vor. Die meisten Verinderungen fanden sich im ersten Magenkompartiment in
Verbindung mit einem Nematodenbefall (Anisakis simplex; Stenurus minor; Abbildung 51).
Bei einem Wal konnte lediglich eine Hyperkeratose der Mukosa in diesem Abschnitt des
Magens nachgewiesen werden (pp1527). Jeweils ein Tier wies eine fokale, granulomatdse
bzw. multifokale, ulzerative Osophagitis auf (pp1506, HDW15). Weiterhin zeigte jeweils ein
Tier eine akute, diffuse, katarrhalische Enteritis (pp1512) bzw. eine ulzerative, transmurale
Enteritis (pp1640). Bei einem Tier lag der Verdacht auf einzelne Kryptabszesse im Darm vor
(pp1720).

i

Abbildung 51: Magén; chronische lymphohlstlozyt%iré Géstntls

(Pfeil) bedingt durch Nematoden. M=Mukosa;
Himatoxylin-Eosin; Balken=110pm.

Subkapsulire Nierenblutungen konnten bei einem Tier nachgewiesen werden (ppl1423).
Weiterhin fand sich in einem Fall eine Verfettung der Tubulusepithelzellen der Nieren
(pp1640). Jeweils bei einem Tier lag eine eitrig-nekrotisierende Nephritis bzw. chronische,
lymphozytire Urethritis vor (pp1642; pp1666).

Vorwiegend nicht-eitrige oder nekrotisierende Vaginitiden fanden sich bei vier Walen
(pp1527; pp1658; pp1662; pp1670). Weiterhin konnte in jeweils einem Fall eine chronische,
eitrige Endometritis bzw. eine chronische, lymphohistiozytire Mastitis nachgewiesen werden
(pp1661, pp1507).
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Blutungen bzw. Himatome in der Subkutis lagen bei 14 beigefangenen Schweinswalen vor
(14/61; 23,0%). Weiterhin zeigten zwei Tiere ein disseminierte, ulzerative Dermatitis

(HDW1) bzw. eine pyogranulomatds-nekrotisierende Dermatitis (HDW7; Abbildung 52).

i

Héut; epidermale  Pustel.  Hamatoxylin-Eosin;
Balken=60pm.

Abbildung 52:

Multiple Blutungen im Zentralnervensystem (ZNS) fanden sich in sieben der untersuchten
Fille (7/61; 11,5%). Bei jeweils einem Tier lagen neben den zerebralen Blutungen zusitzlich
spinale (pp1504) sowie leptomeningeale Blutungen (pp1511) vor. Ein Schweinswal wies eine
herdférmige, nicht-eitrige Panenzephalitis auf (pp1642; Abbildung 53). Die chondroide
Metaplasie des Nucleus pulposus der Wirbelsiule war mit keinen degenerativen

Verinderungen des Riickenmarkes vergesellschaftet (pp1500).
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e i e
Abbildung 53:  Gehirn; fokale nicht-eitrige Enzephalitis.
Hématoxylin-Eosin; Balken= 30pum.

Uni- oder bilaterale Blutungen in die Augenkammern (Hyphaema) lagen bei drei
beigefangenen Tieren vor (pp1500, pp1502; pp1508). Bei einem Wal konnte eine beidseitige,
fokale, ulzerative Keratitis sowie ein rechtseitiges Hypopyon nachgewiesen werden (HDW7).

Weiterhin wies ein Tier perforierende Hornhautulzera beider Augen auf (pp1509).

Bei jeweils einem Wal fanden sich fokale, myokardiale Blutungen mit Einzelfasernekrosen
(pp1670) bzw. multifokale, periaortale (pp1423) Blutungen. Bei einem Schweinswal konnte
eine eitrig-abzedierende Myokarditis mit Drusenbildung und eine chronische, fibrinds-eitrige
Epikarditis nachgewiesen werden (pp1481). Weiterhin lag in einem Fall eine diffuse,
fibrinose Perikarditis vor (HDW15).

Eine diffuse, fibrinos-citrige Peritonitis und fibrinose Pleuritis wurden bei einem Tier
diagnostiziert (pp1481). Weiterhin lag bei einem Wal eine diffuse, fibrindse Peritonitis vor
(pp1640).

Basierend auf dem Schweregrad der pathologischen Hauptverinderungen und des
Ernshrungszustandes konnte der Gesundheitsstatus von 59 der insgesamt 61 Schweinswalen
ermittelt werden (Anhang 1). Bei zwei Tieren lag eine hochgradige Abmagerung ohne
erkennbare Grundgrkrankung vor (pp1348, pp1680).
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Einen sehr guten Gesundheitsstatus wiesen insgesamt 6,8% der Tiere (4/59) mit einem sehr
guten bis guten Erndhrungszustand und keinen entziindlichen Lungenverinderungen auf.
Insgesamt 39,0% der Tiere (23/59) zeigten einen guten Gesundheitsstatus. Diese Tiere wiesen
einen guten Erndhrungszustand sowie keine oder geringgradige, pneumonische
Verinderungen auf. Ein méBiger Gesundheitsstatus lag bei 37,3% der Tiere (22/59) vor. Diese
Schweinswale besaBen einen guten bis miBigen Erndhrungszustand in Verbindung mit
mittelgradigen, pneumonischen Verinderungen. Weiterhin wiesen 16,9% der Tiere (10/59)
einen schlechten Gesundheitszustand auf. Hiervon zeigten fiinf Tiere hochgradige,
entziindliche Lungenverinderungen sowie einen guten bis miBigen Erndhungszustand.
Weiterhin wurde der Gesundheitszustand von drei hochgradig abgemagerten Tieren mit
hochgradig, eitrigen bis ulzerativen, disseminierten Dermatitiden bzw. einer mittelgradigen,
pyogranulomatdsen Bronchopneumonie als schlecht eingestuft. Weiterhin lag ein schlechter
Gesundheitszustand bei einem gut genédhrten Schweinswal mit einer hochgradigen, diffusen,
fibrinosen Peritonitis sowie bei einem sehr gut gendhrten Tier mit einer hochgradigen,

diffusen, fibrinds-eitrigen Polyserositis und eitrig-abszedierenden Myokarditis vor.

Jeweils 44% der beigefangenen Schweinswale (22/50) wiesen einen guten bis miBigen
Gesundheitszustand auf. Bei jeweils 6% der beigefangenen Tiere (3/50) lag ein sehr guter
bzw. ein schlechter Gesundheitszustand vor. Weiterhin zeigten jeweils 11,1% der
gestrandeten Wale (1/9) einen sehr guten bzw. miBigen Gesundheitszustand. Ein guter
Gesundheitszustand lag bei keinem gestrandeten Schweinswal vor (0/9). Dagegen konnte bei
77,8% der gestrandeten Tiere (7/9) ein schlechter Gesundheitszustand diagnostiziert werden
(Abbildung 54).
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Abbildung 54: Gesundheitsstatus der gestrandeten und beigefangenen Schweinswale
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4.3.2. Mikrobiologische Untersuchungen

Mikrobiologische Untersuchungen wurden an Gewebeproben von 57 Schweinswalen
durchgefiihrt. Bei 19 Tieren konnte keine bakterielle Besiedlung der Organe festgestellt
werden, wihrend bei 33 Walen eine bakterielle Mischflora vorlag. In den meisten Fillen
waren diese mit keinen pathologischen Organverinderungen assoziiert. Als Ursache der
fibrinds-eitrigen Polyserositis und eitrig-abszedierenden Myokarditis wurde eine Infektion mit
Staphylococcus aureus nachgewiesen (pp1481). AuBerdem konnte eine Mitbeteiligung von
Clostridium perfringens bei der ulzerativen transmuralen Enteritis nicht ausgeschlossen
werden (ppl1640). Die pyogranulomatos-nekrotisierende Dermatitis (HDW7) war mit einer
Streptokokken-Infektion vergesellschaftet. Weiterhin konnten bei der fibrinds-eitrigen

Pleuropneumonie B-hamolysierende Escherichia coli isoliert werden (HDW15).
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4.4. Auswertung der histologischen Verinderungen in Thymus und Milz

4.4.1. Thymus

Die Thymi von 61 Schweinswalen wurden histologisch untersucht und anhand
morphologischer Kriterien in nicht, gering-, mittel- und hochgradig atrophiert eingeteilt
(Gruppe I bis IV; Anhang 1).

Nicht-depletierte Thymi mit einer deutlichen Differenzierung der Mark-Rindengrenze sowie
keiner bzw. nur sehr geringgradigen Zunahme des interlobulidren Bindegewebes fanden sich
bei 22 Tieren (Gruppe I; 36,1%). Der Kortex war stets breiter als die Medulla
(durchschnittliches Mark-Rindenverhiltnis 2:1). Zwei dieser Tier zeigten einzelne bzw.

multiple Blutungen im Thymus (pp1512, pp1423).

Achtzehn Tiere wiesen einen geringgradigen Depletionsgrad des Thymus auf. Sie zeigten eine
dezente Zunahme des interlobuliren Bindegewebes in Verbindung mit einer vollstindig
erhaltenen Mark-Rindengrenze (Gruppe II; 29,5%). Nur bei einem Tier dieser Gruppe lag
das Rinden-Markverhiltnis bei 1:1 (pp1524).

Mittelgradige Depletionen mit ausgeprigter Zunahme des interlobuléren Bindegewebes und
undeutlicher Differenzierung der Mark-Rindengrenze fanden sich bei 13 Tieren (Gruppe III;
21,3%). Die verkleinerten Léppchen wiesen ein durchschnittliches Rinden-Markverhiltnis

von 1:1 auf.

Bei acht Schweinswalen lag eine hochgradige Thymusatrophie vor (Gruppe IV; 13,1%). Die
Organe zeigten deutlich reduzierte LappchengroBen und eine hochgradige Zunahme des
interlobuldren Bindegewebes. Eine Differenzierung der Mark-Rindengrenze war aufgrund des
fortgeschrittenen Verlustes kortikaler Lymphozyten nur erschwert moglich. Zwei Thymi
zeigten eine inverse Struktur mit Sichtbarwerden der kortikalen Stromazellen (HDWI,
HDW15).

Sieben Thymi der Gruppe I (pp1328, pp1500, pp1502, pp1504, pp1510, pp1512, pp1516) und
11 Thymi der Gruppe II (pp1503, pp1506, pp1507, ppl514, ppl517, ppl1524, ppl525,
ppl531, pp1532, pp1534, pp1536) wiesen einzelne Mikrozysten auf. Ebenfalls fanden sich in
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sechs Thymi der Gruppe III (pp1515, pp1520, pp1523, pp1528, pp1533, pp1535) und in zwei
Thymi der Gruppe IV (pp1366, pp1527) einzelne Mikrozysten. Das Auftreten der Zysten war
in keinem Fall mit einer Kompression des umliegenden Parenchyms vergesellschaftet
(Abbildung 55). Bis auf eine Ausnahme (pp1641) fanden sich in der Medulla aller Thymi

mehrere Hassallsche Kérperchen.

Seadls
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Abbildung 55: Multiple Mikrozysten (Pfeil) im interlobuléren
Bindegewebe eines geringgradig  atrophischen
Thymus. Himatoxylin-Eosin; Balken=60p.m.

Nicht und geringgradig atrophierte Thymi konnten bei 42% bzw. 36% der beigefangenen
Schweinswale (21/50 bzw. 18/50) nachgewiesen werden. Eine mittel- bis hochgradige
Thymusatrophie lag bei 18 % bzw. 4% der beigefangenen Tiere (9/50 bzw. 2/50) vor
(Abbildung 56).

Im Vergleich zeigten 9,1% der gestrandeten Schweinswale (1/11) einen nicht-atrophierten
Thymus. In keinem Fall konnte eine geringgradige Thymusatrophie (0/11) nachgewiesen
werden. Weiterhin lag bei 36,4% und 54,5% der gestrandeten Schweinswale (4/11 und 6/11)
eine mittel- bzw. hochgradige Thymusatrophie vor (Abbildung 56).
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Abbildung 56: Thymusatrophie in gestrandeten und beigefangenen Schweins-
walen
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Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung (Rangkorrelationsanalyse nach Spearman) zeigte einen
signifikanten =~ Zusammenhang zwischen einem schlechten  Erndhrungs-  bzw.
Gesundheitszustand und der Thymusatrophie. Der Einfluss des Alters der Tiere auf

Thymusverinderungen war nicht signifikant (Tabelle 17; Abbildung 57).

Tabelle 17: Rangkorrelationsanalyse nach Spearman: Zusammenhang der Thymusatrophie
mit dem Erndhrungszustand, Gesundheitszustand und dem Alter der Tiere

Anzahl der untersuchten Rangkorrelationskoeffizient nach Signifikanz

Tiere Spearman (p=0,05)
Erndhrungszustand N=61 1,= 0,336 p=0,007
Gesundheitsstatus N=59 r,= 0,424 p=0,001

Alter N=61 r;=-0,139 p=0,281
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Abbildung 57: Korrelationsanalyse: Zusammenhang zwischen dem Alter der
Tiere und dem Grad der Thymusatrophie
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4.4.2. Milz

Die Milzen von 52 Schweinswalen wurden histologisch untersucht und aufgrund
morphologischer Kriterien in nicht, gering-, mittel- und hochgradig depletiert eingeteilt
(Gruppe I bis IV; Anhang 1).

Zahlreiche Sekundir- und Primirfollikel in Verbindung mit einer deutlich ausgeprigten,
mehrschichtigen PALS fanden sich in 10 Milzen (Gruppe I; 19,2%).

Insgesamt 29 Milzen wiesen einige Sekundir- und Primérfollikel mit einer mehrschichtigen
PALS auf (Gruppe II; 55,8%). Bei einem Schweinswal der Gruppe II lagen multiple
Follikelnekrosen der Milz vor (pp1507).

Eine mittelgradige Milzdepletion lag bei 10 Tieren vor (Gruppe II; 19,2%). Die weiSle
Pulpa bestand aus. nur wenigen Primirfollikel. Weiterhin wies die PALS einen deutlichen

Zellverlust auf.
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Aufgrund des Vorliegens von nur wenigen, kleinen Primirfollikeln und einer undeutlich
ausgeprégten PALS wurden insgesamt 3 Milzen als hochgradig depletiert eingestuft (Gruppe
1V; 5,8%).

Abbildung 58: Milzdepletion in  gestrandeten und  beigefangenen
Schweinswalen
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Nicht bzw. geringgradig depletierte Milzen lagen bei 23,8% und 64,3% der beigefangenen
Schweinswale (10/42 und 27/42) vor. Weiterhin fand sich bei 11,9% der beigefangenen Tiere
eine mittelgradige Milzdepletion (5/42). Eine hochgradige Milzdepletion konnte in keinem
beigefangenen Wal (0/42) nachgewiesen werden (Abbildung 58).

Eine nicht-depletierte Milz lag in keinem gestrandeten Schweinswal (0/10) vor. 20% der
gestrandeten Tiere (2/10) wiesen eine geringradige Milzdepletion auf. Eine mittel- bis
hochgradige Milzdepletion fand sich bei 50% bzw. 30% der gestrandeten Wale (5/10 bzw.
3/10; Abbildung 58).
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Statistische Auswertung

Die Rangkorrelationsanalyse nach Spearman zeigte einen hochsignifikanten Zusammenhang
zwischen der zunehmenden Milzdepletion und der Verschlechterung des Gesundheitsstatus
bzw. Erdhrungszustandes. Fiir das Alter der Tiere konnte kein signifikanter Einfluss auf
Milzdepletion festgestellt werden (Tabelle 18; Abbildung 59).

Tabelle 18: Rangkorrelationsanalyse nach Spearman: Zusammenhang der Milzdepletion mit
dem Ernihrungszustand, Gesundheitszustand und dem Alter der Tiere

Angzahl der untersuchten Rangkorrelationskoeffizient nach  Signifikanz
Tiere Spearman (p=0,05)
Gesundheitsstatus n=50 r;=0,515 p=0,001
Erniahrungszustand n=52 r;=0,531 p=0,001
Alter n=50 1,=-0,152 p=0,291

Abbildung 59: Korrelationsanalyse: Zusammenhang zwischen dem Alter
der Tiere und dem Grad der Milzdepletion
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4.4.3. Gegeniiberstellung von Thymusatrophie und Milzdepletion

Eine Gegeniiberstellung der Thymusatrophie und Milzdepletion zeigte, dass insgesamt acht
Tiere (36,4%) mit vollstindig ausgeprigten Thymi (Gruppe I; n=22) auch eine intakte Milz
aufwiesen, wihrend neun Milzen (9/22; 40,9%) eine geringgradige und zwei Milzen (2/22;
9,1%) eine mittelgradige Depletion zeigten. Weiterhin konnte bei jeweils zwei Tieren mit
einer geringgradigen Thymusatrophie (Gruppe II; n=18) eine deutlich ausgeprigte bzw.
mittelgradig depletierte Milz (2/18; 11,1%) nachgewiesen werden. In 12 Milzen (12/18;
66,7%) der Tiere mit einer geringgradigen Thymusatrophie lag eine geringgradige Depletion
vor. Eine mittelgradige Thymusatrophie (Gruppe III; n=13) war in sechs Fillen (6/13; 46,2%)
mit einer geringgradig depletierten Milz und in einem Fall (1/13; 7,7%) mit einer mittelgradig
depletierten Milz vergesellschaftet. Insgesamt zwei Milzen (2/ 13; 15,4%) der Tiere mit einer
mittelgradigen Thymusatrophie wiesen eine hochgradige Depletion auf. Wihrend zwei Tiere
(2/8; 25%) mit einer hochgradigen Thymusatrophie (Gruppe IV; n=8) geringgradig depletierte
Milzen aufwiesen, wurden fiinf Milzen (5/8; 62,5%%) dieser Gruppe als mittelgradig und
eine Milz (1/8; 12,5%) als hochgradig depletiert eingestuft.

Statistische Auswertung
Die Rangkorrelationsanalyse zeigte eine hochsignifikante, positive Korrelation zwischen dem
Grad der Thymusatrophie und der Milzdepletion (p=0,001; Abbildung 60).

Abbildung 60: Korrelationsanalyse: Zusammenhang zwischen
Thymusatrophie und Milzdepletion
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4.5. Zusammenhang zwischen Thymusatrophie und Schadstoffbelastung

Zur Untersuchung des Einflusses von PCB, DDE, DDT, Toxaphen und PBDE auf
lymphatische Organe wurden die Ergebnisse der histologischen Auswertungen von 61 Thymi
gestrandeter und beigefangener Schweinswal (Anhang 1) mit den Ergebnissen der

toxikologischen Analysen korreliert (Anhang 3).

Die Rangkorrelationsanalyse nach Spearman zeigte einen hochsignifikanten Zusammenhang
zwischen dem Grad der Thymusatrophie und ansteigenden PCB und PBDE-Konzentrationen
(Abbildungen 61 und 62). Zusitzlich fand sich eine signifikante Verbindung zwischen der
Thymusatrophie und erhohten Toxizititsdquivalenten (TEQ). Die Konzentrationen von DDE,
DDT und Toxaphen wiesen keine Signifikanzen mit der Thymusatrophie auf (Abbildungen
63 bis 65; Tabelle 19).

Tabelle 19: Rangkorrelationsanalyse ~ nach  Spearman: = Zusammenhang  zwischen
Thymusatrophie und Schadstoffbelastung

Anzahl der untersuchten Rangkorrelationskoeffizient nach Signifikanz

Tiere Spearman (p=0,05)
PCB n=59 r; = 0,347 p=0,006
DDE n=59 1,=0,167 p=0,195
DDT n=59 1,=0,131 p=0,311
Toxaphen n=53 s = 0,062 p=0,647
PBDE n=52 s = 0,505 p=0,001
TEQ [PCB] n=58 r;=0,343 p=0,008
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Abbildung 61:

Korrelationsanalyse: Zusammenhang zwischen dem Grad der
Thymusatrophie und dem PCB-Gehalt im Fettgewebe
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Abbildung 62: Korrelationsanalyse: Zusammenhang zwischen dem Grad der
Thymusatrophie und dem PBDE-Gehalt im Fettgewebe
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Abbildung 63: Korrelationsanalyse: Zusammenhang zwischen dem Grad der
Thymusatrophie und dem DDE-Gehalt im Fettgewebe
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Abbildung 64: Korrelationsanalyse: Zusammenhang zwischen dem Grad der
Thymusatrophie und dem DDT-Gehalt im Fettgewebe
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Abbildung 65: Korrelationanalyse: Zusammenhang zwischen dem Grad der
Thymusatrophie und dem Toxaphen-Gehalt im Fettgewebe

10000
3 | p= 0,647
® 3 hd
$
‘_g.f = ] e
g ] e
1< e (')
— PY [}
[]
2 .
1] .
£ 10 by
g ® o
o bt o
'_
.
10 [ ]
T T L
1 I 1] [\
Grad der Thymusatrophie

Der Thymus unterliegt verschiedenen Einflissen, welche in der Pathogenese der
Thymusatrophie beriicksichtigt werden miissen. Bei der statistischen Analyse mittels der
schrittweisen polytomen logistischen Regression wurden die Schadstoffkonzentrationen als
EinflussgroBen einkalkuliert. Zur Untersuchung der Wechselwirkung der Schadstoffe mit
verschiedenen Einflussfaktoren wurde in diesem Rechenmodel zusitzlich das Alter, das
Geschlecht, der Gesundheitsstatus und die Herkunft der Tiere (Kontrollvariable)
beriicksichtigt.

Die ansteigende PBDE-Konzentration wies einen statistisch gesicherten Zusammenhang mit
dem Grad der Thymusatrophie auf (Chancenverhiltnis: 6,7). Weiterhin zeigte der
Gesundheitsstatus  eine statistisch gesicherte Verbindung mit der Thymusatrophie
(Chancenverhiltnis: 1,9). Fiir das Alter konnte eine negative Korrelation mit der
Thymusatrophie nachgewiesen werden (Chancenverhiltnis: 0,2). Die Herkunft und das
Geschlecht der Wale sowie die Konzentrationen an Toxaphen, DDE und DDT zeigten keine

signifikanten Unteréchiede (Tabelle 20).



Ergebnisse 112

Tabelle 20:  Schrittweise polytome logistische Regression: Zusammenhang zwischen
Schadstoffbelastung  und  Thymusatrophie  unter  Beriicksichtigung
verschiedener Kontrollvariablen

p-Wert Chancenverhiiltnis
(,;odds ratio*)

Geschlecht 0,669 -
Herkunft 0,692 -

Gesundheitsstatus 0,074 1,9

Alter 0,014 0,2
PCB 0,807 -
DDE 0,797 -
DTT 0,642 -
Toxaphen 0,850 -

PBDE 0,001 6,7

1g= Logarithmus; -= Variable wurde eliminiert

4.6. Zusammenhang zwischen Milzdepletion und Schadstoffbelastung

Zur Untersuchung des Einflusses von PCB, DDT, DDE, Toxaphen und PBDE auf sekundire
lymphatische Organe wurden insgesamt 52 Milzen von beigefangenen und gestrandeten
Schweinswalen aus isldndischen und norwegischen Gewissern sowie aus der Nord- und
Ostsee histologisch untersucht (Anhang 1). Der Grad der Milzdepletion wurde mit den

Ergebnissen der toxikologischen Analysen korreliert (Anhang 3).

Die Rangkorrelationsanalyse nach Spearman zeigte signifikante Zusammenhinge der
Milzdepletion mit erhohten PCB- und PBDE-Konzentrationen (Abbildungen 66 und 67).
Weiterhin fand sich eine signifikante Verbindung zwischen der Milzdepletion und den
Toxizititsiquivalenten (TEQ). Die Konzentrationen an DDE, DDT und Toxaphen sowie das
Alter der Tiere zeigten keinen statistischen Gruppenunterschiede (Abbildungen 68 bis 70;
Tabelle 21).
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Tabelle 21:  Rangkorrelationsanalyse nach Spearman: Zusammenhang zwischen
Milzdepletion und Schadstoffbelastung

Anzahl der Rangkorrelationskoeffizient nach Signifikanz

untersuchten Tiere Spearman (p=<0,05)
PCB n=50 r= 0,355 p=0,011
DDE n=50 r; = 0,096 p=0,510
DDT n=50 1, = 0,056 p=0,699
Toxaphene n=46 r,=0,013 p=0,934
PBDE n=45 ry = 0,360 p=0,007
TEQ [PCB] n=50 r;=0,414 p=0,003

Abbildung 66: Korrelationsanalyse: Zusammenhang zwischen dem Grad
der Milzdepletion und dem PCB-Gehalt im Fettgewebe

.
. hd . p=0,011
.
°
'] [ ]
10000 ] 2 e
®
=) [ B S
=3 ' °
-
2 s ") L] e
2 A . .
s | :
g !
°
. hd .
1000 °
I e . —
T T T T
1 I m %
Grad der Milzdepletion




Ergebnisse

Abbildung 67: Korrelationsanalyse: Zusammenhang zwischen dem Grad
der Milzdepletion und dem PBDE-Gehalt im Fettgewebe
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Abbildung 68: Korrelationsanalyse: Zusammenhang zwischem dem Grad
der Milzdepletion und dem DDE-Gehalt im Fettgewebe
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Abbildung 69: Korrelationsanalyse: Zusammenhang zwischen dem Grad der
Milzdepletion und dem DDT-Gehalt im Fettgewebe
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Abbildung 70: Korrelationsanalyse: Zusammenhang zwischen dem Grad der

Milzdepletion und dem Toxaphen-Gehalt im Fettgewebe
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Zur Beriicksichtigung verschiedener Faktoren in der Entstehung der Milzdepletion wurde eine
statistische Analyse mittels der schrittweisen polytomen logistischen Regression
durchgefiihrt. Die Konzentrationen der Umweltchemikalien wurden als EinflussgroBen in das
Rechenmodel einkalkuliert. Weiterhin wurden das Alter, das Geschlecht, der

Gesundheitsstatus und die Herkunft der Tiere als Kontrollvariablen beriicksichtigt.

Die statistische Auswertung zeigte einen signifikanten Zusammenhang zwischen der
zunehmenden  Milzdepletion und der Verschlechterung des  Gesundheitsstatus
(Chancenverhiltnis: 4). Alter, Geschlecht und Herkunft wiesen keine signifikanten
Korrelationen mit der Milzdepletion auf. Weiterhin fanden sich in diesem Rechenmodell
keine signifikanten Korrelationen zwischen der Schadstoffbelastung und der Milzdepletion
(Tabelle 22).

Tabelle 22:  Schrittweise polytome logistische Regression: Zusammenhang zwischen der
Schadstoffbelastung und der Milzdepletion unter Beriicksichtigung
verschiedener Kontrollvariablen

p-Wert Chancenverhiltnis
(;;odds ratio*)

Gesundheitsstatus 0,004 4
Geschlecht 0,178 -
Herkunft 0,119 -
Alter 0,464 .
PCB 0,644 -
DDE 0,717 -
DDT 0,719 -
Toxaphen 0,384 -
PBDE 0,861 -

lg= Logarithmus; -= Variable wurde eliminiert
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5. Diskussion

Die vorliegende Arbeit gliedert sich in drei Abschnitte. Zur Charakterisierung von
Iymphatischen Organen wurden Antikorper unterschiedlicher Spezies auf ihre
Kreuzreaktivitdt mit lymphatischen Zellen des Schweinswales getestet. Auerdem wurde ein
Lymphozytenstimulationstest zur Messung der Mitogen-induzierten Proliferation von
peripheren Blutlymphozyten sowie ein Nachweissystem ausgewihlter Zytokine mittels RT-
PCR etabliert. Im zweiten Abschnitt wurden immunphinotypische Verdnderungen in Thymus
und Milz sowie die Zytokin-Expression in diesen Organen und dem Blut der Schweinswale
ermittelt. Im letzten Abschnitt wurde der Einfluss der Schadstoffbelastung unter
Beriicksichtigung des Alters, Erndhrungs- und Gesundheitszustandes auf Thymus und Milz

untersucht.

5.1. Etablierung der Methoden

5.1.1. Kreuzreaktionen verschiedener Leukozytenmarker unterschiedlicher Spezies zur

Charakterisierung lymphatischer Organe des Schweinswales

Zum Nachweis von Lymphozyten-Subpopulationen in lymphatischen Organen des
Schweinswales wurden Zellantigen-spezifische Antikorper unterschiedlicher Tierarten
verwendet. Die Spezifitit der Marker wurde durch den immunhistologischen Nachweis der
Lymphozyten-Subpopulationen in den B- und T-Zellkompartimenten der lymphatischen
Organe bestitigt.

Acht der insgesamt 26 untersuchten monoklonalen und polyklonalen Antikorper zeigten eine
Kreuzreaktivitit mit Zellen des Schweinswales. Klon CD3-12, ein spezifischer, gegen die ¢-
Kette des CD3-Komplexes gerichteter mAK, weist Kreuzreaktivititen mit T-Lymphozyten
zahlreicher verschiedener Spezies auf (Jones et al., 1993; Dr. E. Kremmer, GSF-National
Research Center for Environment and Health, Miinchen, Deutschland: personliche
Mitteilung). In der vorliegenden Untersuchung wurde eine CD3-Expression in allen Thymus-
stimmigen Zellen der lymphatischen Organe gefunden, so dass dieser Antikorper einen
spezifischen T-Zellmarker in lymphatischen Organen des Schweinswales darstellt. Zusitzlich
wurde das T-Zellahtigen von dem polyklonalen anti-CD3-Antikorper erkannt. Weiterhin
stellen die beiden walspezifischen Antikorper, welche das Homolog des CD2-Antigens
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erkennen, spezifische Marker fiir T-Lymphozyten dar. Dies unterscheidet sich von der
Antigenverteilung in peripheren Blutlymphozyten des Belugawales, welcher das CD2-
Antigen auf B- und T-Zellen exprimiert (De Guise et al., 1997a). Die geringere Dichte der
spezifischen T-Zell-Antigene in kortikalen Thymozyten bzw. das partielle Fehlen einer
Immunreaktivitdt der subkapsuldren Zellen ist auf die zunehmende Differenzierung der
Thymozyten in Richtung Medulla des Thymus zuriickzufiihren (Anderson et al., 1996).
CD45R, eine Isoform des ,leukocyte common antigen* CD45, kann auf B- und naiven T-
Lymphozyten nachgewiesen werden. Eine #hnliche Verteilung findet sich in lymphatischen
Organen des GroBen Tiimmlers (De Guise et al., 1998a). In der vorliegenden Arbeit wurden
CD45R*/CD3¢/CD2 -Zellen im Thymusmark als Ansammlungen von B-Lymphozyten
interpretiert, welche unter anderem beim Hund beschrieben wurden (Wiinschmann et al.,
2000). Das MHC Klasse II-Antigen wird auf den meisten reifen Lymphozyten der
Schweinswale exprimiert, was fiir eine kontinuierliche T-Zellaktivierung des Schweinswales
spricht. Vergleichbare Verhiltnisse finden sich beim GroBen Tiimmler (Romano et al., 1992),
Belugawal (De Guise et al., 1997a), landlebenden Karnivoren (Doveren et al., 1985; Rideout
et al., 1990) und Pferden (Barbis et al., 1994). Der kanine mAK (Klon Dog 26-1) erkennt
MHC Klasse II-Molekiile auf B-Lymphozyten und Antigen-prisentierenden Zellen. Beim
Menschen findet sich eine MHC Klasse II-Expression auf B-Zellen, Antigen-prisentierenden

Zellen und aktivierten T-Lymphozyten (Hewitt und Feldman, 1989).

Die immunhistochemischen Untersuchungen verdeutlichen, dass Leukozytenmarker
unterschiedlicher Tierarten eine spezifische Kreuzreaktion mit Zellen der lymphatischen
Gewebe des Schweinswales aufweisen. Durch den Einsatz der verschiedenen monoklonalen
und polyklonalen Antikorper ist es moglich, phinotypische Verinderungen in lymphatischen
Geweben des Schweinswales niher zu charakterisieren. Weiterhin konnen mittels der
Antikorper  weitere Methoden, wie beispielsweise Western Blot-Analysen und

durchflusszytometrische Nachweisverfahren, etabliert werden.

5.1.2. Lymphozytenstimulationstest und Zytokin-Nachweis mittels RT-PCR

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, optimale Konzentrationen von Concanavalin A (Con A),
Phytohimagglutinin (PHA) und ,pokeweed mitogen (PWM) fiir die Stimulation von
peripheren Blutlymphozyten des Schweinswales festzulegen. Zusitzlich wurde die Mitogen-
induzierte mRNS-Expression ausgewdhlter pro- und anti-inflammatorischer Zytokine in

isolierten Lymphozyten mittels RT-PCR untersucht.
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Durch die einstufige Dichtegradienten-Zentrifugation mit Percoll® konnte bei den
untersuchten Schweinswalen eine Anreicherung von Lymphozyten aus Vollblutproben von
58,1 auf 94% erzielt werden. Das Differenzialblutbild des Schweinswales zeigt einen hohen
und teilweise sehr variablen Anteil an neutrophilen (12,2 - 63,8%) und eosinophilen
Granulozyten (7,7-36,8%; Koopman et al., 1999). In der vorliegenden Arbeit schwankte der
Anteil der neutrophilen Granulozyten zwischen 18,8 und 58,0%. Die eosinophilen
Granulozyten machten 4,4 bis 9,0% des Blutbildes aus. Nach der Zentrifugation lag der Anteil
an neutrophilen und eosinophilen Granulozyten beim Schweinswal zwischen 0,0 und 5,7%
bzw. 1,0%. Das frithzeitige Absterben der polymorphkernigen Granulozyten in der Zellkultur
und die Freisetzung von Enzymen und toxischen Produkten iibt einen hemmenden Einfluss
auf die Lymphozytenproliferation aus (De Guise et al., 1996; Kristensen et al., 1982). Die
Anreicherung ermdglicht somit eine standardisierte Untersuchung der zelluldren

Immunantwort von peripheren Blutlymphozyten der Schweinswale.

Der Lymphozytenstimulationstest ermoglicht die quantitative Erfassung der zelluldren
Immunantwort. Durch die Verwendung verschiedener T- und B-Zellmitogene kann dariiber
hinaus eine qualitative Messung der Immunantwort durchgefiihrt werden (De Guise et al.,
1996; Kristensen et al., 1982). Wihrend Con A und PWM die stirksten Mitogene fiir den
Seehund darstellen (De Swart et al, 1993), induziert PWM in den vorliegenden
Untersuchungen beim Schweinswal nur eine schwache Zellproliferation. Vergleichbar den
Verhiltnissen beim Belugawal stellen die T-Zellmitogene Con A und PHA beim
Schweinswal die effektivsten Mitogene dar. In der vorliegenden sowie in anderen Studien
konnte gezeigt werden, dass Con A die stirkste mitogene Wirkung auf Lymphozyten von
marinen S#ugetieren besitzt (Colgrove, 1978; Lahvis et al., 1993). Untersuchungen beim
Seehund und Belugawal demonstrieren, dass PWM sowohl T- als auch B-Zellen stimuliert
(De Swart et al., 1993; De Guise et al., 1996). Der geringere mitogene Effekt von PWM im
Vergleich zum Seehund wird unter anderem durch den geringeren Anteil an B-Lymphozyten
im Blut der Wale hervorgerufen. So finden sich im peripheren Blut vom Belugawal und
GroBen Tiimmler nur 3 bis 12% bzw. 10 bis 15% an B-Lymphozyten (Romano et al., 1992;
De Guise et al., 1997a). Der Anteil an T-Lymphozyten im Blut der Zahnwale liegt
vergleichsweise hoch. Die Y3-Form des T-Zellrezeptors findet sich auf 31% der
Blutlymphozyten des Belugawales. Zusitzlich wurden bei dieser Tierart 30% der peripheren
Blutlymphozyten aufgrund ihrer CD4-Expression als T-Helferzellen identifiziert (De Guise et
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al., 1997a). DurchfluBzytometrische Untersuchungen mit T- (CD2) und B-Zellmarkern
(CD19, CD21) bei 10 verschiedenen Walarten zeigen, dass prozentual deutlich mehr T- als B-
Lymphozyten im peripheren Blut der Tiere vorkommen (De Guise et al., 2002). Beim
Schweinswal liegt eine immunphénotypische Charakterisierung der Blutlymphozyten bisher
nicht vor. Jedoch kann beim Schweinswal aufgrund der Ahnlichkeiten im Immunsystem der

Zahnwale eine vergleichbare Zusammensetzung der Blutlymphozyten angenommen werden.

Durch die RT-PCR wurde die Mitogen-induzierte Expression der Zytokine nachgewiesen. In
unstimulierten Lymphozyten lag keine Expression von IL-2, IL-4, IL-6, TGF- und TNF-o,
vor. In Con A- und PWM-aktivierten Lymphozyten konnte die mRNS aller Zytokine
amplifiziert werden. IL-10 fand sich sowohl in stimulierten als auch in unstimulierten
Lymphozyten. Ob es sich hierbei um eine konstitutive oder eine intravital induzierte
Gentranskription handelt, muss in weiteren Untersuchungen geklart werden. Studien beim
GroBen Tiimmler zeigen, dass T-Lymphozyten durch Con A und PHA stimuliert werden (De
Guise et al., 1996). Der fehlende Nachweis von IL-2 in PHA-behandelten Zellen kann
moglicherweise auf eine unterschiedliche Kinetik der beiden T-Zellmitogene beim
Schweinswal bzw. Spezies-spezifische ~Unterschiede zuriickgefiihrt werden. Das
Haushaltsgen GAPDH wurde unabhingig von der Mitogen-Stimulation in allen Proben
nachgewiesen. Die Amplifikation dient als interne Kontrolle fiir die konventionelle RT-PCR
sowie als Referenzgen fiir die semiquantitative Echtzeit RT-PCR (Grone et al., 1996; 1999;
Markus et al. 2002)

Die Nukleinsiuresequenzen der PCR-Produkte wurden durch DNS-Analysen ermittelt. Der
Homologievergleich der Sequenzen mit denen anderer mariner und terrestrischer Saugetiere
bestitigte die Spezifitit der Amplifikate. Es fanden sich weitgehende bzw. vollstindige
Homologien zwischen den mRNSs der Schweinswale und denen des GroBen Tiimmlers,
Schwertwals und Belugawals (97-100%). Weiterhin wiesen die Sequenzen der Wiederkduer
und Schweine 79 bis 96% bzw. 85 bis 96% homologe Abschnitte zu den Zytokinen der
Schweinswale auf. Der Vergleich mit murinen Zytokinen zeigte deutlich geringere
Sequenzhomologien (75-89%). Die mRNS von IL-2 und IL-4 der Kegelrobbe und des
Seehundes wiesen groBere Ubereinstimmungen mit kaninen Sequenzen als mit denen der
Wale auf. Die gefundenen Homologien sind auf die nahe, phylogenetische Verwandtschaft
der Schweinswale mit den Paarhufern zuriickzufithren (Milinkovitch et al., 1993). Weiterhin

bilden die Zahnwale untereinander eine monophyletische Gruppe (Milinkovitch et al., 1993).
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Ahnliche genetische Beziehungen finden sich zwischen den Aminosdure- und
Nukleinsduresequenzen der Zytokine anderer Wale und landlebender Séugetiere (King et al.,
1996; Ness et al., 1998; St-Laurent et al., 1999; Inoue et al., 1999 a,b,c, 2001; St-Laurent und
Archambault, 2000; Shoji et al., 2001).

Die ermittelten cDNS-Sequenzen von IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TGF-B und TNF-o. sowie des
Haushaltsgens GAPDH des Schweinswales wurden in der Gendatenbank des ,,National
Center of Biotechnology Information“ (NCBI) verdffentlicht (AF 346296; AF 346295; AF
346297; AF 346294, AF 346299; AF 346298; AF 346300).

5.2. Immunphinotypische Verinderungen in Thymus und Milz unter besonderer

Beriicksichtigung der Zytokin-Expression

In der vorliegenden Studie wurden Thymi und Milzen von insgesamt 29 Schweinswalen auf
Veridnderungen der Lymphozyten-Subpopulation immunhistologisch untersucht. Mittels
kreuzreagierender Antikorper gegen das CD2-, CD3e-, CD45R- und Pan-Leukozyten-Antigen
sowie mittels der bovinen, kaninen und walspezifischen MHC Klasse II-Marker wurden die
phénotypischen  Veridnderungen wihrend der Thymusatrophie und Milzdepletion
charakterisiert. Die semiquantitative Echtzeit RT-PCR erméglichte die Messung der mRNS-
Mengen von IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TGF-f und TNF-o in den lymphatischen Organen sowie

im Blut dieser Schweinswale.

Die lymphozytire Depletion des Thymus betraf vorwiegend kortikale Thymozyten (CD2 und
CD3¢), wihrend die Abnahme der reifen T-Lymphozyten im Thymusmark weniger deutlich
ausgeprigt war. Der bovine MHC Klasse II-spezifische Antikorper markierte alle medulldren
Thymozyten. Jedoch fanden sich im Kortex von unverinderten und geringgradig atrophischen
Thymi zahlreiche unmarkierte Zellen, welche wahrscheinlich Populationen von immaturen
Thymozyten darstellen. Die mittel- und hochgradige Thymusatrophie war mit einer Zunahme
dieser MHC Klasse II-exprimierenden Zellen vergesellschaftet. Weiterhin wiesen nicht-
atrophische Thymi in der Medulla mehrere prominente follikelartige Ansammlungen von B-
Lymphozyten (CD45R*/CD3¢/CD2’) auf. Mit zunehmender Thymusatrophie wurde eine

kontinuierliche Reduktion dieser medulldren B-Zellareale beobachtet.
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Sowohl B- als auch T-Lymphozyten verschiedener Walspezies (Romano et al., 1992; Shirai et
al., 1998a) exprimieren das MHC Klasse II-Antigen. Vergleichbare Verhiltnisse fanden sich
beim Schweinswal. Die Thymusatrophie war mit einem Verlust unreifer MHC Klasse II-
negativer Zellen im Kortex vergesellschaftet. Verschiedene Experimente zeigen, dass unreife
CD47/CD8/CD44 - (doppelt negativ) sowie CD4*/CD8*/CD44 -Thymozyten (doppelt positiv)
der kortikalen und subkapsuliren Areale die geringste Widerstandskraft gegeniiber
verschiedenen endogenen und exogenen Noxen aufweisen und fiir die Depletion im Verlauf
der Thymusatrophie verantwortlich sind. Weiterhin kommt es durch priexistente Antigen-
prasentierende Stromazellen und reife Thymozyten sowie durch eingewanderte Makrophagen
zur MHC Klasse II-Aufregulation im Kortex. Mature CD4*/CD44*- und CD8'/CD44*-
Thymozyten (einfach positiv) der kortiko-medulldren Grenze und Medulla werden im Verlauf
der Thymusatrophie weit weniger beeinflusst. Der prozentuale Verlust an CD2- und CD3e-
exprimierenden Zellen im Thymus kann durch eine vermehrte Apoptose-Induktion der
Thymozyten oder durch die Infiltration von Makrophagen und Fibroblasten erklirt werden
(Otto, 1984; Quaglino und Ronchetti, 2001).

Die Reduktion medulldrer B-Zellen infolge der Thymusatrophie ist wahrscheinlich auf eine
verminderte Proliferation ortstéindiger Zellen oder eine verminderte Besiedlung des Thymus
aus peripheren B-Zellkompartimenten zuriickzufiihren (Flores et al., 2001). Wiinschmann et
al. (2000) beschreiben den Verlust von medulldren B-Zellen bei der Staupevirus-induzierten
Thymusatrophie des Hundes. Inwieweit der Verlust an medulliren B-Zellen Auswirkungen
auf die Thymopoese des Schweinswales hat, bleibt unklar. Allerdings sind B-Lymphozyten
im Thymus fiir die negative Selektion wihrend der T-Zellreifung mitverantwortlich, so dass
im vorliegenden Fall ein gestérte Thymopoese nicht ausgeschlossen werden kann
(Bornemann und Kirchner, 1996, Mazda et al., 1991).

Die histologischen Untersuchungen der Milzen zeigten eine deutliche Verschmilerung der
PALS in mittel- und hochgradig depletierten Organen. Immunhistologisch fand sich mit
zunehmender Milzdepletion in der PALS eine selektive Reduktion an T-Lymphozyten (CD2,
CD3¢g). Weiterhin war die lymphozytire Depletion mit einem Verlust der Sekundérfollikel
und einer Verkleinerung der Primérfollikel sowie der Marginalzone vergesellschaftet. Follikel
und Marginalzone bestanden vorwiegend aus B-Lymphozyten (CD45R) und einzelnen T-
Lymphozyten (CD3ge, CD2). Die Depletion beider Kompartimente war mit keinen

immunphénotypischen Verinderungen assoziiert.
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Vereinzelte germinative Zentren in prominenten Sekundirfollikeln zeigten eine verminderte
oder fehlende Immunreaktion mit dem Pan-Leukozytenmarker. Ursédchlich kann eine
verminderte Expression dieses Antigens auf Zentroblasten angenommen werden. Jedoch
waren diese Unterschiede statistisch nicht signifikant. Zusammenfassend kann festgestellt
werden, dass sowohl T- als auch B-Zellkompartimente bei der Milzdepletion betroffen sind.
Ob es sich hierbei um eine gestorte Besiedlung der Milz aus primiren lymphatischen Organen
oder um eine direkte Schédigung der ortstéindigen Zellen handelt, kann abschlieend nicht
geklirt werden (Dai et al., 1998. Wiinschmann et al., 2000).

Aufgrund ihrer Wirkung auf das Immunsystem werden die Zytokine in pro- und anti-
inflammatorische Mediatoren unterteilt. Zu den pro-inflammatorischen Zytokinen gehéren
IL-2 und TNF-o, wihrend IL-4, IL-10 und TGF- zu den anti-inflammtorischen Zytokinen
zéhlen. IL-6 wird als pro-inflammatorisches Zytokin mit partieller anti-inflammatorischer
Funktion bezeichnet. Aufgrund der kurzen Expressionszeit der Proteine sowie des autokrinen
und/oder parakrinen Wirkungsmechanismus ist es notwendig, die zellulére Produktion bzw.
Expression des mRNS-Transkriptes zu untersuchen, um iiber die Produktion von Zytokinen
eine Aussage zu erlangen (Olsson, 1995). Die Echtzeit-RT-PCR stellt eine sensitive Methode
zum Nachweis von Zytokinen dar. Der Vergleich der mRNS-Konzentration des Zytokins mit
der eines Referenz-Gens (Haushaltsgen; GAPDH), ermoglicht dariiber hinaus eine relative
Quantifizierung der Gen-Expression (Markus et al., 2002).

Die Amplifikation der mRNS von IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 und TNF-o gelang vorwiegend in
nicht-atrophischen Thymi der Schweinswale. Eine deutlich geringerer Anzahl an
atrophischen Thymi wies diese Zytokine auf. Die semiquantitative Auswertung zeigte eine
signifikante Korrelation zwischen der Reduktion von IL-6 und der Thymusatrophie. Aufgrund
der groBen Variationen der mRNS-Mengen innerhalb der einzelnen Gruppen konnten
zwischen der Abnahme der weiteren Zytokine und der Thymusatrophie keine Signifikanzen
festgestellt werden. Ob es sich bei der verminderten Zytokin-Expression um die Ursache oder
Folge der Thymusatrophie handelt, konnte aufgrund der vorliegenden Untersuchungen nicht
geklart werden. Die TGF-B-Expression blieb mit zunehmender Thymusatrophie relativ
konstant, jedoch fand sich in einzelnen hochgradig atrophischen Thymi eine deutlich

Aufregulation dieses Zytokins.
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Die nachgewiesenen pro- und anti-inflammatorischen Zytokine spielen eine bedeutende Rolle
in der T-Zell-Differenzierung und -Reifung. Sie werden konsitutiv oder in unterschiedlichen
Stadien der Thymopoese exprimiert. Die Interaktion der Thymozyten untereinander sowie der
Lymphozyten mit stromalen Zellen wird durch autokrine und parakrine Mechanismen
hervorgerufen (Carding et al., 1991). IL-2 spielt eine entscheidende Rolle in den frithen
Stadien der T-Zell-Entwicklung. Immature Thymozyten zeigen eine konstitutive Expression
des IL-2-Rezeptors sowie eine geringe Sekretion von IL-2 (De la Hera et al., 1986, 1987,
Toribio et al., 1989). In der Maus induziert IL-4 eine Proliferation von immaturen CD4/CD8&"
-Zellen (doppelt negativ) sowie von CD4*- und CD8"-Zellen (einfach positiv), jedoch nicht
von CD4*/CD8"* Zellen (doppelt positiv). Weiterhin fordert IL-4 die Expression der CD3- und
CD5-Oberflichenantigene in Verbindung mit der Expression des T-Zellrezeptors und einem
Verlust des CD1-Antigens. Als Ko-Stimulator induziert IL-6 die Proliferation von
Thymozyten und die IL-2-Produktion reifer T-Zellen. IL-10 hemmt die Produktion von IL-2
und TNF-o. in T-Lymphozyten und fordert das Wachstum von zytotoxischen T-
Vorlduferzellen (Chen und Zlotnik, 1991). TGF-§ spielt eine regulatorische Rolle in der
Differenzierung von T-Zellen. TNF-o wird konstitutiv in subkortikalen und medulldren
Arealen des Thymus exprimiert und induziert die Elimination von autoreaktiven Thymozyten.
Hierbei kommt es bei der negativen Selektion zur Apoptose in CD37/CD4/CD8/CD44
/CD25*-und CD3/CD4/CD8/CD44 /CD25 -Prothymozyten. Untersuchungen in vivo zeigen,
dass TNF-Rezeptor-Gen-defiziente ,,knockout“ Miuse eine deutliche Hyperzellularitit des
Thymus aufweisen. Durch Aktivierung der TNF-Rezeptoren pS55 (CD120a) und p75
(CD120b) zeigen murine Thymozyten vermehrt Apoptosen. Im Gegensatz hierzu induzieren
hohere TNF-o-Konzentrationen durch die Bindung des p75-Rezeptors eine Thymozyten-
Proliferation in vitro. Diese duale Funktion des TNF-o0 wird mit einem
Konzentrationsgradienten innerhalb des Thymus erklért, wodurch niedrige Konzentrationen
eine Apoptose auslosen bzw. hohere Konzentrationen eine weitere Differenzierung der Zellen
gewihrleisten (Baseta und Stutman, 2000). Im Gegensatz zu der inhibitorischen Wirkung auf
reife T-Lymphozyten beschleunigt TGF-B das Wachstum von immaturen Thymozyten und
verhindert deren Apoptose-Induktion (Cerwenka et al.,, 1994; 1996). Weiterhin induziert
TGF-B die Expression des CD8-Oberflichenantigenes. TGF-f fordert die Differenzierung
von Th2-Zellen, wihrend es Thl-Zellen inhibiert (Strober et al., 1997). TGF-f wird von
Thymozyten und stromalen Zellen des Thymus gebildet. Die in hochgradig atrophischen
Thymi des Schweinswales gefundene, deutliche Aufregulation ist wahrscheinlich auf die

Fibrosierung zuriickzufiihren. TGF-P besitzt eine chemoattraktive und mitogene Wirkung auf
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Fibroblasten. Weiterhin bewirkt es durch eine verminderte Expression von Proteasen und eine
erhohte Produktion von Protease-Inhibitoren eine Zunahme der extrazelluliren Matrix, wie

Kollagen, Fibronektin und Proteoglykane (Postlethwaite et al., 1987).

Die Expression von IL-6, TNF-0. und TGF-f fand sich vorwiegend in nicht bzw. hochgradig
depletierten Milzen. Die mRNS von IL-10 konnte in Organen der unterschiedlichen
Depletionsgrade nachgewiesen werden. IL-2 wurde lediglich in nicht-depletierten Milzen
nachgewiesen. Die Amplifikation von IL-4 verlief in allen Milzen mit negativem Ergebnis.
Aufgrund der groBen Variationen der Zytokin-Mengen innerhalb der einzelnen Gruppen
konnten durch die semiquantitive Auswertung der Ergebnisse keine signifikanten
Gruppenunterschiede festgestellt werden. Jedoch fanden sich in nicht und hochgradig

depletierten Milzen deutliche Aufregulationen von IL-6, TGF- und TNF-o..

Die Interaktion der detektierten Zytokine ist fiir den geregelten Ablauf der priméiren und
sekundiren Immunantwort in der Milz verantwortlich. IL-2 wird von Th1-Zellen gebildet und
stimuliert die Biosynthese weiterer Zytokine sowie die Proliferation von T-Lymphozyten.
Hierdurch wird die klonale Expansion von T-Effektorzellen nach Antigen-Stimulation
gewihrleistet. Die Reduktion der IL-2- und IL-2R-Expression fithrt zur Beendigung der T-
Zellantwort (Smith, 1992). Weiterhin fordert IL-2 das Wachstum von B-Lymphozyten und
die Immunglobulin (Ig)-Sekretion. IL-6 stellt einen multifunktionellen Mediator dar, welcher
durch zahlreiche Immunzellen und nicht-lymphatische Zellen gebildet wird. Neben seiner
Aufgabe in der Immunantwort und Hématopoese fiihrt es zur Auslosung der Akuten-Phase-
Antwort (Le und Vilcek, 1990). IL-6 stimuliert die Antigen-induzierte Proliferation von B-
Zellen sowie deren Differenzierung in Antikorper-produzierende Plasmazellen. Als Ko-
Faktor (IL-1 und IL-5) induziert es die IgM- bzw. IgA-Synthese (Kishimoto und Hirano,
1988). IL-10 wird vorwiegend von Th2-Zellen produziert. Seine immunsuppressive und anti-
inflammatorische Wirkung basiert auf der inhibierten Synthese der Th1-Zytokine IL-1, IFN-y
und TNF-o. sowie auf der Hemmung von Antigen-prisentierenden Zellen (De Waal Malefyt
et al., 1991). Weiterhin fordert IL-10 durch Induktion des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2
das Uberleben von B-Zellen. TGF-p besitzt eine immunmodulatorische und antiproliferative
Funktion in der Immunantwort. Unter anderem hemmt das Zytokin die Proliferation von B-

Zellen und die IL-2 Produktion. Weiterhin fordert TGF- die Produktion von IgG.



Diskussion 126

In den vorliegenden Untersuchungen konnte kein eindeutiger Zusammenhang zwischen der
Zytokin-Expression und der Milzdepletion festgestellt werden. Weiterhin bleibt die Ursache
der Aufregulation von IL-6, TGF-$ und TNF-a in einzelnen, hochgradig depletierten Milzen
unklar. Allerdings wird in verschiedenen, immunsuppressiven Erkrankungen, wie z.B. der
Afrikanischen Schweinepest, eine Zytokin-induzierte, lymphozytire Depletion in der Milz
beobachtet (Salguero et al., 2002). Weiterhin ist durch die Echtzeit-RT-PCR keine
Differenzierung der mRNS-Expression in den einzelnen Kompartimenten eines Organs
moglich. In diesem Zusammenhang kann eine Zytokin-Aufregulation durch aktivierte

Lymphozyten und Makrophagen in der roten Pulpa der Milz nicht ausgeschlossen werden.

Der mRNS-Gehalt von IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TGF-p und TNF-0. wurde im Blut der
Schweinswale gemessen. Die Korrelationsanalyse ergab keine signifikanten Zusammenhénge
zwischen den Zytokin-Mengen und dem Grad der Thymusatrophie. Jedoch fand sich eine
signifikante positive Korrelation zwischen dem Gehalt an IL-10 im Blut und der
Milzdepletion. Der mRNS-Gehalt der anderen Zytokine im Blut wies keine Signifikanzen mit

den Milzveridnderungen auf.

In der Akuten-Phase-Antwort kann durch erhohte TNF-o- und IL-6-Expressionen eine
vermehrte Apoptose-Induktion in lymphatischen Organen beobachtet werden (Oberholzer et
al., 2001, Wang et al., 1994). Die Kinetik der Zytokin-Synthese in stimulierten Lymphozyten
ist durch kurze Expressionsdauern und Halbwertszeiten der mRNS gekennzeichnet (Fan et al.,
1998; Yancy et al., 2001). Die fehlende Korrelation zwischen der Thymusatrophie bzw. der
Milzdepletion und der Menge an pro-inflammatorischen Zytokinen ist wahrscheinlich auf die
Dauer der Prozesse zuriickzufithren. Als Ausdruck des akuten Stadium einer Immunantwort
kann bei drei Tieren (HDW1, HDW15, pp1348) eine Mitbeteiligung von IL-6 an der

Thymusatrophie nicht ausgeschlossen werden.

In der Frithphase einer Immunreaktion bzw. eines Entziindungsgeschehens kommt es durch
Makrophagen und aktivierte Lymphozyten zu einer Uberproduktion von TNFa., IFN-y und
IL-1, welche die Induktion von weiteren pro-inflammatorischen Zytokinen hervorrufen. In der
Spitphase wird das Entziindungsgeschehen durch die Freisetzung der anti-inflammatorischen
Zytokine TGF-B, IL-4 und IL-10 aus aktivierten Lymphozyten und Makrophagen gehemmt.
IL-10 stellt ein anti-inflammatorisches Zytokin dar, welches vorwiegend von Th2-Zellen

produziert wird. Die Aufregulation von IL-10 im Blut ist als Folge einer chronischen
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Aktivierung des Immunsystems der Schweinswale zu interpretieren. IL-10 stellt durch seine
anti-inflammatorische Wirkung einen protektiven Faktor bei verschiedenen Erkrankungen,
wie z.B. Septikéimien und Endotoxdmien, dar. Jedoch fiihrt die tiberschieBende Synthese zu
einer inhibierten Zytokin-Expression durch Thl-Zellen sowie einer verminderten T-
Zellproliferation in der Milz. Die IL-10-vermittelten Verinderungen sind fiir die
Immunsuppression in der Spétphase einer generalisierten, bakteriellen Infektion
verantwortlich (Song et al., 1999). In diesem Zusammenhang kann in der murinen Milz eine

durch IL-10 induzierte Apoptose von CD4+ Zellen demonstriert werden (Ayala et al., 2001).

5.3. Untersuchungen des Einflusses von Umweltchemikalien auf das Immunsystem

der Schweinswale

Ziel der vorliegenden Studie war es, den moglichen Zusammenhang zwischen der Belastung
mit persistierenden, organischen Umweltchemikalien und morphologischen Verinderungen

der lymphatischen Organe der Schweinswale zu untersuchen.

In den vergangenen Jahren gelangten groe Mengen an  chlorierten
Kohlenwasserstoffverbindungen aus Industrie und Landwirtschaft in das marine Okosystem.
Obwohl der Einsatz dieser Chemikalien in den meisten Lindern mittlerweile eingeschrinkt
bzw. verboten wurde, findet sich noch heute eine weltweite Verteilung dieser Substanzen
(Bruhn et al., 1999; Minh et al., 2000; Watanabe et al., 1999). Als Endglieder der marinen
Nahrungskette akkumuliert der Schweinswal eine Vielzahl an organischen und anorganischen
Schadstoffen. Im Vergleich zu Vogeln und terrestrischen S#ugetieren weisen diese Tiere
einen extrem langsamen Metabolismus von Organochloriden auf. Hierdurch besteht beim
Schweinswal die Gefahr einer chronischen Exposition mit Umweltchemikalien (Duinker et
al., 1989; Tanabe et al., 1994). Zahlreiche Untersuchungen verdeutlichen den negativen
Einfluss von Umweltchemikalien auf den Gesundheitsstatus von marinen Séugetieren. In
diesem Zusammenhang wird ein immuntoxisches Potenzial von verschiedenen Schadstoffen
bei wildlebenden Tierarten diskutiert. Jedoch liegen bisher keine immunologischen
Untersuchungen beim Schweinswal vor (De Guise et al., 1995b; Luebke et al., 1997; Ross et
al., 1996a; Siebert et al., 1999; Jepson et al.,1999; Wiinschmann et al. 2001).

Der mogliche Einfluss von Umweltchemikalien auf das Immunsystem wurde an insgesamt 61

Schweinswalen untersucht. Die ausgewihlten Schadstoffklassen stehen entweder im
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Verdacht, besonders toxisch auf Meeressduger zu wirken, oder kommen in vergleichsweise
hohen Konzentrationen in diesen Tieren vor (Bruhn et al., 1999). Die histologische
Gradeinteilung der Thymusatrophie und Milzdepletion dienten als Grundlage fiir den
Vergleich mit der Schadstoffbelastung. Weiterhin wurden bei der statistischen Auswertung
das Lebensalter, das Geschlecht und die Herkunft sowie der Erndhrungs- und

Gesundheitszustand der Tiere beriicksichtigt.

Histologisch war die Thymusatrophie durch die lymphatische Depletion des Kortex, das
Verschwinden der Mark-Rindengrenze und die Vermehrung des periseptalen und
intralobuliren Bindegewebes charakterisiert. Die akute Involution ist vor allem durch eine
massive Lymphozytolyse bzw. durch eine diffuse Apoptose der kortikalen Thymozyten und
durch eine Phagozytose der apoptotischen Zellen durch Makrophagen (. tingible body
macrophages*®; ,,starry sky pattern®) gekennzeichnet (Otto, 1984; Quaglino und Ronchetti,
2001). Ob es sich bei der lymphozytiren Depletion der Schweinswale um eine vermehrte
Apoptose-Induktion handelt, wurde in der vorliegenden Studie nicht beriicksichtigt. Obwohl
histologische Kriterien eine Erkennung von apoptotischen Zellen erlauben, ist diese
Differenzierung an Gefrierschnitten aufgrund mangelnder Detailerkennbarkeit nur
eingeschrinkt moglich. Im Endstadium der Thymusatrophie kann es durch einen
vollstindigen Verlust der Lymphozyten und Sichtbarwerden der Makrophagen, epithelialen
Retikulumzellen und interdigitierenden Zellen der Rinde zu einer inversen Struktur des
Thymus kommen. Vergleichbare Verinderungen werden im Verlauf der akzidentellen
Thymusatrophie bei verschiedenen Tierarten, wie z.B. beim Kalb, beschrieben (Durchfeld et
al., 1989).

Die Milzdepletion der Schweinswale war mit einer kontinuierlichen Reduktion der PALS
vergesellschaftet. Weiterhin kam es in den Milzen zu einem Verlust der Sekundérfollikel und
zur Ausbildung von kleinen Primérfollikeln. Die statistischen Analysen zeigten eine positive
Korrelation zwischen der Milzdepletion und Thymusatrophie. Dai et al. (1998)
demonstrierten, dass es durch die gestorte Thymopoese zu einer verminderten Besiedlung der
peripheren T-Zellkompartimente kommt. Weiterhin konnen jedoch andere endogene und
exogene Faktoren, welche inhibitorisch auf periphere T-Zellen wirken, als Ursache der
Milzdepletion beim Schweinswal nicht ausgeschlossen werden (Ozeki et al., 1997; Quaglino
und Ronchetti, 2001; Wyllie, 1980).
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Die Rangkorrelationsanalyse nach Spearman zeigte eine positive Korrelation zwischen dem
Grad der Thymusatrophie sowie der Milzdepletion und dem erhéhten PCB- und PBDE-
Gehalt der Schweinswale. Die Belastung mit Toxaphen, DDT und DDE wies keine
signifikanten Zusammenhénge mit der Depletion in Thymus und Milz auf. Weiterhin bestand
eine positive Korrelation zwischen der Depletion in beiden Organen und den errechneten
Toxizititsdquivalenten (TEQ). Unter Einbeziehung der verschiedenen Variablen in das
Rechenmodell (schrittweise polytome logistische Regression) wies die PBDE-Belastung den
groBten statistischen Einfluss auf die Thymusatrophie auf. Weiterhin bestand ein signifikanter
Zusammenhang zwischen der Thymusatrophie bzw. Milzdepletion und der Verschlechterung
des Gesundheitszustandes. Die weiteren Schadstoffe hatten eine geringere bzw. keine
Bedeutung zur Erkldrung der Depletion. Zusitzlich zeigten das zunehmende Lebensalter, das
Geschlecht sowie die Herkunft der Tiere keinen Einfluss auf die Thymusatrophie bzw.

Milzdepletion.

Der Thymus stellt ein zentrales Organ der Lymphopoese dar, in dem es durch Differenzierung
der T-Vorlduferzellen aus dem Knochenmark zur Migration von selektierten T-Zellen in
peripheren lymphatischen Organen kommt (Savino und Dardenne, 2000). Die vorliegenden
Untersuchungen demonstrieren das Auftreten von lymphozytiren Depletionen in Thymus und
Milz von Schweinswalen. Die statistischen Analysen zeigten, dass vorwiegend neugeborene
und juvenile Tiere (< 3 Jahre) eine Thymusatrophie aufwiesen. Im Vergleich hierzu konnte
beim adulten Schweinswal keine hochgradige Thymusatrophie beobachtet werden. Die
physiologische Thymusinvolution setzt beim Schweinswal nach der Geschlechtsreife mit dem
dritten bis vierten Lebensjahr ein. Jedoch vollzieht sich dieser Prozess beim Schweinswal
relativ langsam, so dass noch bis zum 12. Lebensjahr ein makroskopisch erkennbarer Thymus
nachweisbar ist (Wiinschmann et al., 1999). In der vorliegenden Studie zeigten die meisten
adulten Tieren (24 Jahre) keine bzw. eine gering- bis mittelgradige Depletion. Ebenfalls
konnten deutliche Residuen des Thymusgewebe bei einem 12 Jahre alten Schweinswal
nachgewiesen werden (pp1529). Eine vergleichbar langsame, altersabhingige
Thymusinvolution findet sich beim Grofien Timmler (Cowan, 1994). Aufgrund der
vorliegenden Ergebnisse handelt es sich bei der Thymusatrophie der jungen Schweinswale

um eine akzidentelle Thymusatrophie.

Vorwiegend gestrandete Wale mit einem schlechten Ernshrungszustand und

Gesundheitsstatus wiesen eine hochgradige Thymusatrophie und Milzdepletion auf. Infolge
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verschiedener chronischer Erkrankungen kann eine Thymusatrophie beobachtet werden (Dai
et al., 1998; Durchfeld et al., 1989; Otto, 1984). In der vorliegenden Arbeit fanden sich
Thymusatrophien, welche mit schwerwiegenden Erkrankungen assoziiert waren. Hierbei
standen disseminierte, ulzerative bzw. pyogramulomatds-nekrotosierende Dermatitiden
(HDW1; HDW?7), fibrinds-eitrige Pleuropneumonien (HDW15), granulomatdsen
Bronchopneumonien (pp1642; pp1660; pp1670) und diffuse, eitrige Peritonitiden (pp1640)
im Vordergrund. Die Tiere wiesen teilweise generalisierte, bakterielle Infektionen (E.coli;
Streptococcus spp) auf. Weiterhin fand sich bei einem Tier eine pyogranulomatdsen

Myokarditis infolge einer Staphylococcus aureus-Septikimie (pp1481; Siebert et al., 2002).

Generalisierte, bakterielle Infektionen fiihren zu einer Depletion der lymphatischen Organe.
Die Thymusatrophie steht hierbei im Vordergrund. Im Verlauf der Sepsis fordern
Lipopolysaccarid (LPS), ein Zellwandbestandteil Gram-negativer Bakterien, sowie
Peptidoglykan, ein Zellwandbestandteil aller Bakterien, die vermehrte Apoptose-Induktion
der Lymphozyten. Weiterhin wird durch Substanzen Gram-positiver Bakterien, wie z.B.
Enterotoxin B von Staphylococcus aureus, eine vermehrte Apoptose von Thymozyten
hervorgerufen. Die lymphatische Depletion basiert vorwiegend auf der bakteriell-bedingten
Aufregulation pro-inflammatorischer Zytokine, wie IL-1, IL-6 und TNF-o. sowie von
Glukokortikoiden und Katecholaminen (Lin et al., 1999; Ozeki et al., 1997; Wang et al.,
1994). Die resultierende Immunsuppression erhoht das Risiko von weiteren opportunistischen
Infektionen (Oberholzer et al., 2001). Im Gegensatz dazu fiihren verschiedene Viren zu einer
lytischen Infektion der Immunzellen. Vergleichbar den Verhaltnissen bei terrestrischen
Karnivoren werden bei verschiedenen Wal- und Robbenspezies eine Morbillivirus-bedingte
Lymphozytolyse und transiente Thymusatrophien beschrieben (Kennedy, 1998; Wiinschmann
et al., 2000). Die pathologischen Untersuchungen zeigten jedoch, dass bei den Schweinswalen
dieser Studie keine Erkrankungen durch Morbilliviren vorlagen. Diese Ergebnisse wurden
durch immunhistologische Untersuchungen auf das Vorhandensein von Morbillivirus-Antigen
in Lunge und ZNS der Tiere bestitigt (Miiller et a., 2000; Dr. G. Miiller; Institut fiir

Veterinir-Pathologie; Justus-Liebig-Universitit Giessen: personliche Mitteilung).

Chronische Erkrankungen, physische und psychische Anstrengungen sowie multiple
Traumata filhren zu einer gesteigerten adrenalen Sekretion von Glukokortikoiden. Im Verlauf
der Stress-induzierten Thymusatrophie wird eine gesteigerte Endonuklease-Aktivitdt und
DNS-Degradation in Thymozyten beobachtet (Wyllie, 1980). In der Regel sind von diesem
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Szenario nicht alle Lymphozyten gleichermaBien betroffen. So findet man im Verlauf der T-
Zelldepletion einen selektiven Verlust an immaturen CD4*/CD8*-Zellen (doppelt positiv),
wiihrend in reifen CD4"- sowie CD8"-Zellen (einfach negativ) der Medulla keine vermehrte
Apoptose-Rate nachgewiesen wird. Thymozyten in der Go-Phase zeigen eine hohere
Sensitivitit gegeniiber der Apoptose-Induktion als aktivierte Thymozyten. Durch das
selektive Absterben der Zellen in der Go-Phase kommt es zur klonalen Expansion der
Thymozyten, welche sich bereits im Zellzyklus befinden (Bruno et al., 1992; Quaglino und
Ronchetti, 2001). Weiterhin werden protektive Faktoren im Thymus (z.B. Zytokine) sowie
die Interaktionen mit Stromazellen fiir die erhohte Resistenz der meduldren Thymozyten

verantwortlich gemacht (Oldenburg et al., 1997).

Im Gegensatz zu beigefangenen Tieren stellt bei gestrandeten Schweinswalen die
Abmagerung einen hdufigen Befund dar. Diese Wale zeigen deutlich reduzierte
Unterhautfettdepots und eine ausgeprigte Atrophie des M. longissimus dorsi (Benke et al.,
1998; Kuiken et al., 1994). Untersuchungen verschiedener Spezies verdeutlichen eine erh6hte
Empfinglichkeit fiir infektidse oder neoplastische Erkrankungen im Zusammenhang mit einer
alimentdren Unterversorgung. Hierbei spielen Proteine, Vitamine und Spurenelemente, wie
Zink, die entscheidende Rolle (King und Fraker, 2000). Urséchlich wird hierfiir eine gestorte
Thymopoese mit resultierender verminderter zellulirer Immunantwort verantwortlich
gemacht. B-Lymphozyten werden durch die alimentire Unterversorgung weniger beeinflusst.
Neben einer Thymusatrophie (Hungertypus) finden sich Depletionen in den T-
Zellkompartimenten der Milz, Lymphknoten und MALT sowie eine Reduktion des
CD4/CD8-Verhiltnisses im peripheren Blut. Urséchlich kann eine verminderte Mitogen- und
Antigen-induzierte T-Zellproliferation in vitro sowie eine verminderte Produktion der Thl-
Zytokine IL-2 und IFN-y beobachtet werden (Dai et al., 1998). Zur Sicherstellung
lebenswichtiger Funktionen des Zentralen Nervensystems, der Leber, der Nieren und des
Herzens wird der Metabolismus der Immunzellen reduziert. Im Verlauf der Abmagerung
findet sich eine erhohte endogene Glukokortikoid-Ausschiittung sowie ein verminderter
Blutspiegel an Schilddriisenhormonen (Thyroxin, Trijodthyronin). Weiterhin spielt das
Absinken des Adipozyten-spezifischen Hormons Leptin in der Pathogenese der

Thymusatrophie eine entscheidenden Rolle (Howard et al., 1999; Matarese, 2000).

Untersuchungen verschiedener Schweinswal-Populationen der Nord- und Ostsee zeigen

deutliche Abmagerungen in Verbindung mit ausgeprégten, chronischen Erkrankungen. Wie in
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der vorliegenden Arbeit beschrieben, kann in den meisten Fillen nicht mehr nachvollzogen
werden, inwieweit die Abmagerung eine Pridisposition fiir die Erkrankung oder dessen Folge
darstellt (Jauniaux et al., 2002; Siebert et al., 2001). Siebert et al. (1999) vermuten, dass die
Abmagerung durch Endoparasitosen hervorgerufen wird. Bei neonatalen Schweinswalen
findet sich durch eine verminderte Milchaufnahme eine Abmagerung ohne zugrundeliegende
Erkrankung. Weiterhin wurde bei #lteren Walen durch den Verlust der Zihne eine
Nihrstoffunterversorgung beobachtet (Baker und Martin, 1992; Kirkwood et al., 1997).
Ebenfalls kann eine Dezimierung der Fischbestinden in den Gewissern als Ursache fiir die

Abmagerung nicht ausgeschlossen werden (Jauniaux et al., 2002).

Ob es sich bei den Ergebnissen der toxikologischen Analysen um Veridnderungen im Sinne
einer schadstoffbedingten Immunsuppression handelt, bleibt spekulativ. Jedoch finden sich in
experimentelle Studien bei Seehunden eine PCB-induzierte, verminderte Funktion der
Natiirlichen Killerzellen, der Mitogen-induzierten T-Zellantwort und der Antigen-
spezifischen Lymphozytenproliferation in vitro. Als Ausdruck einer Hemmung der T-
Helferzellen bzw. der Gedéchtnisfunktion des Immunsystems weisen PCB-belastete
Seehunde eine supprimierte, zellvermittelte Allergie vom verzogerten Typ (Typ IV-
Uberempfindlichkeit) und eine verminderte Antikorperbildung nach intradermaler Injektion
von Ovalbumin in vivo auf (De Swart et al., 1995; Ross et al., 1995; 1996a; Van Loveren et
al., 2000). Weiterhin kann durch die Applikation von akkumulierten Schadstoffen aus

Meeressiugern eine Thymusatrophie in Ratten induziert werden (Ross et al., 1996b, 1997).

Die Mechanismen einer PCB-induzierten Immunsuppression sind teilweise ungeklért, jedoch
spielt die vermehrte Apoptose-Induktion in unreifen, kortikalen Thymozyten eine
entscheidende Rolle. Koplanare PCB-Kongenere zeigen aufgrund ihrer strukturellen
Ahnlichkeit mit dem 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (2,3,7,8-TCDD) eine erhohte
Bindungsaffinitit fiir den zytosolischen Arylhydrokarbon (Ah)-Rezeptor (Tryphonas, 1994).
Die besondere Empfindlichkeit der Thymozyten gegeniiber Schadstoffen wird durch deren
relativ hohen Gehalt an Ah-Rezeptoren erklirt. Die Hemmung von NF-kB durch Aktivierung
des Ah-Rezeptor wird fiir die vermehrte Induktion des programmierten Zelltodes in
lymphatischen Zellen verantwortlich gemacht (Tian et al., 1999). Dioxin-empfindliche
Elemente in den Promotor-Genen zahlreicher Zytokine, wie IL-1f, IL-2, IL-6, TNF-§ und
TNF-o, werden zusitzlich fiir die immuntoxische Wirkung von Schadstoffen verantwortlich

gemacht (Lai et al., 1997). Weiterhin kommt es durch Ah-Rezeptor-bindende Organochloride
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zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren im Thymus, verbunden mit einer beschleunigten
positiven Selektion und Reifung der Pro-Thymozyten in reife CD8"-Zellen (Kremmer et al.,
1995). Neben den direkten Ah-Rezeptor vermittelten Effekten gibt es jedoch noch weitere,
weitgehend unbekannte Mechanismen, welche fiir die immuntoxische Wirkung
verantwortlich sind. In diesem Zusammenhang demonstrieren Hossain et al. (1998), dass es
nach Inkubation von 2,3,7,8-TCDD zu einer Ah-Rezeptor—unabhéngigen, verminderten
Expression des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 und resultierender Apoptose von

Lymphozyten in vitro kommt.

In den letzten Jahren wird eine zunehmende Belastung mit PBDE in verschiedenen Robben-
und Walpopulationen, inklusive der Schweinswale beobachtet (Boon et al., 2002). Aufgrund
der strukturellen Ahnlichkeit mit 2,3,7,8-TCDD besitzt PBDE eine Ah-Rezeptor-agonistische
Wirkung. Die subchronische PBDE-Exposition von Miusen bewirkt eine Gewichtsreduktion
des Thymus (Fowles et al., 1994; McDonald, 2002). Untersuchungen beziiglich eines
moglichen negativen Einflusses auf den Gesundheitsstatus bzw. auf das Immunsystem von

marinen S4ugetiere liegen bisher nicht vor.

Der Mittelwert des PCB-Gehaltes der Schweinswale mit hochgradigen Thymusatrophien
(Gruppe IV: 11,29 £ 9,15 mg PCB /kg Lipid) lagen innerhalb der Werte von Seehunden mit
PCB-induzierten, immunologischen Defekten (11-22 mg PCB /kg Lipid). Der direkte
Vergleich wird jedoch dadurch erschwert, dass in diesen Studien z.T. unterschiedliche PCB-
Kongenere analysiert wurden (Ross et al., 1996a). Weiterhin sind Spezies-spezifische
Unterschiede im Metabolismus und der Detoxifizierung von PCBs bei der Interpretation der

Daten zu beriicksichtigen (Lapierre et al., 1999, Tryphonas, 1994).

Die toxikologischen Analysen zeigten, dass Dioxin-#hnliche Substanzen, wie die koplanaren
PCB-Kongenere CB77, 126, 169 sowie das mono-ortho PCB-Kongener CB118, in den
Schweinswalen akkumulieren. Zur Abschitzung der Toxizitdt von chlorierten
Kohlenwasserstoffen wird das internationale Konzept der Toxizititsiquivalente (TEQ)
angewendet. Dabei wird die Toxizitit der einzelnen Substanzen mittels Toxizitétsfaktoren
(TEF) relativ zum 2,3,7,8-TCDD angegeben (Tryphonas, 1994). In der vorliegenden sowie in
friiher durchgefiihrten Schadstoffanalysen stellt CB118 mit ca. 60% an der Gesamttoxizitdt
(ETEQ) das wichtigste Kongener in der Risikoabschitzung beim Schweinswal dar (Bruhn et
al., 1999; Prof. Dr. M. McLachlan; Institut fiir Ostseeforschung der Universitit Rostock:
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personliche Mitteilung). In der vorliegenden Arbeit wurden die TEQ auf der Basis des CB118
errechnet und mit dem Grad der Thymusatrophie und Milzdepletion korreliert. Tiere mit
erhohten TEQ wiesen gehduft eine mittel- bis hochgradige Thymusatrophie bzw.
Milzdepletion auf. Der Mittelwert der Toxizititsdquivalente der Tiere mit hochgradigen
Thymusatrophien lag mit 76,0 + 54,6 ng TEQ /kg Lipid unter den Werten von Seehunden mit
einer PCB-induzierten Immunsuppression (208,7 + 11,6 ng TEQ/kg Lipid; Ross et al., 1995).
Jedoch wird auch hier der direkte Vergleich durch mogliche Unterschiede zwischen
Seehunden und Schweinswalen im Metabolismus der Kohlenwasserstoffe erschwert.
Weiterhin bezieht sich das Prinzip der TEQ lediglich auf Ah-Rezeptor-vermittelte Effekte, so
dass andere Ah-Rezeptor-unabhidngige Mechanismen sowie agonistische Effekte
verschiedener Schadstoffklassen unberiicksichtigt bleiben (Hossain et al., 1998; Lapierre et
al., 1999; Tryphonas, 1994).

Der relativ hohe Gehalt an Schadstoffen in neonatalen und juvenilen Schweinswalen ist auf
den transplazentaren Transfer auf den Fetus zuriickzufiihren. Weiterhin spielt die Aufnahme
von Xenobiotika durch neugeborene Tiere wihrend der Laktation eine entscheidende Rolle.
Bei verschiedenen Walspezies wird wihrend der ersten Kalbung der grofte, maternale
Transfer von Organochloriden beobachtet (Borrell et al., 1995; Jepson et al., 1999). In diesem
Zusammenhang zeigen Ross et al. (1996b), dass die perinatale Exposition von chlorierten
Kohlenwasserstoffen ein hoheres immuntoxisches Risiko als die Schadstoffaufnahme beim

adulten Individuum darstellt.

Durch die gesteigerte Lipolyse infolge der Abmagerung werden Schadstoffe vermehrt
mobilisiert. Der katabole Zustand bewirkt eine Freisetzung der lipophilen Substanzen aus den
Fettdepots, sodass sich diese Substanzen im Blutplasma anreichern und toxische Grenzwerte
iiberschreiten kénnen (Korytko et al., 1999; Imbeault et al., 2001). De Swart et al. (1995)
zeigen an hungernden Seehunden, dass der Verlust von 16,5% des Korpergewichtes eine
Verdopplung des Organochlorid-Gehaltes im Blut hervorruft. In der vorliegenden Arbeit kann
aufgrund fehlender Daten beziiglich des Metabolismus von Organochloriden der

urspriingliche Schadstoffgehalt in abgemagerten Schweinswalen nicht extrapoliert werden.

Schweinswale mit lymphozytiren Depletionen in Thymus und Milz wiesen i.d.R. deutliche
pathologische Befunde, wie Abmagerungen, Pneumonien, Septikiimien bzw. Dermatitiden,

auf. Jedoch handelt es sich bei diesen Erkrankungen nicht um die Folge einer spezifischen
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Noxe, wie beispielsweise eine Infektion mit hochvirulenten Morbilliviren. In der vorliegenden
Untersuchung wurden vorwiegend parasitire Infestationen und Infektionen mit fakultativ
pathogenen, bakteriellen Erregern beobachtet. Die Nematoden und Bakterien finden sich im
Lebensraum der Tiere, ohne lebensbedrohende Erkrankungen hervorzurufen. Erst durch eine
Immunsuppression der Tiere kommt es zur Exazerbation. Jepson et al. (1999) beschreiben die
Korrelation der PCB-Belastung mit dem Auftreten von infektiosen Erkrankungsursachen bei
Schweinswalen aus Gewdssern um England und Wales. Zusitzlich findet sich ein negativer
Einfluss von nicht-organischen Umweltchemikalien, wie beispielsweise
Quecksilberverbindungen, auf den Gesundheitsstatus der Schweinswale aus der deutschen
Nord- und Ostsee. Wie in der vorliegenden Arbeit, werden in diesen pathologischen
Untersuchungen nur unspezifische Erkrankungsursachen gefunden (Siebert et al., 1999). Die
Autoren folgern daraus, dass mogliche immuntoxische Effekte der Umweltchemikalien zu
einer erhohten Krankheitsanfilligkeit der Schweinswale fithren kénnen. Eine erhdhte Inzidenz
von neoplastischen Erkrankungen, wie sie bei PCB- und Benzoapyren-belasteten
Belugawalen im St. Lawrence Strom (Kanada) beschrieben werden, konnte in der

vorliegenden Studie nicht festgestellt werden (De Guise et al., 1994, Martineau et al., 1987).

5.4. SchluBibetrachtung

Die Untersuchungen unterstiitzen die  Hypothese einer  schadstoffbedingten
Immunsuppression beim Schweinswal (Jepson et al., 1999, Siebert et al., 1999). Erstmals
wurde der Schwund an lymphatischen Zellen in Thymus und Milz dieser Tierart beschrieben
und ein Zusammenhang mit der PBDE- und PCB-Belastung aufgezeigt. Weiterhin wurden
assoziierte Verdnderungen der Lymphozyten-Subpopulationen und der Zytokin-Expression
ermittelt. Allerdings stellen die Befunde am Immunsystem der Wale keine spezifischen
immuntoxischen  Verinderungen dar, sondern werden infolge  verschiedener
immunsuppressiver Einfliisse beobachtet (Durchfeld et al., 1989; Quaglino und Ronchette,
2001; Wiinschmann et al., 2000). Inwieweit die lymphozytiire Depletion in Thymus und Milz
primir durch Organochloride verursacht oder als Folge der beschriebenen
Krankheitserscheinungen anzusehen ist, muss in weiterfiihrenden Untersuchungen geklirt
werden. Weiterhin blieb die Kontamination der Schweinswale mit anorganischen
Xenobiotika, vor allem mit Quecksilberverbindungen, in der vorliegenden Untersuchung
unberiicksichtigt (Joiris et al, 2001; Siebert et al., 1999). Aufgrund der vorliegenden
Untersuchungen bleibt spekulativ, ob die Thymusatrophie und Milzdepletion mit einer
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verminderten Immunantwort vergesellschaftet und damit fiir die Haufung von bakteriellen
und parasitiren Erkrankungen der Tiere verantwortlich sind. Die Quantifizierung der
zelluliren Immunantwort mittels des Lymphozytenstimulationstests sowie der Zytokin-
Expression mittels semiquantitativer RT-PCR am lebenden Tier stellen sinnvolle
Erginzungen zur Untersuchung moglicher immunologischer Defizite beim Schweinswal dar
(Grone et al., 1998; Kristensen et al., 1982).
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6. Zusammenfassung

1. Neben hohen Beifangzahlen und einem verminderten Nahrungsangebot sind die
Schweinswale der Deutschen Nord- und Ostsee durch die zunehmende Héufigkeit bakterieller
und parasitéirer Erkrankungen gefihrdet. Weiterhin akkumulieren die Wale groe Mengen an
organischen und anorganischen Schadstoffen. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, den
moglichen Zusammenhang zwischen der Schadstoffbelastung und Verdnderungen im

Immunsystem der Schweinswale zu untersuchen.

2. Im Literaturteil wird die Taxonomie und Okologie sowie die aktuelle Situation der
Schweinswale in der Nord- und Ostsee dargestellt. Weiterhin werden Studien zur zelluldren
und humoralen Immunantwort sowie zur Immuntoxizitit bei marinen Saugetieren
beschrieben. Neben morphologischen Aspekten werden pathologische Verinderungen der
lymphatischen Organe verschiedener Wal- und Robbenarten beriicksichtigt. AbschlieBend
wird der gegenwirtige Stand der Forschung auf dem Gebiet der Immunphénotypisierung

Iymphatischer Zellen und der Zytokine bei Meeresséugetieren erldutert.

3. Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden 26 monoklonale (mAK) und ein
polyklonaler Antikorper (mAK) unterschiedlicher Spezies auf ihre immunhistologische
Kreuzreaktivitit mit gefrorenen und Formalin-fixierten, Paraffin-eingebetteten lymphatischen
Geweben des Schweinswales getestet. T-Lymphozyten wurden durch einen mAK und pAK
Anti-CD3-Antikorper sowie durch zwei monoklonale walspezifische Anti-CD2-Antikorper
markiert. Ein walspezifischer CD45R-Marker zeigte eine starke Reaktion auf B-
Lymphozyten, wihrend T-Lymphozyten eine schwache Reaktion aufwiesen. MHC Klasse II-
Antigen, welches durch einen bovinen und walspezifischen mAK erkannt wurde, fand sich
auf T- und B-Lymphozyten. Ein kaniner MHC Klasse II-spezifischer mAK reagierte mit
Oberflichenantigenen von Antigen-prisentierenden Zellen und B-Lymphozyten. Ein equiner

Pan-Leukozytenmarker erkannte die meisten Zellen der T- und B-Zellkompartimente.

4. Zur Untersuchung der zelluliren Immunantwort wurden periphere Blutlymphozyten
von vier Schweinswalen isoliert. Nach Inkubation mit Concanavalin A (Con A),
Phytohimagglutinin (PHA) und ,,pokeweed mitogen” (PWM) wurde die Zellproliferation
durch BrdU-Inkorporation photometrisch gemessen. Con A und PHA stellten die effektivsten
Mitogene dar, wihrend PWM eine vergleichsweise geringe Proliferation der Lymphozyten

induzierte.
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5. Mittels RT-PCR wurde die Genexpression ausgewihlter Zytokine und des
Haushaltsgens GAPDH im Lymphozytenstimulationstest untersucht. Durch die selektierten
Primer konnte die mRNS von IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TGF-B und TNF-o in Con A und
PWM-stimulierten Zellen detektiert werden. In PHA-stimulierten Zellen konnte keine IL-2-
mRNS nachgewiesen werden. IL-10 und GAPDH fanden sich in unstimulierten und
stimulierten Zellen. Die Spezifitit der Amplifikate wurde durch die DNS-Analyse bestitigt.

6. Gegenstand der Hauptuntersuchungen waren 61 gestrandete und beigefangene
Schweinswale aus der Nord- und Ostsee sowie aus isldndischen und norwegischen
Gewissern. Fiir die histologische Befunderhebung wurden Formalin-fixierte, Paraffin-
eingebettete, HE-gefirbte Gewebsschnitte verwendet. Die Gradierung der Thymusatrophie
und Milzdepletion erfolgte anhand morphologischer Kriterien. Weiterhin wurde der
Gesundheitsstatus der Tiere aufgrund des Ernihrungszustandes und der pathologischen
Verdnderungen ermittelt. Durch toxikologische Analysen wurden die PCB-, PBDE-,
Toxaphen-, DDE- und DDT-Konzentrationen im Fettgewebe quantifiziert.

7. Der Respirationstrakt wies die haufigsten, pathologischen Befunde auf. Gestrandete
Schweinswale zeigten einen schlechteren Ernihrungs- und Gesundheitszustand als
beigefangene Tiere. Weiterhin fand sich eine positive Korrelation zwischen der
Thymusatrophie bzw. Milzdepletion und erhdhten PCB- und PBDE-Konzentrationen.
Zusitzlich bestand ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Depletion beider Organe

und dem Gesundheits- bzw. Erndghrungszustand.

8. Mittels Immunhistologie wurden unterschiedlich stark depletierte Thymi und Milzen
von 29 Tieren phinotypisch charakterisiert. Zusitzlich wurde mittels semiquantitativer
Echtzeit-RT-PCR die Zytokin-Expression in diesen Organen und dem Blut der Tiere

gemessen.

9. Die Thymusatrophie war mit einer Depletion der CD2'/CD3e*-Zellen
vergesellschaftet. In hochgradig atrophischen Thymi fand sich mit dem bovinen Antikorper
eine kortikale MHC Klasse II-Aufregulation. Weiterhin war die Thymusatrophie mit einem
Verlust der medulliren CD45R- und MHC Klasse II-exprimierenden Zellen verbunden. Die

Milzdepletion war ‘durch einen Zellschwund in den Follikeln und der Marginalzone, ohne
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phinotypische Verénderungen charakterisiert. Jedoch fand sich in der PALS ein selektiver

Verlust der CD2*- und CDg*-Lymphozyten.

10.  Mittels Echtzeit-RT-PCR konnte mit zunehmender Atrophie eine verminderte
Expression von IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 und TNF-o. im Thymus nachgewiesen werden, jedoch
zeigte lediglich die Reduktion von IL-6 einen signifikanten Zusammenhang. Die Zytokin-
Expression in der Milz wies keine eindeutige Verbindung mit der Depletion auf. In einzelnen
intakten und hochgradig depletierten Organen konnte jedoch eine Aufregulation von IL-6,
TNF-o und TGF-f festgestellt werden.

11. Die mRNS-Menge von IL-10 im Blut wies einen signifikanten Zusammenhang mit der
Milzdepletion auf. Es konnte keine eindeutige Korrelation zwischen der Thymusatrophie und
den Zytokinen im Blut festgestellt werden. Jedoch wiesen drei Schweinswale mit

hochgradiger Thymusatrophie eine deutliche IL-6-Aufregulation auf.

12. Mit zunehmender Thymusatrophie wird ein T-Zellverlust beobachtet. Die
immunphénotypischen Verinderungen sprechen fiir eine Depletion der unreifen, kortikalen
Thymozyten. Weiterhin ist die Reduktion medullérer B-Lymphozyten moglicherweise mit
einer gestdrten Thymopoese vergesellschaftet. Die Depletion der T- und B-
Zellkompartimente in der Milz sowie der selektive Verlust von T-Lymphozyten in der PALS
kann als eine Suppression ortstindiger Zellen oder eine gestorten Migration aus priméren

lymphatischen Organen interpretiert werden.

13.  Die semiquantitative Echtzeit-RT-PCR stellt ein sensitives Verfahren fiir den Zytokin-
Nachweis dar. Die ausgewihlten Zytokine spielen eine Rolle in der Thymopoese und
Immunantwort der Schweinswale und der mogliche Zusammenhang mit der Thymusatrophie
bzw. Milzdepletion wird diskutiert. Moglicherweise induziert die IL-10-Aufregulation im

Blut eine lymphozytire Suppression in der Milz der untersuchten Wale.

14.  Die Untersuchungen unterstiitzen die Hypothese eines negativen Einflusses von PCB
und PBDE auf das Immunsystem der Schweinswale. Jedoch miissen bei der Interpretation
weitere immunsuppressive Faktoren wie chronische Erkrankungen und Kachexie der Tiere,

welche ebenfalls zu einer lymphozytiren Depletion fithren konnen, beriicksichtigt werden.
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7. Summary

1. The harbor porpoises in the German North and Baltic Seas represents an endangered
species due to high by-catch rates, depletion of food sources, and a growing incidence of
bacterial and parasitic diseases. As a top predator, whales accumulate environmental
contaminants. The aim of the present study was to investigate the possible influence of

xenobiotics on the immune system of harbor porpoises.

2. Taxonomy, ecology, and the current status of harbor porpoises in the North and Baltic
Seas is reviewed in the literature section. Additionally, investigations upon the cellular and
humoral immune response, as well as upon the immunotoxicity in marine mammals are
described. Special emphasis is given to the morphology and pathological changes in lymphoid
organs of different cetacean and pinniped species. Finally, techniques for
immunophenotyping of lymphoid cells and detection of cytokines in marine mammals are

described.

3. In the first part of the study 26 monoclonal antibodies (mAb) and one polyclonal
antibody (mAb) of different species were tested for immunohistochemical cross-reactivity on
frozen or formalin-fixed, paraffin-embedded lymphatic tissues of the harbor porpoise. T-
lymphocytes were labeled by a mAb and a pAb directed against the CD3 complex and by two
cetacean mAb specific for CD2 antigen. CD45R, labeled by a cetacean mAb, was strongly
expressed on B and weakly on T cells. MHC class II antigen, recognized by cetacean and
bovine-specific mAbs, was expressed on T and B cells. A canine MHC class II-specific mAb
recognized an epitope on the surface of antigen-presenting cells and B lymphocytes. An

equine-pan-leukocyte marker labeled the majority of cells in B- and T-cell compartments.

4. To investigate the cellular immune response of peripheral lymphocytes, blood cells
were isolated from four harbor porpoises. After concanavalin A (Con A)-,
phytohemagglutinin (PHA)-, and pokeweed mitogen (PWM)-stimulation cell proliferation
was measured photometrically using BrdU-assay. Con A and PHA were the most effective

mitogens, while PWA induced only a comparatively low proliferation.

5. Gene expression of selected cytokines and the housekeeping gene GAPDH in the
lymphocyte transformation test was investigated by RT-PCR. Using specific primers IL-2-,
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IL-4-, IL-6-, IL-10-, TGF-B- and TNF-a-cDNA were amplified in Con A- and PWM-
stimulated cells. IL-2 was not detected in PHA-activated cells. The mRNA of IL-10 and
GAPDH was expressed in non-stimulated and stimulated cells. Additionally, specificity of

PCR-products was confirmed by sequence analysis.

6. Sixty one by-caught and stranded harbor porpoises from the North and Baltic Seas, as
well as from Icelandic and Norwegian waters were investigated. Histological examination
was performed on formalin-fixed, paraffin-embedded and HE-stained tissue sections. Grading
of thymic atrophy and splenic depletion was based on morphological criteria. Additionally,
the nutritional state and health status of harbor porpoises was determined. Body burden of

PCB, PBDE, toxaphen, DDE and DDT was quantified by toxicological analysis.

7. The most severe pathological findings were demonstrated in the respiratory tract. In
comparison to by-caught harbor porpoises, most stranded animals showed a poor nutritional
state and health status. Furthermore, thymic atrophy and splenic depletion was positively
correlated to increased PCB- and PBDE-concentrations. In both organs lymphoid depletion

was correlated with a poor nutritional state and health status.

8. Phenotypical changes in thymus and spleen of 29 harbor porpoises were investigated
using immunohistochemistry. Furthermore, cytokine expression in these organs and the blood

was measured using semiquantitative real-time RT-PCR.

9. Thymic atrophy was associated with a depletion of CD2*/CD3g"-cells. Using the
bovine mAb a cortical MHC class II-up-regulation was found in severely atrophic thymuses.
Furthermore, thymic atrophy was correlated to a decrease of medullary CD45R- and MHC
class IT-expressing cells. Splenic depletion was characterized by cellular loss in follicles and
the marginal zone, without phenotypical changes. However, in the PALS a selective loss of

CD2*- and CD3¢"-lymphocytes was demonstrated.

10. Using real-time RT-PCR a loss of IL-2, IL-4, IL-6, 1I-10 and TNF-o. expression was
demonstrated in atrophic thymuses. However, only down-regulation of IL-6-mRNA was
statistically significant. Cytokine expression in the spleen showed no association with
lymphoid depletion, and in few normal and severely depleted organs a marked up-regulation
of IL-6, TNF-o. and TGF-f was found.
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11.  Splenic depletion was significantly associated with an up-regulation of IL-10 in the
blood. No definite correlation was found between cytokine expression and thymic atrophy.
However, in three animals with severe thymic atrophy high levels of IL-6 were found in the

blood samples.

12. Thymic atrophy of the harbor porpoise is associated with a loss of T cells
predominantly in the cortex. Furthermore, immunophenotypical changes demonstrated a
depletion of immature cortical thymocytes. Reduction of medullary B cells may be associated
with diminished thymopoiesis. Additionally depletion of splenic T and B cell compartments
can be interpreted due to suppression of splenic stem cells or a failure of immigration from

primary lymphoid organs.

13.  Semiquantitative real time RT-PCR is a sensitive method for the detection of
cytokines. The possible role of selected cytokines in the thymopoiesis and the immune
response as well as the possible interaction with the observed lymphoid depletion in harbor
porpoises is discussed. Up-regulation of IL-10 in the blood may induce a splenic suppression

in the investigated harbor porpoises.

14.  The results of the present investigation indicate a potential negative influence of PCB
and PBDE upon the immune system of harbor porpoises. However, other immunosuppressive
factors, such as chronic illness and emaciation can lead to similar changes in lymphoid organs

of the animals.
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9. Anhang
9.1. Bezugsquellen fiir Chemikalien, Enzyme und Antikorper

Advanced Biotechnologies, Hamburg

Superladder-Low (100bp Liangenstandard), SLL-100S

Typ II sample loading buffer (6x), 1,0 ml 15%w/v Ficol 400 (Pharmacia), 0,06% w/v Xylol
Zyanol FF, 30 mM EDTA

Boehringer Mannheim Biochemica, Mannheim
DNase I, RNase-frei, 776 785
Ethidiumbromid, 200271

Camon, Laborservice GmbH, Wiesbaden

biotiniliertes Pferd anti-Maus-Immunglobulin (Vector Laboratories), BA 2000
biotiniliertes Kaninchen anti-Ratte-Immunglobulin (Vector Laboratories), BA 4000
biotiniliertes Ziege anti-Kaninchen-Immunglobulin (Vector Laboratories), BA 1000
Vectastain ABC-Kit, (Vector Laboratories), PK 4000

Dianova, Hamburg

RNaid®PLUS Kit (bio 101), 1009 200

Fluka Feinchemikalien GmbH, Neu Ulm

Diethyl-Pyrokarbonat (DEPC), purum, 32490
Di-Natrium-Ethylendiamino-tetra-Essigsdure (EDTA) puriss. p.a. ACS, 03680
Imidazol puriss. p. a., 56750

3,3*-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB) purum p.a., 32750
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, 93352

Isopentan, 59075

Gibco-BRL, Eggstein
Agarose Ultra Pure™, 15510-019
TRIZOL®-Reagenz, 15596-0926
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Hecht 1., Kiel-Hassee
Fukitt® (Corbit-Balsam)

MBI Fermentas
Ribonuklease-Inhibitor, E00312

Merck E., Darmstadt

Aceton p.a. ACS, ISO, 100014

Athanol (Alkohol) absolut p.a., 972
Borsgure krist. Reinst, 160

Eosin (gelblich), 1345

Giemsa-Losung, 9204

Hématoxylin, 4305
May-Griinwald-Losung, modifiziert 1424
Natriumchlorid reinst, 6400
Papanicolaou-Losung 1b, 9254
Perhydrol®30%iges H,0; p.a., 107210
2-Propanol (Isoproylalkohol) reinst, 8995
Tritrisol® (1IN HCI) 1M/, 9970

Xylol, reinst, 8685

PAA Laboratories, Cilbe
Eagles Minimal Essential Medium mit Earle’scher Salzlosung und Glutamin, E15-852
Fetales Kilberserum, A14-042

Perkin Elmer, Applied Biosystems GmbH, Weiterstadt
GeneAmp RNA PCR Core Kit, N 808 0143

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
LightCycler-FastStart DNA Master SYBR Green I, 3003230
LightCycler Capillaries, 1909339

Roth C., Karlsruhe.
Agarose, Rotiga:ose®, 2267
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Athanol, Rotpuran® >99,8% p.a. MW 46,07, 9065,1

2-Propanol, (Isopropylalkohol) Rotipuran® >99,7% p.a., MW60, 10,6752,1
Formaldehyd 36%ig

Methanol 99,8%ig p.p., 4627

Natriumchlorid, 3957.1

Roti®-Histol, 6640

Trichlormethan/Choroform, MW 119,38,7331.1

Trypanblau (C.N.1.23850), 4856

Seromed
Penicillin-Streptomycin, 10000U/ml, A2212

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisendorf
Concanavalin A, C5275
Phytohdmagglutinin, L9132

Pokeweed Mitogen, L8777

Bakterielle Protease, Typ XXIV, P8038

Vogel GmbH & Co KG, Giefen
Tissue Tec® O.C.T.-Einbettmittel, LT 45839
Tissue-embedding medium, Schmelzpunkt 56/58°C (Paraffin), 4583

9.2. Bezugsquellen fiir Geriite und Einmalartikel

Bessier, Wiesbaden

Polaroid Film, Noir & Blanc, A667, Tageslichtfilm

Biozym, Deutschland

Multicycler® PTC 200

Safeseal-Tips (gestopfte Pipettenspitzen) bis 1000 ul, 781002
Safeseal-Tips (gestopfte Pipettenspitzen) bis 200 ul, 780202
Safeseal-Tips (gestopfte Pipettenspitzen) bis 20 pl, 7810027
PCR-Tubes 0,5 mi, 710910
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Consort, Belgien
Mikrocomputer Elektrophoresis Power Supply, E425

Engelbrecht, Edermiinde
Star Frost® Objekttriger

Eppendorf Hamburg
Eppendorf Zentrifuge, 5415 C

Fischer, Frankfurt
96-Flachloch-Mikrotiterplatte, Falcon® Becton Dickenson, 3072

Heraeus
Laminar Air® LB-48-C

Hettich, A., Tuttlingen
Kiihlzentrifuge Rotina, 48 RC

Keutz, Reiskirchen
Flachgel-Elektophoresekammer ,,Midi*, horizontal, 0030191-00
GieBvorrichtung, 0030191-03

Shandon, Frankfurt
Zytozentrifuge, Shandon Elliot Cytospin

Menzel Gliiser, Glasbearbeitungswerke GmbH & Co KG, Braunschweig
Super Frost Plus®-Objekttriger, 041300

Pharmacia Biotech, Freiburg

Spektralphotometer GenQuant 2

Polaroid, Massachusetts, USA
Kamera MP 4
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Reichert-Jung GmbH, Nufloch
Krytom Frigocut, Modell 2700

Roche Diagnostics GmbH
Roche LightCycler Instrument, 2011468
LightCycler Software Version 3.5

Schleicher & Schuell, Dassel
Papierfilter, 110 mm Durchmesser, 311643

Science Service (SCI), Miinchen

Pap-Pen®

Serva, Heidelberg
ReaktionsgefiBie (1,5 ml), 72.690
ReaktionsgefiBe (2,0 ml), 72.699.050

Siid-Laborbedarf GmbH, Gauting
SLG-Qualitits.Laborhandschuhe (Latex), 46221S

Vilber Lourmat, Torcy, Frankreich

UV-Transilluminator 312 nm

Vogel, Giessen
Tissue-Tec® Eindeckautomat, Modell 4765

Privileg, Quelle, Giessen
Mikrowellengerit, 7020
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9.3. Losungen und Puffer
Immunbhistologie

3,3"-Diaminobenzidin-tetrahydrochloridlésung (DAB):

100 mg DAB in 200 m! 0,1M Imidazol/HCl Puffer (pH 7,1) l6sen und mischen
(Magnetriihrer), anschlieBend filtrieren und 70 pl H>O, (30%ig) zugeben. (Endkonzentration
im Imidazolpuffer 0,01%).

0,1M Imidazol/HCI-Puffer, pH 7,1:
6,81 g Imidazol in 1000 ml Aqua dest. 16sen und ca. 500 ml 0,1M HCI zufiigen bis pH-Wert

7,1 eingestellt ist.

Tris-Puffer-Stamml6sung (,.tris buffered saline®, TBS), pH 7,6:

Stammlosung: 60,57 g Tris (hydoxymethyl)-aminomethan in 610 ml Aqua dest. 16sen und ca.
390 ml 1N HCI (Titrisol®) zufiigen bis pH-Wert 7,6 eingestellt ist.

Gebrauchslssung: 100 ml Stammldsung auf 1000 ml mit 0,8%iger NaCl-Losung Aqua dest.

auffiillen.

Papanicolaou Losung:

Papanicolaou-Losung und Aqua dest im Verhiltnis 1:20 mischen und filtrieren

Phospat-gepuffertes Natriumchlorid (,,phosphate buffered saline®, PBS):
80,0 g NaCl

2,0 g KCl

14,4 g Na;HPO,

2,4 g KH,PO,

1000 ml Aqua bidest.

Protease-Losung (0,05%):
Vor jedem Versuchsansatz 5 mg Protease in 10 ml PBS (37°C) frisch auflosen.
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RT-PCR

Aqua bidest./ Diethylpyrokarbonat (DEPC)-behandelt:
1 ml DEPC-Reinsubstanz ad 1000ml Aqua bidest.
Schiitteln bis gelost, iiber Nacht auf einem Magnetriihrer unter Abzug stehen lassen, danach

autoklavieren.

2% Agarosegel:
1,82 g Agarose in 91ml Puffer durch kurzes Aufkochen in der Mikrowellle 16sen, auf ca.
64°C erkalten lassen, 1,8 pl Ethidiumbromid zufiigen in Giefvorrichtung geben und erstarren

lassen.

Ethidiumbromidlésung (10mg/ml):
0,2 g Ethidiumbromid (MW 394,3) ad 20 ml Aqua bidest. Gut schiitteln, lichtgeschiitzt bei
4°C lagern.

10x TBE-Elektophoresepuffer:

108,38 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (MW 121,14)

55,0 g Borsiure (MW 61,83)

40,0 ml 0,5M EDTA-Na, (pH8,0)

ad 100 ml Aqua dest, autoklavieren

(zur Herstellung der Gebrauchslosung 100 ml 10x TBE-Puffer und 900 ml Aqua bidest

mischen)
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94. Abkiirzungen

ABC
Aqua dest.
AS

bp
CD
cDNA
CDV
Con A
o
DAB
dATP
dCTP
DEPC
dGTP
DMV
DNS
dTTP
FKS

gX
GAPDH
HE
herdf.
IFN

Ig

IL
MALT

MEME
MHC
mRNS
n.d.

Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex
Aqua destillata

Antisense

Basenpaare

cluster of differentiation”
komplementire DNA

,canine distemper virus®

Concanavalin A

Htreshold cycle”, Schwellenzyklus

3,3 Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid
Desoxyadenintriphosphat
Desoxycytosintriphosphat
Diethylpyrokarbonat
Desoxyguanintriphosphat

,,dolphin morbillivirus“
Desoxyribonucleinsédure
Desoxythymintriphosphat

Fetales Kilberserum

Gramm

Erdbeschleunigung
Glyzeraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
Hématoxylin-Eosin

herdférmig

Interferon

Immunglobulin

Interleukin

,,mucosa-associated lymphoid tissue*; Schleimhaut-assoziiertes lymphatisches
Gewebe

Eagle's minimal essential medium mit Earlescher Salzlosung
Haupthistokompatibilitétskomplex
-messenger RNS

nicht durchgefiihrt
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NF«B
NK

o0.b.B
PAP
PBS
PCR
PDV
PMV

RT-PCR

TBE

TBS
TGF

Nuklearfaktor kappa B

Natiirliche Killerzellen

Nummer

ohne besonderen Befund

Peroxidase-anti-Peroxidase

,,phosphat buffered saline*, Phosphatpuffer

,,polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion
,phocines distemper virus*

,»porpoise morbillivirus*

Ribonukleinsiure

reverse Transkriptase-PCR

sense

Tris-Borar-EDTA-Puffer

,tris buffered saline®, Trispuffer

,transforming growth factor*, Transformierender-Wachstumsfaktor
,melting temperatur, Schmelztemperatur
Tumor-Nekrose-Faktor
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Zentralnervensystem

9.5  Abbildungen und Tabellen
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183 Anhang

Anhang 3: PCB-, PBDE- DDE-, DDT- und Toxaphen-Konzentrationen sowie Toxizitéitséquivalente
(TEQ) im Fettgewebe der untersuchten Schweinswale
Nr. Tier PCB PBDE DDE DDT Toxaphen TEQ
Sektionsnr. [ng/g Lipid] [ng/g Lipid] [ng/g Lipid] [ng/g Lipid] [ng/g Lipid] [ng/g Lipid]
1 pp1279 7,25E+03 7.80E+01 1,88E+03 3,37E+02 8,00E+02 0,040
2 pp1318 2,84E+03 3,20E+01 5,49E+02 1,22E+02 1,46E+02 0,021
3 pp1348 9,15E+03 3,76E+03 1,25E+03 1,91E+02 1,31E+03 0,060
4 pp1366 1,93E+04 4,92E+03 3,54E+03 7.75E+02 7.42E+03 0,079
5 pp1423 2,72E+03 E 7,72E+02 1,03E+02 E 0,023
6 pp1481 2,33E+03 4,25E+02 6,80E+01 0,026
7 pp1500 2,44E+03 1,28E+03 2,58E+02 0,013
8 pp1501 7.82E+02 4,61E+02 1,36E+02 0,010
9 pp1502 7,58E+02 517E+02 1,47E+02 0,008
10| pp1503 5,89E+03 2,62E+03 5,69E+02 0,012
11 pp1504 4,37E+02 1,43E+02 7,30E+01 0,003
12| pp1505 2,17E+03 1,33E+03 3,21E+02 0,013
13| pp1506 4,01E+02 5,76E+02 1,60E+02 0,007
14| pp1507 4,75E+02 2,04E+02 7,60E+01 0,004
15| pp1508 9,86E+02 715E+02 1,42E+02 0,012
16| pp1509 1,62E+03 1,35E+03 3,38E+02 0,016
17| pp1510 1,27E+03 6,02E+02 2,01E+02 0,012
18| pp1511 1,37E+03 9,56E+02 2,86E+02 0,011
19| pp1512 4,33E+03 1,04E+03 4,98E+02 0,022
20! ppi514 2,07E+03 9,64E+02 4,08E+02 0,025
21 pp1515 1,94E+03 9,06E+02 3,87E+02 0,023
22| ppi1516 2,11E+03 7,27E+02 2,35E+02 0,021
23| ppi1517 4,89E+03 R 1,38E+03 6,26E+02 n.d. 0,034
24| pp1520 3,70E+03 3,04E+0: 9,48E+02 3,09E+02 1,63E+03 0,022
25| pp1521 4,93E+03 2,35E+0 3.46E+03 7,02E+03 5,26E+02 0,047
26| pp1523 7,16E+03 5,55E+0: 2,38E+03 1,45E+03 2,04E+03 0,025
27| pp1524 2,83E+03 9,80E+01 46E+02 2,24E+02 E 0,049
28| pp1525 2,94E+03 n.d. 14E+03 2,82E+02 ,56E+03 0,030
29| pp1526 4,89E+03 5,58E+02 .30E+03 7.13E+02 36E+03 0,030
30| ppi1527 1,62E+03 E 5,86E+02 1,32E+02 1,07E+03 0,029
31 pp1528 3,40E+03 3,23E+02 1,33E+03 2,67E+02 2,44E+03 0,029
32 pp1529 nd. nd. n.d. n.d. nd.
33| pp1531 2,20E+02 1,20E+03 3,74E+02 1,61E+03 0,024
34| ppi532 5,01E+02 1,30E+03 8,52 9,48E+02 0,021
35| pp1533 1,06E+03 2,63E+03 1,40E+03 0,030
36| ppi534 4,08E+02 4,84E+03 1,22E+03 0,110
37| ppi1535 n.d 8.81E+02 n.d. 0,016
38| pp1536 541E+02 1,20E+03 2,40E+03 0,024
39| pp1640 5,50E+01 5,65E+02 6,.90E+01 0,037
40| pp1641 2,17E+02 3,83E+03 4,71E+02 0,076
41 pp1642 ,26E+02 1,73E+03 9,02E+02 0,076
42| pp1658 8,81E+03 09E+02 1,78E+03 2,40E+02 0,050
43| ppi1659 5,03E+03 7.59E+02 8,08E+02 7,10E+02 0,028
44| pp1660 5,87E+03 1,44E+03 7,80E+02 6,40E+02 0,027
45 pp1661 E n.d. 43E+03 n.d. 0,033
46 662 6,55E+03 n.d. ,28E+03 n.d. 0,040
47| pp1663 9,39E+03 3,97E+02 ,83E+02 5,87E+02 0,055
48| pp1664 4,78E+03 5,60E+01 7,19E+02 1,.94E+02 0,033
49| pp1665 2,91E+03 1,38E+02 6.84E+02 4,92E+02 0,033
50| pp1666 2,26E+04 1,57E+02 4,44E+03 9,83E+02 0,055
51 pp1667 .61E+04 3,82E+02 2,81E+03 1,72E+03 0,068
52| pp1670 ,87E+03 3,90E+01 3,39E+02 1,10E+01 0,015
53| pp1678 7,37E+03 L07E+02 2,10E+03 4,48E+02 0,038
54| pp1680 04E+02 3,62E+0: 7.47E+02 0,012
55| pp1700 8,80E+01 6,44E+0: 3,21E+02 nd
56| pp1715 _8,90E+01 6,22E+0: E 7,10E+01 0,032
57| pp1720 5,90E+01 4,09E+02 7.90E+0 1,37E+02 0,028
58 HDW1 nd. n.d. n.d. n.d. nd.
59 HDW?7 8,21E+02 1,24E+03 5,45E+02 4,34E+02 0,099
60| HDW14 n.d. 1,50E+02 7.40E+01 n.d. n.d.
61 HDW15 2,67E+04 2,53E+03 3.47E+03 1,61E+03 2,51E+03 0,180

n.d. = nicht durchgefiihrt; TEQ= Toxizititsiquivalente
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