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Einleitung

1 Einleitung

Seit 2007 wird bei neugeborenen Kélbern vermehrt ein auBergewohnliches Krankheitsbild
beobachtet, welches sich vor allem durch klinisch eindrucksvolle Blutungen, insbesondere in
subkutanen Lokalisationen, aufert. Diese trugen dem Krankheitshild beziehungsweise den
betroffenen Tieren in reilBerischen Zeitungsartikeln Namen wie ,,Bluterkdlber, ,,Bleeding
Calf Syndrome* und ,,Blutschwitzerkdlber” ein, wobei sich letztendlich in der Wissenschaft
der Begriff der ,,Bovinen Neonatalen Panzytopenie” (BNP) durchsetzte.

Anfangs waren sowohl die Atiologie als auch die Pathogenese der Erkrankung vollig unklar.
Erst durch grundlegende Ergebnisse einzelner Forschungsgruppen konnten nach und nach
Erkenntnisse in dieser Hinsicht gewonnen werden. So wurde zum Beispiel eine auffallige
Verbindung zu PregSure® BVD-geimpften Tieren festgestellt, aufgrund derer sich schnell die
Gewissheit einer impfungsbedingten Atiologie herauskristallisierte. PregSure® BVD, ein
Impfstoff gegen die bovine Virusdiarrhoe der Firma Pfizer, wurde aufgrund einer Entschei-
dung der Zulassungsbehorde (EMA/434219/2010) im April 2010 schlieBlich vom Markt ge-
nommen. Es zeigte sich, dass Alloantikorper, welche vereinzelte Kiihe als Reaktion im Ver-
lauf einer Impfung mit PregSure® BVD gebildet hatten, tber das Kolostrum an Kalber wei-
tergegeben wurden, welche daraufhin in einigen Fallen mit den typischen Merkmalen der
BNP-Erkrankung auffielen.

Ein zentrales Leitsymptom, welches mitunter fur die massiven Blutungen mitverantwortlich
gemacht wird, stellt eine histologisch nachgewiesene Panmyelophthise des Knochenmarks bei
den betroffenen Kalbern dar. Es ist daher zu vermuten, dass sich die Zielzellen dieser impfin-
duzierten Alloantikdrper hauptsachlich im Knochenmark befinden. Bislang sind die Antigene
noch unbekannt und die wenigen Forschungsergebnisse auf diesem Gebiet bisher berwie-
gend eher spekulativ.
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Ziel dieser Arbeit war es, die Bindung von maternalen, BNP-spezifischen Antikdrpern an
Zellen von Kalbern im Gewebeschnitt, insbesondere im Knochenmark, mittels eines immun-
histologischen Verfahrens darzustellen.

Hierfur galt es sowohl eine geeignete Methode zur Gewinnung der Antikorper zu etablieren,
als auch ein immunhistologisches Protokoll zu erstellen, mit dem ein Nachweis solcher Anti-
korperbindungen im Gewebeschnitt moglich ist. Im Hinblick auf das Erkrankungsgeschehen
der BNP sollte somit mittels der immunhistologischen Untersuchungen eine Bindung von
Alloantikorpern an Knochenmarkzellen bestatigt werden und maoglichenfalls eine nahere Cha-
rakterisierung der Zielzellen erfolgen, welche eine wichtige Rolle im Rahmen der Pathogene-

se spielen.
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2 Literaturtbersicht

2.1 Literatur zur Bovinen Neonatalen Panzytopenie (BNP)

In mehreren européischen Landern wurden von Tierdrzten und Tierhaltern seit 2007 vermehrt
Félle von Kilbern mit erhohter Blutungsneigung, sogenannten ,,Blutschwitzern®, berichtet
(Friedrich et al., 2009c; Kappe et al., 2010). Etwa 2 Jahre spéter, im Dezember 2009, kamen
Tierérzte fur einen Wissensaustausch und die Diskussion bisheriger Erkenntnisse tber dieses
Erkrankungsgeschehen in Marseille zu einem Satellite Symposium unter dem Thema
“Haemorrhagic Diathesis in Calves" zusammen. Die vorherigen Bezeichnungen des Syn-
droms wie ,.haemorrhagic diathesis®, ,,bleeding calf syndrome* oder im deutschsprachigen
Raum auch ,,Blutschwitzen® wurden durch den einheitlichen Fachbegriff ,,Bovine Neonatale
Panzytopenie*“ (BNP) ersetzt (Friedrich et al., 2011). Um die Erkrankung von &hnlichen
Krankheitsbildern abzugrenzen, wurden Kriterien zur sicheren Diagnosestellung einer BNP
definiert. Demnach war ein Kalb erst erkrankt, wenn folgende Aussagen zutrafen (Friedrich et
al., 2009a):

1. Das Kalb ist nicht &lter als 4 Wochen

2. Es besteht eine erhohte Blutungsneigung

3. Hamatologisch sind Blutbildveranderungen in Form einer
Thrombozytopenie (< 200 G/I) und Leukopenie (< 4 G/I) nachzuweisen

4. Es bestehen keine Anzeichen einer Septikamie

5. Antigen des Bovinen Virusdiarrhoe Virus (BVD) wurde bei dem betroffenen
Tier nicht nachgewiesen

6. Histologisch zeigt das Knochenmark eine Panmyelophthise

Betroffene Tiere waren sowohl weiblichen als auch ménnlichen Geschlechts und gehdrten
unterschiedlichen Rassen an, eine Pradisposition in dieser Hinsicht konnte nicht festgestellt
werden (Assad et al., 2012; Ballingall, 2011; Kappe et al., 2010; Witt et al., 2011).

2.1.1 Kilinisches Bild

Eine klinische Symptomatik der Erkrankung trat bei betroffenen Tieren erst nach bereits l&n-
ger bestehender Zytopenie auf und manifestierte sich im Durchschnitt um den 14. Lebenstag
(Friedrich et al., 2011; Friedrich et al., 2009c). Von einer Beeinflussung des klinischen Bildes
durch unterschiedliche Variablen, wie beispielsweise der Zeitpunkt der Kolostrumaufnahme,
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das Kolostrum-Management oder die Menge des aufgenommenen Kolostrums, ist dabei
grundsétzlich auszugehen.

Primar zeigten die Kalber eine deutlich gesteigerte Blutungsneigung, welche sich insbesonde-
re in der Form von Hautblutungen, Petechien auf Schleimhduten und Melaena dufRerte
(Friedrich et al., 2009c). Solche Hautblutungen waren vor allem im Bereich der Augen und
Ohren, am Ricken und an den distalen GliedmaRen lokalisiert und vermutlich spontan durch
Insektenstiche oder aber auch iatrogen uber Injektionen verursacht worden (Friedrich et al.,
2009c; Pardon et al., 2010).

Etwa 65 % der klinisch erkrankten Ké&lber wiesen zudem Fieber von bis zu 41,8 °C auf, wel-
ches trotz vielféltiger therapeutischer Malinahmen in auffalliger Weise unveréndert bestehen
blieb. Im spateren Verlauf der Erkrankung war das Allgemeinbefinden der Tiere hochgradig
gestort und viele Kalber entwickelten zuséatzliche, entziindliche Begleiterkrankungen wie bei-
spielsweise Durchfall, Pneumonien und Nabelentziindungen (Friedrich et al., 2009c; Henniger
et al., 2014). In Relation zur Anzahl neugeborener Kélber betrachtet ist die Morbiditatsrate
verhaltnismaRig niedrig bei etwa 5 % anzusiedeln, wohingegen die Mortalitatsrate nach einer
klinischen BNP-Erkrankung einen sehr hohen Wert von bis zu 90 % erreichen kann (Kappe et
al., 2010; Pardon et al., 2011; Penny et al., 2009). Die Mehrheit der Tiere verstirbt demnach
recht schnell innerhalb von 5 Tagen nach dem Auftreten der ersten Symptome an den Folgen
des Blutverlustes oder Sekundéarinfektionen (Friedrich et al., 2009c; Pardon et al., 2010).

2.1.2 Hamatologie

Blutbilder von BNP-Kaélbern zeigten hdamatologisch auffallige Veranderungen mehrerer Zell-
typen. So war vor allem ein massiver Abfall der Blutplattchen (Thrombozytopenie) und der
weilen Blutkdrperchen (Leukopenie) zu beobachten, wobei die Thrombozytopenie schon
wenige Stunden nach der Kolostrumaufnahme in Erscheinung trat (Bell et al., 2013; Friedrich
etal., 2011; Friedrich et al., 2009c; Pardon et al., 2010).

Wurden die einzelnen Leukozytenzahlen genauer im Leukogramm betrachtet, so zeichnete
sich zumeist spezifisch eine starke Neutropenie im Differentialblutbild ab, wahrend die Lym-
phozyten nahezu unverdndert waren (Assad et al., 2012; Penny et al., 2009). Pardon et
al. (2010) Dberichteten hingegen in ihrer Studie von einer geringeren Anzahl aller
Leukozytenpopulationen im Blut; demnach war auch die Monozytenanzahl bei ihren hamato-
logischen Untersuchungen ebenso wie die Anzahl der Granulozyten und Lymphozyten er-
niedrigt.
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Darlber hinaus wurden teilweise auch Veranderungen beziglich der Erythrozytenzahlen be-
richtet, deren Auspréagungen mit hoher Wahrscheinlichkeit von dem AusmaR der vorangegan-
genen Blutungen abhangig waren und sich Klinisch in Form von deutlichen,
nicht-regenerativen Anamien bei den betroffenen Tieren &uBerten (Henniger et al., 2014;
Krappmann et al., 2011; Pardon et al., 2010; Penny et al., 2009).

In einigen Studien wurden zudem Messungen der partiellen Thromboplastinzeit (PTT), wel-
che Aufschluss Gber die Funktionsleistung des intrinsischen Gerinnungssystems gibt, erho-
ben. Wahrend Krappmann et al. (2011) im Vergleich zu Messungen bei gesunden Kalbern
(bis 33 Sekunden) wesentlich verlangerte Werte von bis zu 82 Sekunden PTT feststellten,
beobachteten Penny et al. (2009) jedoch keine Veréanderungen beziglich dieses Parameters, so
dass die Ergebnisse hinsichtlich einer mdglicherweise vorliegenden, gestorten intrinsischen
Gerinnung divergieren.

Bei der biochemischen Blutanalyse war in der Mehrheit der Félle lediglich eine
Hypoproteindmie feststellbar, welche vermutlich auf einen Proteinverlust durch die Blutungen
zurlickzufuhren war (Pardon et al., 2010). Einige Kalber im entsprechenden Alter bis zu ei-
nem Monat hatten zwar verdéchtig niedrige Thrombozyten- und Leukozytenzahlen unterhalb
der physiologischen Referenzwerte, zeigten auf der anderen Seite aber keine klinische Blu-
tungssymptomatik. In solchen Féllen wurde hdufig von einer vorliegenden, subklinischen
Form der BNP ausgegangen (Henniger et al., 2014; Witt et al., 2011).

2.1.3 Atiologie

Zu Beginn der Erforschung der BNP gab es verschiedene Untersuchungsansétze im Hinblick
auf eine mdgliche Ursache der Erkrankung. So wurde auf Erbdefekte, toxische Substanzen
und Virusinfektionen hin untersucht, welche bekannter- und erwiesenermalen zu Blutungen

und somit zu einem ahnlichen klinischen Bild wie das einer BNP fiihren konnten.

2.1.3.1 Hereditar

Anfangs gab es keine Anzeichen auf eine beeinflussende genetische Komponente, welche bei
der Pathogenese der BNP eine Rolle spielen wirde (Kappe et al., 2010).

So wurde zum Beispiel auf einen bei Holstein-Rindern in Europa bekannten Mangel an Ge-
rinnungsfaktor XI untersucht, welcher durch die Insertion eines 76 bp-Segments in das Exon
12 des Faktor XI-Gens und einem darauffolgendem Einbau eines Stopcodons hervorgerufen
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wird und ebenso wie eine BNP klinisch eine gesteigerte Blutungsneigung als Konsequenz
verursacht (Brush et al.,, 1987). Untersuchungen auf diesen Defekt mittels einer
Genotypisierung verliefen letztendlich alle mit einem negativen Ergebnis, so dass diesbezlig-
lich kein Zusammenhang ersichtlich war (Krappmann et al., 2011).

Andererseits zeichneten sich im Verlauf weiterer Studien doch deutliche Hinweise auf eine
genetische Beteiligung an dem Krankheitsgeschehen ab. Nach einer langwierigen Erstellung
von F2-Kreuzungstieren zeigte sich eine familidren Haufung von BNP-Kalbern bei einem
spezifischen Pedigree, obwohl ein einfacher Vererbungsweg des BNP-Phenotyps in
Anbetracht weiterer Untersuchungen auf der Basis von Daten und Stammbaumanalysen
ausgeschlossen werden konnte (Demasius et al., 2014; Krappmann et al., 2011). Deutskens et
al. (2011) vermuteten in diesem Zusammenhang als genetisch beeinflussenden Faktor eine
von der paternalen Seite vererbte ahnliche MHC I-Konstellation wie sie auf Madin Darby
Bovine Kidney (MDBK)-Zellen vorkommt und betonten in ihrer Studie eine fiir die Erkran-
kung notwendige Kombination von ausgeprdgten MHC I-Allelen zwischen Multtertier und
Kalb.

2.1.3.2 Toxisch

Unterschiedliche Toxine kénnen Schadigungen ahnlich dem Erkrankungsbild einer BNP im
Organismus erzeugen. Von einigen Medikamenten ist beispielsweise bekannt, dass sie uner-
winschte Nebenwirkungen in Form von Knochenmarkschdden mit darauffolgender
Panzytopenie verursachen kdnnen (Lohrmann, 1984; Watson et al., 1980). Beim Rind existie-
ren hier Berichte Uber die Antibiotika Sulfamethazin, Furazolidon und Chloramphenicol, wel-
che zur Panzytopenie und hédmorrhagischen Diathese aufgrund einer Panmyelophthise des
Knochenmarks fiihren kénnen (Ammann et al., 1996; Hofmann et al., 1974; Jorna and
Postema, 1986).

Ebenfalls vermdgen zum Beispiel auch Trichothecen, ein Mykotoxin, oder auch
Dichlorovinylcysteine (DVCV)-Metaboliten, die beispielsweise bei der Herstellung von
Sojamehl entstehen, Knochenmarkschaden und damit abnormale Zellzahlen im peripheren
Blutsystem zu verursachen (Lock et al., 1996; Parent-Massin, 2004). Keine dieser bekannten,
toxischen Substanzen konnte in den bisherigen Studien nachgewiesen werden, wobei eine
Intoxikation durch ein bisher unbekanntes Agens als Ausléser der BNP von vornherein

grundsétzlich nicht auszuschlieRen war (Friedrich et al., 2009c; Kappe et al., 2010).
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2.1.3.3 Bovine Virusdiarrhoe (BVD)

Der Erreger der Bovinen Virusdiarrhoe zahlt wie das klassische Schweinepestvirus zu dem
Genus Pestivirus innerhalb der Familie der Flaviviridae. Dieses Virus ist ein weltweit verbrei-
tetes, behulltes, einzelstrangiges RNA-Virus, welches einerseits bereits intrauterin auf das
Kalb Ubertragen werden kann, andererseits jedoch auch akute Infektionen in immunkompe-
tenten Kalbern und auch &lteren Tieren auszultsen vermag (Becher et al., 2002; Corapi et al.,
1989). Zwei Genotypen sind bekannt (Pellerin et al., 1994). Akute Krankheitsfélle, insbeson-
dere wenn sie vom Genotyp 2 verursacht werden, konnen sich klinisch mit ahnlicher Symp-
tomatik einer hamorrhagischen Diathese wie bei einer BNP-Erkrankung duern (Corapi et al.,
1989; Hamers et al., 2000). Hamatologisch sind 4-8 Tage nach der Infektion Lymphopenie,
Neutropenie, Andmie und Thrombozytopenie festzustellen, wobei die geringe Anzahl der
Blutplattchen die markanteste Blutbildveranderung darstellt. Der Wert an sich kann jedoch
auch sehr individuell von Kalb zu Kalb unterschiedlich sein. Im Knochenmark eines an BVD
erkrankten Kalbes zeigt sich abweichend zur BNP eine Hyperplasie der Megakaryozyten
(Corapi et al., 1989). Diese reaktive Veranderung im hamatopoetisch aktiven Mark erklart die
schnelle Erholung der zuvor abgesunkenen Blutplattchenwerte und weist gleichzeitig deutlich
auf einen virusinduzierten, lytischen Prozess in der Peripherie hin (Corapi et al., 1989;
Spagnuolo et al., 1997). Eine spezifische Erkrankungsursache des Knochenmarks, wie es bei
der BNP der Fall zu sein scheint, liegt demnach nicht vor.

Alle Nachweisversuche von Pestivirusgenom mittels PCR waren bisher bei BNP-Kélbern
negativ, so dass ein Bezug zu einer Infektion mit dem BVDV ausgeschlossen werden konnte
(Bell et al., 2010a; Friedrich et al., 2009c; Pardon et al., 2010; Penny et al., 2009; Witt et al.,
2011).

2.1.3.4 Blauzungenvirus

Aufgrund der Tatsache, dass seit 2006 vermehrt Erkrankungen durch Infektionen mit dem
Blauzungenvirus (BTV) in Mitteleuropa beobachtet wurden, galt es einen Zusammenhang mit
den aufgetretenen BNP-Féllen auszuschlieBen (Toussaint et al., 2006). Aus diesem Grund
wurden betroffene Tiere mittels PCR auf das Virusgenom untersucht, wobei dieses in keinem
einzigen Fall nachgewiesen werden konnte (Friedrich et al., 2009c; Pardon et al., 2010).
Ebenfalls war nicht von einer Assoziation zu der verpflichtenden Impfung gegen das BTV im
Jahre 2008 auszugehen, da bereits in dem Jahr vor den ersten Impfungen Falle von BNP auf-
traten (Pardon et al., 2010).
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2.1.4 Epidemiologie

Retrospektive Beobachtungen lassen auf ein sporadisches Auftreten von Einzelféllen vor dem
Jahr 2007 schlieRen (Ballingall, 2011; Friedrich et al., 2009c). Innerhalb Deutschlands fiel
jedoch erst im Jahre 2007 zunédchst im Bundesland Bayern ein vermehrtes Auftreten von jun-
gen Kalbern mit Anzeichen einer hamorrhagischer Diathese auf, woraufhin es zeitnah zu
gleichartigen Beobachtungen in anderen Bundesléandern kam (Kasonta et al., 2012). Darauf
folgend wurden auch die Nachbarstaaten Deutschlands, wie Belgien und die Niederlande,
gefolgt von Frankreich, Grof3britannien und weiteren européischen Staaten auf eigene
BNP-Erkrankungsfalle innerhalb ihres Landes aufmerksam (Friedrich et al., 2009c; Kappe et
al., 2010; Kasonta et al., 2012). Allerdings waren nicht ausnahmslos alle Staaten in Europa
betroffen und so schien es zunachst verwunderlich, dass zum Beispiel die Schweiz, Osterreich
und Skandinavien keine BNP-Falle zu verzeichnen hatten (Kasonta et al., 2012). Eine Ge-
meinsamkeit der letztgenannten Lander konnte indes schnell identifiziert werden: es wurden
keine Impfungen gegen das Bovine Virusdiarrhoe-Virus (BVDV) in diesen Staaten durchge-
fuhrt, wahrend in den betroffenen Léandern routinemaRig gegen BVD geimpft wurde
(Friedrich et al., 2011; Friedrich et al., 2009c; Kasonta et al., 2012).

Inzwischen weist Europa mehr als 4000 registrierte BNP-Falle auf und allein in Deutschland
wurden mehr als 3500 Falle als Nebenwirkung des Impfstoffes PregSure® BVD iber das
Pharmakovigilanz-System gemeldet, wobei die Anzahl der Meldungen in den Jahren 2011
und 2012 im Vergleich zu den Jahren zuvor abnahm (Bastian et al., 2011; Jones et al., 2013;
Kasonta et al., 2012). Die Pravalenzen in den einzelnen Bundesléandern und auch in den ver-
schiedenen Staaten waren dabei nicht gleichhoch, beispielsweise wies Niedersachsen im
Vergleich zu Bayern eine wesentlich geringere, prozentuale Fallzahl an Neuerkrankungen auf
(Kasonta et al., 2012). Hinsichtlich der Betrachtung einer einzelnen Rinderherde ist die Prava-
lenz grundsétzlich jedoch eher niedrig einzustufen, wobei in wenigen Ausnahmeféllen Werte
von bis zu 5 % erreicht wurden (Bell et al., 2010b). Hierbei ist anzumerken, dass ein erhdhtes
Risiko der wiederholten Geburt eines Bluterkalbes durch dasselbe Muttertier gegeben ist und
laut Beobachtungen von Besitzern sogar mehr als 50 % der Mutterkiihe mit einem diagnosti-
zierten Bluterkalb im darauffolgenden Jahr wiederum ein solches BNP-Kalb zur Welt ge-
bracht hatten (Friedrich et al., 2011; Pardon et al., 2010).

Was die Muttertiere der BNP-Kalber anbetrifft waren 40 % der Tiere in der Studie von

Pardon et al. (2010) Farsen und auch Demasius et al. (2014) berichten von einer annéhernd

gleichhohen Geburtenrate von Bluterkalbern bei Féarsen und Tieren in der zweiten Laktation.
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Jones et al. (2013) hingegen stellten in ihrer Studie fest, dass vergleichsweise bei Kiihen in
der zweiten Laktation oder &lter ein erhdhtes Risiko zur Geburt eines Bluterkalbes bestand.

2.1.5 Assoziation der BNP mit dem Impfstoff PregSure® BVD

Im Allgemeinen induzieren Vakzinen zellulare und/oder humorale Immunantworten auf spe-
zifische Antigene (Thulin, 1975). Zur humoralen Immunabwehr gehort insbesondere auch die
Bildung von Immunglobulin G (IgG), welches im Muttertier sowohl im Serum als auch paral-
lel dazu im Kolostrum als Reaktion auf eine Impfung oder eine natrliche Interaktion mit ei-
nem Antigen spezifisch ansteigt (Wilson et al., 1972). Dabei ist nicht nur der genetische Hin-
tergrund des Wirtes bei einer Impfung wichtig, sondern auch die Zusammensetzung und die
Dosis sowohl der Vakzine selbst als auch der Adjuvantien sind entscheidend fur eine indivi-
duelle Immunantwort (Furuichi and Koyama, 1976; Heriazon et al., 2011; Moingeon et al.,
2001; Nakamura and Koyama, 1975; Rothel et al., 1998).

Epidemiologische Studien zeigten, dass bei nahezu samtlichen Herkunftsbetrieben, bei denen
BNP-Falle aufgetreten waren, im Vorfeld Impfungen der Tiere mit PregSure® BVD (Pfizer,
Karlsruhe, Deutschland) gegen BVD durchgefiihrt worden sind bzw. sich zumindest riickbli-
ckend eine Verbindung zu dem Impfstoff herstellen lieR (Friedrich et al., 2009c; Kaske et al.,
2009; Pardon et al., 2010; Pardon et al., 2011). Berichte von BVDV-ungeimpften Muttertie-
ren waren im Vergleich dazu verschwindend gering (Anonymus, 2011; Jones et al., 2013).
Darauffolgende Studien zur These der Alloantikdrperbildung durch die Impfung des Mittels
PregSure® BVD konnten die Vermutung einer Assoziation zwischen der Vakzine und der
BNP-Erkrankung zumeist untermauern, insbesondere da ansonsten keine alloreaktiven Im-
munantworten nach Impfungen mit anderen BVD-Impfstoffen beobachtet werden konnten
(Bastian et al., 2011; Deutskens et al., 2011; Friedrich et al., 2011; Lambton et al., 2012;
Sauter-Louis et al., 2012).

Grundsatzlich schien weder der Impfzeitpunkt vor der Geburt eine Rolle zu spielen, noch gab
es einen haltbaren Zusammenhang bezlglich einer Abhéngigkeit im Hinblick auf die erhalte-
nen Impfdosen-Anzahl (Demasius et al., 2014; Lambton et al., 2012). Obwohl keine direkte
Relation zwischen der Menge an gebildeten Alloantikdrpern und der Anzahl der Impfungen
bestand, so ergaben die Messungen der Antikdrper nach wiederholt verabreichten Impfdosen
jedoch markante, individuelle Unterschiede beztiglich der gebildeten Alloantikorpertiter bei
Kihen (Kasonta et al., 2012).
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PregSure® BVD kam im Jahr 2005 auf den Markt und enthalt laut der Produktinformation
neben einem inaktivierten zytopathogenen Stamm BVDV Typ 1, welcher auf Madin Darby
Bovine Kidney (MDBK)-Zellen gezogen wurde, als weiteren Hauptbestandteil das
Ol-in-Wasser-Adjuvanz-System Procision A®, welches aus Quil-A, Cholesterol, Amphigen
Base und Drakeol 5 besteht (Summary of Product Characteristics, PregSure® BVD.
http//:www.vmd.gov.uk/ProductinformationDatabase). Quil A, das inhaltlich aus einer Mi-
schung von Saponinen der Baumrinde von Quillaja saponaria molina besteht, bildet mit an-
deren Komponenten immunstimulierende Komplexe, sogenannte ISCOMS, welche sowohl
antigenspezifische Antikorper (1gG, 1gG,) als auch eine T-Zell-Antwort (Th1 und Th2) indu-
zieren (Aramaki et al., 1995; Lendemans et al., 2005; Sjolander et al., 1998; Sjolander et al.,
1997). Demzufolge riefen die Bestandteile von PregSure® BVD in den geimpften Rindern
eine langfristige und sehr starke Immunantwort gegen BVDV Typ 1 und aufgrund einer brei-
ten Kreuzneutralisationsaktivitat auch gegen den Typ 2 hervor, wobei die PregSure® BVD-
vakzinierten Tiere deutlich hohere Titer als nicht-immunisierte Tiere und Tiere, welche einen
anderen BVD-Impfstoff bekommen hatten, aufwiesen (Raue et al., 2011; Salt, 2004). Mit Hil-
fe einer Massenspektrometrie und der Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde daraufhin
festgestellt, dass der Proteingehalt in der Vakzine im Vergleich zu anderen BVD-Impfstoffen
verhéltnismalig hoch war und noch viele Molekile enthalten waren, welche aus der
MDBK-Zelllinie stammten (Euler et al., 2013).

Gegeniiber den vielen Millionen verkauften PregSure® BVD-Vakzinen gab es statistisch be-
trachtet nur eine geringe Anzahl an Muttertieren mit klinisch erkrankten BNP-Kalbern, so
dass neben dem Impfstoff an sich noch weitere Faktoren bei der Genese der Erkrankung eine
beeinflussende Rolle spielen mussen (Bastian et al., 2011; Deutskens et al., 2011).

In Deutschland wurde PregSure® BVD schlieBlich im April 2010 vom Markt genommen
(EMA/434219/2010), im Juni 2010 war dann von der Européischen Kommission das Ruhen

der Zulassung fiir ganz Europa angeordnet worden.

2.1.6 Alloantikdrper im Serum von Blutermutterkiihen

Eine ,Blutermutterkuh® ist ein weibliches Rind, welches eine Impfgeschichte mit
PregSure® BVD aufweist und welches mindestens ein nachgewiesenes BNP-Kalb zur Welt
gebracht hat. Als ,,empfanglich* wurden folglich solche Kélber bezeichnet, deren Leukozyten
mit einer Bindung von Alloantikdrpern aus Blutermutterkuh-Serum reagierten (Bridger et al.,
2011; Pardon et al., 2011).

10
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Ein Nachweis von Alloantikérperbindungen an Leukozyten gelang erstmals Bridger et al.
(2011) mittels einer Durchflusszytometrie. Die Arbeitsgruppe Bastian et al. (2011) konnte mit
der gleichen Methode zeigen, dass in den Seren von Blutermutterkiihen Alloantikorper enthal-
ten waren, welche sowohl spezifisch fur Oberflachenantigene auf bovinen Leukozyten waren
als auch an Oberflachenantigene der MDBK-Zellen binden konnten. Sie gehorten der Klasse
der Immunglobuline G an und lieRen sich der Unterklasse der 1gG;-Antikdrper zuordnen
(Assad et al.,, 2012). Seren von Tieren, welche nicht BVD-geimpft oder eine andere
BVD-Vakzine als PregSure® BVD erhalten hatten, zeigten diese Alloantikdrperbindungen
nicht. Ein &hnlicher Versuch veranschaulichte des Weiteren, dass es zwischen den
Alloantikorper-enthaltenden Seren unterschiedlicher Kiihe vergleichsweise groRe Unterschie-
de nicht nur bezlglich der Alloantikorper-Titerhéhe an sich gab, sondern auch bezuglich der
spezifischen Bindungen an isolierten Leukozyten (Bastian et al., 2011). Diese Beobachtung
weist auf eine Heterogenitat der Alloantikdrper hin und spricht womdglich dafiir, dass die
Alloantikorper an unterschiedliche Antigene binden und/oder die Zellen unterschiedlicher
Individuen unterschiedliche, passende Antigene exprimieren.

In Kongruenz zur Spezies Rind zeigten ebenfalls Meerschweinchen, welche mit verschiede-
nen BVD-Impfstoffen immunisiert wurden, nur bei der PregSure® BVD-Vakzine eine Bil-
dung von Alloantikdrpern, welche ebenso nachgewiesenermaRen an bovine Leukozyten und
MDBK-Zellen binden konnten (Bastian et al., 2011). Pardon et al. (2011) spezifizierten die
Zielzellen genauer, indem sie feststellten, dass die Alloantikérper sowohl an Zellen im peri-
pheren Blut als auch an Zellen aus dem Knochenmark banden.

Bridger et al. (2011) stellten schlieBlich eine Verkniipfung zur Kolostrum-Aufnahme her: in
ihrer Studie zeigte sich, dass die Leukozyten aus Kalberblut nur wenige Stunden nach dem

Konsum der Biestmilch mit ebensolchen Alloantikdrpern tiberzogen waren.

2.1.7 Kolostrum-Assoziation

Wahrend der Trachtigkeit werden Kaélberfeten aufgrund der Plazenta epitheliochorialis nicht
diaplazentar mit Immunglobulinen versorgt, so dass es fiir jedes Kalb nach der Geburt not-
wendig ist, moglichst schnell ausreichend schutzende Antikorper lber die Biestmilch aufzu-
nehmen (Kruse, 1983). Bei Fohlen und Ferkeln sind kolostruminduzierte, alloimmune
Thrombozytopenien bekannt, welche sich aufgrund einer Bindung von Antikdrpern an spezi-
fische, paternal vererbte Antigene auf den Thrombozyten und einer nachfolgenden Zerstérung
derselben durch das Immunsystem ableiten lassen (Buechner-Maxwell et al., 1997; Forster,

11
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2007).

Inzwischen ist nachgewiesen, dass auch das Auftreten einer BNP Kolostrum-assoziiert und
dementsprechend mittels Kolostrum induzierbar ist (Bridger et al., 2011; Friedrich et al.,
2011; Henniger et al., 2014; Schroter et al., 2011). Jedoch ist das Zielantigen bzw. sind die
Zielantigene im Gegensatz zu den oben genannten Thrombozytopenien nicht nur auf den
Blutplattchen zu finden sondern auch auf anderen Zelltypen, so dass vermutlich andere Fakto-
ren bei der Atiologie und Pathogenese der BNP eine Rolle spielen (Assad et al., 2012; Bastian
et al., 2011; Bridger et al., 2011). Gleichwohl ist eine erste effektive Gegenmalinahme zur
Abwendung der BNP das konsequente Verwerfen des Kolostrums von BNP-Kihen (Bell et
al., 2010a) .

2.1.8 Pathonhistologische Befunde

2.1.8.1 Befunde am Knochenmark

Pathohistologisch war sowohl im Roéhrenknochenmark als auch im spongitsen Sternalmark
von BNP-Kélbern ein Schwund aller drei Zelllinien, das heilt der Thrombopoese,
Erythropoese und Myelopoese, zu beobachten; es lag folglich eine Panmyelophthise vor. Das
Knochenmark stellte sich hypozelluldr bis azelluldar dar, wobei insbesondere die
Megakaryozyten nahezu vollstandig verschwunden waren (Friedrich et al.,, 2009c;
Krappmann et al., 2011). Auch Pardon et al. (2010) und Lambton et al. (2012) berichten von
einer Aplasie aller vorkommenden Zelllinien, wobei die letztere Studie diese jeweils mit einer
Zellularitat von < 25 % fir jede Differenzierungslinie angibt.

Bei einer genaueren zytologischen Betrachtung der Knochenmarksschéaden eines BNP-Kalbes
beschranken sich diese haufig auf eine Schadigung der unreifen Vorlauferstufen fur Throm-
bozyten, Lymphozyten und Monozyten und die ganz friilhen Stadien der Vorlauferzellen von
neutrophilen Granulozyten, Erythrozyten und eosinophilen Granulozyten (Bell et al., 2013).
Bei einigen Tieren konnte allerdings eine erhdhte Anzahl der eosinophilen Vorlauferzellen
beobachtet werden sowie aktivierte Makrophagen und in diesem Zusammenhang auch
Erythrophagozytose (Bell et al., 2013; Laming et al., 2012; Pardon et al., 2010). Dabei gab es
graduelle Unterschiede bezuglich der Knochenmarksveranderungen, welche in Hinsicht auf
die Prognose einen wichtigen Einflussfaktor darstellten (Friedrich et al., 2011; Friedrich et al.,
2009c).

Fur derartige pathologische Verédnderungen am Knochenmark sind verschiedene Ursachen
bekannt. So kann es beispielsweise beim Jungrind nach einer Ganzkorperbestrahlung mit

12
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Rontgenstrahlen zu einer hochgradigen Schadigung aller Zellreihen kommen (Johannsen et
al., 1978). Infolge der resultierenden insuffizienten Thrombopoese kommt es zur Ausbildung
einer hdmorrhagischen Diathese, welche ebenfalls ein wichtiges Charakteristikum der BNP
darstellt. Nach solch einer Bestrahlung entwickelten die Kélber im Versuch durch die
Neutropenie bzw. Agranulozytose eine zunehmende Disposition fur die Vermehrung obligat
und fakultativ pathogener Keime, was zu einem vermehrten Auftreten von Sekundarinfektio-
nen fuhrte (Johannsen et al., 1978).

Ebenso litten auch Kaélber mit einer Furazolidon-Vergiftung hamatologisch an einer
Thrombozytopenie und Neutropenie, wahrend histologisch im Knochenmark eine mehr oder
weniger weitgehende Aplasie beobachtet werden konnte (Hofmann et al., 1974). Klinisch
standen auch hier die ausgepragten Hamorrhagien im Vordergrund und gleichermafen konnte

eine erhdhte Anfélligkeit fir Sekundarinfektionen festgestellt werden.

2.1.8.2 Weitere Befunde

Erst bei einer pathologischen Untersuchung konnte das wahre Ausmal’ der hdmorrhagischen
Diathese erfasst werden, wobei sich Art, Lokalisation und Intensitat der Blutungen von Tier
zu Tier unterschiedlich darstellten. So waren Petechien, Ekchymosen und flachige Hdmorrha-
gien vor allem subserosal, subkutan und auch intramuskuldr zu finden (Friedrich et al.,
2009c¢). Langenmessungen der Oberschenkelknochen bei der Sektion ergaben zudem bei Kal-
bern nach der Aufnahme von BNP-Kolostrum signifikant niedrigere Werte und wurden als
Hinweise fiir einen Minderwuchs gedeutet (Bell et al., 2013).

Beziiglich des Zellgehalts lymphatischer Organe gab es unterschiedliche Beobachtungen. Ei-
nerseits wurde neben den Befunden im Knochenmark und der Lymphozytopenie im Blut
ebenfalls ein Schwund der Lymphozyten in lymphatischen Geweben beschrieben, wobei
B- und T-Zellareale in Milz, Lymphknoten und/oder Thymus gleichermalien betroffen waren,
andererseits konnte in einer anderen Studie nach einer Verabreichung von BNP-Kolostrum an
Kélber eine VergroRerung von Thymus und Lymphknoten festgestellt werden, welche sich
histologisch passend dazu dicht besiedelt darstellten (Bell et al., 2013; Pardon et al., 2010). In
der letzteren Studie waren jedoch bei den Versuchskélbern, welche BNP-Kolostrum erhalten
hatten, im Vergleich zu den Kontrollkélbern deutlich weniger scharf umschriebene Sekun-
dar-Follikel nachzuweisen, was trotz des dichten Zellgehaltes auf eine immunologische St6-

rung hinweisen konnte (Bell et al., 2013).
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Die Muttertiere der BNP-Kalber zeigen keinerlei pathologische Auffalligkeiten (Assad et al.,
2012; Bridger et al., 2011; Pardon et al., 2010).

2.2 Knochenmark

Das Knochenmark stellt den Hauptbildungsort sémtlicher Blutzellen dar und ist auch gleich-
zeitig ein primares lymphatisches Organ, in dem sich Leukozyten aus Vorlauferzellen entwi-
ckeln (Travlos, 2006b). Unterschiedliche Stammzellen bilden die Vorlaufer fur die drei Zell-
reihen, die Thrombopoese, die Erythropoese und die Myelopoese, bei deren Entwicklung am
Ende die reifen Blutplattchen, Erythrozyten und entsprechend die unterschiedlichen Leukozy-
ten entstehen und Uber ein Kapillarsystem ins Blut abgegeben werden. Obwohl es keine spezi-
fischen anatomischen Lokalisationen im Knochenmark gibt, an denen ein bestimmter Zelltyp
auffindbar ist, ist das hdmatopoetische Gewebe in sich jedoch organisiert (Gasper, 2000). So
kann die Erythropoese im Gegensatz zur Myelopoese beispielsweise in inselformigen, gut
abgrenzbaren Einheiten beobachtet werden und Megakaryozyten sind direkt an den Endothe-
lien der GefaRsinus zu finden (Travlos, 2006b). Neben den hdmatopoetischen Zellen ist ein
Mikromilieu aus ortsansassigen retikuléren Zellen, Fettzellen, Endothelzellen, Makrophagen
sowie extrazellulérer Matrix vorhanden (Travlos, 2006b). Durch den kortikalen Knochen zie-
hen Uber Kanélchen versorgende Arterien indirekt ins Mark der langen Réhrenknochen, wel-
che sich dort weiter bis hin zu kleinen Arteriolen und Kapillaren aufzweigen und schlieBlich
Anastomosen mit Venen eines Venenplexus eingehen (Travlos, 2006b).

Beim Neonaten besteht das Knochenmark direkt nach der Geburt aus einer soliden Ansamm-
lung hdmatopoetischer Zellen. Im Verlaufe des Heranwachsens ziehen sich diese Zellen in
den Rohrenknochen, den flachen Knochen und den Sternebrae in die Enden bzw. die Randbe-
reiche zuriick und der freigewordene Platz in der Markhohle wird durch Adipozyten ersetzt.
Dabei ist die altersabhdngige Abnahme an blutbildenden Zellen regional unterschiedlich und
vor allem speziesspezifisch, so dass im Gegensatz zum Hund und dem Menschen beim Rind
nach 2 Monaten nur noch eine Knochenmarkspunktion aus dem Sternum oder den Wirbelfort-
sétzen aussagekréaftige Erkenntnisse (ber eine hamatopoetische Aktivitat liefern (Valli, 2000).
In den ersten Lebensmonaten kann parallel zu diesem Umbau im Knochenmark dementspre-

chend eine hdmatopoetische Inselbildung in histologischen Praparaten beobachtet werden.
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2.2.1 Knochenmarkveranderungen

Eine Probenentnahme von Knochenmark zu diagnostischen Zwecken erfolgt normalerweise
aus dem Sternum, dem Wirbel oder einem der Ossa femores (ElImore, 2006). Wird anschlie-
Rend in solch einer Probe eine Abweichung der physiologischen Zelldichte gefunden, kann
dies grundsétzlich ein Anzeichen einer systemischen Intoxikation oder eines primdar toxischen
Effekts direkt auf das Knochenmark darstellen (Elmore, 2006). Haufig sind Veranderungen
im Knochenmark jedoch sekundarer Natur und somit vor allem die Folgen von hdmatologi-
schen Veranderungen und/oder Lasionen, welche an unterschiedlichen Lokalisationen peri-
pher im Korper zu finden sind (ElImore, 2006). Beispielsweise ist eine erhohte Erythropoese
zumeist eine regenerative Antwort auf eine Andmie bzw. einen erhdhten Bedarf an Erythrozy-
ten, wohingegen eine erhéhte Granulopoese eine haufige Reaktion auf entziindliche Prozesse
darstellt (Travlos, 2006a; Wienbeck, 1938). Dabei sind sdmtliche Beobachtungen immer in
Relation zur Tierspezies, der Erkrankungsdauer und -schwere und dem Alter des Tieres ab-
zuwégen (Travlos, 2006a).

In mehreren Studien wurde bei der BNP das Knochenmark pathohistologisch routinemaliig
am Hamatoxylin-Eosin gefarbten Schnitt (HE-Schnitt) untersucht, wobei der Hauptbefund
hierbei eine deutlich verringerte Zelldichte aller drei Zelllinien, die so genannte
Panmyelophthise, darstellte (Friedrich et al., 2009¢; Krappmann et al., 2011).

In diesem Zusammenhang wurden auch die Begriffe ,,Markhypoplasie“ bzw.* —aplasie ver-
wendet, welche ebenfalls einen deutlichen bzw. sogar hochgradigen Schwund des Zellmarkes
beschreiben und histologisch durch ein zellarmes bzw. zellfreies Markretikulum gekenn-
zeichnet sind. Anstelle der hdmatopoetischen Zellen sind bei solch einer Verédnderung im
Gewebeschnitt hauptsachlich Gefalisinus und Adipozyten im Knochenmark anzutreffen
(Travlos, 2006a).

Detailliertere Erl&uterungen zu den Veranderungen am Knochenmark im Rahmen einer BNP
finden sich unter 2.1.8.1.

2.2.2 Interpretation von HE-gefarbten Knochenmarkgewebeschnitten

Die Aussagekraft einer entnommenen Knochenmarksprobe steht primér immer in Verbindung
mit der Qualitdt derselben und den daran angewandten Aufbereitungstechniken (Travlos,
2006a). Inshbesondere sind vor allem Verdnderungen nach der Probennahme wie pyknotische
Zellkerne oder schlecht abgrenzbares, granuldres Zytoplasma, wie sie zum Beispiel durch die
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Freisetzung von Enzymen aus den Granula der Granulozyten oder durch ungenugende bzw.
zu langsame Gewebepenetration der Fixierlosung entstehen, von echten Veranderungen abzu-
grenzen (MacKenzie, 1990; Travlos, 2006a). Falls zusatzlich korrespondierende Blutwerte
eines betroffenen Tieres vorliegen, so sollten diese immer mit in eine Interpretation der Be-
obachtungen am Knochenmark einbezogen werden (Elmore, 2006).

Ebenfalls ist bei unterschiedlichen Entnahmestellen, Geschlechtern, Stdmmen und Spezies
stets eine gewisse Variation der zytologischen Eigenschaften von Knochenmarkzellen zu be-
denken, so dass eine passende Kontrollgruppe zum Vergleich bei der Auswertung von Kno-
chenmarkproben nach Méglichkeit vorhanden sein sollte (EImore, 2006; Travlos, 2006a). Ein
angefertigter, Formalin-fixierter und HE-gefarbter Gewebeschnitt ist dabei fiir ein Screening
des Knochenmarks geeignet, bei dem eine Schatzung der Zellularitat méglich ist und sowohl
degenerative als auch proliferative Veranderungen wie flachige Nekrosen entdeckt werden
kdnnen (Elmore, 2006; MacKenzie, 1990). Fir eine solche Beurteilung sollte der Schnitt je-
doch moglichst diinn sein, um eine Betrachtung und Auswertung einer einzelnen Zelllage zu
ermoglichen (MacKenzie, 1990). In einer hdheren VergroRerung lassen sich am Formalin-
fixierten, HE-gefarbten Gewebeschnitt auch reifere Stadien erythroischer und myeloischer
Zellen, Mastzellen und Megakaryozyten gut differenzieren. Fir weitergehende, detailliertere
Aussagen zur Zellmorphologie und des Zustandes unterschiedlicher Reifestadien wére jedoch
eine Anfertigung von Knochenmarkausstrichen und deren zytologische Untersuchung zur
Bewertung notwendig (Bloom and Lewis, 1990; Elmore, 2006; Travlos, 2006b). Gleicherma-
Ren ist auch eine definitive Identifikation von lymphopoetischen und stromalen Zellen, abge-
sehen von Adipozyten, in solch einem HE-Schnitt nicht mdglich (Elmore, 2006; Travlos,
20064, b).

2.3 Histologie und Immunhistologie

2.3.1 Gewebefixierung

Bei einer Fixierung von Gewebeproben kommt es darauf an, deren Struktur moglichst dauer-
haft zu konservieren. Hierbei sollen die Eigenschaften aus dem nativen in vivo-Zustand wei-
testgehend erhalten bleiben, insbesondere was den Aufbau, die GrélRe und die Lokalisation
von Zellen und Strukturen betrifft (Kothmaier et al., 2011; Meyer and Hornickel, 2010).
Durch das eingesetzte Fixanz kommt der Zellstoffwechsel zum Erliegen und eine Zersetzung
des Gewebes durch Faulnisprozesse und Autolyse wird sowohl wesentlich verringert als auch

verzogert (Meyer and Hornickel, 2010; Ramos-Vara and Miller, 2014). Des Weiteren schiitzt
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die Fixierung das Gewebe bei nachfolgenden, fur eine zuverldssige pathologische Untersu-
chung notwendigen Prozessierungsschritten und zusétzlich vor der mechanischen Beanspru-
chung bei der Einbettung (Dapson, 1993; Mulisch et al., 2010a). Jedoch kann sich ein Fixie-
rungsverfahren auch nachteilig auf anschlieBende Prozesse und damit Untersuchungsergeb-
nisse auswirken und eine Beurteilung, beispielsweise aufgrund einer Artefaktbildung oder
einer reaktiven Modifizierung vor allem der Proteine, erschweren und im ungunstigsten Fall
unmaoglich machen (Daneshtalab et al., 2010; Titford and Horenstein, 2005). Insbesondere
Veranderungen von Proteinstrukturen kdnnen zu einer verminderten Verfugbarkeit reaktiver
Epitope und somit zu falsch negativen Ergebnissen fuhren. Bei der Wahl des Fixanz sind
dementsprechend mehrere Faktoren, wie beispielsweise die Gewebeart und die vorgesehene
Untersuchungsmethode, zu berlicksichtigen, um in dieser Hinsicht zuverlassige Resultate zu
erhalten (Mulisch et al., 2010a; Titford and Horenstein, 2005).

2.3.1.1 Formalin-Fixierung

Formalin, eine kommerzielle 30-40 %ige wassrige Formaldehyd-Ldsung, ist aufgrund vieler
Vorteile das meistgenutzte Fixanz fur die histologische Routinediagnostik (Mulisch et al.,
2010a; Titford and Horenstein, 2005). Zum einen ist die Handhabung einfach und eine
schnelle Penetration des Gewebes bei Raumtemperatur gewahrleistet, zum anderen sind die
Beschaffungskosten niedrig und eine langfristige Aufbewahrung des Probengewebes ist prob-
lemlos moglich (Kothmaier et al., 2011; Mulisch et al., 2010a). Die stabilisierende Wirkung
zum Erhalt der Gewebestruktur beruht auf einer Methylenbriickenbildung und Vernetzung
von Molekilen, wobei mit einer starkeren Vernetzung auch eine verminderte Enzymaktivitét
und Antigenitét einhergeht (Blaschitz et al., 2008; Fox et al., 1985; Mulisch et al., 2010a).
Gleichzeitig werden auf diese Weise die autolytischen Vorgénge in der Zelle zum Stillstand
gebracht (Meyer and Hornickel, 2010). Inzwischen gibt es zahlreiche Methoden, um solche
Quervernetzungen, die eventuell zu einer Verdeckung und somit Blockierung antigener Struk-
turen fuhren, zumindest teilweise wieder zu 16sen und dadurch Epitope, insbesondere fur im-
munhistologische Reagenzien, zu demaskieren und auf diese Weise wieder zugénglich zu
machen (Puchtler and Meloan, 1985; Shi et al., 1991). Im Allgemeinen wird solch ein Verfah-
ren als ,,Antigen Retrieval“ bezeichnet (Shi et al., 1991).

Trotz der inzwischen bekannten Kanzerogenitat von Formalin gilt ein HE-gefarbter, Forma-

lin-fixierter, paraffineingebetteter Gewebeschnitt in der Histopathologie aufgrund der schnel-
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len und reichlichen Informationslieferung und der geringen Kosten als ,,Goldstandard*

(Buesa, 2008).

2.3.1.2 HOPE®-Fixierung

Die HOPE® (Hepes-Glutamic Acid Buffer-Mediated Organic Solvent Protection
Effect)-Fixierung stellt ein patentiertes (Patentschrift DE 10021390 C2), aldehydfreies Fixie-
rungsverfahren dar, welches kommerziell von der Firma DCS (DCS Innovative Diagnostik
Systeme Dr. Christian Sartori GmbH & Co. KG, Hamburg) vertrieben wird. Im Hinblick auf
die Zusammensetzung werden lediglich grobe Angaben zur wassrigen Protektionslésung
HOPE® | gegeben, bei der es sich um einen hyperosmolaren, organischen Puffer handelt, der
verschiedene Aminosduren in Konzentrationen zwischen 10-100 mM enthélt und einen
pH-Wert von 5,8-6,4 bei Raumtemperatur besitzt (Olert et al., 2001). Analog zur Forma-
lin-Fixierung wird das Gewebestuick, welches die GroRe von 0,8 x 0,8 x 0,3 cm laut Herstel-
leranweisung nicht Gberschreiten sollte, im Anschluss an den Fixiervorgang und dem Entwas-
sern in Paraffin eingebettet.

Olert et al. (2001) bescheinigten der Formalin-Alternative in seiner Publikation einen zum
Formalinmaterial vergleichbaren Morphologieerhalt, eine geringe Zersetzung von Nuklein-
sduren (DNA und RNA) und vorteilhafte Eigenschaften fir immunhistologische Untersu-
chungen, da zum Beispiel keine Vorbehandlung zur Demaskierung von Antigenen notwendig
sei. Sogar Antikdrper, welche bisher lediglich flr unfixiertes Gefriermaterial im Anschluss an
eine Aufbereitung mittels der Gefrierschnitttechnik vorgesehen waren, kénnen bei HOPE®-
fixiertem Material eingesetzt werden. Der zugrundeliegende Wirkmechanismus des HOPE®-
Fixierverfahrens ist derzeit nicht in den Einzelheiten bekannt bzw. publiziert. Grundsatzlich
wird bei dem gewebeschonenden Fixieren nach der HOPE®-Methode die Probe zunachst in
einer organischen Pufferldsung, der Protektionslésung HOPE® I, bei 0-4 °C inkubiert, welche
das Gewebe per Diffusion komplett durchdringt. Zur nachfolgenden Dehy-drierung der Probe
wird ausschliel3lich eiskaltes Aceton verwendet, welches zur Ausfallung von Komponenten
der Protektionsldsung im Gewebe fuhrt. Diese Prazipitate sollen nun nach Aussage des Her-
stellers zu einer Stabilisierung der Strukturen flihren, so dass ein Schutz gegen die Einwir-
kung von aggressiven, organischen Losungsmitteln gegeben ist. Die entwésserte Probe wird
im Anschluss umgehend in reines Paraffin eingebettet, welches einen niedrigen Schmelzpunkt
bei 52-54 °C aufweist und das verbliebene Aceton nun ebenso wie die Prazipitationen der
Protektionslosung aus dem Gewebe verdrangt (Olert et al., 2001). Bei diesem Verfahren wer-
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den Quervernetzungen von Proteinen vermieden, was folglich zu einer besseren Erhaltung der

antigenen Strukturen fuhrt.

2.3.2 Antikorper fur die Immunhistologie

2.3.2.1 Immunglobulin G (IgG)

Die Fraktion des Immunglobulin G (IgG) beim Rind besteht aus zwei Unterklassen, dem 1gG;
und dem IgG,, welche in verschiedenen Korperflissigkeiten in unterschiedlichen Mengen
vorhanden sind (Butler, 1983). Beide Isotypen bilden beim Rind die humorale Immunantwort
auf intra- und auch extrazellulare pathogene Erreger (Berghaus et al., 2006; Corbeil, 2002;
Welsh et al., 2005).

Sowohl im Kolostrum als auch im Blutserum macht das IgG etwa 80 % des Gesamtimmun-
globulins aus, wobei im Kolostrum durch einen selektiven Transport ein Verhaltnis von 19G;
zu 19gG; von 90:10 erreicht wird, wahrend im Blutserum selbst das Verhéltnis der beiden
Isotypen mit 56:44 nahezu gleichauf liegt (Copestake et al., 2006). Das im Kolostrum befind-
liche 19G; stammt ursprunglich aus dem Serum und damit dem Antikorperpool des Muttertie-
res und dient analog der anderen Immunglobuline dazu, das Kalb post partum passiv mit An-
tikorpern zu versorgen (Newby and Bourne, 1977). Dieses kann bis zu einer Zeit von etwa 24
Stunden nach der Geburt die Antikérper aus der Biestmilch Uber den Darm absorbieren, bevor
die Darmschranke undurchlassig fir Makromolekiile wird (Stott et al., 1979). Im neonatalen
Blutkreislauf angelangt, besitzt das aufgenommene IgG; etwa eine Halbwertszeit von 16 Ta-
gen, wobei gesunde Kélber ab dem 8. Lebenstag anfangen, zusatzlich endogenes IgG zu bil-
den (Husband et al., 1972). Demnach stimmt das Auftreten einer BNP bei bis zu einen Monat
alten Jungtieren mit dem Zeitfenster der physiologischen Aktivitat des kolostral aufgenom-

menen 1gG; Uberein.

2.3.2.2 Gewinnung von IgG

Zur Gewinnung von IgG-Antikorpern ber Affinitatsverfahren wird hdufig Protein A, ein
Antigen der Zellwande von Staphylococcus aureus-Stammen, oder Protein G, ein Zellwand-
protein aus Streptokokken der Gruppe G, verwendet (Forsgren and Sjoquist, 1966; Kronvall,
1973). Diese Molekile besitzen die Eigenschaft, mit Hilfe von Fc-Rezeptoren die
Fc-Domanen der 1gGs und damit die Antikérper binden zu kdnnen, wobei es jedoch spe-
zies- und Klassenspezifische Unterschiede beziglich der Bindungsaffinitaten an sich gibt
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(Akerstrom and Bjorck, 1986). So kann mit Protein A zwar die bovine 1gG,-Fraktion gebun-
den werden, 1gG;-Antikorper, welche den Groliteil der Antikorper des Kolostrums ausma-
chen, bleiben jedoch weitestgehend frei in der Losung (Bjorck and Kronvall, 1984). Anders
verhdlt es sich jedoch mit der Affinitat zu Protein G, an welches beide IgG-Unterklassen des
Rindes Uber den Fc-Rezeptor gebunden werden (Bastida-Corcuera et al., 1999; Bjorck and
Kronvall, 1984). Da die vermuteten BNP-spezifischen Alloantikorper zur Gruppe der
IgG1-Unterklasse gehdren sollten, wurde zur Gewinnung der Antikorper fir die immunhisto-
logische Untersuchung Protein G als Ligand in einer Affinitdtschromatographie genutzt
(Assad et al., 2012).
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3 Material und Methoden

3.1 Untersuchungsmaterial

3.1.1 Material zur Gewinnung und Herstellung der gebrauchsfertigen Antikoérperlo-
sung

Fur die Gewinnung von IgG-Antikdrpern wurden gefrorene Kolostrum- und Serumproben
verwendet (siehe Tabelle 1 und 2). Dabei stammten die Alloantikorper enthaltenden BNP-
Seren von Blutermutterkiihen, welche nachgewiesenermalRen mindestens ein Kalb mit klini-
scher BNP zur Welt gebracht hatten. Die Proben flr die Negativ-Kontrollen stammten von
Tieren, die nicht gegen BVD geimpft worden waren und sowohl vom Institut fur Hygiene und
Infektionskrankheiten der Tiere (mittels Durchflusszytometrie) als auch vom Institut fur Viro-
logie (mittels Immunprézipitation) des Fachbereichs Veterindrmedizin der Justus-Liebig-
Universitat GieRen negativ auf das Vorhandensein von Alloantikdrpern getestet worden wa-
ren. Aufgrund der Tatsache, dass nicht von Beginn der Studie an samtliche Seren zur Verfu-
gung standen, basieren die Experimente auf verschiedenen Antikdrperlésungen.
Das verwendete Mischkolostrum vom Institut fur Tierzucht und Vererbungsforschung der
Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover (TiHo) stammt ebenfalls von Blutermutterkihen,

weitere Angaben oder zusatzliche Tierdaten liegen diesbeziglich jedoch nicht vor.

Tabelle 1: 1gG aus Kolostrum

Tiere Ohrmarkennummer
Blutermutterkiihe
» VT 131, ,Jolande* DE 05xxxxx131
Mischbluterkolostrum: » * (TiHo Hannover)
Negativkontrolltier
> VT 682 DE 06xxxxx682

* keine Angaben vorhanden
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Tabelle 2: 1gG aus Serum

Tiere Ohrmarkennummer
Blutermutterkiihe
Mischbluterserum: » VT 131, ,Jolande* DE 05xxxxx131
» VT 214 ,Anna“ DE 05xxxxx214
» VT 242 , Frieda“ DE 05xxxxx242
> VT 201 ,Ilse“ DE 05xxxxx201
» VT 988 ,,Dorte* DE 07xxxxx988
» VT 215, Berta* DE 05xxxxx134
» Kuh 92 DE 05xxxxx133
» ,Rebe* DE 06xxxxx338
Negativkontrolltier
> * DE 76xxxxx6/26

* keine Angaben vorhanden

Vorversuche mit den zubereiteten Antikdrperldsungen zeigten, dass eine bedeutende Anzahl
an isolierten Antikorpern alloreaktiv an Zellbestandteilen im Gewebeschnitt band und so ins-
besondere in der Negativkontrolle unerwiinschte Farbeffekte infolge solcher Bindungen her-
vorgerufen wurden. Aufgrund dessen wurde zusétzlich zu der Verwendung einer héheren
Verdunnungsstufe vor der Inkubation mit den Gewebeschnitten eine Adsorption von Antikor-
pern an Blutpulver einer Blutermutterkuh durchgefiihrt mit dem Ziel, die Qualitat der immun-
histologischen Ergebnisse deutlich zu verbessern und somit vor allem eine mdglichst reak-
tionsfreie  Negativkontrolle zu erhalten. Bei diesem Prozess sollten alloreaktive
IgG-Antikorper, welche neben den spezifischen BNP-Antikdrpern ansonsten auch im Gewebe
binden wirden, durch exponierte Antigene der Blutzellen weggefangen und so aus der L6-
sung entfernt werden. Unerwiinschte Bindungen wirden auf diese Weise auf ein Minimum
reduziert. BNP-spezifische Alloantikorper hingegen blieben frei in der Lésung, da Blutermut-
terkiihe das gesuchte Zielantigen nicht besitzen bzw. exprimieren und es somit auf den aufbe-
reiteten Blutzellen einer solchen Kuh Kkeine passenden Antigene zur Bindung der
BNP-Alloantikorper gibt. Das Blut zur Herstellung von Blutpulver stammte von der nachge-
wiesenen Blutermutterkuh ,,Berta® (DE 05xxxxxx34) aus der Klinik fur Wiederkduer der Jus-

tus-Liebig-Universitat GieRen.
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3.1.2 Gewebeproben

Es wurde eine reprasentative Anzahl an Knochenmarkproben von insgesamt 65 Kalbern un-
tersucht. Die Proben stammten von Tieren, welche entweder im Institut fur Veteri-
nar-Pathologie der Justus-Liebig-Universitat Giellen wahrend einer

Serumubertragungsstudie (siehe 3.1.2.1) seziert wurden, oder Tieren, die in der Routinedi-
agnostik vorlagen (siehe 3.1.2.2). Dabei wurde darauf geachtet, dass die Zeitspanne zwischen
dem Tod des Tieres und der Probenentnahme nicht mehr als 24 Stunden betrug. Die Samm-
lung der Proben umfasste einen Zeitraum von ca. 1,5 Jahren (13.12.2011-1.7.2013). Die Vor-
berichte mit den Angaben bezuglich des Alters, der Rasse, des Geschlechtes, der Herkunft,
der Ohrmarkennummer und der Tagebuchnummer wurden aus den EasyVet-Daten des Fach-
bereichs Veterindrmedizin entnommen. Eine diesbeziigliche tabellarische Ubersicht findet
sich im Anhang unter 8.1.1 bis 8.1.3. Zur Gewinnung der Proben wurden etwa erbsengrofRRe

Gewebestlicke entnommen.

3.1.2.1 Proben von Kalbern der Serumubertragungsstudie

Der Tierversuch zur Serumubertragungsstudie erfolgte im Rahmen eines Verbundprojektes
des Bundesministeriums fur Erndhrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz (BMELV) zur
Untersuchung der BNP und war vorschriftsméRig genehmigt. Die Versuchskalber (K1-K56)
wurden nach ihrer Geburt vom Institut fir Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere der
Justus-Liebig-Universitat GieRen und zum Teil auch vom Institut fur Virologie des Fachbe-
reichs Veterindrmedizin der Justus-Liebig-Universitat Giellen auf ihre ,,Empfanglichkeit*
getestet. Hierbei stuften beide Institute die Tiere mittels verschiedener Untersuchungsmetho-
den (Durchflusszytometrie bzw. Western Blot) aufgrund einer Reaktivitéat der Kélberleukozy-
ten mit Antikorpern aus BNP-Serum als positiv, also empfanglich, oder aufgrund fehlender
Reaktivitat als negativ und somit nicht-empféanglich ein (siehe Anhang, Tabelle 8.1.1). Im
Alter von 5-7 Tagen wurden die ausgewahlten Kélber fiir den weiteren Versuch in die Klinik
flr Wiederkauer der Justus-Liebig-Universitat Gieen verbracht und dort aufgestallt. Am
10. Lebenstag bekamen die Kélber schlieflich gewichts- und gruppenabhdngig Serum trans-
fundiert, welches randomisiert entweder gepooltes BNP-Serum oder getestetes Negativ-
Serum war. Nach einer Verdiinnung des Serums mit physiologischer Kochsalzlosung auf ein
Volumen von 2 Litern wurde es Uber die Vena jugularis appliziert. Auch wurden den Tieren
von Beginn an in verschiedenen Zeitabstdnden Blutproben entnommen (insgesamt bis zur

Euthanasie 42 Proben von jedem Tier) und diese hinsichtlich der Anzahl unterschiedlicher
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Blutzellen im Verlaufe des Versuchs quantitativ ausgewertet. Die Werte wurden mit den phy-
siologischen Referenzbereichen der einzelnen Zelltypen verglichen und die Kaélber als
thrombozytopenisch, lymphopenisch oder unverandert eingruppiert (siehe Anhang, Tabel-
le 8.1.1). Knochenmarkaspirate wurden bei den Kalbern an den Lebenstagen 9 (ante
transfusionem) und 13 (post transfusionem) aus der Metaphyse des Os femoris gewonnen.
Am 30. Lebenstag wurden die Tiere schlieBlich euthanasiert und seziert. Zusatzlich zu den
erhobenen makroskopischen Befunden wurde bei allen obduzierten Tieren neben R6hrenkno-
chenmark ein Spektrum an Organproben (ZNS, Leber, Niere, Milz, Lunge, Darm,
Mesenteriallymphknoten) fiir eine pathohistologische und teils immunhistologische Untersu-
chung entnommen. Uberdies wurde bei einigen der Versuchskélber (n = 27) spongidses Kno-
chenmark aus dem Sternum beprobt, um nachfolgend einen Vergleich zum Réhrenknochen-
mark betreffend der Zellularitat durchfiihren zu kénnen (siehe Anhang, Tabelle 8.1.5).

Die Kélber K4, K18 und K50 mussten aufgrund eines vorzeitigen Todes von der klinischen
Studie ausgeschlossen werden. Dennoch wurden die Knochenmarkproben der Kalber K18
und K50 immunhistologisch untersucht, die Ergebnisse gingen jedoch aufgrund des unter-
schiedlichen Todeszeitpunktes nicht in die statistische Auswertung mit ein.

Des Weiteren standen von 3 Kalbern der Versuchsstudie (K35, K38 und K39) isolierte Leu-
kozyten aus dem Blut als Zellsuspension zur Verfiigung. Das Blut wurde vor der Serumtrans-
fusion entnommen und die Leukozytenisolation anschliefend vom Institut fir Hygiene und
Infektionskrankheiten der Tiere der Justus-Liebig-Universitat GieRen durchgefiihrt. Die Leu-
kozyten wurden immunhistologisch ebenfalls auf eine Bindung von Alloantikrpern unter-
sucht, um eine Aussage Uber die Expression von Zielantigenen auf diesen Blutzellen treffen

zu konnen.

3.1.2.2 Untersuchungsmaterial aus dem Sektionsgut

Um die Methode vor dem eigentlichen Tierversuch zu etablieren, wurden im Vorfeld einige
Knochenmarkproben aus den Ossa femores von 10 frisch toten Tieren unterschiedlichen Al-
ters im Rahmen der Routinediagnostik am Institut fir Veterindr-Pathologie der Jus-
tus-Liebig-Universitdt GieRen gewonnen und zu Versuchszwecken genutzt. Sie waren aus
anderen Griinden als einer BNP gestorben bzw. euthanasiert worden, so dass primér davon
auszugehen war, dass es sich bei den Proben um berwiegend physiologisches, unverandertes
Knochenmark handelte. Aufgrund nachfolgender, erwahnenswerter immunhistologischer Er-
gebnisse werden die Resultate neben denen der beprobten Kéalber aus der Serumubertragungs-
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studie ebenfalls in dieser Arbeit mit aufgefthrt.

Zusatzlich wurden auch vier in Routinesektionen diagnostizierte BNP-Kélber, welche sowohl
in der Sektion als auch in der histologischen Untersuchung des Knochenmarks die typischen
Charakteristika einer BNP-Erkrankung aufwiesen, immunhistologisch auf eine Bindung von
Alloantikorpern an Zielzellen untersucht. Die vorhandenen Tierdaten zu diesen Kalbern sind
in den Tabellen 8.1.2 und 8.1.3 aufgelistet.

3.1.3 Madin Darby Bovine Kidney-Zellen (MDBK-Zellen)

Neben dem eigentlichen Ziel eines Nachweises von Alloantikdrperbindungen im Gewebe
wurden parallel dazu zusatzlich kultivierte MDBK-Zellen auf Reaktionen mit den hergestell-
ten Antikoérperlésungen getestet. Diese Untersuchungen wurden anlésslich vorheriger Ergeb-
nisse anderer Arbeitsgruppen durchgefihrt, welche eine Kontamination der Vakzine
PregSure® BVD mit antigenen Bestandteilen der MDBK-Zellen, auf denen der zytopathogene
Stamm des BVDV Typ 1 fiir den Impfstoff vermehrt wurde, fur die Bildung der
BNP-spezifischen Alloantikorper verantwortlich machten (Deutskens et al., 2011; Euler et al.,
2013). Sofern gekoppelte Antikorper aus einem Blutermutterkuh-Serum dementsprechend
sowohl an Oberflachenantigene der MDBK-Zellen binden als auch an Zielzellen im Kno-
chenmark, sprache das folglich flr diese These der Entstehung der Alloantikorper.
MDBK-Zellen wurden im Jahre 1957 aus renalem Gewebe eines adulten Stiers gewonnen und
fur die Herstellung des Impfstoffs PregSure® BVD als Wirtszellen genutzt (Bastian et al.,
2011; Madin and Darby, 1958). Eine Population dieser Zelllinie wurde aus dem Institut fir
Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere der Justus-Liebig-Universitat Giel3en tibernom-
men und in 25 cm*Kulturflaschen im Brutschrank bei 37 °C und 0,5 % CO,-Begasung kulti-
viert. Das N&hrmedium bestand aus 5 ml RPMI 1640 pro Kulturflasche, dem 10 % fetales
Kélberserum und 1 % Penicillin/Streptomycin zugesetzt wurde.

3.2 Herstellung der Gewebebldcke

Fur die Etablierung eines funktionierenden immunhistologischen Protokolls wurde Probenma-
terial in unterschiedlicher Weise aufgearbeitet und zur Anfertigung von Schnitten eingebettet.
Zundachst erfolgte ein Ansatz mit Formalin-fixierten Knochenmarkproben aus dem Ober-
schenkelknochen, insbesondere fur die nachfolgenden immunhistologischen Untersuchungen

wurde jedoch letztendlich eine Aufarbeitung der untersuchten Gewebeproben nach der
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HOPE®-Methode durchgefiihrt.

3.2.1 Herstellung von paraffineingebetteten Gewebebldocken aus Formalin-fixiertem
Material

Knochenmarkgewebeproben sowie samtliche Proben der parenchymatdsen Organe wurden
direkt nach der Entnahme am Sektionstag (30. Tag) fir mindestens 24 Stunden in 10 %igem
Formalin fixiert. Im Anschluss daran erfolgte eine routinemaRige Prozessierung der Proben
im Gewebeeinbettungsautomaten (Tissue Tek® VIPTM 5 Jr., Sakura Finetek Germany
GmbH, Staufen), wobei etwa 2 mm diinne entnommene Probenstiicke des spongidsen Kno-
chenmarks zuvor mittels einer Dinatrium-EDTA-L6sung (pH 7,4; siehe unter 8.2.1 im An-
hang) Uber etwa 3 Tage entkalkt wurden. Im Anschluss an die automatisierte Prozessierung
wurden die Proben manuell an einer AusgieRstation (Tissue Tek® TECTM 5, Sakura Finetek
Germany GmbH, Staufen) in geeignete Ausgiel3formen verbracht und bei 65 °C mit Paraffin
(Roti®-Plast, Schmelzpunkt 56-58 °C, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) ausgegossen.

Die Lagerung der fertigen Blocke erfolgte bei Raumtemperatur bis zur weiteren Verwendung.

3.2.2 Herstellung von paraffineingebetteten Gewebeblocken aus HOPE®-fixiertem

Material

3.2.2.1 HOPE®-fixierte Gewebeproben

Grundlegend erfolgte die Fixierung gemal dem Protokoll des Herstellers DCS Innovative
Diagnostik-Systeme Dr. Christian Sartori GmbH und Co. KG, Hamburg. Die erbsengrof3en
Gewebeproben (ca. 0,8 x 0,8 x 0,3 cm) stammten alle aus Gewebebereichen ohne Organkap-
sel, um ein besseres Eindringen der Fixierlésung zu gewéhrleisten. Nach der Entnahme er-
folgte eine direkte Uberfilhrung in ein Aceton-festes Reagenzréhrchen (15 ml, Sarstedt,
Niimbrecht, Deutschland) mit vorgekiihlter (0-4 °C) HOPE® I-Fixierlésung. Danach wurden
die Probenrdhrchen fur 48-72 Stunden auf Eis inkubiert und die Gewebeproben nach dem
Schema der Abb.1 weiterverarbeitet.

Eine Abweichung der Fixationsdauer gab es bei den fur die immunhistologische Untersu-
chung vorgesehenen Proben der Studienké&lber K47-49, diese lagen insgesamt bis zu ihrer
Weiterverarbeitung etwa 5 Tage gekiihlt in der HOPE® I-Fixierldsung.

Nach der 8-stiindigen Entwésserung wurden die Proben schlieRlich in vorgewarmtes, niedrig-

schmelzendes Paraffin umgebettet und dort Gber Nacht im Warmeschrank bei 55 °C belassen.
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Am néchsten Tag wurde das durchtrankte Gewebestiick zentral in eine Einbettungsform ge-
legt und mit frischem, fliissigem Paraffin tbergossen. Sofort im Anschluss wurde die Form
fir wenige Minuten auf einer Eisschale gekihlt und der fertige Paraffinblock schlie3lich bei

0-4 °C bis zur weiteren Verwendung im Kihlschrank gelagert.

HOPE I: 48-72 h

|

5 ml eisgekiihltes Aceton &
0,1 % HOPEII: 2 h

|

5 ml eisgekiihltes Aceton: 2 h

l Dehydrierung: 8 h

5 ml eisgekihltes Aceton: 2 h

|

5 ml eisgekiihltes Aceton: 2 h

Abbildung 1: Schema zur Bearbeitung HOPE®-fixierter Gewebeproben

3.2.2.2 HOPE®-fixierte Leukozyten

Die vitalen, isolierten Leukozyten aus dem Blut der drei Studienkalber K35, K38 und K39
wurden jeweils in ein Eppendorfgefd? mit etwa 3,5 ml vorgekiihlter (0-4 °C) HOPE® |-
Fixierlésung verbracht und fir 24 Stunden auf Eis inkubiert. Eine Dehydrierung der Zellen
erfolgte ebenfalls nach dem Schema der Abbildung 1, wobei die Volumina nur 3,5 ml betru-
gen und die Zellen zwischen den Schritten fiir das Wechseln der Ldsungen abzentrifugiert
wurden (Hettich, 10000 g). Am Ende der Entwésserung wurde ein Zellpellet erstellt (Hettich,
10000 g), mit dem ebenso wie mit den HOPE®-fixierten Gewebeproben (siehe unter 3.2.2.1)

verfahren wurde.
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3.3 Anfertigung histologischer Schnitte

3.3.1 Anfertigung von Formalin-fixierten Gewebeschnitten

Der Grof3teil der angefertigten Schnitte von Formalin-fixiertem Gewebe wurde im Anschluss
mit Hamatoxylin-Eosin (HE) gefarbt, nur einige wenige wurden fur die Etablierung des im-
munhistologischen Nachweises der Bindung von BNP-Alloantikdrpern ungefarbt weiter ver-

wendet.

1. Um eine gute Schneidbarkeit zu gewahrleisten wurden die Probenblocke vor dem
Schneiden fur 30 min bei -20 °C auf einer mit Eis gefullten Schale vorgekdhlt.

2. Anschlielend wurde der jeweilige Block in ein Rotationsmikrotom (RM 2255, Leica
Biosystems Nussloch GmbH, NuRloch) eingespannt, mit dem ca. 1-2 um dicke
Schnitte angefertigt wurden.

3. Der fertige Schnitt gelangte zunédchst auf die Oberflache eines vorbeschrifteten Ob-
jekttragers (SuperFrost®Plus-Objekttrager, R. Langenbrinck, Teningen), auf dem sich
wenige Tropfen raumtemperiertes Leitungswasser befanden.

4. Mittels des Objekttrdgers wurde der Schnitt dann auf ein beheiztes Streckbad
(42-45 °C) umgebettet, so dass sich bestehende Falten glatteten. Der faltenfreie
Schnitt wurde schlieBlich vorsichtig mit einem Pinsel zurtick auf den Objekttrager
aufgezogen, wobei auf eine moglichst zentrale Lokalisation des Schnittes geachtet
wurde.

5. Zuletzt wurden die angefertigten Schnitte bei Raumtemperatur Uber Nacht luftge-

trocknet und am darauffolgenden Tag verwendet.

Die Bezugsquellen fur alle verwendeten Chemikalien, Materialien und Geréate sind im An-

hang unter dem Punkt 8.2.2 aufgefihrt.

3.3.2  Anfertigung von HOPE®-fixierten Schnitten

HOPE®-fixierte Schnitte dienten sowohl fiir eine immunhistologische Untersuchung des Kno-
chenmarks der Versuchskalber (30. Tag) als auch fiir eine histologische Untersuchung bezlig-
lich des Zellgehaltes im Knochenmark vor (9. Tag) und nach (13. Tag) der Serumibertra-
gung. Die fertigen Gewebeschnitte wurden fur die histologische Beurteilung anschlieRend
routinemaRig HE-gefarbt, die fir die immunhistologischen Untersuchungen vorgesehenen

Schnitte wurden ungefarbt belassen.
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1.-3. Wie unter 3.3.1 beschrieben.

4. Der auf dem Objekttrager befindliche Schnitt wurde daraufhin auf ein warmes Streck-
bad (35-37 °C) platziert und nach der sichtbaren Glattung unverziglich wieder auf den
Objekttrager aufgezogen, um ein schnell eintretendes Auseinanderstreben des Gewe-
bes zu vermeiden.

5. Im Anschluss daran wurden die fertigen Schnitte ebenfalls Gber Nacht bei Raumtem-

peratur getrocknet und am nachsten Tag verwendet.

3.4 Antikorper fur die immunhistologischen Untersuchungen

3.4.1 Seren

Fur den immunhistologischen Nachweis der Bindung von BNP-spezifischen Alloantikdrpern
an Zellen bzw. Gewebe wurden IgG-Antikorper von Blutermutterkiihen genutzt. Aquivalent
dazu wurde als Negativ-Kontrolle ein Kontrollserum, welches die 1gG-Antikdrper eines nega-
tiv auf Alloantikorper getesteten Tieres enthielt, auf dieselbe Art und Weise hergestellt. Bei
einer Inkubation mit dem Negativ-Kontrollserum sollten keine Antikérper an das Gewebe

binden und ein Nachweis demnach mit einem negativen Ergebnis verlaufen.

3.4.1.1 Gewinnung der 1gG-Fraktion aus Kolostrum und Serum

Die Gewinnung von IgG aus dem Kolostrum bzw. Serum erfolgte mittels einer Prote-
in G-Saule (1 ml Hi-Trap® Protein G column, GE Healthcare, Uppsala, Schweden). Protein G
ist ein bakterielles Zellwandprotein aus einem humanen Gruppe G Streptokokken-Stamm
(G148) und besitzt eine pH-abhangige Bindungsaffinitét fir 1gG (Bjorck and Kronvall, 1984).
Es bindet bezogen auf die zwei Immunglobulin G-Subtypen bei der Kuh sowohl IgG; als auch
1gG,, wobei 1gG; das Hauptglobulin in der Kuhmilch bzw. des Kolostrums darstellt (Bastida-
Corcuera et al., 1999; Bjorck and Kronvall, 1984; Butler, 1969).

Vorherige Studien erzielten beim Rind Ausbeuten von bis zu tber 90 % IgG aus wassrigen
Proben und belegen damit bei dieser Spezies die deutlich Uberlegene Effektivitat der Affini-
tatschromatographie mit Protein G im Vergleich zu Protein A (Akerstrom and Bjorck, 1986;
Aybay and Imir, 2000; Verdoliva et al., 2002).
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3.4.1.1.1 Antikoérpergewinnung aus Kolostrum

Der Fettanteil des Kolostrums und das Casein, welches etwa 80 % der Proteinfraktion in der
Milch ausmacht, mussten vor dem Auftragen auf die Protein G-Séule weitestgehend entfernt
werden, um eine optimale Gewinnung der Immunglobuline zu erzielen (Copestake et al.,
2006; Wong et al, 1996). Das Milchfett konnte durch ein Herunterkihlen der
Kolostrumprobe und eine anschlieRende Zentrifugation phasisch von den wassrigen Bestand-
teilen der Milch abgetrennt werden. Das Casein wurde mittels einer Sdureprazipitation ausge-
fallt. Eine anschlieRende, unverziigliche Neutralisation der angeséuerten Probe erfolgt mittels
einer PD-10 Entsalzungssaule (GE Healthcare, Uppsala, Schweden). Die folgende Affinitats-
chromatographie mittels Protein G-Sdule wurde nach Protokollen des Herstellers durchge-
flhrt, wobei manuell mit einer Luerspritze leichter Druck ausgelbt wurde, so dass die Tropf-
geschwindigkeit ca. 1 ml/min betrug. Ein verkirztes Schema zur Affinitatschromatographie

mit anschlieBendem Pufferwechsel ist in der Abbildung 2 dargestellt.

1. Eine Kolostrumprobe von etwa 10 ml wurde in einem 15 ml Probenréhrchen (Sarstedt,
Nimbrecht, Deutschland) zur Ausfallung der Casein-Fraktion mit 1 M HCI auf einen
pH-Wert von 4,6 angesduert und fir 15 min bei 4 °C stehen gelassen.

2. Danach wurde das ausgefallene Casein bei ebensolch niedriger Temperatur
abzentrifugiert (4 °C, 15 min, 3939 g, Labofuge 400R, Heraeus), so dass an der Pro-
benoberflache gleichzeitig eine Erstarrung des Milchfettes zu einer pastésen Masse er-
folgte.

3. Das Fett, welches sich als oberste Schicht gesammelt hatte, wurde mittels eines Spa-
tels entfernt und die wassrige Phase in ein neues Probenréhrchen pipettiert.

4. Unverziglich erfolgte eine pH-Neutralisation der angeséduerten, entfetteten Milch mit
Hilfe einer PD-10 Entsalzungssaule, wobei diese zuvor mit 25ml 20 mM
Na-Phosphat-Puffer (pH 7; siehe unter 8.2.1 im Anhang) aquilibriert wurde.

5. Im Anschluss wurde die neutralisierte Kolostrum-Ldsung durch einen 0,45 um Filter
filtriert und die Probe darauffolgend nach und nach auf eine mit 20 mM
Na-Phosphat-Puffer (10 ml, pH 7) &quilibrierte HiTrap Protein G-Saule (GE Health-
care, Uppsala, Schweden) aufgetragen.

6. Es folgte ein Nachspilen der S&dule mit 10 ml 20 mM Na-Phosphat-Puffer (pH 7), um
die restlichen, ungebundenen Molekule aus der Sdule zu entfernen.

7. Die gebundene lgG-Fraktion wurde anschlielend mit 5 ml Elutionspuffer (0,1 M
Glycin-HCI, pH 2,7; siehe unter 8.2.1 im Anhang) von der Sédulenmatrix abgeldst und
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das Eluat fraktioniert zu je einem Milliliter in insgesamt flinf vorbereiteten
Eppendorfgefalen (Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland) aufgefangen, welche zur Neut-
ralisation des Eluats jeweils mit 120 pl 1 M Tris-HCI Puffer (pH 9; siehe unter 8.2.1
im Anhang) gefullt waren.

8. Nach Gebrauch wurde die Sdule sofort mit 5 ml 20 mM Na-Phosphat-Puffer (pH 7)
redquilibriert und bis zur Wiederverwendung mit 20 % Ethanol bei 4-8 °C aufbewahrt.
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3.5ml
IgG in PBS-Puffer

V

Abbildung 2: Gewinnung des 1gG mittels Protein G
(Quelle: http//:www.gelifesciences.com; Stand: 17.3.14)
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3.4.1.1.2 Antikoérpergewinnung aus Serum

2 ml Serum wurde in einem Verhéltnis von 1:3 mit 20 mM Na-Phosphat-Puffer (pH 7; siehe
unter 8.2.1 im Anhang) verdiinnt und durch einen Filter (Rotilabo®-Spritzenfilter; 0,45 um)
filtriert. Anschlieend erfolgte eine Weiterverarbeitung der Probe wie unter 3.4.1.1.1 ab dem
Schritt 5 beschrieben.

3.4.1.2 Umpufferung der gewonnenen lgG-Fraktion

Das saure Eluat aus der Protein G-S&ule wurde mit einer basischen Tris-HCI-Lésung (pH 9;
siehe unter 8.2.1 im Anhang) neutralisiert. Tris weist jedoch eine reaktive primére Amino-
gruppe auf, welche bei einer spateren Kopplung der Immunglobuline an Marker wie
Peroxidase storen konnte. Um diese potentielle Fehlerquelle auszuschlieRRen, erfolgte ein Puf-
ferwechsel zu PBS (pH 7,4; siehe unter 8.2.1 im Anhang) mittels einer PD-10 Entsalzungs-
séule (siene dazu auch Abb. 2). Zunédchst wurde die S&ule mit PBS (25 ml, pH 7,4)
aquilibriert. Da nach Anleitung des Herstellers das Probenvolumen zum Auftragen auf die
Saule mindestens 2,5 ml betragen soll, wurden die zuvor gewonnenen Fraktionen des Protein
G-Séulen-Eluats gepoolt. Dabei wurden die unterschiedlich hohen IgG-Konzentrationen der
einzelnen Eluate beachtet, so dass die letztendliche Probe sich aus den Fraktionen 2, 3 und
einem geringeren Anteil der Fraktion 4 zusammensetzte, um eine mdglichst hohe
IgG-Endkonzentration nach dem Pufferwechsel sicherzustellen. Die Elution erfolgte im An-
schluss mit 3,5 ml PBS (pH 7,4), eine gleichzeitige Verdlinnung der Probe war dabei unver-
meidlich.

3.4.1.3 Proteinkonzentrationsmessungen mittels Photometrie

Die photometrische, quantitative Bestimmung der Proteinkonzentration beruht auf einer Ei-
genabsorption der Proteine von UV-Strahlung. In erster Linie ist die Absorption von der An-
zahl der Aminosauren Tryptophan und Tyrosin in der Proteinsequenz abhéngig.

Zur Bestimmung der vorliegenden IgG-Konzentration in der gewonnenen Ldsung wurden
photometrisch Absorptionswerte bei 230 nm und 260 nm gemessen. Zuvor wurde das Gerat
(UV-1202 Spektrophotometer, Shimadzu Europa GmbH, Duisburg) auf den Reagentien-
Leerwert (PBS, pH 7,4; siehe unter 8.2.1 im Anhang) geeicht.

Die Messergebnisse basierten auf einer Probenmenge von 5 pl in 995 ul PBS (pH 7,4), wobei
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eine gute Durchmischung der Losungen durch mehrmaliges Schwenken der Quarz-Kivette
(Hellma®, Suprasil® Typ 105.202.008-QS) erreicht wurde.

Verwendete Regression:
Proteinkonzentration (pg/ml) = 183 x Absorption,sg — 75,8 X Absorptionzg (Shimadzu Corpo-
ration, 1990)

3.4.1.4 Kopplung der 1gG-Antikdrper zum immunhistologischen Nachweis

Die Immunhistologie kennt unterschiedliche Methoden zum Nachweis von Anti-
gen-Antikorperbindungen im Gewebeschnitt. In Bezug auf die folgenden immunhistologi-
schen Untersuchungen kann vor allem zwischen einer direkten Methode und einer indirekten
Methode unterschieden werden. Bei der direkten Methode ist der Marker an den Priméranti-
korper gekoppelt, bei der indirekten an einen Sekundarantikorper, der an den Primarantikor-
per bindet (Mulisch et al., 2010b).

Da die isolierten 1gG-Antikorper aus der Kuh stammen und diese anschlieBend vorwiegend
auf einem Gewebeschnitt der gleichen Spezies Rind eingesetzt werden sollen, muss hierbei
aufgrund des endogen vorhandenen 1gG im Gewebe, welches sonst von einem Sekundaranti-
korper gegen bovines IgG ebenfalls gebunden wirde, die direkte Nachweismethode ange-
wendet werden (Mulisch et al., 2010b). Zwar sind auch die MDBK-Zellen boviner Abstam-
mung, dass Fehlen von IgG in der Zellkultur macht jedoch unter diesen Bedingungen eine
indirekte Bindungsnachweismethode mittels eines Sekundarantikdrpers maoglich. Diese wurde
aufgrund der mdglichen Bindung einer gréfieren Anzahl an Markermolekilen an den Primér-
antikdrper mit dem Vorteil einer Signalverstarkung entsprechend als zusatzliche Bestétigung

der Bindung von Antikorpern an MDBK-Zellen durchgefihrt.

Enzyme werden aufgrund ihrer Eigenschaften selektiv in der Immunhistologie als
Markersubstanzen eingesetzt (Avrameas and Uriel, 1966; Nakane, 1971). An Antikdrper ge-
koppelt setzen sie ein zugegebenes Substrat um, woraufhin eine Farbreaktion stellvertretend
die Bindung der gekennzeichneten Antikorper an ein Epitop im Gewebe fiir das Auge sichtbar
macht (Mulisch et al., 2010b).

Die Kopplung der Immunglobuline an das Enzym Meerrettich-Peroxidase erfolgte in dieser
Arbeit mittels des Lightning Link HRP Conjugation Kits (Novus Biologicals®, Cambridge,
United Kingdom) nach der Anleitung des Herstellers.
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1. Eine Losung mit 4 mg IgG-Antikorper in 1 ml PBS Puffer (pH 7,4; siehe unter 8.2.1
im Anhang) wurde hergestellt.

2. Zu diesem Ansatz wurden 100 pl LL-Modifier-Reagenz pipettiert und das Gemisch
danach gut mit dem Vortexer gemischt.

3. Anschlielend wurde die Losung auf die lyophylisierte Meerrettich-Peroxidase gege-
ben und nach VerschlieRen des Gefélies abermals gevortext.

4. Die weitere Inkubation fand ber einen Zeitraum von 3 h bei Raumtemperatur statt.

5. Nach dieser Zeit wurden noch 100 pul LL-Quencher-Reagenz zu der Lésung
dazupipettiert und diese abermals fiir weitere 30 min bei Raumtemperatur stehen ge-
lassen.

6. Der anschlieBend gebrauchsfertige, mit Meerrettich-Peroxidase gekoppelte Antikdrper

wurde zur Aufbewahrung im Kihlschrank bei 4 °C gelagert.

Um eine erfolgreiche Kopplung der Peroxidase an die Antikorper zu tberprifen, wurde eine
Gelelektrophorese durchgefiihrt. Nach dem Auftragen von umgerechnet jeweils etwa 10 ug
Protein auf das Gel konnte die freie Peroxidase von an Protein gebundener Peroxidase anhand
der unterschiedlichen Bandenmuster unterschieden werden. Die auf Spur 1 aufgetragene, ak-
tivierte Peroxidase besitzt nach Angaben des Herstellers (Peroxidase, activated, Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim) eine Molekiilmasse von 44.000 Da. Die Molekiilmasse eines
IgG-Antikorpers betrdgt im Gegensatz dazu etwa 160.000 Da und wiirde demnach mit einer
Bindung von mindestens einem Peroxidase-Molekil ein molekulares Gewicht von
> 200.000 Da aufweisen.

Dabei ist allerdings zu beachten, dass die Gesamtladung der Molekile und damit ein wichti-
ger Parameter fur die Laufgeschwindigkeit innerhalb des elektrischen Feldes unbekannt war.
Somit war anhand des Gels lediglich ein Vergleich zwischen Proteinen mit gebundener
Peroxidase und Proteinen ohne Peroxidase moglich, jedoch konnte kein Riickschluss anhand
der Laufweite auf die tatsachlich vorliegenden Molekilmassen gezogen werden.
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. Zunéchst wurde ein kleines, 2 %iges Agarosegel (1,6 g Agarose, 80 ml 0,1 M
Tris-HCI Puffer, pH 9; siehe unter 8.2.1 im Anhang) in einer Kleinen
Flachgel-Elektrophoresekammer (Keutz, Reiskirchen) angefertigt.

. Die Gelelektrophorese-Kammer wurde nach ausreichender Aushértung des Gels mit
Puffer (0,1 M Tris-HCI Puffer, pH 9) aufgefullt, bis der Flissigkeitsspiegel etwa
0,5 cm oberhalb der Geloberflache lag.

. Die unterschiedlichen Komponenten der Proben wurden entsprechend dem Schema
der Tabelle 3 zusammenpipettiert und mit jeweils einem Slot Abstand in die daftr
vorgesehenen Vertiefungen gegeben. Die jeweils hinzugefiigten 2 ul Loading Dye
(6x Orange, MBI Fermentas, St. Leon-Rot) dienten dabei der Erhéhung der Dichte der
Proben, um ein einfacheres Beladen des Gels zu ermdglichen.

. Nach dem Auftragen der Proben wurde eine elektrische Spannung von 60 V fur 2 h an
die Kammer angelegt.

Im Anschluss daran wurde das fertige Gel auf einer Glasplatte mit dem Skalpell flr
eine Kivette passend zurechtgeschnitten und in eine solche hinein gelegt.

. 0,1 g Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid (DAB, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf) wurde in 200 ml Imidazol-Puffer gelost (pH 7,1; siehe unter 8.2.1 im
Anhang) und die verbliebenen festen Bestandteile mittels Filter entfernt.

. Die DAB-Losung wurde daraufhin mit 70 pl H,O, (Perhydrol® 30 % H,O, p. a.,
Merck KGaA, Darmstadt) versetzt und zu dem Gel in die Kivette gegossen, welches
anschlieRend fur 5 min abgedunkelt bei Raumtemperatur auf einem Tischrdttler auf
niedriger Stufe in standiger Bewegung gehalten wurde.

. Nach der enzymatischen Farbreaktion wurde das Gel nach der Entnahme aus der Ku-

vette zur Dokumentation fotografiert.
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Tabelle 3: Pipettierschema der Gelelektrophorese (Probenvolumen jeweils 12 ul) zum Nach-
weis von Kopplungsprodukten mit Peroxidase

Spur 1 Spur 3 Spur 5 Spur 7
Aktivierte Peroxi- Gekoppelter AK, Gekoppelter AK, Aktivierte
dase, Negativserum, Mischkolostrum, Peroxidase,
0,625 pl 2,5 ul 2,5 ul 0,625 pl
+9,375 ul +75ul +7,5ul +9,375 ul
PBS/BSA 1 % PBS/BSA 1 % PBS/BSA 1 % PBS/BSA 1 %

+ 2 pl Loading Dye* | + 2 ul Loading Dye* | + 2 ul Loading Dye* | + 2 ul Loading Dye*
(Erst 30 min vor
Lauf-Ende aufgetra-

gen!)

* Loading Dye Solution (6x Orange, MBI Fermentas, St. Leon-Rot)

3.4.1.5 Adsorption von Antikérpern an Blutpulver

Wie bereits unter 3.1.1 erldutert, zeigten erste Testversuche mit den gekoppelten Antikorper-
l6sungen an HOPE®-fixierten Knochenmarkgewebeproben einen stérenden Einfluss von zahl-
reichen, alloreaktiven Antikérpern. Zur Reduktion dieser unerwiinschten Antikérperbindun-
gen auf ein Minimum und um eine saubere Negativkontrolle zu erhalten, wurde Blut der Blu-
termutterkuh ,,Berta® fiir eine Adsorption von Antikorpern genutzt. Aufbereitet sollten die
antigenen Strukturen der Blutbestandteile den Grofiteil der in der Ldsung befindlichen
Alloantikorper binden und somit gleichzeitig aus der Losung entfernen. Dem Gedanken nach
blieben BNP-spezifische Alloantikorper im Gegensatz zu den anderen allerdings frei, da eine
Blutermutterkuh der Logik nach keine eigenen Zielantigene diesbeziglich exprimiert. Auf

diesem Wege war eine Selektion hinsichtlich der BNP-auslésenden Alloantikdrper moglich.

3.4.1.5.1 Herstellung von Blutpulver

1. Circa 500 ml Blut wurden frisch aus der Jugularvene einer Blutermutterkuh (siehe unter
3.1.1) gewonnen und in einem dicht verschlossenen Behalter bei Raumtemperatur etwa
3 h stehen gelassen.

2. Nach dem Gerinnungsprozess wurde der fliissige Uberstand verworfen und das
schwammartige, koagulierte Blut mit einem Stabmixer (Phillips, 600 W, HR1365) bis zur
breiigen Konsistenz zerkleinert.

3. Danach wurde der Masse das 4-fache VVolumen an Aceton hinzugefiigt und alles einmal
kraftig mit einem Metallstab durchgerthrt. Die GefalR6ffnung wurde mit Parafilm ver-

schlossen und das Blut-Aceton-Gemisch fiir 1 h bei Raumtemperatur stehen gelassen.
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4. AnschlieRend wurde der Aceton-Uberstand vom Sediment dekantiert und zur maoglichst
vollstdndigen Entfernung des Acetons das Sediment zusétzlich abzentrifugiert (Hettich,
Rotina 48 RC, 3 min, 1200 g).

5. Es folgten 3 Waschschritte mit einem Uberschuss an Leitungswasser, welches jeweils
immer durch ein Abzentrifugieren der festen Bestandteile wieder entfernt wurde (je 3 min,
1200 g).

6. Danach wurde abermals eine Entwasserung mit Aceton (insgesamt 3 x) durchgefiihrt, wo-
bei jedem Aufschwemmen mit Aceton eine Einwirkzeit von 5min und eine
Abzentrifugation (3 min, 1200 g) folgten.

7. Die entwasserte Blutmasse wurde zuletzt in Petrischalen ausgebreitet und diese zum
Trocknen bei 37 °C Uber Nacht in den Brutschrank gestellt.

8. Am darauffolgenden Tag wurden die getrockneten Blutbrocken mit einer elektrischen
Kaffeemihle zu Pulver gemahlen (Krups 75, Typ 203, Karstadt Gief3en) und feuchtig-
keitsgeschutzt gelagert.

3.4.1.5.2 Adsorption der HRP-markierten Antikorper an Blutpulver

Eine Adsorption der Antikdrper an das Blutpulver erfolgte immer unmittelbar vor deren Ein-
satz in der immunhistologischen Untersuchung. Die bei der Adsorption verwendeten Mengen
bzw. Konzentrationen an Blutpulver und Antikérperldsung wurden anhand einer durchgefuhr-
ten Verdinnungsreihe ermittelt. Dabei wurde explizit darauf geachtet, dass die eingesetzte
Gebrauchslésung des Negativserums im Gewebe keinerlei Anfarbung von Zellen erzeugte,
wahrend die gebundenen BNP-Antikoérper des Bluterserums deutlich als Braunfarbung zu

erkennen waren.

1. In einem 2,2 ml groBen Eppendorfgefal wurden 160 mg des gemahlenen Blutpul-
vers zunachst zweimal mit TBS (pH 7,6; siehe unter 8.2.1 im Anhang) fir 5 min
rehydriert und im Anschluss daran abzentrifugiert (Hettich, 7500 g).

2. Danach wurde ein Volumen von insgesamt 500 ul bestehend aus markierten Anti-
korpern in der vorgesehenen Gebrauchsverdinnung von 1:400 in TBS hinzugefiigt
und intensiv auf einem Vortexer (Heidolph, RE AX 1 DR) mit dem Blutpulver fir
etwa 1 min bei Raumtemperatur gemischt.

3. AnschlieRend wurde die Suspension fur weitere 2 h im Kihlschrank bei 4 °C
inkubiert.
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4. Nach dieser Zeit wurde das Sediment nochmals fir 1 min aufgeschwemmt und
dann schliel}lich wieder abzentrifugiert (Hettich, 7500 g).
5. Der Uberstand wurde als fertige, adsorbierte Antikérpergebrauchslésung mit einer

Pipette abgezogen und in ein neues Eppendorfgefal gefiillt.

Dieses wurde bis zum Auftragen der Antikdrperlésung auf die Gewebeschnitte bzw. die Zel-

len bei 4 °C im Kihlschrank gelagert.

3.4.2 Sekundarantikdrper

Als Sekundérantikbrper zum indirekten Nachweis von gebundenen Antikérpern an
MDBK-Zellen wurde bei einem Versuch ein Kaninchen anti-Rind IgG (H+L)-Antikorper der
Firma Cappel (inzwischen MP Biomedicals, Eschwege) eingesetzt. Der Antikorper ist
Peroxidase-gekoppelt und wurde fiir die Inkubation in einem Verhaltnis von 1:100 in TBS

(pH 7,6; siehe unter 8.2.1 im Anhang) verdinnt.

3.5 Immunhistologie

3.5.1 Indirekter immunhistologischer Nachweis der Bindung von Alloantikdrpern an
MDBK-Zellen
Ein indirekter immunhistologischer Nachweis von 1gG-Antikérpern an MDBK-Zellen erfolg-

te mit einem polyklonalen Sekundér-Antikorper aus dem Kaninchen (siehe 3.4.2).

1. Das Medium der MDBK-Zellen wurde mit einer Pipettierhilfe aus der
25 cm>Zellkulturflasche entfernt und die Zellen mit vorgewarmter PBS-Losung
(5 ml, pH 7,4; siehe unter 8.2.1 im Anhang) einmalig gewaschen.

2. Nach dem Absaugen des PBS Puffers wurden die Zellen mit 3 ml 0,25 %iger Tryp-
sinf/EDTA-L6sung (PAA The Cell Culture Company, Pasching, Osterreich) (iber-
schichtet und zur Ablésung flr 12 min im Brutschrank bei 37 °C inkubiert.

3. Nach der Ablésung und Vereinzelung der Zellen wurden 3 ml des Mediums zum Ab-
stoppen der enzymatischen Aktivitat hinzugefugt, die komplette Zellsuspension in ein
Zentrifugenrohrchen pipettiert und dieses dann zentrifugiert (37 °C, 200 g/1200 rpm,
7 min).

4. Im Anschluss daran wurde der Uberstand abgesaugt und das tibrige Zellpellet mit 3 ml

Medium resuspendiert.

39



Material und Methoden

10.

11.

12.

13.

14.

Eine 1:10-Verdlnnung dieser Suspension mit einer entsprechenden Menge an Medium
wurde in die Lab Tek® Il Chamber slides-Kammern (Fisher Scientific GmbH, Schwer-
te) eingesét (8-kammerig: 25 pl Zellsuspension + 225 pl Medium) und eine Anhaftung
der Zellen fiir 24 h im Brutschrank (37 °C, 0,5 % CO,) ermdglicht.

Am nachsten Tag wurde nach einer mikroskopischen Sichtkontrolle zur Uberpriifung
der erfolgreichen Zelladhasion das Medium aus allen Kammern abgesaugt. Es folgte
anschlieRBend ein zweimaliges Waschen der Zellen mit PBS (pH 7,4).

In die einzelnen Kammern wurde je 250 pl einer ungekoppelten 1gG-Ldsung (siehe
dazu Tabelle 4) ziigig eingebracht und der gekammerte Objekttrédger anschliellend fur
30 min im Kihlschrank bei 4 °C inkubiert. Als Negativ-Kontrolle fir das Vorliegen
von endogener Peroxidase wurde zusatzlich eine Kammer nur mit PBS (pH 7,4) an-
stelle der Antikérperlésung beschichtet.

Nach wiederholtem zweimaligen Waschen der Zellen mit PBS (pH 7,4) zur Entfer-
nung von ungebundenen Antikorpern wurde das Kammersystem abmontiert und der
Objekttrager unmittelbar im Anschluss daran fiir 10 min in eiskaltem Methanol fixiert.
Es folgte eine Trocknung an der Luft.

Danach wurde der Objekttrager auf ein mit TBS (pH 7,6; siehe unter 8.2.1 im Anhang)
benetztes Coverplate™ (Life Science International, Frankfurt am Main) aufgespannt
und in eine zugehdrige Halterung eingesetzt.

Es erfolgte ein zweimaliges Durchspiilen der Coverplates™ mit etwa 2 ml TBS fiir
jeweils 5 min.

Im Anschluss daran wurden 100 pl (Verdunnung 1:100 in TBS, pH 7,6) des Sekun-
darantikérpers Kaninchen anti-Rind 1gG (H+L) in den Coverplate™-Schlitz einge-
bracht und fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Danach folgten 2 weitere Waschschritte wie unter Schritt 10 beschrieben, ein dritter
wurde nach der Entnahme des Objekttragers aus dem Coverplate™ in einer Kiivette in
TBS fir weitere 5 min durchgefuhrt.

Wéhrend der Spilungen wurde 0,05 % 3,3°-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid
(DAB, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf) in 200 ml Imidazol-Puffer
(pH 7,1; siehe unter 8.2.1 im Anhang) gelost, die festen Bestandteile abfiltriert und der
Losung frisch 0,01 % H,0, (Perhydrol® 30 % H,0, p. a., Merck KGaA, Darmstadt)
zugesetzt.

Danach wurde der Objekttrager in die Kivette mit der DAB-LGAsung gestellt und unter

stdndigem Rihren mittels Magnetrihrer fir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert.
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15. Es folgten nochmals mehrere Waschschritte (3 x in TBS jeweils fiir je 5 min, dann
1 x fur 5 min in Aqua dest.).

16. In einer Papanicolaous Hamatoxylin-Losung (1:10 in Aqua dest.) wurde der Objekt-
trager anschlieBend etwa 30 s gegengeférbt, wobei das darauffolgende Blduen in lau-
warmem Leitungswasser 5 min in Anspruch nahm.

17. Zum Entwassern wurde der Schnitt durch die aufsteigende Alkoholreihe gefuhrt und
nach dem 3-maligen Klaren in Roti-Histol® im Eindeckautomaten (TissueTec®) mit

Folie eingedeckt.

Tabelle 4: Ungekoppelte Antikorper fir einen indirekten Nachweis auf MDBK-Zellen

Antikorper aus Verdinnung mit TBS/BSA 1 % Volumen
Mischbluterkolostrum 1:100 250 pl

- Negativkolostrum 1:100 250 pl
Serum VT 131 1:100 250 pl

- Negativserum 1:100 250 pl

3.5.2 Direkter immunhistologischer Nachweis der Bindung von Alloantikdrpern an
MDBK-Zellen

Fur den direkten immunhistologischen Nachweis wurden MDBK-Zellen vital mit einer Anti-

kdrperlésung inkubiert und die Bindung der markierten und wie unter 3.4.1.5.2 adsorbierten

Antikdrper mit dem Chromogen Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid (DAB, Sigma-Aldrich

Chemie GmbH, Schnelldorf) dargestellt. Als interne Prozesskontrolle wurde ungekoppeltes

Mischbluterkolostrum aus Hannover verwendet, ebenfalls in einer Verdiinnung von 1:50.

1. Das Einsden der MDBK-Zellen in die Kammern des Lab Tek® Il Chamber slides er-
folgte wie bei 3.5.1 bei den Schritten 1.-6. beschrieben.

2. Anschliefend wurde analog zu den Untersuchungen an Gewebeschnitten ein Blocking
mit angerihrter, 10 %iger fettfreier Milch (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnell-
dorf) fur 30 min bei 4 °C durchgefiihrt.

3. Nach dem Absaugen des Blocking-Serums wurden die Lésungen mit den markierten
Antikorpern in einer Verdinnung von 1:50 (siehe dazu auch Tabelle 5) nach dem

Schema der Abbildung 2 aufgetragen und fur 30 min bei 4 °C inkubiert.
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4. Nach dreimaligem Waschen der Zellen mit PBS (pH 7,4; siehe unter 8.2.1 im Anhang)
zur Entfernung von nichtstrukturell gebundenen Antikérpern und der Ablésung des
Kammersystems wurde der Objekttréager fur 10 min in eiskaltem Methanol fixiert und
anschlieRend luftgetrocknet.

5. Die Farbreaktion mit DAB und die darauffolgenden Schritte wurden wie unter 3.5.1
Punkt 12. - 17. beschrieben durchgefihrt.

Tabelle 5: Markierte Antikorper flr einen direkten Nachweis auf MDBK-Zellen

Antikorper aus Verdunnung mit TBS/BSA 1 % Volumen
Mischbluterkolostrum 1:50 250 pl
- Negativkolostrum 1:50 250 pl
Mischbluterserum 1:50 250 pl
- Negativserum 1:50 250 pl

1 2 3 4

MK-HRP: Peroxidase-gekoppeltes

MK-HRP| |MS-HRP Mischbluterkolostrum

K-HRP: Peroxidase-gekoppeltes
Negativkolostrum

K-HRP S_HRP MEK* MS-HRP: Peroxidase-gekoppeltes
Mischbluterserum

S-HRP: Peroxidase-gekoppeltes
5 6 7 8 Negativserum

* interne Prozesskontrolle

Abbildung 3: Pipettierschema zum  direkten  immunhistologischen =~ Nachweis am
LabTek® Il Chamber Slide
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3.5.3 Immunhistologischer Nachweis der Bindung von Alloantikdrpern am Gewebe-
schnitt mittels adsorbierten, HRP-markierten Antikdrpern

3.5.3.1 Entparaffinierung und Rehydrierung
3.5.3.1.1 Entparaffinierung und Rehydrierung von Formalin-fixierten Gewebeschnitten
1. Die Objekttrager mit Formalin-fixiertem Material wurden zur Entfernung des Paraf-
fins zunachst filr insgesamt 10 min in Xylol-Ersatz (Roti-Histol®, Carl Roth GmbH &
Co. KG, Karlsruhe) getaucht.
2. Es folgte eine Rehydrierung der Schnitte mittels einer absteigenden Alkoholreihe
(2 x Isopropanol, 1 x 96 % Alkohol, 1 x 80 % Alkohol) fiir jeweils 3 min.

3.5.3.1.2 Entparaffinierung und Rehydrierung von HOPE®-fixierten Gewebeschnitten
Die Entparaffinierung und Rehydrierung des HOPE®-Materials basierte auf der Anleitung des

Herstellerprotokolls.

1. Eine ausreichende Anzahl an Standkivetten mit Isopropanol wurde in einem Wasser-
bad auf eine Temperatur von 61 °C erwarmt.

2. Danach wurden maximal 4 Objekttrager in eine Standkuvette hineingesetzt und fur
insgesamt 15 min (nach 5min in eine frische Kiivette umgesetzt, nach weiteren
10 min dann in 3. Kivette intensiv gewaschen) im heiRen Isopropanol entparaffiniert
und im Anschluss daran luftgetrocknet.

3. Als néchstes wurden die Schnitte fir 10 min in eisgekihltes, 70 %iges Aceton ge-
taucht.

4. Unmittelbar danach wurden die noch feuchten Objekttrager durch eine Kulvette mit
Agua dest. geschwenkt und dann sofort zur Rehydrierung des Gewebes flr weitere
10 min in eine zweite Kilvette mit frischnem Aqua dest. gestellt.

5. Abschlielend folgte eine Trocknung der Schnitte auf einer Warmeplatte fir 1-2 min
bei 45 °C.

3.5.3.2 Immunhistologische Untersuchung an Gewebeschnitten

Die entparaffinierten und rehydrierten Gewebeschnitte wurden im né&chsten Schritt immunhis-
tologisch untersucht. Die dabei verwendeten Verdunnungen der Antikdrperlésungen sind in
Tabelle 6 aufgefiihrt.
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1. Zur Inaktivierung der endogenen Peroxidase wurden die Objekttréger in eine Kuvette
mit TBS (pH 7,6; siehe unter 8.2.1 im Anhang) und frisch zugesetztem 0,5 % H,0,
(Perhydrol® 30 % H,0, p.a.) gestellt und bei Raumtemperatur fur 30 min inkubiert.

2. Der néchste Schritt bestand aus zweimaligem Waschen in Kivetten mit TBS fir je-
weils 5 min.

3. Danach wurden die Schnitte auf mit TBS benetzte Coverplates™ (Life Science Inter-
national, Frankfurt am Main) aufgebracht und in eine zugehdrige Halterung eingesetzt.

4. Es folgte ein 2-maliges Durchspiilen der Coverplates™ mit TBS fir jeweils 5 min.

5. Fur das anschliefende Blocking wurde auf jeden Schnitt 100 ul 10 %ige, fettfreie
Milch (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf) aufgetragen und fir 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert.

6. Anschliefend wurden 100 pl der HRP-Antikorper-Losung in den Einfillschlitz
pipettiert und die Halterung zur Inkubation der Schnitte fur 12-18 h bei 4 °C in den
Kihlschrank gestellt.

7. Am néchsten Tag wurden die Coverplates™ zunichst 2-malig mit TBS fiir jeweils
5 min durchgespult.

8. Die nachfolgende Farbreaktion mit DAB und die darauffolgenden Schritte wurden wie
unter 3.5.1 Punkt 13. - 17. beschrieben durchgefihrt.

Tabelle 6: Tabelle der verwendeten Antikdrper-Verdunnungsstufen

Material Verdunnung mit TBS Volumen
Formalin-fixierte Schnitte 1:50 100 pl
HOPE®-fixierte Schnitte 1:400 100 pl

3.5.4 Untersuchung zum Auftreten von Zellen mit positiver, jedoch granularer
zytoplasmatischer Reaktion in der Milz

Nach Inkubationen von Meerrettichperoxidase-gekoppelten Seren mit Milzgewebe zeigten

vereinzelte makrophagenartige Zellen eine granulére, zytoplasmatische Braunfarbung. Histo-

logisch waren diese von den anderen positiven Zellen mit membrandser Reaktion unter-

scheidbar. Zur naheren Aufklarung der Ursache dieser granular gefarbten Zellen wurde ein

Versuch durchgefuhrt, bei dem einzelne Komponenten der Inkubationsschritte des immunhis-

tologischen Protokolls durch TBS-Puffer (pH 7,6; siehe unter 8.2.1 im Anhang) ersetzt wur-
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den. Als Gewebe wurde Milz des Kalbes K21 verwendet, welches Zellen mit granuldrer
Anféarbung im Milzgewebe aufwies.

1.-5. Die Anfertigung von 8 HOPE®-Schnitten erfolgte wie unter 3.3.2 beschrieben.

6. Zunéchst wurde eine Adsorption der HRP-gekoppelten AK-L6sungen (Blutermischse-
rum und Negativ-Serum) an Blutpulver wie unter 3.4.1.5.2 beschrieben durchgefihrt.

7. Die anschlieRende Entparaffinierung und Rehydrierung der Gewebeschnitte erfolgte
wie unter 3.5.3.1.2 beschrieben.

8. Die Immunhistologie wurde wie unter 3.5.3.2 beschrieben durchgefihrt, wobei jeweils
ein Gewebeschnitt mit der AK-L6sung aus Blutermischserum und ein Gewebeschnitt
mit der AK-L6sung aus Negativ-Serum inkubiert wurde. Zwei Gewebeschnitte wur-
den komplett nach Protokoll inkubiert, bei zwei weiteren wurde das Wasserstoffper-
oxid durch TBS ersetzt. Beim dritten Inkubationsansatz wurden die AK-Ldsungen
durch TBS ersetzt und im letzten Ansatz wurden sowohl das H,0, als auch die
AK-Losungen durch TBS-Puffer ausgetauscht, um gegebenenfalls eine Reaktion

durch das DAB nachzuweisen (siehe dazu Tabelle 7).

Tabelle 7: Schema der verschiedenen Versuchsansétze zur Untersuchung der Ursache der

granuldren, positiven Reaktionen an Zellen in der Milz

Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3 Ansatz 4
TBS/ H,0, X TBS X TBS
Ads. AK X X TBS TBS
DAB X X X X

x: die Komponenten wurden nach Protokoll verwendet

3.6 Beurteilung und Auswertung der Immunhistologie

3.6.1 Nachweis der gebundenen Antikorper

3.6.1.1 Nachweise der gebundenen Antikérper an MDBK-Zellen

Eine positive Reaktion stellte sich immunhistologisch als braune, zellassoziierte Anfarbung
der Zellmembran dar (+). Keine Anférbung entsprach einem negativen Ergebnis und ist so zu

interpretieren, dass keine Antikorper an die Zellen gebunden haben (-).
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3.6.1.2 Nachweise der gebundenen Antikorper an Gewebeschnitten

Im Falle von gebundenen Antikdrpern an Gewebeschnitten stellte sich eine positive Reaktion
ebenfalls als braune, zellassoziierte Anfarbung der Zellmembran dar, welche bei einer gleich-
artig durchgefihrten Inkubation mit Antikérpern aus Negativserum nicht zu beobachten war.
Zur Beurteilung wurden diesbeziglich jedoch nur solche Areale betrachtet, welche sich nicht
direkt am Rande des Gewebestuckes befanden, keinerlei Schneideartefakte wie Risse oder

Falten zeigten und eine gute, morphologische Detailerkennbarkeit aufwiesen.

3.6.1.2.1 Auswertung der immunhistologischen Untersuchungen

Die Anzahl an positiven Zellen wurde semiquantitativ in ein 3-stufiges Schema (Tabelle 8)
eingeordnet und somit nochmals in die Grade geringgradig positiv (+), mittelgradig posi-
tiv (++) und hochgradig positiv (+++) unterteilt. Negative Schnitte, bei denen sich keinerlei
Braunfarbung einer Zellmembran mittels der Immunhistologie darstellen lie3en, wurden mit
einem ,,-” gekennzeichnet.

Auffallige Merkmale hinsichtlich des markierten Zelltyps und der Lokalisation der Zellen

wurden ebenfalls, wenn vorhanden, erfasst und dokumentiert.

Tabelle 8: Schema zur semiquantitativen Auswertung der immunhistologischen Untersu-

chungen
- Keine markierten Zellen vorhanden
+ Wenige markierte Zellen erkennbar
++ Deutliche Markierung von zahlreichen Zellen

Sehr viele Zellen markiert und teils flaichenhaft angefarbtes

A Erscheinungsbild

3.6.1.3 Nachweis der gebundenen Antikérper an Leukozyten

Von 3 Studienkdlbern (K35, K38 und K39) standen isolierte Leukozyten aus dem Blut fur
immunhistologische Untersuchungen zur Verfugung (siehe dazu auch unter 3.1.2.1). Die an-
gefertigten Zellpellets wurden aufgrund ihrer eingeschréankten Anzahl an beurteilbaren Zellen
analog wie unter 3.6.1.1 beschrieben lediglich in immunhistologisch reaktiv (+), oder eben

nicht reaktiv (-) eingestuft.
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3.7 Beurteilung der HE-gefarbten Gewebeschnitte

Eine semiquantitative Einschatzung des Zellgehaltes im Knochenmark erfolgte mikroskopisch
sowohl an HOPE®-fixierten (9. und 13. Lebenstag) als auch an Formalin-fixierten Gewebe-
schnitten (30. Tag). Dabei wurde insbesondere auf das Vorkommen aller drei Zellreihen des
Knochenmarks (myelopoetische Reihe, erythropoetische Reihe und thrombopoetische Reihe)
geachtet und das Mengenverhéltnis von Fettgewebe zu hdmatopoetisch aktivem Gewebe be-
urteilt. Schnitte, welche nicht mindestens die Flache einer 40-fachen mikroskopischen Ver-
groRerung an Knochenmark aufwiesen, wurden als nicht beurteilbar eingestuft. Bei allen an-
deren erfolgte eine semiquantitative Auswertung fir die einzelnen Zellreihen unter Einbezie-
hung des zuvor beurteilten Vorkommens von Adipozyten nach dem Schema der Tabelle 9.
Dabei wurde der physiologische ,Normalzustand“ (++), auf den sich die Zellzahl-
Beurteilungen letztendlich jeweils beziehen, anfangs basierend auf einem Durchschnittswert
der beobachteten Zellen unbehandelter Kalber (9. Tag) festgelegt.

Zusétzliche Auffélligkeiten im Knochenmark wurden unabhéngig davon ebenfalls dokumen-
tiert. Ferner wurden die angefertigten Organschnitte unter dem Mikroskop auf pathologische

Veranderungen, insbesondere in Form von Entziindungen, Gberprift.

Tabelle 9: Schema zur semiquantitativen Auswertung der Zellen im Knochenmark

Symbol Fett |  Erythropoese |  Leukopoese | Thrombopoese

- Nicht vorhanden

Merklich weniger
leukopoetische
Zellen als normal

Wenige, verein- Merklich weniger
zelte Fettzellen Inseln als normal

1 Megakaryozyt im
400x-Sichtfeld

25-50 % des Durchschnittlich Durchschnittlich Durchschnittlich
++ analysierten viele Inseln viele leukopoetische viele
Zellen Megakaryozyten

Gesichtsfeldes | (,,Normalzustand®) (,Normalzustand*) | (,,Normalzustand*)

> 50 % des ana- . Merklich mehr Merklich mehr
. Merklich mehr In- .
4+ lysierten Ge- leukopoetische Zel- | Megakaryozyten als
. seln als normal
sichtsfeldes len als normal normal
Erheblich mehr In- Erheblich mehr Erheblich mehr
++++ - leukopoetische Zel- | Megakaryozyten als
seln als normal
len als normal normal
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3.8 Statistische Analyse

Fur das Vorkommen der vier gewdéhlten Entzlindungslokalisationen (Thrombophlebitis,
Endokarditis, Pneumonie, Enteritis) und den Vergleich der Verteilung innerhalb der beiden
Studienkalber-Serumgruppen wurden Haufigkeitstabellen angefertigt. Darauf basierend wur-
den anschlieRBend exakte Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests (WMW) durchgefiihrt. Analog dazu
wurde ebenfalls zur Berechnung eines Zusammenhanges zwischen dem Vorliegen einer
Endokarditis und einer erhdhten Leukopoese am 30. Lebenstag ein exakter Wilcoxon-Mann-
Whitney-Test angewendet.

Die Untersuchung des Zusammenhanges zwischen der Zellzahl der einzelnen Zelltypen (Fett-
zellen, Erythropoese, Leukopoese, Thrombopoese) im Rohrenknochenmark und der Zellzahl
im Sternalmark wurde ebenso wie der Zusammenhang zwischen den Serumgruppen und der
Zellzahl zu einem bestimmten Zeitpunkt mit Hilfe einer Korrelationsanalyse unter Verwen-
dung des Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman (rs) berechnet. Ebenfalls wurde der
Spearman-Koeffizient fur eine Gegentberstellung zwischen den Serumgruppen und den er-
zielten immunhistologischen Ergebnissen angewendet. Zum Vergleich von Rdéhren- mit
Sternalmark wurde zusétzlich zum Korrelationskoeffizienten nach Spearman fir jeden Zelltyp
auch ein McNemar-Test durchgefihrt. Dieser Test zéhlt zur Gruppe der Chi-Quadrat-Tests
und stellt einen Test auf Symmetrie dar. Dabei geht die Nullhypothese davon aus, dass sich
Stichproben hinsichtlich eines dichotomen Merkmals nicht unterscheiden, also eine gleiche
Auspragung des Merkmals vorliegt. Flr einen Zusammenhang von Zellzahl-Veranderungen
uber die Zeit wurde der Friedman-Test angewendet, welcher zur Untersuchung von drei oder
mehr Stichproben auf Gleichheit eines Lageparameters dient. Betrachtet werden diesbezig-
lich die einzelnen Zelltypen eines jeden Kalbes Uber die drei Probenentnahmezeitpunkte
(9. Tag, 13. Tag, 30. Tag) hinweg. Zur statistischen Priifung der Gruppen- und Zeit-Einfllsse
auf Signifikanz wurde eine Kovarianzanalyse mit Messwiederholungen bezlglich der Zeit
durchgefiihrt. Demzufolge war mit dieser Berechnung eine Uberpriifung des Zeiteffekts und
der Serumdosisabhangigkeit (= Kovariable) unter Beachtung der Serumgruppe mdglich. Auch
dieses Rechenverfahren wurde flr alle Zelltypen durchgefihrt.

Fir die Untersuchung eines Zusammenhanges zwischen den immunhistologischen Ergebnis-
sen auf BNP-Empféanglichkeit der Kélber und den jeweiligen Ergebnissen der anderen Institu-
te (Institut fir Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere, Justus-Liebig-Universitat Gie-
Ren; Institut fir Virologie des Fachbereichs Veterindrmedizin, Justus-Liebig-Universitat Gie-
Ren) wurde ein partieller Rangkoeffizient erstellt. Bei diesem wurde der Faktor Zeit

herausgerechnet, um den Vergleich aufgrund der verschiedenen Testzeitpunkte (Testzeitpunk-
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te der anderen Institute: 9. Lebenstag; Zeitpunkt der Immunhistologie: 30. Lebenstag) durch-
fihren zu kénnen.

Die Berechnungen wurden am Institut fir Biomathematik und Datenverarbeitung der Jus-
tus-Liebig-Universitat GieRen mit Hilfe des Statistikprogrammpaketes BMDP/Dynamic, Re-
lease 8.1 (Dixon, 1993) erstellt. Die Erstellung der Haufigkeitstabellen, die Berechnung so-
wohl des Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman als auch des partiellen Rangkorrela-
tionskoeffizienten, die Anwendung des McNemar-Tests und die Anwendung des Friedman-
Tests basierten auf dem Programm BMDP4F. Der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test wurde auf
Grundlage des Programms BMDP3D erstellt. Aufgrund des hohen Anteils an Rangbindung
wurde anschlieRend beim Vergleich der zwei Serumgruppen der exakte Wert mit dem Pro-
gramm ,,StatXact™ berechnet (Cytel Studio, 2010). Die Kovarianzanalyse wurde mit dem
Programm BMDP2V durchgefiihrt.

Bei der Bewertung statistischer Signifikanzen wurde ein Signifikanzniveau von o = 0,05 zu-

grunde gelegt, das hei3t Ergebnisse mit p < 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen.
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4 Ergebnisse

4.1 Makroskopische und histologische Sektionsbefunde der Studienkéalber

Die Kélber der Versuchsstudie wurden am 30. Lebenstag seziert und makroskopisch und his-
tologisch auf pathologische Veranderungen untersucht. Haufig waren bei den Tieren entziind-
liche Prozesse zu finden, welche sich lokal in einem oder auch verstreut in mehreren Organ-
systemen manifestiert hatten. In erster Linie waren bei fast 70 % der Studienkalber chroni-
sche, thrombotische Endokarditiden aufféllig, welche tGiberwiegend im rechten Herzohr, an der
Trikuspidalklappe und zum Teil auch parietal im rechten Ventrikel zu finden waren. Bei etwa
der Halfte der Tiere konnte makroskopisch eine Enteritis festgestellt werden, deren Entzin-
dungsqualitat sich katarrhalisch darstellte. Dabei war bei einigen betroffenen Kalbern zusatz-
lich ein Blutaustritt in das Darmlumen zu beobachten. Die diagnostizierten Pneumonien
(= 60 %) wiesen im Allgemeinen einen katarrhalisch-eitrigen Charakter auf und waren typi-
scherweise tberwiegend in den Spitzenlappen lokalisiert. Auch die Entziindungen im Bereich
einer oder beider Jugularvenen waren durch eine vorwiegend eitrige Komponente gekenn-
zeichnet. Die statistischen Analysen ergaben eine signifikante Korrelation zwischen dem Auf-
treten einer Endokarditis und dem transfundierten Serum (p = 0,023), demzufolge Kélber der
BNP-Serumgruppe mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit eine Endokarditis aufwiesen als
Kélber der Kontrollgruppe. Eine statistisch signifikante Korrelation zwischen dem Vorliegen
einer Endokarditis im Zusammenhang mit einer gesteigerten Leukopoese (30. Tag) konnte auf
der Basis des Signifikanzniveaus von a = 0,05 allerdings nicht belegt werden. Bei der Be-
trachtung der Kalber der Kontrollgruppe zeigten diese im Vergleich zu den Tieren der
BNP-Serumgruppe eine hohere Tendenz zur Ausbildung einer Pneumonie. Statistisch war

dieser Zusammenhang bei einem p-Wert von p = 0,009 signifikant.
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Abbildung 4: Darstellung der Entziindungen der Studienkalber insgesamt (oben) und inner-

halb der einzelnen Serumgruppen (BNP-Serumgruppe: linksseitig; Kontroll-
gruppe: rechtsseitig) in Prozent (Thr: Thrombophlebitis; End: Endokarditis;

Pn: Pneumonie; Ent: Enteritis; Sonst: sonstige Entziindungen). Der Anteil der

Kaélber, welche alle 4 ausgewahlten Entziindungsformen aufwies

(End/Thr/Pn/Ent), betrug in der BNP-Serumgruppe 3,13 % und in der Kon-

trollgruppe 15 %.
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In Hinsicht auf BNP-typische Blutungen ins Gewebe oder auf den Schleimhduten konnte le-
diglich bei Kalb 44 eine Glossitis mit assoziierten Blutungen und bei Kalb 10 eine fokale Blu-
tung am Blasenhals beobachtet werden. Sonstige Blutungen oder andere Hinweise auf eine
Klinisch ausgepragte BNP fanden sich bei keinem der obduzierten Tiere.

Eine detaillierte Auflistung der entzundlichen Veranderungen bei den einzelnen Versuchskal-
bern findet sich im Anhang in Tabelle 8.1.4.

Abbildung 5: Hochgradige multifokale thrombosierende Endokarditis valvularis (Pfeile) an

der Trikuspidalklappe des rechten Ventrikels; K25

4.2 Histopathologische Untersuchungen an HE-gefarbten Schnitten des Knochen-
marks

Die entnommenen Biopsien am 9. und auch am 13. Lebenstag der Kalber zeigten untereinan-

der verglichen deutliche Qualitatsunterschiede. Zum einen waren in mehreren der aufbereite-

ten Proben kein oder nur sehr wenig Knochenmarkgewebe enthalten, so dass einige der Biop-

sien aufgrund ihres geringen Anteils an zusammenhangendem Knochenmark die Kriterien des
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angelegten Auswertungsschemas nicht erfillten und folglich im weiteren Verlauf der Unter-
suchungen nicht beurteilt werden konnten. Zumeist war in solchen Schnitten anstelle des
Knochenmarks nahezu ausschlieflich Blut und Fettgewebe zu finden (siehe dazu Abb. 6).
Zum anderen gab es merkliche Varianzen was den Erhalt der Zellmorphologie anbetraf, so
dass eine Unterscheidung der verschiedenen Zellreihen zwar grundséatzlich noch moglich war,
sich bei vielen Schnitten ein gezielteres Ansprechen einzelner Zellen jedoch als nicht durch-
flhrbar erwies. Trotz dieser eingeschrankten Detailerkennbarkeit konnten Zellen der
Erythropoese, Leukopoese und der Thrombopoese in allen Schnitten anhand der zelluldren
Charakteristika voneinander abgegrenzt werden, so dass eine semiquantitative Erfassung
moglich war. Die detaillierten Ergebnisse der semiquantitativen Auswertungen der einzelnen
Zelltypen sind im Anhang in Tabelle 8.1.5 zu finden.

Bei keiner auswertbaren Knochenmarksprobe konnte eine Panmyelophthise beobachtet wer-
den, welche ein Anzeichen fur eine durch das ubertragene Serum induzierte BNP-Erkrankung
hatte darstellen kbnnen (siehe unter 2.1.8.1).

Abbildung 6: Knochenmarkbioptat, welches iberwiegend aus Blut und Fettgewebe besteht.
Es sind lediglich vereinzelt Knochenmarkzellen vorhanden, jedoch nicht in
einem groleren Verbund. Folglich Ausschluss der Probe von der Bewertung.
K2, HOPE®-Fixierung, Biopsie aus dem Os femoris, 13. Tag, Obj. x 4, HE
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4.2.1 Anzahl der Fettzellen im Réhrenknochenmark

Das Fett im Zytoplasma der Adipozyten wurde durch den Einsatz von organischen Ldsungs-
mitteln bei der Prozessierung des Gewebes herausgeldst, so dass sich eine Fettzelle mikro-
skopisch typisch leer und einem Siegelring &hnlich darstellte. Es wurden lediglich solche
Fettzellen beurteilt, welche direkt mit hamatopoetischem Gewebe in Verbindung standen.
Dies sollte eine fehlerhafte Einbeziehung von akzidentell bei der Entnahme aspiriertem sub-
kutanem Fettgewebe in die Auswertung vermeiden.

Bereits bei der Betrachtung der Gewebeschnitte des ersten Biopsie-Entnahme-Zeitpunktes
(9. Tag), an dem alle Kalber sowohl gleich alt als auch noch unbehandelt waren und dement-
sprechend von gleichen Vorbedingungen ausgegangen werden konnte, war in der histologi-
schen Untersuchung die Anzahl an schon vorhandenen Adipozyten im Knochenmarkgewebe
sehr unterschiedlich. Im Verlauf der spéter entnommenen Gewebsbiopsien betrachtet
(13. Tag, 30. Tag), war in der Kontrollgruppe eine stetige Zunahme der Fettzellanzahl zu er-
kennen. In der Ké&lbergruppe, welche BNP-Serum (bertragen bekommen hatte, stagnierte im
Vergleich der Wert zwischen Lebenstag 13. und 30. nahezu, hdufig war hier sogar eine Ver-
minderung des Fettgehalts zu sehen. So zeigt die Tabelle 10, dass 13 von 28 ausgewerteten
Kélbern (46 %) der BNP-Serumgruppe am 30. Lebenstag weniger Fettzellen als noch am
13. Lebenstag aufwiesen (siehe auch Abb. 12). Im Vergleich dazu zeigten in der Kontroll-
gruppe lediglich 2 der 20 Kélber (10 %) zum 30. Tag eine Verringerung der Fettzellanzahl
(siehe auch Tabelle 10 und Abb. 11).

Die Auswertung der statistischen Analysen ergab eine signifikante Korrelation (p = 0,04) bei
der Gegenuberstellung der Anzahl der Fettzellen am 9. Tag zur Serumgruppe. Demzufolge
wiesen BNP-Kalber mehr Fettzellen am 9. Tag im Knochenmark auf als Tiere der Kontroll-
gruppe. Des Weiteren ergab die durchgefiihrte Kovarianzanalyse eine signifikante Abhéangig-
keit der Fettzellenanzahl von der erhaltenen Serumdosis (p = 0,01). Die Tiere, welche mehr

Serum Ubertragen bekommen hatten, besalRen mehr Fettzellen im Réhrenknochenmark.
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Abbildung 7: Semiquantitative Auswertung der Erythropoese der Kontrollgruppe (a) und
der BNP-Serumgruppe (b)
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4.2.2 Erythropoese im Réhrenknochenmark

Erythroische Vorldauferzellen waren im Mikroskop als kleine, runde Zellen sichtbar, welche
einen basophilen Zellkern aufwiesen und sich in kleinen Inseln zusammenlagerten. Innerhalb
der Kontrollgruppe schwankte bei sehr wenigen Kélbern die Anzahl der erythropoetischen
Zellen nach der Serumubertragung, wobei sowohl leichte Abweichungen nach unten als auch
oben feststellbar waren. Bei der Uberwiegenden Zahl der Tiere zeigten sich jedoch im Verlauf
des Tierversuchs hinsichtlich der Erythropoese keine Veranderungen.

Eine dhnliche Entwicklung lieR sich ebenfalls in der BNP-Serumgruppe beobachten. Hier war
am 13. Tag bei einigen Tieren eher eine vermehrte Erythropoese erkennbar, wahrend am
30. Tag wieder geringfligige Abweichungen in beide Richtungen zu erkennen waren. Insge-
samt betrachtet blieb die Erythropoese der meisten Kalber in dieser Gruppe jedoch ebenfalls
konstant. Mittels statistischer Analysen (siehe dazu unter 3.8) konnten keine Zusammenhéange
beziehungsweise Verdnderungen im Hinblick auf die Anzahl erythropoetischer Zellen im
Rohrenknochenmark dargestellt werden.
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(@) Semiquantitative Auswertung der Erythropoese der Kéalber, welche am 10. Lebenstag

Kontrollserum infundiert bekamen. -, +, ++, +++ und ++++ siehe unter 3.7, Tabelle 9
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(b) Semiquantitative Auswertung der Erythropoese der Kélber, welche am 10. Lebenstag

Bluterserum infundiert bekamen. -, +, ++, +++ und ++++ siehe unter 3.7, Tabelle 9

Abbildung 8: Semiquantitative Auswertung der Erythropoese der Kontrollgruppe (a) und der
BNP-Serumgruppe (b)

4.2.3 Leukopoese im Réhrenknochenmark

Zellen der Leukopoese waren im Vergleich zu den erythropoetischen Vorlauferzellen deutlich
groler und besalien ein hell basophiles, teils schaumiges Zytoplasma. Dartiber hinaus waren
die Zellkerne zumeist eher bohnenformig oder segmentiert und deutlich gréRer. Im Verlauf
der Serumiibertragungsstudie zeichnete sich in der Kontrollgruppe eine stetige, jedoch gering-
fligige, Zunahme der leukopoetischen Zellen zum 30. Lebenstag hin ab. Analog hierzu war in
der BNP-Serumgruppe eine vergleichbare Entwicklung zu beobachten, wenngleich die ge-
steigerte Leukopoese, vor allem am 30. Tag, aufféllig starker ausgepréagt war (siehe im Ver-
gleich Abb. 11 und 12). Diese deutliche Zunahme konnte in der Statistik dargestellt werden.
Eine Betrachtung der Zellzahlen Uber die Zeit zeigte hier eine klare Signifikanz mit einem
p-Wert < 0,0001 sowohl fiir den Friedman-Test, welcher die Serumgruppe auller Acht lasst,
als auch fur die Kovarianzanalyse, welche die Serumgruppe der Kélber mit in die Analyse

einbezieht.
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Abbildung 9: Semiquantitative Auswertung der Leukopoese der Kontrollgruppe (a) und der

BNP-Serumgruppe (b)
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4.2.4 Thrombopoese im Rohrenknochenmark

Megakaryozyten, welche die Vorlduferzellen fur die Thrombopoese darstellen, waren deutlich
groRer als alle Gbrigen Zellen und wiesen als unverwechselbares Charakteristikum mehr als
einen Zellkern im Zytoplasma auf. Eine Ubersicht (iber die Veranderungen innerhalb der
Kontrollgruppe zeigte eine verschwindend geringe Abnahme der Megakaryozyten im Verlauf
des ersten Lebensmonates. Im Gegensatz dazu war innerhalb der BNP-Serumgruppe bei 10
Tieren (37 %) nach der Serumibertragung an Tag 13 eine deutliche Zunahme der Anzahl der
Megakaryozyten zu erkennen, was ein Hinweis auf eine gesteigerte Thrombopoese und dem-
gemaR eventuell auf einen vermehrten Bedarf in der Peripherie sein konnte (siehe dazu Tabel-
le 10 B und Abb. 12). Am Sektionstag (30. Tag) waren bei einigen Kélbern die Werte fiir die
Thrombopoese im Vergleich zu Tag 9 weiterhin erhoht, zum Teil sogar noch angestiegen.
Divergierend dazu konnte allerdings bei wenigen Kalbern eine Verringerung der
Megakaryozytenanzahl verzeichnet werden.

Die durchgefiihrten statistischen Analysen ergaben keine signifikanten Zusammenhénge be-
ziehungsweise Veranderungen im Hinblick auf die Anzahl thrombopoetischer Zellen im Réh-

renknochenmark.
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(b) Semiquantitative Auswertung der Thrombopoese der Kélber, welche am 10. Lebens-
tag Bluterserum infundiert bekamen. -, +, ++, +++ und ++++ siehe unter 3.7, Tabel-
le 9

Abbildung 10: Semiquantitative Auswertung der Thrombopoese der Kontrollgruppe (a) und
der BNP-Serumgruppe (b)

4.2.5 Veranderung der Zellzahlen bei den Einzeltieren

Zur Veranschaulichung der Veranderungen von Zellzahlen einzelner Kalber wurde eine
Trend-Tabelle erstellt (siehe Tabelle 10). In dieser Tabelle sind jeweils die Verédnderungen in
Bezug auf den ersten Biopsie-Tag (9. Tag) dargestellt, wobei eine rote Farbung des Tabellen-
feldes beziehungsweise der Zahl eine Abnahme und eine griine Féarbung eine Zunahme der
Zellzahl signalisiert. Die eingetragenen Zahlen beziehen sich dabei auf die Anzahl an abgewi-
chenen Schritten (= +-Zeichen). Fur die Erstellung dazugehoriger Graphen wurde die Tabelle
umstrukturiert, die Grundlage fiir die bildliche Darstellung findet sich demzufolge zusétzlich
im Anhang unter 8.1.8.

Aus Tabelle 10 wird deutlich, dass es im Roéhrenknochenmark beziglich der Zellularitat un-
terschiedlicher  Zellreihen wesentlich mehr Verédnderungen bei den Tieren der
BNP-Serumgruppe gab, als bei Tieren der Kontrollgruppe. Besonders offensichtlich wird dies
bei einem Vergleich vom 13. Lebenstag mit dem 30. Lebenstag. Dort zeigen lediglich 3 der
18 asuwertbaren Kontrolltiere (17 %; K2, K16, K34) eine Zellverdnderung von mehr als einer

der drei hdmatopoetischen Zellreihen und das maximal um eine Bewertungsstufe. Im Ver-
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gleich dazu sind es in der BNP-Serumgruppe 16 Tiere (57 %; n = 28), wobei hier insbesonde-

re eine gesteigerte Leukopoese auffiel.

Tabelle 10: Trend-Tabelle basierend auf den semiquantitativen Auswertungen der Zellveran-
derungen der Studienkalber tber die Zeit

(A: Kontrollgruppe; B: BNP-Serumgruppe)

A
Fettzellanzahl Erythropoese Leukopoese Thrombopoese

Kontr.Gr. | T9-T13 | T13-T30 | T9-T13 | T13-T30 | T9-T13 | T13-T30 | T9-T13 | T13-T30
K2 K 2 2 n.d. 2 n.d. 1 n.d. -1
K7 K n.d. 1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
K10 K 1 1 0 0 0 0 0
K16 K 1 1 1 0 0 1 -1 0
K17 K 0 1 1 1 1 1 0 0
K21 K 0 0 0 0 -1 -1 1
K22 K 0 1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
K23 K 1 1 0 0 0 0 -1 -1
K24 K 2 2 n.d. 0 n.d. 0 n.d 0
K25 K 0 -1 0 0 0 1 0 0
K34 K 0 1 0 1 0 0 0 -1
K35 K 0 0 0 0 0 0 0 0
K37 K n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d n.d.
K38 K 0 0 0 0 0 0 0 0
K39 K 0 1 0 0 0 0 1 0
K41 K -1 0 0 0 0 0 0 0
K46 K 0 1 n.d. 0 n.d. 1 n.d. 0
K49 K 0 0 0 0 0 1 0 0
K50 K n.d. n.d. n.d. n.d n.d. n.d. n.d. n.d
K54 K 1 n.d. 0 n.d. -1 n.d 0
K55 K 2 1 n.d 0 n.d. 0 n.d 0
K56 K 1 0 0 0 0 0 0

Fortsetzung siehe nachste Seite
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Fortsetzung der Tabelle 10

B

Fettzellanzahl Erythropoese Leukopoese Thrombopoese
BNP-Gr.: T9-T13 | T13-T30 | T9-T13 | T13-T30 | T9-T13 | T13-T30 | T9-T13 | T13-T30
K1B -1 1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
K3 B 0 -1 0 0 1 2 0 1
K5 B -1 -2 1 ! 1 2 0 1
K6 B 0 2 1 1 1 2 0 0
K8 B n.d. -1 n.d. -1 n.d. 0 n.d. -1
K9 B 0 0 0 n.d. 1 n.d. 0 n.d.
K11 B 0 0 0 0 0 1 -1 -1
K12 B 0 0 0 0 0 0 0 -1
K13 B 1 2 1 1 0 1 0 1
K14 B 0 -1 0 0 1 1 1 1
K15B 1 2 0 0 0 2 1 1
K18 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
K19 B 1 0 0 0 0 1 0 1
K20 B 1 -2 0 0 0 0 1 2
K26 B 2 1 0 -1 0 2 -1 -1
K27 B 0 0 0 0 0 1 1 0
K28 B 0 0 0 0 0 0 0 0
K29 B 0 1 1 0 0 1 0 -1
K30 B 0 -1 0 1 0 0 0 -1
K31B 0 0 0 -1 1 2 1 2
K32 B -1 0 0 0 0 1 1 1
K33 B 0 0 0 -1 0 2 1 0
K36 B 0 1 0 -1 0 -2 1 -2
K40 B 0 0 1 0 0 0 1 0
K42 B 0 -1 -1 0 1 0 0 0
K43 B 0 -1 0 0 0 1 0 1
K44 B 0 1 0 -1 0 1 0 0
K45 B 0 0 0 1 0 1 0 2
K47 B 0 0 0 0 0 0 0 0
K48 B 0 0 n.d. 0 n.d. 0 n.d. -1
K51 B n.d. 1 n.d. 0 n.d. 1 n.d. 1
K52 B 0 -1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
K53 B -3 -1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

0 = keine Veranderung; 1 = Veranderung der Zellzahl um eine Stufe; 2 = Veranderung

der Zellzahl um 2 Stufen; 3 = Veranderung der Zellzahl um 3 Stufen
Erniedrigung der Zellzahl (Zahl zusatzlich mit einem "-"

B Erhohung der Zellzahl

n.d.: keine Angaben vorhanden
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Abbildung 11: Graphen zur Zellzahlverdnderungen von Einzeltieren der Kontrollgruppe
basierend auf Tabelle 8.1.7 im Anhang
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Abbildung 12: Graphen zur Zellzahlverdnderungen von Einzeltieren der BNP-Serumgruppe

basierend auf Tabelle 8.1.7 im Anhang
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4.2.6 Vergleich von R6hrenknochenmark mit spongiésem Mark

Stichprobenartig (n = 27) wurde Knochenmark aus der Metaphyse des Os femoris mit spon-
giosem Knochenmark aus dem Sternum histologisch hinsichtlich der Zellularitat der einzel-
nen Zellreihen und der Anzahl an Fettzellen verglichen. Beide Proben wurden zeitgleich am
30. Lebenstag bei der Sektion der Versuchstiere entnommen.

Sowohl in der BNP-Serumgruppe als auch in der Kontrollgruppe waren im Sternalmark ge-
genuber dem Roéhrenmark wenige bis keine Fettzellen anzutreffen. Folglich war das spongio-
se Sternalmark bei den meisten Tieren nahezu vollstandig mit hdmatopoetischen Zellen be-
siedelt. Dieser Unterschied im Fettgehalt lieR sich ebenfalls statistisch nachvollziehen, indem
der Korrelationskoeffizient nach Spearman (rs) auf keinen signifikanten Zusammenhang der
Fettzellanzahlen im Vergleich von Roéhrenmark und Sternalmark hindeutete (p =0,11).
Gleichzeitig zeigte der durchgefiihrte McNemar-Test eine statistische Signifikanz (p = 0,002)
auf, demzufolge die Nullhypothese (1:1) bei einem Signifikanzniveau von 5 % verworfen
wird. Folglich wiesen die Fettzellanzahlen im Sternal- und Roéhrenknochenmark statistisch
nicht nur keinen Zusammenhang auf, sondern waren sogar klar ungleich.

Bei der Anzahl der erythropoetischen Zellen fiel im Vergleich zur Kontrollgruppe lediglich
im Rohrenmark der BNP-Serumgruppe eine etwas breitere Streuung der Ergebnisse nach
oben und unten auf. Die statistische Analyse ergab in dieser Hinsicht einen Korrelationskoef-
fizienten (rs) von p = 0,044 und wies somit auf einen signifikanten Zusammenhang hin. Ster-
nal- und Ro6hrenmark unterschieden sich dementsprechend beziglich der Anzahl der
erythropoetischen Zellen statistisch nicht bzw. wenig.

Bei der Leukopoese fiel insbesondere das Rohrenknochenmark einiger Kélber der
BNP-Serumgruppe auf, welches im Uberblick erkennbar hohere Anzahlen von
leukopoetischen Zellen im Vergleich zum dazugehdrigen Sternalmark aufwies. Solch ein
deutlicher Unterschied war in der Kontrollgruppe nicht festzustellen, wobei hier insgesamt die
Anzahlen der leukopoetischen Zellen im Vergleich zur BNP-Serumgruppe deutlich niedriger
lagen. Die Diskrepanzen zwischen dem Rohrenmark und dem Sternalmark der Kélber reich-
ten jedoch aus, dass die statistische Analyse in diesem Fall keine signifikante Korrelation
(p = 0,46) ergab und sich demzufolge die Anzahlen der leukopoetischen Zellen beider Lokali-
sationen statistisch merkbar unterschieden.

Beziglich der thrombopoetischen Zellreihe waren die Ergebnisse der semiquantitativen Aus-
wertung zwischen dem Sternalmark und dem Roéhrenmark der BNP-Serumgruppe nahezu
gleich. Zwar wies das Sternalmark von wenigen Tieren der Kontrollgruppe im Vergleich zum

korrelierenden Rohrenmark eine geringfugig hohere Anzahl an Megakaryozyten auf, statis-
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tisch besaR diese geringe Abweichung jedoch keinen belegbaren Einfluss. Der Koeffizient

(p = 0,021) zeigte eine deutliche Korrelation der Vergleichsparameter und machte so deutlich,

dass statistisch in Bezug auf die Anzahl der thrombopoetischen Zellen kein Unterschied zwi-

schen Rohren- und Sternalmark bestand.
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(@) Semiquantitative Auswertung der verschiedenen Zelltypen im Roéhrenknochenmark

der Kalber, welche am 10. Lebenstag Kontrollserum infundiert bekamen. -, +, ++, +++

und ++++ siehe unter 3.7, Tabelle 9
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(b) Semiquantitative Auswertung der verschiedenen Zelltypen im Sternalmark der Kalber,

welche am 10. Lebenstag Kontrollserum infundiert bekamen. -, +, ++, +++ und ++++
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der Kélber, welche am 10. Lebenstag Bluterserum infundiert bekamen. -, +, ++, +++

und ++++ siehe unter 3.7, Tabelle 9
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(d) Semiquantitative Auswertung der verschiedenen Zelltypen im Sternalmark der Kalber,
welche am 10. Lebenstag Bluterserum infundiert bekamen. -, +, ++, +++ und ++++
siehe unter 3.7, Tabelle 9

Abbildung 13: Semiquantitative Auswertung der Fettzellen und der verschiedenen,
hamatopoetischen Zellreihen der Kontrollgruppe (a, b) und der
BNP-Serumgruppe (c, d) im Rohren- und Sternalmark

4.2.7 Besonderheiten bei der Untersuchung von HE-gefarbten Knochenmarkschnitten
Bei insgesamt 7 Kalbern (K27, K30, K33, K43, K45, K46, K51) fand sich in den Proben des
Rohrenknochenmarks, welche am Sektionstag (30. Tag) entnommen wurden, eine herdférmi-
ge Ansammlung von Fibrozyten innerhalb des Knochenmarkgewebes. Zwischen den Binde-
gewebszellen waren haufig Akkumulationen kleiner, basophiler, runder Zellen sichtbar, deren
Erscheinungsbild am ehesten Inseln erythropoetischer Vorlauferzellen entsprach. Um den
Herd herum konnte zudem eine gesteigerte Leukopoese beobachtet werden.

Andere Knochenmarkschnitte fielen durch fokal zell&rmere und aufgelockerte Areale auf. Im
Hintergrund war vermehrt eosinophile Grundsubstanz zu erkennen. Dabei war hinsichtlich
des Auftretens kein spezifisches Muster zu erkennen, weder waren solche Bereiche zu einem

bestimmten Entnahmezeitpunkt noch in einer expliziten Serumgruppe auffindbar.
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Abbildung 14: a: Fokales, zellarmeres Areal neben Fettgewebe im Rohrenknochenmark, der

Hintergrund besteht hauptsachlich aus eosinophiler Grundsubstanz. K54,
Kontrollserumgruppe, Sektionstag (30. Tag), Formalin-Fixierung, Obj. x 10,
HE

b: Herdférmige Fibrose mit eingestreuten, vermutlich erythropoetischen Vor-
lauferzellakkumulationen im Rohrenknochenmark. K21, Kontrollserumgrup-
pe, Sektionstag (30. Tag), Formalin-Fixierung, Obj. x 4, Goldner-Féarbung

(zum Nachweis von Bindegewebe)

4.3 Etablierung der Methode einer immunhistologischen Untersuchung

4.3.1 Messergebnisse zur Proteinkonzentrationsbestimmung mittels der Photometrie
Mit Hilfe der unter 3.4.1.3 angegebenen Regressionsformel wurden die photometrischen Wer-
te der Proteinkonzentrationen der Seren bestimmt. Diese Werte dienten als Berechnungs-
grundlage fiir die nachfolgende Kopplung an Meerrettich-Peroxidase und lagen im Durch-
schnitt umgerechnet jeweils etwa bei 9 mg/ml IgG in PBS (pH 7,4; siehe unter 8.2.1 im An-
hang).
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4.3.2 Nachweis der Kopplung von Peroxidase an die 1gG-Antikorper mittels Gel-
elektrophorese

Ein Nachweis der Peroxidase basierte auf dem Zusatz des Chromogens Diaminobenzidin-
tetrahydrochlorid (DAB). Bei der Reaktion wird Wasserstoffperoxid von dem Enzym umge-
setzt, woraufhin es zu einer Ausféllung und Braunfarbung infolge Oxida-tion des DABs
kommt. Im Hinblick auf die Laufrichtung und die Laufgeschwindigkeit der untersuchten Ver-
bindungen muss bertcksichtigt werden, dass diese Parameter sowohl von der Masse als auch
von der Ladung der Molekdle beeinflusst werden. Die Gesamtladungen der eingesetzten Mo-
lekile waren in diesem Falle unbekannt. Demzufolge liel der direkte Vergleich der Laufstre-
cken lediglich die Aussage zu, dass sich in den aufgetragenen Probenldsungen unterschiedli-
che Molekiile befanden. In Abbildung 3 ist die deutlich langere Laufstrecke der freien, akti-
vierten Peroxidase (Spur 1) gegenuber den Laufstrecken der an Antikorper gekoppelten
Peroxidase (Spuren 3 und 5) zu erkennen. Betrachtet man die enorme Differenz der Mole-
kilmassen zwischen der freien Peroxidase (44.000 Da) und dem Kopplungsprodukt mit den
Antikorpern (>200.000 Da), so ist eine wesentlich langsamere Wanderungsgeschwindigkeit
des Kopplungsprodukts durch das Gel aufgrund der héheren Masse zu erwarten. Ebenfalls
zeigten sich die Ansatze beider gekoppelten Antikdrperseren (Spuren 3 und 5) in etwa auf
gleicher Hohe, was ein Hinweis auf eine ann&hernd gleiche Molekiilmasse der Kopplungs-
produkte darstellt. Diese Ergebnisse sprachen alle fiir eine erfolgreiche Kopplung der

Peroxidase an die 1gG-Antikdrper.

Spur 1: aktivierte Peroxidase

Spur 3: gekoppelte Antikérper aus Negativserum (> 200.000 Da)

Spur 5: gekoppelte Antikorper aus Mischkolostrum (> 200.000 Da)

Spur 7: aktivierte Peroxidase, 30 min vor dem Ende des Laufs
aufgetragen (Kontrolle)

Abbildung 15: Gelelektrophorese zur Uberpriifung einer erfolgreichen Kopplung der Anti-
korper an Peroxidase; Nachweis basierend auf dem Zusatz von DAB
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4.3.3 Auswahlkriterien beziglich der HOPE®-Methode

Bei den immunhistologischen Untersuchungen an einigen Formalin-fixierten Gewebeschnit-
ten konnten trotz unterschiedlicher Malinahmen zur Demaskierung der Antigene und dem
Einsatz sehr hoher Konzentrationen der Antikorperlosungen keinerlei Bindungen von mar-
kierten Antikorpern an Gewebe dargestellt werden. Daher entfiel die Nutzung von Organma-
terialien, welche zuvor zur Fixierung mit Formalin behandelt worden waren, flr die Immun-
histologie. Ein positiver Nachweis gebundener Antikdérper an Knochenmarkzellen gelang nur
auf Gefrierschnitten. Aufgrund des enormen Arbeitsaufwandes und der letztlich sehr schlech-
ten Morphologie der Gewebeschnitte, welche kaum noch einen zusammenhéngenden Zellver-
band erahnen lieBen und von deutlichen Artefakten wie braunen, ausgefallenen
Zelldebris-Akkumulaten oder Rissen im Gewebe gepragt waren, wurde die Gefrierschnitt-
technik aber nach wenigen Probeschnitten verworfen. Alternativ. wurden die
Peroxidase-markierten Antikérper daraufhin in den folgenden Versuchen auf HOPE®-
fixierten Knochenmarkgeweben inkubiert, auf denen deutlich positive Zellen erkennbar wa-
ren. Die Antikdrperbindungen waren an vielen Zellen anhand einer typischen, Mem-
bran-assoziierten Braunfarbung sichtbar. Teils stellte sich die Farbung auch eher diffus
zytoplasmatisch als membrands dar, insbesondere jedoch auf solchen Schnitten, welche auch
in den dazugehodrigen HE-Schnitten mit einer relativ schlechten morphologischen Detailer-
kennbarkeit gekennzeichnet waren. Trotz der daraus resultierenden, erschwerten Interpreta-
tion ergab die HOPE®-Methode insgesamt die besten Resultate, so dass das immunhistologi-

sche Protokoll auf der Basis dieser Fixierung erstellt wurde.

4.3.4 Ermittlung der Gebrauchsverdinnung der Peroxidase-gekoppelten Antikorper-
I6sungen

Eine optimale Verdunnung der Antikdrperlosung wurde in Vorversuchen anhand einer Ver-
dunnungsreihe ermittelt. Dabei wurde insbesondere darauf geachtet, dass sich die Nega-
tiv-Kontrolle bei gleicher Verdunnungsstufe weitestgehend sowohl frei von brauner Hinter-
grundféarbung als auch von unerwinschten, zellassoziierten, positiven Reaktionen darstellte.
Dies war insbesondere bei niedrigen Verdiinnungen ein Problem, da in diesen Féllen auch das
Kontrollserum deutliche, zellassoziierte, positive Reaktionen verursachte, die zwar makro-
skopisch wesentlich schwécher als die Reaktionen mit BNP-Serum waren, histologisch je-
doch nicht mehr eindeutig von ebensolchen zu unterscheiden waren.

Deswegen wurde eine Verdunnungsreihe mit den Antikorperlésungen in PBS (pH 7,4; siehe

71



Ergebnisse

unter 8.2.1 im Anhang) mit den Stufen 1:50, 1:100, 1:200 und 1:400 erstellt und die Intensivi-
tat der positiven Reaktionen, bzw. das Ausbleiben dieser, miteinander verglichen.
Parallel dazu erfolgte ebenfalls eine Adsorptionsreihe mit unterschiedlichen Mengen an Blut-
pulver (20 mg, 40 mg, 80 mg, 160 mg), um die optimale Adsorptionsleistung in Bezug auf
500 pl verdiinnte Antikorperldsung zu ermitteln.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen ergaben fir einen Einsatz auf Gewebeschnitten eine
optimale Verdinnung der Antikérperlésungen von 1:400 und einer Blutpulvermenge zur Ad-

sorption unerwinschter Alloantikérper von 160 mg.

4.4 Immunhistologische Untersuchungen

4.4.1 Untersuchungen zur Bindung der Alloantikdrper an MDBK-Zellen

4.4.1.1 Indirekter Nachweis der Bindung von Alloantikdrpern an MDBK-Zellen
Samtliche MDBK-Zellen, welche zuvor mit einer aus Mischbluterkolostrum oder Mischblu-
terserum isolierten 1gG-Antikorperldsung inkubiert worden waren, zeigten nach Zugabe des
Sekundarantikorpers und anschlieRender Farbreaktion eine deutliche, braune Anfarbung der
aulleren Zellmembran. Die Zellen der Negativkontrolle hingegen stellten sich parallel dazu
alle hellblau dar, was auf die zum Ende hin erfolgte Gegenfarbung mit Papanicolaous-L6sung
zurlickzufuhren war. Somit konnte nachgewiesen werden, dass sowohl Serum als auch Ko-
lostrum von Blutermutterkiihen Antikorper enthielten, welche gegen Oberfldchenantigene der
MDBK-Zellen gerichtet waren. Kolostrum und Serum von BV D-ungeimpften und negativ auf
Alloantikorper getesteten Tieren hingegen wiesen keine 1gG-Antikorper gegen zelluldre Be-
standteile von MDBK-Zellen auf.

4.4.1.2 Direkter Nachweis der Bindung von Alloantikdrpern an MDBK-Zellen

Analog zum indirekten Nachweis wiesen MDBK-Zellen, welche mit Peroxidase-gekoppelten
Antikorperldsungen inkubiert wurden, im Falle von 1gG aus Mischbluterkolostrum oder
Mischbluterserum eine Braunfarbung der auRBeren Zellmembran der Zellen nach der Farbreak-

tion mit DAB auf. Hier blieben die Inkubationen mit den Kontrollseren ebenfalls negativ.
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Abbildung 16: a: Nachweis einer Bindung von Antikérpern aus Mischbluterkolostrum
(unadsorbiert) an MDBK-Zellen gekennzeichnet durch eine Braunfarbung der
auleren Zellmembran.

b: Negativkontrolle. HRP-gekoppelte AK aus dem Kolostrum eines Kontroll-
tieres (VT682); a und b: Methanol-Fixierung, Obj. x 40, HRP-gekoppelte
AK, direkte IHC, Papanicolaous-Hamatoxylin-Gegenféarbung

Sowohl die urspriingliche HRP-Antikorperldsung aus Mischbluterkolostrum als auch die
durch Adsorption an Blutpulver anschlielend aufgearbeitete HRP-Antikorperloésung fuhrten
bei den vital inkubierten MDBK-Zellen zu einer positiven Reaktion. Alle Zellen zeigten eine
zellassoziierte Braunfarbung der duBeren Zellmembran auf (+).
Bei den parallel mitgefiihrten Negativkontrollen waren keine Anfarbungen von Zellstrukturen
zu beobachten (-). Die Ergebnisse sind in Tabelle 11 dargestellt.
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Tabelle 11: Nachweis der Bindung von HRP-gekoppelten AK (Verdiinnung 1:50) an

MDBK-Zellen
Antikorper-Lsg., Antikorper-Lsg., an
unadsorbiert Blutpulver adsorbiert
HRP-AK aus Mischbluterserum + +
HRP-AK aus Mischbluterkolostrum + +

HRP-AK aus Negativserum - -

HRP-AK aus Negativkolostrum - -

+: Antikorperbindung an MDBK-Zellen (membrandse Braunfarbung)
- : keine Antikorperbindung

4.4.2 Immunhistologische Untersuchungen zur Bindung der Alloantikérper an Gewe-
beschnitten und Leukozyten

Aufgrund der unter 4.3.3 geschilderten Umstande, dass trotz zusatzlichem Einsatz verschie-

dener Antigen Retrieval-Methoden keine Antigen-Antikorperbindungen auf Formalin-

fixierten Gewebeschnitten nachgewiesen werden konnten, wurden samtliche folgenden im-

munhistologischen Untersuchungen auf der Grundlage von HOPE®-fixiertem Material durch-

gefiihrt.

4.4.2.1 Untersuchungen zur Bindung der Alloantikdrper an Knochenmarkgewebe

4.4.2.1.1 Untersuchungen zur Bindung der Alloantikdrper an Knochenmarkgewebe der
Studienkalber
Die dargestellten Resultate beruhen auf den Untersuchungen von Rohrenknochenmark des
Sektionstages (30. Tag), weitere immunhistologische Untersuchungen zu anderen Zeitpunkten
konnten aufgrund eines Reaktivititsverlustes des mengenbegrenzten Antikdrpers nicht mehr
durchgefuhrt werden. Die Ergebnisse von 52 Kalbern der Versuchsstudie sind in Tabelle 8.1.1
im Anhang und der Abbildung 18 dargestellt. Demnach konnte lediglich bei einem Kno-
chenmark (K7) keinerlei positive Reaktion beobachtet werden. Alle anderen Proben der Ver-
suchstiere zeigten eine positive Reaktion, welche einen Nachweis fir eine Bindung der
HRP-gekoppelten Alloantikdrper an Knochenmarkzellen darstellt. Selbst die Proben, welche
wesentlich langer als 64 Stunden in der HOPE®-Losung fixiert wurden (K47-K49), konnten
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eindeutig als positiv identifiziert werden. Hierbei ist jedoch explizit zu erwéhnen, dass die
antigentragenden, positiven Zellen sich quantitativ unverkennbar individuell je nach Kalb
voneinander unterschieden. Aus diesem Grund war bezlglich der Auswertung semiquantitativ
eine Einteilung in schwach positiv (+) bis stark positiv (+++) notwendig. Eine statistisch sig-
nifikante Korrelation der immunhistologischen Ergebnisse mit einem der zuvor an Lebenstag
9 durchgefiihrten Empféanglichkeitstests (Institut fir Hygiene und Infektionskrankheiten der
Tiere der Justus-Liebig-Universitat Giel3en; Institut fir Virologie des Fachbereichs Veteri-
narmedizin der Justus-Liebig-Universitat GieRen) war nicht vorhanden. Auch die Tests der
beiden Institute zeigten untereinander (siehe dazu Tabelle 8.1.1) statistisch keine signifikante

Korrelation bei dem angelegten Signifikanzniveau von a = 0,05.

Abbildung 17: Starker immunhistologischer Nachweis positiver Zellen, welche sich vor al-
lem an den R&ndern der Sinus befinden, im Réhrenknochenmark. K25,
HOPE®-Fixierung, Obj. x 10, HRP-gekoppelte AK aus Mischbluterserum, di-
rekte IHC, Papanicolaous-Hamatoxylin-Gegenfarbung
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4.4.2.1.2 Untersuchungen zur Bindung der Alloantikdrper an Knochenmarkgewebe
von 10 Kélbern aus dem Sektionsgut

Bei allen 10 beprobten Kélbern aus dem Sektionsgut des Instituts fur Veterinar-Pathologie der

Justus-Liebig-Universitdt GieRBen, welche aufgrund anderer Ursachen als einer

BNP-Erkrankung gestorben bzw. euthanasiert wurden, konnte immunhistologisch im Kno-

chenmarkgewebeschnitt eine positive Anfarbung von Vorlauferzellen beobachtet werden.

Hier erfolgte ebenfalls eine semiquantitative Einteilung in die Gruppen schwach positiv (+)

bis stark positiv (+++). Die Ergebnisse sind in Tabelle 8.1.2 im Anhang und in Abbildung 18

dargestellt.
Studien-K., Studien-K., Kélber aus
Kontroll-S. Bluter-S. Sektionsgut
100 - B+t
N+t
80 - H+
g 60 -
Ko
®
b4
g 40 -
E
< 20 -
> 0 0
4 4
0 T T T T T T

Positiv.  Negativ  Positiv. Negativ  Positiv  Negativ

Immunhistologische Ergebnisse, 30. Tag bzw. Sektionstag

Abbildung 18: Semiquantitative Ergebnisse der immunhistologischen Untersuchungen am
Rohrenknochenmark der Studienkélber (Kontroll-S. = Kontrollserum: n = 20;
Bluter-S. = Bluterserumgruppe: n = 32) und der Kalber aus dem Sektionsgut
(n = 10) in Prozent; HRP-gekoppelte adsorbierte AK aus Blutermischserum;

-, +, ++, +++ und ++++ siehe unter 3.6.1.2.1, Tabelle 8
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4.4.2.1.3 Untersuchungen zur Bindung der Alloantikérper an Knochenmarkgewebe
von Kalbern mit spontaner BNP

Entsprechend der BNP-typischen Veranderungen im Knochenmark wiesen alle untersuchten

Kélber lediglich sehr vereinzelt hdmatopoetische Zellen im Gewebeschnitt auf. Trotz der An-

wendung einer &ulerst niedrigen Verdinnung der Antikorperlosung (1:50) bei der Inkubation

der Knochenmarkgewebeschnitte konnte an keiner verbliebenen Zelle eines BNP-Kalbes eine

Bindung von Alloantikérpern dargestellt werden. Sdmtliche Untersuchungen verliefen mit

einem negativen Ergebnis.

4.4.2.2 Untersuchungen zur Bindung der Alloantikérper an Thymus-, Milz-, Leber-
und Nierengewebe von Studienkélbern
Bis auf sehr wenige Einzelzellen und kleine Zellgruppen, vor allem in den Zentren von Thy-
musléppchen, waren die unterschiedlichen Gewebe der untersuchten Kalber (n = 10) immun-
histologisch negativ. Die Mehrheit der ortsansassigen Lymphozyten bzw. Parenchymzellen
der peripheren Gewebe hatten demzufolge keine Alloantikérper gebunden, was den Schluss
zulé&sst, dass sie kein Zielantigen exprimierten (siehe dazu Tabelle 8.1.6).
Dennoch ist zu erwéhnen, dass sich in manchen Milzgewebeschnitten einige
makrophagenartige Zellen nach einer Inkubation mit der Antikoérperlosung deutlich sichtbar
dunkelbraun gefarbt darstellten. Deren Anfarbung unterschied sich jedoch durch das granular
dunkelbraune Férbemuster des Zytoplasmas prégnant von der im Knochenmark beobachteten
membrandsen Reaktivitat, so dass eine klare Abgrenzung der reaktiven Zellen mikroskopisch
problemlos mdglich war. Dieses Phdnomen war selbst in den mit Negativserum inkubierten
Schnitten sichtbar und stellte sich nach zusatzlichen Versuchen (siehe dazu unter 3.5.4) als
von den Antikorperldsungen abhangig heraus. Wurde die Antikorperldsung durch TBS er-
setzt, waren keine Reaktivitaten im Gewebeschnitt zu beobachten.
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Abbildung 19: a: Immunhistologischer Nachweis einzelner positiver Zellen im Mark des
Thymus. b: Ausschnitt aus a: K56, HOPE®-Fixierung, Obj. x 10 (a) bzw.

x 20 (b), adsorbierte HRP-gekoppelte AK aus Mischbluterserum, direkte
IHC, Papanicolaous-Hamatoxylin-Gegenfarbung

Abbildung 20: Vereinzelte positive Zellen, welche im Gegensatz zu den positiven Zellen im
Knochenmark ein granuldres, braunes Zytoplasma aufweisen, in der Milz.

K53, HOPE®-Fixierung, Obj. x 100 (Ol), adsorbierte HRP-gekoppelte AK

aus Mischbluterserum, direkte IHC, Papanicolaous-Hamatoxylin-
Gegenféarbung
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4.4.2.3 Untersuchungen zur Bindung der Alloantikdrper an aus dem Blut isolierte Leu-
kozyten

An vielen Zellen aller drei untersuchten Zellpellets (K35, K38, K39) konnten positive Reak-

tionen beobachtet werden. Aufgrund der méRigen morphologischen Erhaltung der Zellen und

Uberlagerungen derselben war eine weitere Differenzierung der markierten Leukozyten nicht

moglich.

Abbildung 21: Immunhistologischer Nachweis positiver Leukozyten im Zellpellet. K38,
HOPE®-Fixierung, Obj. x 40, adsorbierte HRP-gekoppelte AK aus Mischblu-

terserum, direkte IHC, Papanicolaous-Hamatoxylin-Gegenfarbung

4.4.3 Merkmale der immunhistologisch positiven Zellen und weitere Beobachtungen

Aufgrund der ausgepragten Beeintrachtigung der morphologischen Detailerkennbarkeit des
Knochenmarkgewebes und der Zellen im Zellpellet nach der durchgefiihrten Immunhistologie
war es nicht mehr maoglich, die positiven Zellen im fertigen Schnitt einem bestimmten Zelltyp
eindeutig zuzuordnen. Zwar waren im Knochenmark Megakaryozyten anhand ihres spezifi-
schen Erscheinungsbildes noch von den anderen Knochenmarkvorldauferzellen abzugrenzen,
insgesamt zeigten alle Zellen jedoch eine so ausgepragte Zellschwellung, dass eine Unter-
scheidung selbst in die Zellreihen der Erythropoese und Leukopoese nicht mehr sicher zu tref-
fen war. Zusétzlich waren auch viele der Kerne wie aufgeblasen und konnten teilweise nur

noch unscharf in der Zelle abgegrenzt werden.
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Hervorzuheben ist das Knochenmark des Kalbes S260/12 aus dem Sektionsgut, an dem als
einziges neben anderen Vorldauferzellen eine deutliche, membrangse Braunfarbung und somit
positive Reaktion an Megakaryozyten darstellbar war. Auffallig hierbei war jedoch, dass nur
ein Teil der Megakaryozyten Alloantikorper gebunden hatten.

Zudem konnte in mehreren Knochenmarkschnitten nachgewiesen werden, dass positive Zel-
len sich geh&uft an den Sinusrdndern und zahlreich um die GeféaRe herum befanden, wodurch
im Schnitt in einigen Lokalisationen ein nahezu stralenartiges Muster aus braunen Zellen
entstand.

Die groRtenteils positiven Leukozyten im Zellpellet lassen die Aussage zu, dass ein Uberwie-
gender Teil der Leukozyten im Blut das/die spezifischen Antigen(e) auch noch als reife, aus
dem Knochenmark freigesetzte, weie Blutzellen exprimieren. Im Gegensatz dazu waren
Lymphozyten in peripheren Geweben negativ; hier waren bis auf eine verschwindend geringe

Anzahl an Einzelzellen keine Bindungsreaktionen zu beobachten.

Abbildung 22: Immunhistologischer Nachweis positiver Zellen im Réhrenknochenmark.
Um das angeschnittene Gefall herum ist deutlich eine Akkumulation der
Zellen, welche Alloantikdrper gebunden haben, zu beobachten. K24,
HOPE®-Fixierung, Obj. x 10, adsorbierte HRP-gekoppelte AK aus Misch-
bluterserum, direkte IHC, Papanicolaous-Hamatoxylin-Gegenfarbung
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Abbildung 23: Immunhistologischer Nachweis positiver Zellen im Réhrenknochenmark.
Pfeile: ein deutlich positiver Megakaryozyt mit membrandser Braunfarbung
nahezu direkt neben einem negativen Megakaryozyten. $260/12, HOPE®-
Fixierung, Obj. x 40, adsorbierte HRP-gekoppelte AK aus Mischbluterse-

rum, direkte IHC, Papanicolaous-Hamatoxylin-Gegenféarbung

4.4.4 Negativkontrollen der immunhistologischen Untersuchungen

In allen untersuchten Geweben wiesen die Negativkontrollen abgesehen von einer leichten
braunlichen Hintergrundfarbung keine deutliche zellassoziierte Braunfarbung auf.

Eine Ausnahme in Hinsicht auf die Negativkontrollen stellte die Knochenmarkprobe des Kal-
bes K14 dar. Nach einer Inkubation mit dem Kontrollserum in der verwendeten Verdiinnung
von 1:400 waren an vielen Zellen positive Reaktionen zu beobachten, so dass sich dieser
Schnitt erst bei einer hoheren Antikorper-Verdinnung von 1:800 weitestgehend negativ dar-
stellte. Glucklicherweise zeigte die verwendete HRP-Antikdrperlésung aus Mischbluterko-
lostrum in dieser Verdinnung noch eine eindeutige, positive Reaktion an den Zellen, so dass
der Schnitt und somit die Probe des Tieres interpretiert und ausgewertet werden konnte.
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5 Diskussion

5.1 Sektionsbefunde der Studienkéalber

Bei einem Grol3teil der sezierten Studienkélber konnten makroskopisch und histologisch Ent-
ziindungen in unterschiedlichen Organen festgestellt werden. Abgesehen von den katarrha-
lischen Enteritiden waren diese vornehmlich von eitriger Qualitét, was in erster Linie auf eine
Infektion mit bakteriellen Erregern hinweist. Unterschiedliche Faktoren kénnen solch ein In-
fektionsgeschehen begunstigt haben. Zum einen wurden die Kélber noch auf ihrem Her-
kunftsbetrieb geboren und waren daher dort wéhrend ihrer ersten Lebenstage mit der beste-
henden Keimflora in Bertihrung gekommen. Dadurch kénnten die Tiere womdglich bereits in
dieser Zeit einem hohen Infektionsdruck an pathogenen Keimen ausgesetzt gewesen sein.
Zum anderen kamen sie im Alter von etwa einer Woche mit der neuen Keimflora der Klinik
fir Wiederkdauer der Justus-Liebig-Universitdat GieBen in Kontakt, wobei allein die
Umstallung der Tiere an sich als ein weiterer Stressfaktor gelten dirfte, welcher eine zusatz-
lich immunsuppressive Wirkung auf das Abwehrsystem der Kélber gehabt haben konnte. Drei
Tage nach der Einstallung in die Wiederkauerklinik wurde mit der Serumtransfusion tber 24
Stunden begonnen. Bereits im Vorfeld erfolgte eine Beprobung der Versuchstiere; sowohl
Blut- als auch Knochenmarkproben wurden bereits vor der Serumibertragung genommen.
Aufgrund dieses eng gesetzten Zeitrahmens, der mehrfachen, z.T. invasiven Beprobung und
einer eventuell zuvor bestandenen Keimbelastung sind Befunde von Entziindungsprozessen
bei einigen Tieren als nicht ungewdhnlich anzusehen. Unerwartet und damit besonders auffél-
lig war jedoch neben der hohen Anzahl an schwereren Entziindungsgeschehen die Menge an
hochgradigen, thrombotischen Endokarditiden, welche sich ausnahmslos im rechten Herzen
manifestiert hatten. Dieser aulergewohnliche Befund schien in Zusammenhang mit der Ver-
suchsdurchfuhrung zu stehen und ist vermutlich auf die angewandte Methode der Serumuiber-
tragung mittels Katheter, beziehungsweise wahrscheinlich direkt auf das spezifisch eingesetz-
te Katheter-Modell, zurtickzufiihren. Bereits der Eintrag weniger Bakterien tiber den Katheter
in die Vena jugularis fiihrte vermutlich zu einer Anheftung derselben am Endokard des rech-
ten Herzens, welches sich dem Blutstrom folgend in unmittelbarer Nachbarschaft zur
Katheterspitze befand. In diesem Zusammenhang ist zudem von einer gleichzeitigen bzw.
anschlielenden, hdmatogenen Streuung der Erreger in andere Organsysteme auszugehen,
welche durchaus eine wesentliche Rolle bei vielen der in der Sektion beobachteten Entzin-
dungen gespielt haben kann.

Die statistische Analyse erbrachte einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Auftre-
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ten einer Endokarditis und der Serumgruppenzugehdrigkeit. Zwar wiesen ebenfalls viele Kal-
ber der Kontrollgruppe eine Endokarditis auf, deutlich haufiger wurde diese Entziindungs-
form jedoch bei Tieren beobachtet, welche BNP-Serum transfundiert bekommen hatten. Eine
direkte Kontamination des BNP-Serums wurde mittels einer mikrobiologischen Untersuchung
ausgeschlossen, so dass resultierend vor allem eine beeinflussende, immunsuppressive Wir-
kung des spezifischen, applizierten Serums anzunehmen ist. Eine weitere signifikante Korre-
lation zur Serumgruppenzugehérigkeit zeigte sich bei den diagnostizierten Pneumonien. In
diesem Fall wurden jedoch prozentual betrachtet vermehrt Pneumonien bei Kontrolltieren
beobachtet. Das Kontrollserum war analog dem BNP-Serum mikrobiologisch auf seine Keim-
freiheit getestet worden. Hier sprach ebenfalls ein negatives Ergebnis gegen eine bakterielle
Kontamination desselben. Auffallig war bei den Pneumonien jedoch vor allem, dass 9 der 11
betroffenen Tiere der Kontrollgruppe vom selben Betrieb stammten (Betrieb B; Herkunft der
Tiere in Tabelle 8.1.1 im Anhang dargestellt). Daher konnte die hohe Prévalenz der Pneumo-
nien bei Kontrollkalbern moglicherweise mit der Herkunft der Tiere und einer vorherigen
Erregerbelastung in Zusammenhang stehen. In wie weit eventuell bereits VVorschadigungen
vorlagen oder sich die Pneumonien erst durch auslésende Faktoren, insbesondere Stress, ent-
wickelt haben, ist nicht nachvollziehbar.

Eingeleitete bakteriologische Untersuchungen ermittelten haufig eine hohe Anzahl an
Trueperella pyogenes in den eingeschickten Organproben, in den meisten Féllen konnten je-
doch lediglich unspezifische Keime nachgewiesen werden. Angesichts der bei einem GroRteil
der Tiere zuvor durchgefiihrten Antibiotika-Therapie besteht zweifellos die Mdglichkeit, dass
neben dem Erreger Trueperella pyogenes noch andere spezifische, pathogene Keime eine
Rolle spielten, welche jedoch als Folge der medikamentdsen Vorbehandlung nicht mehr
nachgewiesen werden konnten.

Es ist explizit darauf hinzuweisen, dass solche entziindlichen und insbesondere septischen
Prozesse zu sekundaren Verdnderungen im hdmatopoetischen Knochenmark fihren kénnen
und eine Beurteilung desselben dementsprechend in solchen Fallen mit Bedacht durchgefuhrt
werden sollte (Reagan et al., 2011; Wienbeck, 1938). In diesem Zusammenhang sind auch die
eventuell wahrend der Studie applizierten Medikamente, hier vor allem die verabreichten An-
tibiotika, kritisch zu sehen, welche moglicherweise ebenfalls eine Wirkung auf das
hamatopoetische Mark ausgetibt haben kdnnten (Ammann et al., 1996; Jorna and Postema,
1986).
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5.2 Ergebnisse der Untersuchungen an Gewebe
5.2.1 Ergebnisse der HE-gefarbten Knochenmarkschnitte der Studienkéalber

5.2.1.1 Semiquantitative Auswertung der HE-gefarbten Knochenmarkschnitte

Die semiquantitative Beurteilung der Knochenmarkschnitte erfolgte aufgrund unterschiedli-
cher Faktoren sowie einer geringen ProbengrdRe und —qualitdt nach einem individuell ange-
passten Auswertungsschema (siehe unter 3.7, Tabelle 9). Abgesehen von der Fettzellanzahl an
Tag 9 (siehe dazu unter 4.2.1) ergaben sich bei den statistischen Analysen der Anzahlen ein-
zelner Zellreihen im Knochenmark der Studienkélber keine konkreten Anhaltspunkte Uber
einen signifikanten Unterschied zwischen beiden Serumibertragungsgruppen. Dabei zeigte
keine der untersuchten Knochenmarkgewebeproben das Bild einer Panmyelophthise, in allen
bewerteten Proben war zumindest herdférmig hamatopoetisches, dicht besiedeltes Mark er-
kennbar. Zwar zeigten die Studienkélber, welche BNP-Serum (bertragen bekommen hatten,
mehrheitlich hdmatologisch eine charakteristische Thrombozytopenie, die fehlenden makro-
skopischen Veranderungen und das unveranderte Knochenmark lassen im Hinblick auf eine
Induktion der BNP jedoch allenfalls den Verdacht einer subklinischen Auspragung zu. Diese
Resultate sind demnach kontrar zu den Ergebnissen friiherer Kolostrum-Ubertragungsstudien,
bei denen den Autoren zufolge bis zu 100 % der Tiere einer Versuchsgruppe nach der Gabe
von Mischbluterkolostrum innerhalb der ersten Lebensstunden nicht nur hdmatologisch, son-
dern auch Kklinisch und histologisch Symptome einer BNP entwickelten (Friedrich et al., 2011;
Henniger et al., 2014; Schroter et al., 2011). Abgesehen davon fiel bei den Kolostrum-Studien
auf, dass das eingesetzte BNP-Kolostrum nicht ausnahmslos fiir alle Kélber pathogen war und
die Reaktionen auf die Verabreichung eines solchen vermutlich mit einer individuellen Dis-
position zusammenhing (Friedrich et al., 2011; Henniger et al., 2014). Die Hauptunterschiede
zu der hier besprochenen Serumstudie waren der wesentlich frithere Ubertragungszeitpunkt
(die Kalber waren erst wenige Stunden alt), die Art und Weise der Ubertragung der
Alloantikorper (alimentar iber Kolostrum) und die Tatsache, dass das in dieser Arbeit ver-
wendete Mischbluterserum von anderen Tieren stammte, als beispielsweise das von Friedrich
et al. (2011) verwendete Mischkolostrum. Aufgrund welchen Einflusses es trotz der Ubertra-
gung hoher Serumdosen bei keinem der Versuchstiere zur deutlicheren BNP-Symptomatik
kam, konnte nicht spezifisch dargestellt werden, vermutlich spielten jedoch quantitative As-
pekte hinsichtlich der ubertragenen IgG-Menge eine Rolle.

Im Gegensatz zum Réhrenknochenmark wies das Sternalmark (30. Tag) bei der stichpunktar-

tigen Betrachtung keine besonderen Auffalligkeiten auf. Abgesehen von einer deutlich gerin-
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geren Anzahl an Fettzellen und einer nicht so deutlich ausgepréagt erhdhten Leukopoese bei
der BNP-Serumgruppe waren keine weiteren histologischen Abweichungen festzustellen. Die
geringere Anzahl an Fettzellen und der weniger deutliche Anstieg der Leukopoese wurden
durch die statistische Analyse bestétigt, indem nicht-signifikante Werte fur die Korrelations-
koeffizienten nach Spearman (rs) ermittelt wurden. Eine gleichartige Verdnderung von
Sternalmark und Réhrenknochenmak war somit eher unwahrscheinlich. Ein durchgefiihrter
McNemar-Test auf Symmetrie erbrachte explizit einen statistischen Unterschied bei der An-
zahl der Fettzellen, wobei die bekannte, schnelle Verfettung des Réhrenknochenmarks bei
Kélbern diesen quantitativen Unterschied erwarten lie} (Varicak, 1938). Abweichend dazu
waren die Ergebnisse sowohl der Erythropoese als auch der Thrombopoese. Dort konnten
signifikante Korrelationen dargestellt werden, welche eine (iberwiegende Ubereinstimmung
der Zellzahlen dieser Zellreihen im Sternal- und Réhrenknochenmark verdeutlichten.

Die im Verlauf des Versuchs merklich gesteigerte Leukopoese, welche bei Tieren beider Se-
rumgruppen beobachtet wurde, konnte statistisch sowohl durch einen Friedman-Test als auch
im Rahmen der Kovarianzanalyse bestétigt werden. Beide Analysen ergaben signifikante Er-
gebnisse, wobei der Friedman-Test eine Steigerung der Leukopoese Uber die Zeit und das
Resultat der Kovarianzanalyse den stérkeren Anstieg in der BNP-Serumgruppe verdeutlichte.
Demnach schien es einen Zusammenhang zwischen der Applikation des BNP-Serums und
einer vergleichsweise heftigeren Reaktion der leukopoetischen Zellen zu geben. Die Reaktion
an sich war vermutlich auf die bestehenden, zahlreichen Entziindungsprozesse zuriickzufih-
ren. So erfolgt gerade bei vorliegenden Infektionen eine quantitative Steigerung der
Granulopoese im Knochenmark, wobei in der Regel gleichzeitig eine verminderte
Erythropoese zu beobachten ist (Wienbeck, 1938). Dass sich die gesteigerte Leukopoese vor
allem im Rohrenknochenmark bemerkbar machte, wahrend das Sternalmark in dieser Hin-
sicht keine so deutliche Verschiebung im Zellbild zeigte, konnte ein Hinweis dafur sein, dass
sich reaktive Verdnderungen bei Neonaten zuerst im noch hamatopoetisch aktiven
Rohrenmark auspragen, bevor im weiteren Krankheitsverlauf das spongidse Mark mit in den
Prozess einbezogen wird, um beispielsweise einen erhéhten Bedarf an Granulozyten auszuba-
lancieren. Es miusste jedoch eine héhere Probenanzahl an Sternalknochenmark entsprechend
untersucht werden, um eine eindeutigere Aussage in diesem Punkt treffen zu kénnen.

Bei allen Kélbern fanden sich bereits in den Knochenmarkbiopsien des 9. Lebenstages eine
deutliche Anzahl an Fettzellen im Réhrenmark des Os femoris, was flr einen sehr friihzeitig
einsetzenden Verfettungsprozess spricht und die Beurteilung der nachfolgenden Knochen-

markproben zu spéteren Zeitpunkten im Hinblick auf die Zellularitit erschwerte beziehungs-
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weise einschrankte. Prinzipiell ist bekannt, dass die Verfettung unregelmaRig erfolgt und ab-
gesehen vom Alter und der Tierspezies sogar der Erndhrungszustand eine Rolle zu spielen
scheint, wenn auch beim Kalb keine groRe (Travlos, 2006a; Varicak, 1938). Valli und Jacobs
gaben zwar bei Kélbern ein Grenzalter von 2 Monaten an, bis zu dem das Réhrenknochen-
mark trotz der fortgeschrittenen Verfettung noch auswertbar sei, jedoch bezieht sich dieser
Altersrahmen hochstwahrscheinlich auf die VVoraussetzung, dass der ganze Knochen als Pro-
benmaterial zur Verfligung steht oder es sich zumindest um eine gréfRere Probe und nicht um
eine wie in diesem Fall kleine Biopsie handelt (\Valli, 2000). Die durchgefihrte statistische
Analyse hatte einen signifikanten Zusammenhang zwischen der verabreichten Serumdosis
und der Anzahl der Fettzellen ermittelt. Demnach fanden sich bei den Tieren, welche erst im
spateren Verlauf der Studie mit hheren Dosen an Serum behandelt wurden, prinzipiell mehr
Fettzellen im Rohrenknochenmark als bei Tieren, welche niedrigere Serumdosen erhalten
hatten. Da mehr Fettzellen mit weniger Vorlauferzellen gleichzusetzen sind, erzeugten hohere
Serumdosen demzufolge einen starkeren Schwund an h&matopoetischen Vorlauferzellen im
Roéhrenmark als niedrige Serumdosen.

Des Weiteren resultierte aus den statistischen Berechnungen eine Korrelation zwischen der
Fettzellanzahl am 9. Lebenstag und der Serumgruppenzugehorigkeit; Kaélber der
BNP-Serumgruppe wiesen zu diesem Probenzeitpunkt vermehrt hohe Fettzellanzahlen auf.
Da jedoch am 9. Lebenstag noch kein Serum ubertragen worden war und vor allem Kalber,
welche zu einem spéteren Zeitpunkt der Studie bioptiert wurden, bereits anfangs solche hohen
Anzahlen an Fettzellen zeigten, sind die statistischen Ergebnisse méglicherweise durch einen
Doktorandenwechsel in der Klinik fur Wiederkduer und Schweine der Justus-Liebig-
Universitat GieBen im April 2012 begriindet. So kam es eventuell zu einer abweichenden Bi-
opsie-Entnahme bei den zum Ende der Studie hin héher dosierten Tieren und somit verander-
ten Ausgangswerten. Passend dazu wurden in der spateren Studienphase auch quantitativ be-
trachtet verhaltnismaRig vielen Kalbern BNP-Serum transfundiert, so dass ebenfalls die Kor-
relation zur Serumgruppe in diesem Zusammenhang erklart werden kann.

GroRe Schwankungen sind jedoch nicht nur hinsichtlich des Verfettungsprozesses bekannt,
ebenso initial ermittelte absolute und relative Zellzahlen einzelner hamatopoetischer Linien
und analysierte hamatologische Werte sind bei neonatalen und jungen Kélbern sehr individu-
ell ausgepragt (Hoffmann-Fezer et al., 1974; Penny et al., 2009). Ubereinstimmend dazu fie-
len bei einigen Studienkalbern bereits vor der Serumibertagung (9. Tag) Abweichungen nicht
nur im Fettgehalt, sondern ebenfalls im Zellbild unterschiedlicher Zellreihen auf, so dass der

durchschnittliche, semiquantitativ ermittelte MaRstab innerhalb einer Zellreihe lediglich als
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grober, versuchsbezogener Richtwert betrachtet werden sollte. So weisen in diesem Zusam-
menhang auch Penny et al. (2009) darauf hin, dass einige Kéalber bei ihren Studien hamatolo-
gisch bereits vor der ersten Kolostrumaufnahme abnormal niedrige Thrombozyten- und auch
Neutrophilenanzahlen zeigten und bei anderen Tieren vor Versuchsbeginn sogar eine tempo-
rare oder milde Knochenmarksupression beobachtet werden konnte. Die semiquantitativen
Werte der Knochenmarkzellen und die hdmatologische Auswertung miissen dementsprechend
mit einem gewissen Vorbehalt betrachtet werden. Dennoch waren nach der Serumibertragung
die hamatologischen Werte der Thrombozytenanzahlen nahezu bei samtlichen Studienkal-
bern, welche BNP-Serum bekommen hatten, im Gegensatz zu den Werten der Kontrollkélber,
deutlich niedriger als die erhobenen Referenzwerte, so dass bei diesen Tieren folglich eine
Thrombozytopenie diagnostiziert werden konnte. Diese Feststellung ist analog zu den Ergeb-
nissen von Friedrich et al. (2011), welche bereits wenige Stunden nach einer Aufhahme von
Blutermutterkuh-Kolostrum ebenfalls eine Thrombozytopenie bei den Versuchskalbern be-
obachten konnten. Aufgrund des rapiden Abfalls der Zellzahl innerhalb kiirzester Zeit ist eine
direkte Bindung von Alloantikdrpern an Thrombozyten und deren darauffolgende Zerstérung
in Form einer Zelllyse oder gezielten Phagozytose als wahrscheinlichste Ursache anzuneh-
men. Unterstutzt wird diese These durch das Fehlen von Hinweisen auf eine intravasale Ge-
rinnung und somit Verbrauchskoagulopathie in den parenchymatdsen Organen. In keinem
Gewebe konnten entziindungsunabhangige Fibrinthromben oder Fibrinausfallungen nachge-
wiesen werden. Deutskens et al. (2011) vermuten ebenfalls eine Komplement-abhéngige Lyse
oder Zytophagozytose der mit Alloantikérper beladenen Zielzellen. Bei anderen Erkrankun-
gen ist bereits eine vergleichbare Pathogenese bekannt, wobei vermutet wird, dass Antikor-
per-tragende Zellen durch nahegelegene, aktivierte Makrophagen phagozytiert und abgebaut
werden, auch wenn es sich beispielsweise um Vorldauferzellen im Knochenmark handelt
(Anosa et al., 1992). Eine Lyse der Blut- und Knochenmarkzellen auf diesem Wege scheint
demnach eine plausible Erklarung zu sein, die Zellen innerhalb weniger Stunden derartig
stark zu dezimieren. Im Einklang mit dieser These beschrieben Bastian et al. (2011) bei
In vitro-Versuchen eine um 20-30 % erhdhte Phagozytose-Rate nach einer Inkubation mit
BNP-Serum. In anderen Studien wurden diesbezlglich aktivierte Makrophagen und
Haemophagozytose in Knochenmark-Aspiraten beobachtet (Bridger et al., 2011; Pardon et al.,
2010). Solche Beobachtungen liel3en sich in den vorliegenden histologischen Untersuchungen
am Knochenmark der Studienkalber dieser Dissertation jedoch nicht wiederfinden; dort waren
keine Anzeichen von vermehrten Phagozytose-Vorgangen oder Zelllysen auffallig. Dies kann

damit zusammenhéangen, dass die gewéhlten Untersuchungszeitpunkte nach der Serumuber-

87



Diskussion

tragung (13. und 30. Tag) zu spat und akute Zelllyse-Vorgange somit schon beendet waren.

Stattdessen konnte jedoch ein Trend zu einer gesteigerten Thrombopoese und Leukopoese
vom 9. bis zum 13. Lebenstag bei den Kélbern der BNP-Serumgruppe festgestellt werden.
Besonders deutlich war in dieser Gruppe des Weiteren der Trend zu einer Verringerung des
Fettgehalts bzw. Erhohung der Zelldichte hdamatopoetischer Zellen trotz fortschreitenden Al-
ters im Gegensatz zur Kontrollgruppe (13. bis 30. Tag). Diese Verschiebungen weisen alle auf
eine reaktive Hyperplasie der beiden oben genannten Zellreihen hin und sprechen demnach
fur einen gesteigerten Bedarf an Leukozyten und Thrombozyten in der Peripherie. Dies wie-
derum harmoniert mit der hdmatologisch diagnostizierten Thrombozytopenie, so dass eine
Wirkung des BNP-Serums sehr wahrscheinlich ist, obwohl letztendlich keine klinische BNP
induziert werden konnte. Den Studienergebnissen zufolge erfolgte diese Wirkung jedoch le-
diglich beziehungsweise hauptsachlich auf die Zellen des stromenden Blutes, Knochenmark-
zellen hingegen scheinen den Erwartungen entgegen verschont geblieben zu sein. Das Kno-

chenmark zeigte sich teilweise sogar hamatopoetisch aktiver.

5.2.1.2 Zuséatzliche Ergebnisse der HE-gefarbten Knochenmarkschnitte

Bei der Betrachtung der histologischen HE-Schnitte des Knochenmarks fielen gelegentlich
Veranderungen im Gewebe auf. So waren unabhédngig der Serumgruppenzugehdrigkeit unre-
gelmaRig in Knochenmarkproben am 30. Tag (Sektionstag) multifokal Areale mit nur weni-
gen, vereinzelt liegenden Knochenmarkzellen und sehr viel Fettgewebe vor einem Hinter-
grund eosinophiler, proteinhaltiger Flussigkeit zu sehen. Mikroskopisch war das Bild dem
einer BNP auRerst dhnlich. Fiir sich allein betrachtet hatte eine derartige Lokalisation des Of-
teren als Zellschwund diagnostiziert werden kénnen. In unmittelbarer N&he besagter Stellen
fand sich jedoch immer mindestens eine deutliche hdmatopoetische Insel, welche samtliche
Zellen eines hamatopoetisch aktiven Markes in hoher Dichte aufwies. Demzufolge spiegelte
die vermeintliche Hypozellularitét in diesen Fallen vermutlich eher ein fortgeschrittenes Sta-
dium des Umbaus von hdmatopoetischem Mark zu Fettmark wieder, als dass es sich um eine
pathologische Lasion handelte. Insofern ist an dieser Stelle noch einmal darauf hinzuweisen,
dass das Roéhrenknochenmark eines 1 Monat alten Kalbes lediglich unter Vorbehalt bezie-
hungsweise nur gro3flachig bezlglich einer hdmatopoetischen Aktivitat beurteilt werden soll-
te, um solche Trugschlisse, wie beispielsweise eine irrtimlich diagnostizierte Hypo-

zellularitdt, zu vermeiden. Gleichzeitig kann ein Zellschwund und eventuell sogar eine
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Panmyelophthise nicht vollig ausgeschlossen werden, gerade im Hinblick auf die im Rahmen
einer BNP-Erkrankung teils fokal auftretenden Verénderungen im Knochenmark (Bell et al.,
2013). Abgesehen von der Vermutung eines physiologischen, strukturellen Umbaus des Kno-
chenmarks in diesem Alter konnte des Weiteren eine Beteiligung entziindlicher Prozesse eine
Rolle bei der Entstehung der auffélligen, zellarmeren Areale gespielt haben. In diesem Zu-
sammenhang waren die beobachteten Veranderungen moglicherweise ein Resultat einer sys-
temischen Reaktion auf groRere Entziindungsgeschehen in peripheren Organen und/oder stel-
len die Folge einer Erregerstreuung in diese Bereiche dar. Als weitere Besonderheit fielen bei
der Untersuchung der Knochenmarkproben mehrfach herdférmige Proliferationen an Binde-
gewebe auf. Da diese ausschliel3lich in Proben des 30. Tages (Sektionstag) ersichtlich waren,
sind die Veranderungen héchstwahrscheinlich auf eine narbige Reparatur des Gewebes infol-
ge vorangegangener Biopsieentnahmen an dieser Stelle zurtickzufiihren. Bei den im Binde-
gewebe eingestreuten Ansammlungen von kleinen Zellen mit stark basophilem Kern handelt
es sich mutmalilich um Zellen der Erythropoese, da dhnlich aussehende, lymphozytére Vor-
lauferzellen in dem Mal%e und der charakteristischen, inselformigen Anordnung physiologisch
im Allgemeinen im Knochenmark nicht vorkommen. Welche Bedeutung den erythro-
poetischen Zellen jedoch zukommt, ist derzeit nicht belegt. Im Gegensatz dazu ist die in den
Randbereichen der Bindegewebeherde beobachtete, vermehrte Leukopoese vermutlich als
zusatzliches Zeichen einer lokalen Reaktion auf die vorherige Gewebemanipulation zu deu-
ten.

Abgesehen von diesen vereinzelt vorkommenden Besonderheiten konnten keine weiteren An-
zeichen, insbesondere fiir eine zytotoxische Wirkung, in den histologischen Untersuchungen

beobachtet werden.

5.2.2 Immunbhistologie

Im Allgemeinen dient die Immunhistologie dazu, zellul&re Strukturen mit Hilfe von markier-
ten Antikorpern im Gewebeschnitt darzustellen. Ziel dieser Arbeit war es, die Bindung spezi-
fischer BNP-Alloantikorper an Zielzellen basierend auf dieser Methode nachzuweisen. Nach
einer erfolgreichen Gewinnung von 1gG-Antikorpern aus Seren und deren Kopplung an den
Marker Meerrettich-Peroxidase konnte letztendlich nach der Erprobung unterschiedlicher
Techniken eine Bindung von solchen Alloantikérpern sowohl an MDBK-Zellen als auch an
Zellen des Knochenmarks und des stromenden Blutes immunhistologisch nachgewiesen wer-

den. Diese Ergebnisse sprechen fir eine alloimmunvermittelte Pathogenese der BNP.
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5.2.2.1 Nachweis von "BNP-Antigen' an MDBK-Zellen

Die verwendeten MDBK-Zellen stammen ursprunglich aus renalem Gewebe eines adulten
Stiers und wurden seither haufig als Grundlage fir eine Virusproduktion zur Vakzi-
ne-Herstellung, insbesondere fur BVD-Impfstoffe, genutzt (Madin and Darby, 1958; Noe et
al., 1994). Entsprechend waren auch fiir die Produktion des Impfstoffes PregSure® BVD
MDBK-Zellen als Basis zur Virusvermehrung verwendet worden (Bastian et al., 2011). Ver-
schiedene Autoren zeigten, dass nach einer Applikation der Vakzine PregSure® BVD neben
einer erwinschten, starken Immunantwort mit hohen Antikorpertitern gegen das BVDV in
gleicher Weise ebenfalls eine Bildung alloreaktiver Antikorper durch den Impfstoff induziert
wurde (Bastian et al.,, 2011; Salt, 2004). Beruhend auf der Messung mittels einer
Durchflusszytometrie reagierten diese Alloantikdrper im Versuch sowohl mit Oberflachenan-
tigenen der MDBK-Zellen als auch mit isolierten Kélberleukozyten (Bastian et al., 2011).
Analog zu den Ergebnissen konnte in dieser Arbeit die Bindungsreaktion der Alloantikorper
mittels der Technik der Immunhistologie dargestellt werden, wobei sowohl mittels einer indi-
rekten als auch einer direkten Methode an der Zelloberflache gebundene Antikdrper an kulti-
vierten MDBK-Zellen dargestellt wurden. Demzufolge konnte bestétigt werden, dass die Se-
ren, welche ursprunglich aus den Blutermutterkiihen stammten, im Gegensatz zu den
ungeimpften Kontrolltieren, Antikorper gegen Zelloberflachenantigene der MDBK-Zellen
enthielten.

Weiterfiihrende massenspektrometrische Analysen der PregSure® BVD-Vakzine ergaben
uberdies einen 3,5-fach hoheren Proteingehalt im Vergleich zu anderen BVD-Vakzinen, der
im Wesentlichen auf dem vermehrten Vorhandensein von Bestandteilen der MDBK-Zellen
beruhte (Euler et al., 2013). Dem Anschein nach ist der hohe ,,Verunreinigungsgrad“ der
PregSure® BVD-Vakzine mit antigenetisch wirksamem MDBK-Zellprotein somit letztendlich

flr die fatale Entstehung der alloreaktiven Antikorper verantwortlich.

5.2.2.2 Nachweis von "BNP-Antigen™ in Knochenmarkschnitten und an isolierten
Leukozyten aus dem Blut

Analog zur Bindung von Antikérpern an MDBK-Zelloberflachenantigene konnten auch an

Zellen des Knochenmarks und isolierten Leukozyten aus dem Blut mittels der Immunhistolo-

gie Bindungen alloreaktiver Antikérper nachgewiesen werden. Abgesehen von einem einzel-

nen Knochenmark des Studienkalbes K7 verliefen samtliche immunhistologische Analysen an
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Knochenmarkschnitten der Studienkalber und auch der weiteren 10 beprobten Kélber aus dem
Sektionsgut mit einem positiven Ergebnis. Daraus ergibt sich fur dieses Untersuchungsverfah-
ren eine Empféanglichkeit der Kélber von nahezu 100 %, ein Wert, der im Vergleich zu den
Ergebnissen sowohl des Institutes fur Virologie des Fachbereichs Veterindrmedizin (73,5 %)
als auch des Institutes fur Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere (76 %) der Jus-
tus-Liebig-Universitat GieRen wesentlich hoher liegt. Mittels statistischer Analysen konnten
keine Korrelationen und somit keine Zusammenhénge zwischen den immunhistologischen
Ergebnissen der Studienkalber und den Resultaten der beiden anderen Empféanglichkeitstests
nachgewiesen werden. Beide Institute hatten auf der Basis von Vorversuchen fiir ihre jeweili-
gen Testverfahren Schwellenwerte fir die Eingruppierung der Tiere festgelegt, da eine gewis-
se Reaktivitat der Kalberzellen bzw. mit Muttertier-Seren immer vorhanden war. Tiere, wel-
che immunbhistologisch eine schwache Empféanglichkeit aufwiesen, befanden sich méglicher-
weise bei dem Institut fir Virologie des Fachbereichs Veterindrmedizin und auch bei dem
Institut fir Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere hinsichtlich der Gruppen-Einteilung
noch unterhalb des Schwellenwertes und wurden daher als negativ eingestuft. Des Weiteren
kann ein Teil der immunhistologisch positiven Zellen trotz der Adsorption der Antikorperlo-
sungen an Blutpulver auf eine Restaktivitit anderer Alloantikorper zuriickzufuhren sein. Flr
die statistische Berechnung wurde der Aspekt der unterschiedlichen Messzeitpunkte fiir die
Empfanglichkeit (zuvor genannte Institute: 9. Tag, Immunhistologie: 30. Tag) nicht
miteinbezogen. Eine altersabhangige physiologische Veranderung der Antigenexpression an
Zelloberflachen ist allerdings grundsatzlich als beeinflussender Faktor vorstellbar und so soll-
te der Unterschied der Messzeitpunkte nicht vollig auBer Acht gelassen werden. Weiterhin
wurden die Testverfahren an unterschiedlichen Zellen und mit verschiedenen BNP-Seren
durchgefuhrt. So prifte man im Falle der Institute fir Hygiene und Infektionskrankheiten der
Tiere und fir Virologie des Fachbereichs Veterinarmedizin der Justus-Liebig-Universitét
Giellen die Reaktionen von Seren an isolierten Leukozyten aus dem Kélberblut, wahrend der
immunhistologische Nachweis auf einer Darstellung der Bindung von Alloantikdrpern an
Knochenmarkszellen beruhte. Vermutlich war sogar ein Zusammenspiel der zuvor genannten
Faktoren urséchlich fir das Fehlen eines statistischen Zusammenhanges zwischen den Test-
verfahren verantwortlich.

Des Weiteren ergaben sich keine Hinweise darauf, dass unterschiedliche Mengen an verab-
reichtem BNP-Serum pro Kilogramm Korpergewicht, welche die Studienkalber erhielten, die
immunhistologischen Ergebnisse beeinflussten. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass der Unter-

suchungszeitpunkt am 30. Lebenstag ca. drei Wochen nach der Serumibertragung liegt und
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das Knochenmark sich eventuell in der Zwischenzeit von vorherigen, akuten VVeranderungen
regenerieren konnte. Eine Abhéangigkeit zur Menge des bertragenen Serums ist demnach
nicht vollig auszuschlielen. Vergleichbare Beobachtungen zur Unabhangigkeit der Serum-
menge machten auch Schréter et al. (2011) bei einer Kolostrum-Ubertragungsstudie. In dieser
Studie konnten sie keinen signifikanten Einfluss der verabreichten Kolostrummenge auf den
Verlauf der BNP feststellen. Die Variation in der Pathogenitat scheint demnach unabhéangig
von den Serum-lgG-Spiegeln zu sein, was fur die These spricht, dass es auf bestimmte
Alloantikorper und nicht in erster Linie auf die IgG-Menge an sich ankommt (Bell et al.,
2013).

Darlber hinaus machten Pardon et al. (2011) in ihren Studien die Beobachtung, dass Seren
von BNP-Muttertieren sich deutlich in ihrer Reaktivitat mit Kalberleukozyten unterschieden.
Resultierend postulierten sie, dass das Ergebnis solch einer durchgefuhrten Inkubation letzten
Endes kombinationsabhangig und damit individuell sei. Diese individuellen Reaktionen spie-
geln sich vermutlich in dieser Arbeit gleichermafen in den beobachteten graduellen Unter-
schieden bezlglich der immunhistologisch positiven Zellen im Knochenmark wieder. Insbe-
sondere subklinische BNP-Falle, welche des Ofteren beschrieben wurden, kénnten mit der
Theorie einer graduierten, individuellen Empfanglichkeit in Bezug auf die Alloantikorper
begriindet werden (Henniger et al., 2014; Pardon et al., 2010; Witt et al., 2011). Demnach
ware bei subklinisch erkrankten Tieren von einer geringgradigen Empfanglichkeit auszuge-
hen, bei der die alloreaktiven Prozesse nicht in der Lage sind, eine klinische Auspragung der
BNP hervorzurufen.

Anhand des Befundes des Kalbes S260/12, bei dem neben den vermutlich leukopoetischen
Vorlauferzellen auch eine gewisse Anzahl der Megakaryozyten eine Alloantikdrperbindung
aufwiesen, wird deutlich, dass nicht nur eine einzige Zellpopulation das Zielantigen auf der
Zelloberflache tragt. Gleichzeitig sollte in diesem Zusammenhang am Beispiel der
Megakaryozyten des Kalbes S260/12 hervorgehoben werden, dass nicht samtliche Zellen der
gleichen Population das Zielantigen auf der Zelloberflache tragen bzw. in demselben Malie zu
exprimieren scheinen. Schlussfolgernd daraus lassen das breite Spektrum der Zielzellen und
das unterschiedliche, geradezu individuelle Expressionsmuster die Moéglichkeit zu, dass es
mehr als ein Zielantigen gibt, an dem die Alloantikdrper der BNP-Mutterkiihe bei neonatalen
Kélberzellen binden kénnen. Dahingehend beséRen die geringgradig positiv getesteten Tiere
eventuell nur ein einzelnes, passendes Antigen im Vergleich zu den hochgradig positiv getes-
teten Tieren, welche mehr als ein Zielantigen auf Knochenmarkzelloberflachen exprimierten.

Da auch immer reaktionslose Zellen in allen Knochenmarkschnitten zu beobachten waren,
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muss andererseits eine graduelle Abweichung der Empfanglichkeit aufgrund eines quantitati-
ven Unterschiedes beziiglich hdmatopoetischer Vorlauferzellen im Knochenmark der Kélber
gleichermalien in Betracht gezogen werden. In diesem Fall wiirde sich das untersuchte Kno-
chenmark geringgradig positiver Kélber Giberwiegend aus solchen Vorlauferzellen zusammen-
setzen, welche kein Zielantigen besitzen.

Bis auf die Megakaryozyten des Kalbes S260/12, welche teilweise immunhistologisch deut-
lich positiv waren (siehe dazu Abb. 23), zeigten Megakaryozyten aller anderen untersuchten
Kélber keine Braunfarbung der Zellmembran, sie hatten demzufolge keine Antikérper gebun-
den. Diese Feststellung ist ebenfalls vergleichbar mit den Resultaten von Pardon et al. (2011),
welche keine Bindung von Alloantikdrpern an Megakaryozyten sondern lediglich an
leukozytare Vorlauferzellen eines rekonvaleszierten BNP-Kalbes ausmachen konnten. Den-
noch war es eher ungewohnlich, dass gerade die Megakaryozyten, deren vollstandiges Fehlen
im Knochenmark von BNP-Ké&lbern hdufig beschrieben wurde (Friedrich et al., 2009c;
Krappmann et al., 2011), nur bei diesem einen Tier zum Teil immunhistologisch positiv wa-
ren. Neben der Moglichkeit des oben beschriebenen Vorkommens mehrerer Zielantigene kann
diese Beobachtung dartiber hinaus mit einer noch zu geringen Sensitivitat der immunhistolo-
gischen Untersuchung erklarbar sein. Dann wirden lediglich die Zellen im Gewebeschnitt als
positiv erkannt, welche eine relativ hohe Konzentration an Zielantigen aufweisen.
Megakaryozyten dagegen exprimieren moglicherweise eher nur sehr wenig davon auf ihrer
Zelloberflache und wiirden dementsprechend mikroskopisch nicht als positiv erfasst. Auch
besteht die Moglichkeit, dass positive Megakaryozyten durch das bertragene Antiserum be-
reits eliminiert wurden und daher zum spateren Zeitpunkt der immunhistologischen Untersu-
chung nicht mehr im Knochenmark vorhanden waren.

Bei der Betrachtung der immunhistologischen Schnitte war zusatzlich aufgefallen, dass sich
positive Zellen vermehrt an den Randern zum Sinus hin und um die Geféal3e herum befanden.
Aufgrund der histologisch- und fixierungsbedingt eingeschréankten morphologischen Detail-
erkennbarkeit kann nur vermutet werden, dass diese Akkumulationen aufgrund eines unter-
schiedlichen Reifegrades der hamatopoetischen Vorlauferzellen zustande kommen. Beziiglich
des Reifegrades der Zielzellen im Knochenmark sind sich Bell et al. (2013) und Laming et al.
(2012) einig, dass es sich eher um die primitiven Vorldauferstufen bzw. die pluripotenten
hamatopoetischen Vorlauferzellen handelt und weniger um die reiferen, differenzierteren Zel-
len. Andererseits wéare denkbar, dass es sich bei den Zellen direkt am Sinus mehrheitlich um
reifere Zellen handelt, welche kurz davor stehen ins Kapillarsystem entlassen zu werden. Dies

widerspréche zwar den Beobachtungen von Bell et al. (2013) und Laming et al. (2012), wiirde
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jedoch in Ubereinstimmung dazu stehen, dass immunhistologisch in dieser Doktorarbeit auch
eine Bindung der Alloantikorper an reife, freigesetzte Leukozyten aus dem peripheren Blut-
system dargestellt werden konnte. Demnach tragen zumindest ein Teil der reifen Leukozyten
selbst im Gefallsystem noch die entsprechenden Zielantigene auf ihrer Zelloberflache und des
Weiteren kann riickschlieRend vermutet werden, dass zumindest einige der positiven Zellen
im Knochenmark leukozytaren Ursprungs sind. Da nach der Geburt nur noch wenige
lymphozytare Zellen im Knochenmark zu finden sind, ist daher in dieser Hinsicht bei den
zahlreich positiv markierten Zellen im Knochenmark hauptsachlich von Zellen der
granulopoetischen Linie auszugehen (Reagan et al., 2011). Diese Theorie, dass tberwiegend
granulozytare Zellen das Ziel fir die Alloantikorper darstellen und weniger Lymphozyten,
belegen zudem die Studienergebnisse von Penny et al. (2009) und Assad et al. (2012), welche
in erster Linie eine Neutropenie bei BNP-erkrankten Kalbern im Leukogramm beobachteten.
Analog zur verzeichneten, erhthten Thrombopoese im Knochenmark muss also bei der fest-
gestellten, vermehrten Leukopoese an eine reaktive Hyperplasie infolge eines erhdhten Be-
darfs in der Peripherie gedacht werden. Da jedoch auch Kontrollkdlber die gesteigerte
Leukopoese in gewissem Malie zeigten, wird vermutlich zumindest ein Anteil derselben ent-
ziindlich bedingt sein. Nebst neutrophilen Granulozyten war in anderen Studien eine Bindung
von Alloantikérpern an Subpopulationen von Lymphozyten und Thrombozyten nachzuwei-
sen, die Gruppe an Zielzellen stellt sich demzufolge als sehr heterogen dar (Assad et al., 2012;
Bastian et al., 2011; Pardon et al., 2010).

Die Knochenmarkzellen des einzigen negativen Studienkalbes K7 exprimierten im Gegensatz
zu den Ubrigen, empfanglichen Kélbern kein Antigen, an welches die Alloantikérper binden
konnten. Demzufolge war dieses Tier, unter Vernachlassigung des mannlichen Geschlechts,
mit den Erbanlagen einer zukunftigen Blutermutterkuh ausgestattet. Bei einer Impfung des
Tieres mit der VVakzine PregSure® BVD waren die enthaltenen Antigene der MDBK-Zellen
als fremd erkannt worden und es wére daraufhin zu einer Bildung von Antikdrpern gegen
diese BNP-Zielantigene gekommen. Im Gegensatz dazu wirden die anderen, immunhistolo-
gisch positiven Tiere zumindest einen Teil der BNP-auslésenden Antigene der MDBK-Zellen
als eigene erkennen, folglich bliebe eine Alloantikérperbildung aus beziehungsweise es wiir-
den lediglich geringe Mengen an Alloantikdrpern gebildet. Die Tatsache, dass es sich bei dem
Tier K7 um einen Einzelfall unter mehr als 60 beprobten Tieren handelt, harmoniert mit der
zuvor beobachteten niedrigen Prévalenz des Vorkommens von Blutermutterkihen.

Weitere Ausnahmen bei den immunhistologischen Ergebnissen stellten die nachgewiesenen

BNP-Kaélber dar. Trotz der sehr geringen Probenanzahl von 4 Kélbern und der Tatsache, dass
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nur noch wenige Zellen im Knochenmark verblieben waren, war es im Vergleich zu den Re-
sultaten der Studienkalber doch auffallig, dass samtliche Untersuchungen mit einem negati-
ven Ergebnis verliefen. Eine mogliche Erklarung hierflir wére einerseits, dass im Zuge der
Erkrankung entweder die spezifischen, antigentragenden Zellen zerstért wurden und/oder
andererseits, dass die Bindungsstellen durch zuvor aufgenommene, kolostrale Antikorper be-

setzt waren.

5.2.2.3 Ergebnisse in anderen Gewebeschnitten

Im Gegensatz zu den teils positiven Leukozyten im Blut konnte lediglich an wenigen
leukozytaren Einzelzellen und kleineren Zellgruppen peripherer Organe, vornehmlich im
Thymus, immunhistologisch eine Bindung von Alloantikorpern dargestellt werden. Resultie-
rend daraus kann darauf geschlossen werden, dass nahezu alle in immunologischen Organen
anséssigen Leukozyten, demzufolge hauptséchlich Lymphozyten, kein BNP-spezifisches
Zielantigen auf ihren Zelloberflachen tragen. Insbesondere im Hinblick auf die zweifellose
Bindung von Alloantikérpern an Lymphozytensubtypen im Kalberblut spiegelt diese Er-
kenntnis abermals die komplexe Expression des Zielantigens wider (Assad et al., 2012;
Bastian et al., 2011). In diesem Zusammenhang ist zu erwéhnen, dass sich fast alle Studien-
kalber, welche im Verlaufe des Versuchs BNP-Serum transfundiert bekommen hatten, nach
der Ubertragung hamatologisch lymphopenisch zeigten. Diese Lymphopenien kénnen Aus-
druck einer Reaktion applizierter, BNP-spezifischer Alloantikdrper mit im Blut zirkulierenden
Lymphozyten sein.

Die beobachteten, positiven Einzelzellen in lymphatischen Organen miissten der Theorie zu-
folge analog zu den Blutzellen das spezifische Zielantigen auf der Zelloberflache exprimieren.
Im Thymus konnte die bevorzugte Lokalisation positiver Zellen im Mark dafur sprechen, dass
das Zielantigen erst auf ausgereiften Lymphozyten vorzufinden ist. So befinden sich im Mark
neben Makrophagen und Epithelzellen gemaR dem Vorgang der T-Zellreifung Uberwiegend
die reifen T-Zell-Stadien, wogegen sich die aus dem Blut ankommenden, unreifen Zellen aus
dem Knochenmark zundchst in der Rindenzone ansiedeln (Valli, 2000). Jedoch l&sst die
schlechte morphologische Detailerkennbarkeit der markierten Einzelzellen auch hier letzten
Endes keinen definitiven Schluss auf den Zelltyp zu, eine genauere Charakterisierung der Zel-
len mit immunhistologischer Reaktivitét ist infolgedessen nicht méglich. Trotz der vereinzel-
ten positiven Zellen ist eine mit BNP-assoziierte Lymphadenopathie, wie sie Pardon et al.
(2010) beschrieben haben, sowohl aufgrund einer histologisch fehlenden, lymphozytéren
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Depletion als auch anl&sslich der tiberwiegend negativen immunhistologischen Resultate bei
den Studienkalbern eher auszuschlieBen. Im Umkehrschluss folgt, dass den von anderen For-
schern (Bell et al., 2013; Pardon et al., 2010) im Rahmen einer BNP-Erkrankung beobachte-
ten Veranderungen lymphatischer Organe ein anderer Pathomechanismus zugrunde liegen
muss und nicht alloreaktiv bedingt sind. Eine naheliegende Begrindung wére in diesem Punkt
eine immunologische Reaktion des lymphatischen Gewebes auf Sekundérinfektionen, welche
oft bei BNP-Kalbern beobachtet wurden (Friedrich et al., 2009c; Pardon et al., 2010).

Die in manchen Schnitten der Milz auffalligen makrophagenartigen Zellen waren durch das
andersartige Farbemuster deutlich von den positiven Zellen im Knochenmark abzugrenzen.
Das granulér braunliche Zytoplasma spricht flr eine intrazelluldre Bindung von Antikorpern.
Dabei spielte es keine Rolle, ob es sich um eine Inkubation mit gekoppelten 1gG-Antikérpern
aus BNP-Serum oder dem Negativ-Kontrollserum handelte, bei beiden Seren war das Phano-
men in gleichem MaRe zu beobachten. Hier kann nur spekuliert werden, dass diese Reak-
tionen moglicherweise auf Fc-Rezeptor-abh&ngigen Bindungen der markierten Antikorper
beruhen. So weisen beim Rind beispielsweise einige Makrophagen einen spezifischen Rezep-
tor fiir Fc-Fragmente des spezieseigenen 1gG; auf, um mit Antikérpern opsonierte Zellen oder
Erreger uber einen Phagozytose-Prozess aufnehmen zu kdnnen (Adler et al., 1994). Eine Bin-
dung der verwendeten, Peroxidase-gekoppelten IgG-Antikorper an solche Rezeptoren waére
dementsprechend denkbar. Andererseits muss berlcksichtigt werden, dass bei histologischen
Untersuchungen zu Artefakten anderer Fixantien auBer Formalin bisher wenige Erfahrungen
vorhanden sind und es daher moglich sein kann, dass die beobachteten Reaktionen artifizielle
Erscheinungen durch das Fixieren des Gewebes mit HOPE® sind (Titford and Horenstein,
2005). Eine definitive Erklarung fir die Beobachtung dieser braun-granuléar gefarbten Zellen

kann an diesem Punkt nicht gegeben werden.

5.3 Eignung der angewandten Methode

5.3.1 Probenmaterial

Das verwendete Knochenmark fiir die immunhistologischen Untersuchungen stammte ber-
wiegend von Versuchskalbern, welche mit einem Lebensalter von 30 Tagen gerade noch im
zeitlichen Rahmen der nattrlich vorkommenden BNP lagen. Zwei der Kalber aus dem Sek-
tionsgut (S1048/12, S1133/12), an denen ebenfalls eine Bindung von Alloantikérpern nach-
gewiesen werden konnte, waren mit 2 Monaten deutlich dlter. Demzufolge ist eine grundsétz-

liche Empféanglichkeit von Kalbern ber den ersten Lebensmonat hinaus gegeben und das
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Auftreten einer BNP bei Tieren unter einem Monat eher in einer Abh&ngigkeit zur friihzeiti-
gen Kolostrumaufnahme begriindet. Analog dazu stellten auch Pardon et al. (2011) fest, dass
eine Bindung von Alloantikorpern nicht zeitlich auf die neonatale Phase begrenzt und glei-
chermalen auch an Zellen élterer Tiere zu reproduzieren ist.

In Bezug auf die Herkunft der Proben wurde aufgrund der zuvor festgelegten Versuchspla-
nung und der fiir die immunhistologischen Untersuchungen notwendigen Freiheit der Biop-
sien von knochernen Bestandteilen in dieser Doktorarbeit vornehmlich Knochenmarkproben
aus den Oberschenkelknochen miteinander verglichen und beurteilt. Im direkten Vergleich
waére eine Beurteilung der Zellularitdt an Sternalmark einer Auswertung von Rohrenkno-
chenmark vorzuziehen gewesen, da sich im Nachhinein bei anderen Studien Proben aus dem
Sternalmark von erst wenige Tage alten Kélbern in Bezug auf die hamatopoetische Aktivitat
als glaubwiirdiger erwiesen haben (Laming et al., 2012; Wienbeck, 1938).

Die Biopsieentnahme aus dem Os femoris konnte somit eine Erklarung flr die diskrepanten
Ergebnisse zu anderen Forschungsarbeiten sein, in denen, im Gegensatz zur hiesigen Studie,
BNP-charakteristische Knochenmarkveranderungen beobachtet wurden. So zeigten bei-
spielsweise Bioptate, welche 6 Tage nach der Ubertragung von BNP-Kolostrum aus dem kra-
nialen Bereich des Kaélbersternums entnommen wurden, eine deutliche Verringerung der
Dichte aller hdmatopoetischer Zelllinien und kultiviertes Sternalmark war nicht in der Lage,
in vitro erythroische Kolonien zu bilden (Bell et al., 2013; Laming et al., 2012). Einschran-
kend ist jedoch zu erwéhnen, dass die typischen Verdanderungen teilweise nur in vereinzelten
Lokalisationen des Sternalmarks beobachtet wurden (Bell et al., 2013). Ein weiterer Vergleich
im Hinblick auf die Entnahmezeitpunkte der Knochenmarkbiopsien, welche von Laming et al.
(2012) mit 6 Tagen post Kolostrumaufnahme angegeben werden, zeigt demzufolge eine Dif-
ferenz von nur 3 Tagen zur Probengewinnung der durchgefiihrten Serumubertragungsstudie
(3. Tag post transfusionem). Somit ist es wahrscheinlicher, dass die Abwesenheit einer
Panmyelophthise bzw. das Fehlen von Veranderungen der Zelldichte im Réhrenknochenmark
eher auf die Entnahmestelle bezogen oder ein Resultat des Serumiibertragungsversuchs ist, als
eine Folge eines zu friihen Entnahmezeitpunktes.

Im Hinblick auf die Auswertung der Knochenmarkbiopsien der Studienkélber ist des Weite-
ren die zum Teil sehr geringe Probengréole als kritisch anzusehen, welche eine Analyse von
zusammenh&ngendem Knochenmarkgewebe in den meisten Féllen lediglich auf der Basis
eines einzigen Sichtfeldes in der 400-fachen Vergroierung zulieB. In Anbetracht dessen, dass
ein histologischer Schnitt lediglich eine Momentaufnahme eines kleinen Areals darstellt und

die im Knochenmark lokalisierten Zellen einem standigen Einfluss durch verschiedenste Pa-
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rameter, wie beispielsweise die Bildung erforderlicher Blutzellen, Mediatoren oder Reak-
tionen auf Entziindungsgeschehen, unterliegen, ist neben der ProbengréRe zum anderen auch
die Qualitat der entnommenen Proben ein mafRgeblicher Faktor fur eine nachfolgende Inter-
pretation (Hoffmann-Fezer et al., 1974; Wienbeck, 1938). Die bei der Beurteilung der erhal-
tenen Knochenmarkbiopsien hdufiger angetroffenen Qualitdtsminderungen in Form von zu-
satzlich aspiriertem Blut und subkutanem Fettgewebe erschwerten eine semiquantitative
Auswertung. Zudem waren diese mdglicherweise an unerwiinschten Nebeneffekten bei der
Fixierung beteiligt und hatten eventuell einen negativen Einfluss auf weitere Parameter, bei-
spielsweise auf die morphologische Detailerkennbarkeit.

Ein weiterer Diskussionspunkt dieser Studie ist die Nutzung von Mischseren als Ausgangs-
material, da die verwendeten Antikorper fiir den Nachweis alloreaktiver Bindungen aus einem
Serumpool unterschiedlicher Blutermutterkilhe stammten. Zum einen kdnnte das in Anbe-
tracht der These einer bedeutsamen, genetischen Komponente die nahezu ausnahmslose An-
zahl an positiv reaktiven Tieren erkldren, denn die Anzahl der mdglichen genetischen Kon-
stellationen und somit die Wahrscheinlichkeit einer passenden Kombination ist bei einer
Verwendung von Mischseren wesentlich hoher als bei einer Nutzung eines einzelnen Serums.
Diese Theorie vertraten zuvor bereits Bell et al. (2013), die bei ihren Beobachtungen feststell-
ten, dass das Poolen von Kolostrum mehrerer Kihe das Auftreten von Variationen bezuglich
einer individuellen Reaktion der Versuchskélber verminderte und gleichzeitig die Wahr-
scheinlichkeit insgesamt hoher war, dass sich ein Kalb empfanglich fiir die Alloantikdrper
zeigte. In diesem Zusammenhang wurde zudem auch nachgewiesen, dass es beim Einsatz von
gemischtem Blutermutterkuh-Kolostrum bei Kélbern zu einer héheren Letalitat im Tierver-
such kam, als bei der Verabreichung von Kolostrum einer einzigen BNP-Mutterkuh (Schroter
etal., 2011).

Zum anderen lasst ein Mischserum naturlich keinen Rickschluss auf Bindungsreaktivitaten
von Antikorpern einzelner BNP-Seren zu, die Resultate der Reaktionen der Kalber in den
immunhistologischen Untersuchungen kénnen dementsprechend lediglich in Abhangigkeit
zum gesamten 1gG-Pool des originadren, eingesetzten Mischserums betrachtet werden. Bezlig-
lich der verwendeten Seren war ein weiteres Phanomen zu beobachten: ohne eine Adsorption
der Antikorper an Blutpulver und anschlieBenden Verwendung einer hoheren Verdinnungs-
stufe der Antikorperlésungen konnte immer ein merklicher Anteil an positiven Reaktionen bei
Kontrollseren beobachtet werden. Demgemall waren Bindungsreaktionen in geringem Mafe
in der Negativkontrolle nachzuweisen. Erst durch den zusatzlichen Arbeitsschritt der Adsorp-

tion an Blutpulver, welcher auf eine groRtmdgliche Entfernung dieser unerwinschten,
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alloreaktiven Antikorper durch Adsorption an Antigene der Blutbestandteile abzielte, und
eine hohere Verdunnung der Antikorperldsungen war es schlieRlich moglich, dass die Nega-
tivkontrolle tatsachlich frei von unerwiinschten Reaktionen blieb. Vermutlich ist die zuvor
beobachtete, unerwiinschte Reaktivitat auf das Vorhandensein naturlicher und alloimmuner
Antikorper in den urspriinglichen Seren zuruckzufihren, die beispielsweise im Laufe einer
Trachtigkeit, durch andere Impfungen oder womaglich durch Infektionen mit Mikroorganis-
men gebildet wurden (Archer, 1981; Bastian et al., 2011; Raybourne et al., 1988). MutmaR-
lich enthielt demzufolge auch das Serum des Kontrolltieres verschiedene, alloimmune
IgG-Antikorper, welche wahrend der Herstellung der Antikdrperlosung ebenfalls mit der
Meerrettich-Peroxidase markiert wurden und schlieRlich fir die unerwiinschte Braunfarbung
einiger Zellen des Negativkontrollgewebes verantwortlich waren. Flr diese Annahme spre-
chen auch die Untersuchungsergebnisse des Institutes fir Hygiene und Infektionskrankheiten
der Tiere und des Institutes fir Virologie des Fachbereichs Veterindrmedizin der Jus-
tus-Liebig-Universitat Giellen, welche in allen analysierten Serumproben der Tiere jeweils
mindestens eine geringe Anzahl an Alloantikérpern detektieren konnten. Spezifisch im Hin-
blick auf die Bildung von Alloantikérpern bedingt durch die PregSure® BVD-Vakzine konn-
ten Bastian et al. (2011) zeigen, dass auch andere inaktivierte BVD-Impfstoffe im Versuch
eine gewisse Anzahl an alloreaktiven Antikdrpern erzeugten und es diesbeziiglich dement-

sprechend keinen absoluten Nullwert an Alloantikérpern gibt.

5.3.2 Fixierung

Formalin ist das meistgenutzte Fixanz fur die histologische Routinediagnostik (Mulisch et al.,
2010a; Titford and Horenstein, 2005). Es ist jedoch insbesondere fur immunhistologische
Untersuchungen nicht immer die beste Wahl und kann, wie in diesem Fall, bei Inkubationen
mit einigen Antikorpern durch mangelnde Epitopreaktivitat aufgrund von Proteinstrukturver-
anderungen zu falsch negativen Ergebnissen fiihren (Daneshtalab et al., 2010; Marwitz et al.,
2011; Shi et al., 1991; Uhlig et al., 2002). Aufgrund der Unkenntnis tber den genauen Wirk-
mechanismus bei der Formalin-Fixierung kommen fir ein fehlerhaftes, negatives Resultat
verschiedene Maglichkeiten in Betracht. So kann nur vermutet werden, dass es sich eventuell
um eine Blockierung von Bindungsstellen handelt oder beispielsweise die Quervernetzung
von Proteinen eine Penetration der Antikdrper ins Gewebe vermindert oder sogar unmadglich
macht (Grizzle, 2009). Der HOPE®-Fixiermethode wurde im Vergleich zu Formalin-fixiertem

Material ein hervorragender Erhalt der Antigene nachgewiesen, so dass sogar der Einsatz von
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Antikorpern, welche eigentlich nur fiir die Verwendung auf Gefriermaterial vorgesehen sind,
maoglich sei (Kahler et al., 2009; Olert et al., 2001). Aufgrund dieser beschriebenen Vorteile
und der Tatsache, dass das Fixanz bereits bei zahlreichen Tierspezies und immunhistologi-
schen Studien an verschiedenem Gewebe erfolgreich eingesetzt werden konnte (Anderle et
al., 2008; Braun et al., 2011; Droemann et al., 2007; Grzmil et al., 2006; Hornickel et al.,
20114, 2011b), wurden die immunhistologischen Untersuchungen nach einem kurzen Vorver-
such auf HOPE®-fixiertem Material durchgefihrt. In der Tat war die Bindung von
Alloantikdrpern immunhistologisch an HOPE®-fixierten Gewebeschnitten des Knochenmarks
darstellbar, der Morphologieerhalt war jedoch deutlich schlechter als bei Formalin-fixiertem,
Paraffin-eingebettetem Material. Dies kdnnte einerseits daran liegen, dass die HOPE®-Lésung
das Knochenmark aufgrund des vielen anhédngenden Blutes und des hohen Fettgewebeanteils
moglicherweise nicht so schnell penetrieren konnte, oder andererseits daran, dass die HOPE®-
Losung bei der langwierigen Probenentnahme zuletzt nicht mehr die vom Hersteller angege-
bene Kiihlschranktemperatur von 4 °C aufwies. So scheint die HOPE®-Fixiermethode fiir
immunbhistologische Zwecke zwar sensitiver, jedoch auch empfindlicher gegenlber Abwei-
chungen des vorgegebenen Herstellerprotokolls zu sein. In vielen Publikationen lassen sich
Anhaltspunkte fir eine notwendige, vorschriftsméRige Einhaltung des Protokolls zur Erzie-
lung guter Resultate finden und oftmals konnten andere Autoren ebenfalls eine mangelnde,
morphologische Detailerkennbarkeit bei der Verwendung von HOPE®-fixiertem Gewebe fest-
stellen (Hornickel et al., 2011a; Kothmaier et al., 2011; Nietner et al., 2012). Koch et al.
(2012) erzielten beispielsweise &hnliche Ergebnisse in Bezug auf die Zellmorphologie analog
zu dieser Arbeit: die Gewebeproben wiesen bereits im HE-geféarbten Schnitt eine desorgani-
sierte Struktur auf und die Zellen zeigten ein geschwollenes Erscheinungsbild, wobei der im-
munhistologische Nachweis, in ihrem Fall von Typ Il Kollagen und Elastin an Muskelgewe-
be, ordentliche Resultate lieferte. Trotz der geschilderten Nachteile ist die HOPE®-Methode
fur eine Bearbeitung einzelner Proben, insbesondere fur die Immunhistologie, durchaus an-
wendbar. Ein Einsatz von HOPE® in der Routinediagnostik ist jedoch im Hinblick auf das

zeitraubende, aufwendige Protokoll und die schlechte Automatisierbarkeit fraglich.

5.4 Bedeutung der Erkenntnisse fur die Pathogenese der BNP
Bei der Spezies Rind existieren einzelne Fallberichte, welche von einer immunvermittelten
Thrombozytopenie bzw. Anédmie des Kalbes nach Kolostrumaufnahme berichten und deren

Ursache primar auf eine zuvor applizierten Impfung des Muttertieres zurtickzufiihnren war
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(Sipos et al., 2002; Yeruham et al., 2003). Ein wesentlicher Unterschied zur BNP stellte bei
diesen Erkrankungen eine deutlich ausgepragte Andmie dar. Sipos et al. (2002) konnten des
Weiteren verdnderte Leberwerte assoziiert mit resultierendem Ikterus infolge der Hamolyse
im fortgeschrittenen Stadium neben einer Thrombozytopenie bei betroffenen Tieren beobach-
ten. Bei einem dieser Félle erfolgte sogar eine histologische Untersuchung an gewonnenen
Knochenmarkbioptaten eines erkrankten Tieres. Die Analyse war insofern jedoch nicht aus-
sagekréftig, da anstelle von hamatopoetisch aktivem Gewebe lediglich Fettmark dargestellt
werden konnte (Yeruham et al., 2003). Eine eventuell zusatzlich bestehende Verédnderung im
hamatopoetisch aktiven Knochenmark war demnach nicht nachzuweisen, so dass die Patho-
genese der BNP folglich zunédchst unabhéangig zu den bisherig bekannten, immunvermittelten

Thrombozytopenien betrachtet werden muss.

Viele Studien beschaftigten sich seit dem Bekanntwerden der BNP mit der Identifikation des
zu den Alloantikorpern passenden, vermuteten Zielantigens auf Leukozyten, Thrombozyten
und Knochenmarkvorlauferzellen (Assad et al., 2012; Deutskens et al., 2011; Euler et al.,
2013). Nachdem festgestellt wurde, dass Leukozyten von Kontrollkalbern in zahlreichen Fél-
len ebenso wie Leukozyten von BNP-Kélbern mit Antikorpern der BNP-Seren reagierten, war
offensichtlich, dass das spezifische Antigen bei einer uberwiegenden Anzahl Kalber auf den
Zelloberflachen vorhanden sein musste (Bastian et al., 2011). Diese Tatsache konnte in dieser
Arbeit bestatigt werden, eine Bindung von Alloantikérpern war sowohl an Knochenmarkzel-
len als auch teilweise an Zellen aus dem peripheren Blut bei fast allen Studientieren und den
beprobten Kalbern aus dem Sektionsgut immunhistologisch darstellbar. Die Ergebnisse ent-
sprechen den Beobachtungen von Pardon et al. (2011), welche solche Bindungen mittels fluo-
reszierender Antikorper an Knochenmarkausstrichen und isolierten Zellen aus dem peripheren
Blut ebenfalls nachweisen konnten. Beide Studienresultate unterstiitzen demnach die These
der antikorpervermittelten Pathogenese der BNP und sprechen fur die weite Verbreitung des
Zielantigens.

Deutskens et al. (2011) untersuchten die gebundenen Zelloberflachenproteine intensiver mit-
tels Massenspektrometrie und konnten herausfinden, dass die Alloantikorper Proteine der
GroRe 44 kDa und 12 kDa erkannten. Sie identifizierten diese Proteine schlieRlich mit Hilfe
des monoklonalen Antikorpers IL-A88 als MHC | und B-2-Mikroglobulin und wiesen sowohl
in der Vakzine PregSure® BVD als auch auf MDBK-Zellen MHC 1 als antigene Komponente
nach. MHC 1| befindet sich als membrangses Protein auf der Oberflache aller kernhaltigen
Zellen, wobei beim Menschen durchaus Mengenunterschiede von exprimiertem MHC | bei
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verschiedenen Zelltypen bekannt sind (Agrawal and Kishore, 2000). Die Ergebnisse der im-
munhistologischen Studien zeigen, dass nicht alle kernhaltigen Zellen das Antigen
exprimieren und es offensichtlich selbst innerhalb eines Zelltyps kein konstantes Expres-
sionsmuster des BNP-Zielantigens gibt. Vermutlich besitzen daher noch weitere, zurzeit un-
bekannte Faktoren neben dem aktuell vermuteten Zielantigen des MHC | auf die Entstehung
der Erkrankung einen Einfluss. In diesem Zusammenhang weisen weitere Studien darauf hin,
dass die bisher ermittelten Expressions- und Bindungsmuster der spezifischen Zielantigene
bzw. Alloantikérper nicht mit der Theorie des alleinigen MHC I-Zielantigens in Einklang
stehen (Assad et al., 2012; Demasius et al., 2014; Euler et al., 2013). Dass nicht alle kernhal-
tigen Zellen bzw. hdmatopoetische Vorlauferzellen gleichermal3en betroffen sind, wird von
einigen Autoren damit begrindet, dass es vermutlich quantitative Unterschiede bei der Ex-
pression des Antigens oder mdglicherweise auch bei der Konformation des Antigens auf den
Zielzellen gibt (Bell et al., 2013; Deutskens et al., 2011).

Zusammenfassend konnten mit Hilfe der immunhistologischen Methode bisherige Erkennt-
nisse hinsichtlich der Pathogenese der BNP bestétigt und Teilbereiche, wie das Expressions-
muster von Zielantigenen, genauer beleuchtet werden. Fir die Erforschung der einzelnen
pathogenetischen Mechanismen bedarf es jedoch weiterer Studien, da sich der volle Zusam-
menhang der Reaktionen zwischen den Alloantikdrpern und den noch néher zu charakterisie-
renden Zielzellen der Kélber als sehr komplex herausstellte und Teilaspekte trotz intensiver

Forschungen nicht geklart werden konnten.
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6 Zusammenfassung / Summary
6.1 Zusammenfassung

1. Ziel dieser Arbeit war es, eine immunhistologische Methode zu etablieren, welche ei-
ne visuelle Darstellung der Bindungen BNP-spezifischer Alloantikérper an Zielzellen,
insbesondere im Knochenmark, ermdglicht, um die alloreaktive Pathogenese einer
BNP-Erkrankung zu bestéatigen und womdoglich weitere Erkenntnisse, wie beispiels-
weise Hinweise auf das Zielantigen, zu erhalten. Weiterhin wurden Kalber einer Se-
rumibertragungsstudie, welchen zuvor Knochenmarkbiopsien entnommen wurden,
seziert und pathohistologisch auf Verénderungen untersucht. Alle gewonnenen Kno-
chenmarkbiopsien wurden im Hinblick auf BNP-typische Veranderungen und mor-
phologische Auffalligkeiten beurteilt.

2. Die Literaturiibersicht gibt zunachst einen Uberblick tber den derzeitigen Wissens-
stand der Erkrankung der Bovinen Neonatalen Panzytopenie (BNP). Im Folgenden
wird explizit das Knochenmark als Organ und Probenmaterial kurz néher erléutert, da
es sich hierbei um ein quantitativ eher seltener untersuchtes Gewebe handelt, welches
jedoch Hauptuntersuchungsmaterial dieser Arbeit darstellte. SchlieRlich wird im An-
schluss daran die verwendete Methode unter besonderer Berlicksichtigung des Fixie-

rungsverfahrens und der Antikorpergewinnung vorgestellt.

3. Die Untersuchungen erfolgten hauptsachlich an Proben von 55 Studienkélbern eines
Serumibertragungsversuchs, 14 Réhrenknochenmarkproben aus dem Sektionsgut des
Instituts fir Veterindr-Pathologie der Justus-Liebig-Universitat GielRen und an kulti-
vierten MDBK-Zellen. Der immunhistologische Nachweis der Bindungen von
Alloantikorpern an Zielzellen im Gewebe und isolierten Leukozyten aus dem Blut ba-
sierte auf einer Fixierung des Probenmaterials mit HOPE®-Fixanz und einer spateren
Inkubation mit einer selbst hergestellten, Peroxidase-gekoppelten Antikdrperldsung.
Zudem wurden die Knochenmarkbiopsien der Studienkélber am HE-Schnitt sowohl
hinsichtlich unterschiedlicher Zelltypen semiquantitativ ausgewertet als auch morpho-

logisch beurteilt.
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4. Bei 54 der 55 Studienkalber und bei den 10 Kdlbern aus dem Sektionsgut konnten in
unterschiedlichem MaRe immunhistologisch eine Bindung von Alloantikdrpern an
Knochenmarkzellen nachgewiesen werden. Dieser Nachweis gelang ebenso an isolier-
ten Leukozyten aus dem Blut wie an MDBK-Zellen. Lediglich bei einem einzigen
Kalb aus dem Sektionsgut konnte eine positive Markierung an Megakaryozyten beo-
bachtet werden. Die immunhistologischen Untersuchungen an 4 Knochenmarkproben
von BNP-Kalbern verliefen analog der Untersuchungen des Knochenmarkes des Kal-
bes K7 mit negativen Ergebnissen, es konnte kein positives Signal dargestellt werden.
Entsprechend dazu zeigten nur wenige Einzelzellen in peripheren Organen eine positi-
ve Markierung. Kein Studienkalb zeigte eine BNP-typische Panmyelophthise, wohin-
gegen eine vermehrte Leukopoese verzeichnet werden konnte. Makroskopisch waren
zudem keine charakteristischen Blutungen erkennbar, welche auf das Vorliegen einer
BNP-Erkrankung hétten hindeuten kdnnen. Haufig konnten bei den Tieren jedoch
makroskopisch und/oder histologisch Entziindungen in unterschiedlichen Organsys-
temen festgestellt werden, wobei sich in erster Linie das Auftreten von Endokarditiden

auffallig zeigte.

5. Der immunhistologische Nachweis von gebundenen Alloantikérpern an Knochen-
markzellen fast aller untersuchten Kalber spiegelt den hohen Anteil an
BNP-empfanglichen Tieren wider. Aufgrund einer eingeschrankten morphologischen
Detailerkennbarkeit waren die positiv markierten Vorlauferzellen, abgesehen von den
Megakaryozyten, histologisch jedoch nicht ndher zu typisieren. Die groRtenteils mar-
kierten Leukozyten aus dem Blut sprechen fur ein Vorkommen des Antigens auf Zel-
len der Leukopoese und zeigen, dass das Zielantigen noch auf Blutzellen exprimiert
wird, obwohl eine Expression nicht mehr auf Leukozyten in den peripheren lymphati-
schen Organen erfolgt. Der gleichzeitige Bindungsnachweis an MDBK-Zellen unter-
stitzt die These, dass der Ursprung der BNP-Alloantikdrper bei einer Kontamination
mit antigenen Proteinen dieser Zellen im Impfstoff PregSure® BVD begriindet ist. Die
Ubertragung von BNP-Serum konnte bei keinem Studienkalb eine Panmyelophthise

oder eine klinische BNP erzeugen.

6. Eine Methode zum immunhistologischen Nachweis der Bindung BNP-spezifischer
Alloantikorper an Zielzellen konnte etabliert werden. Sowohl an MDBK-Zellen als

auch an Gewebeschnitten waren positive Markierungen nachzuweisen.
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Zusammengefasst sprechen die Ergebnisse fiir eine durch PregSure® BVD induzierte,
alloimmune Pathogenese der BNP und spiegeln ebenso die Komplexitéat der krank-

heitserzeugenden Vorgéange wider.
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6.2 Summary

1. The aim of the study was to establish an immunohistological method to demonstrate
the binding of BNP-specific alloantibodies to target cells, especially to cells within
bone marrow. This proof should underline the alloreactive pathogenesis of
BNP-disease and help to get new knowledge about the involved factors, for example
about the target antigen. Furthermore, necropsies and histopathologic examinations
were carried out on calves of a serum transfusion study. Bone marrow biopsies were
taken before and after serum transfusion. All collected bone marrow specimens were
examined in view of BNP-specific lesions and morphological anomalies by light mi-
croscopy.

2. First, the literature review gives an overview on the current state of knowledge con-
cerning bovine neonatal pancytopenia (BNP) disease. Furthermore, bone marrow as
the specific target organ in this disease is briefly outlined, since it is a rather uncom-
monly investigated tissue. Finally, the immunohistological method used is introduced

highlighting the fixation process as well as the recovery of antibodies.

3. Investigations were performed mostly on specimens from 55 experimental calves,
14 bone marrow biopsies taken from the os femoris of calves from the routine diag-
nostic material of the Institut fur Veterinar-Pathologie der Justus-Liebig-Universitét
Giessen, Giessen, Germany, and cultured MDBK cells. The immunohistologic detec-
tion of binding alloantibodies on target cells within the tissue as well as on isolated
leukocytes from peripheral blood after fixation with HOPE® and subsequent incuba-
tion with a polyclonal peroxidase-conjugated antibody produced in our laboratory. In
addition, bone marrow biopsies of the experimental calves were examined on
HE-stained sections by analyzing the different cell types semi-quantitatively and mo-

nitoring morphologic anomalies.

4. Bone marrow specimens from 54 of the 55 experimental calves as well as all speci-
mens of 10 calves from the routine diagnostic material showed different grades of
binding of alloantibodies. Also a positive staining on leukocytes from peripheral blood
and MDBK cells was present. Bone marrow of only one calf from the routine diagnos-

tic material showed positive megakaryocytes. The immunohistologic examination of
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5.

6.

bone marrow specimens from 4 calves with spontaneous BNP as well as from the ex-
perimental calf K7 resulted in a negative outcome, no positive signals could be
demonstrated. Only a few positive solitary cells in peripheral organs could be ob-
served in few cases of experimental calves. None of them displayed a
panmyelophthisis. On the contrary, an increased leukopoiesis was obvious.

No hemorrhages were evident macroscopically, but frequently the animals were diag-
nosed with inflammatory processes in different tissues by macroscopic or histologic

examinations. In this regard, the occurrence of endocarditis was dominating.

The immunohistologic demonstration of a binding of alloreactive antibodies on bone
marrow cells from almost all examined calves reflects the high proportion of animals
susceptible for BNP. However, due to limited morphologic detail recognition in his-
tology it was not possible to further characterize the positively stained cells, except for
megakaryocytes. But the positively stained leukocytes from peripheral blood may be
indicative that the target antigen is located on precursors of the leukocytic series in the
bone marrow. Additionally, this detection points to a continued expression of the spe-
cific antigen after mature blood cells were released from the bone marrow. In contrast,
almost all leukocytes in peripheral organs were negative. The demonstration of bin-
ding of the conjugated alloantibodies on MDBK cells supports the thesis that the ge-
neration of BNP-specific alloantibodies can be caused by a contamination of the
PregSure® BVD vaccine with proteins from MDBK cells. The transfusion of BNP se-
rum could not induce panmyelophthisis or any clinical symptoms of BNP in the ex-

perimental calves.

An immunohistologic method for the demonstration of the binding of BNP-specific
antibodies to target cells could be established. On MDBK cells as well as on target
cells in tissue sections of bone marrow positive staining by binding of BNP-specific
antibodies was observed. Experimental serum transfusion failed to cause characteristic
clinical symptoms of BNP.

Summarized, the results point to a PregSure® BVD-induced alloimmune pathogenesis
of BNP and they reflect the complexity of the pathogenic processes.
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8 Anhang

8.1 Tabellen

Tabelle 8.1.1 Angaben zu der Herkunft, der Serumgruppe, den Ergebnissen der Tests auf

Empfanglichkeit fur BNP-Alloantikérper und zu den hdmatologischen Veran-

derungen der Studienkalber.

Kalb-Nr. | Herkunft Serum Evirologie | Eirir | Em | Thr.-P. | Lym.-P.
1 Betrieb C | BNP-S (92 ml) 0 0 1 - +
2 Betrieb B | K-S (114 ml) 2 2 3 - -
7 Betrieb B | BNP-S (97 ml) 2 2 2 + +
4 BetriebB | K-S (78 ml) 0 0 |nd| nd n.d.
5 Betrieb B | BNP-S (80 ml) 2 2 2 + +
6 Betrieb C | BNP-S (168 ml) 2 2 2 + +
7 Betrieb B | K-S (192 ml) 2 2 0 - :
8 Betrieb C | BNP-S (180 ml) 2 2 2 + .
9 Betrieb B | BNP-S (160 ml) 1 2 1 - +
10 Betrieb E | K-S (324 ml) 0 2 1 - -
11 Betrieb A | BNP-S (288 ml) 1 2 1 + +
12 Betrieb B | BNP-S (238 ml) 0 2 3 + +
13 Betrieb B | BNP-S (294 ml) 0 2 1 - +
14 Betrieb E | BNP-S (264 ml) 0 2 3 + +
15 Betrieb C | BNP-S (282 ml) 2 2 2 - +
16 Betrieb B | K-S (180 ml) 1 0 1 - +
17 Betrieb B | K-S (288 ml) 1 1 2 - -
18 Betrieb C | BNP-S (282 ml) 1 0 1 n.d. n.d.
19 Betrieb C | BNP-S (270 ml) 0 1 1 + +
20 Betrieb C | BNP-S (276 ml) 0 1 3 + +
21 Betrieh B K-S (264 ml) 1 2 1 - -
29 BetriebE | K-S (288 ml) 1 2 1 - -
23 Betrieb C | K-S (300 ml) 1 2 1 - -
24 Betrieb B | K-S (350 ml) 1 2 3 - .
o5 Betrieb B | K-S (300 ml) 2 1 3 - +
26 Betrieb C | BNP-S (288 ml) 2 1 13 + +
27 Betrieb B | BNP-S (306 ml) 2 2 2 + +
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Fortsetzung Tabelle 8.1.1

Kalb-Nr. | Herkunft Serum Evirotogie | Etrit | Ein | Thr.-P. | Lym.-P.
28 Betrieb B | BNP-S (312 ml) 2 1 2 - +
29 Betrieb C | BNP-S (276 ml) 0 0 2 - +
30 Betrieb C | BNP-S (330 ml) 0 2 2 - +
31 Betrieb B | BNP-S (195 ml) 2 2 3 + +
32 Betrieb E | BNP-S (306 ml) 2 2 1 - +
33 Betrieb C | BNP-S (330 ml) 2 2 3 + +
34 Betrieb C | K-S (282 ml) 2 2 1 - -
35 Betrieb B | K-S (252 ml) n.d. 2 2 - -
36 BetriebE | BNP-S (336 ml) | n.d. 0 2 - +
37 Betrieb B | K-S (282 ml) n.d. 2 | 2| nd n.d.
38 Betrieb B | K-S (300 ml) n.d. 2 |1 - -
39 BetriebE | K-S (242 ml) n.d. 2 2 - -
40 BetriebC | BNP-S (180 ml) | n.d. 0 1 - -
41 Betrieb C | K-S (252 ml) n.d. 1 2 - -
42 BetriebB | BNP-S (720ml) | n.d. 2 1 + +
43 Betriecb E | BNP-S (846 ml) |  n.d. 2 2 + +
44 BetriebE | BNP-S(882ml) | n.d. 2 1 + +
45 Betrieb B | BNP-S (288 ml) n.d. 1 1 - -
46 Betrieb E | K-S (324 ml) n.d. 0 1 - +
47 BetriebD | BNP-S(312ml) | n.d. 0 2 - +
48 Betrieb B | BNP-S (252 ml) |  n.d. 0 2 + +
49 Betrieb C | K-S (228 ml) n.d. 0 2 - -
50 Betrieb C | K-S (216 ml) n.d. 0 1 n.d. n.d.
51 Betrieb B | BNP-S (811 ml) | n.d. nd. | 2 n.d. n.d.
52 BetriebE | BNP-S (711 ml) | n.d. nd. | 2 n.d. n.d.
53 Betrieb E | BNP-S(765ml) | n.d. nd. | 2 n.d. n.d.
54 Betrieb B | K-S (810 ml) n.d. nd. | 2 n.d. n.d.
55 Betrieb B | K-S (792 ml) n.d. nd. | 1 n.d. n.d.
56 Betrieh B | K-S (675 ml) n.d. nd. | 2 n.d n.d.

+ = nach Serumibertragung vorhanden, - = nicht vorhanden

E = Empfénglichkeit: getestet vom Institut flr Virologie (Evirologic) des Fachbereichs Veteri-
narmedizin und dem Institut fir Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere (Ent) vor der
Serumiibertragung (9. Tag), immunhistologisch (E,n) am Tag der Euthanasie (30. Tag):

Thr.-P.: Thrombopenie (< 200%10”/L); Lym.-P.: Lymphopenie (< 2,4*10°/L):

0 =-; negativ, 1 = +; schwach positiv, 2 = ++; positiv, 3 = +++; stark positiv

n.d.: keine Daten vorhanden

Serumibertragungsmenge: 100 ml/50 kg Korpergewicht
Serumiibertragungsmenge: 200 ml/50 kg Korpergewicht
Serumibertragungsmenge: 300 ml/50 kg Korpergewicht
Serumiibertragungsmenge: 900 ml/50 kg Korpergewicht
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Tabelle 8.1.2 Daten zu Tagebuchnummer, Alter, Geschlecht, Ohrmarkennummer der
nicht-BNP-Kalber aus dem Sektionsgut sowie Ergebnisse der Antikorperbin-

dung in immunhistologischen Untersuchungen

Tgb.-Nr. Alter Ohrmarken-Nr. Geschlecht =
S3/12 11d DE 06xxxxx350 m ++
S260/12 16d DE 05xxxxx023 m +++
S1003/12 4d DE 06xxxxx817 m +
S1033/12 1d keine w ++
S1048/12 59d DE 06xxxxx377 m +
S1063/12 1d keine w +
S1089/12 1d keine w +
S1119/12 Totgeburt keine n.d. ++
S1121/12 Totgeburt keine n.d. +++
S1133/12 62 d DE 09xxxxx351 m +

Ein: Ergebnisse der Immunhistologie; + = schwach positiv, ++ = positiv, +++ = stark positiv
n.d.: keine Daten vorhanden

Tabelle 8.1.3 Daten zu Tagebuchnummer, Alter, Geschlecht, Ohrmarkennummer der
BNP-Kalber aus dem Sektionsgut sowie Ergebnisse der Antikdrperbindung in

immunhistologischen Untersuchungen

Tgb.-Nr. Alter Ohrmarken-Nr. Geschlecht En
S1786/11 13d DE 05xxxxx262 w -
S1025/12 8d DE 06xxxxx895 w -
S1144/12 21d DE 06xxxxx730 w -
S1384/12 14d DE 06xxxxx571 w -

Ein: Ergebnisse der Immunhistologie; - : negativ
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Tabelle 8.1.4 Daten zu verschiedenen Entziindungsgeschehen, welche bei der Sektion der

Studienkalber (Tabelle a: Kontrollk&lber; Tabelle b: BNP-Serumgruppe) diag-

nostiziert wurden

a) Kontrollkélber (n = 22)

Kalb Throrr_1boph|e_b|t|s Endokarditis | Pneumonie | Enteritis Sonstige
Nr. V. jugularis

2 X - X -

7 X - X -

10 X - X - Fokale Blutung (Blasenhals)

16 X X X X

17 Omphaloarteriophlebitis,

X - X X Hepatitis, Abomasitis,

Tarsitis

21 Polyarthritis,

X X X X Omphaloarteritis

22 X X - X Tarsitis

23 X X X -

24 - X X X

25 - X - X

34 - - - X Stomatitis, Periphlebitis

35 X - X X Abomasitis

37 X X - X Peritonitis

38 - X X X

39 - - - X

41 i X i i Omphalophlebitis, Omphali-
tis

46 i X i X Stomatitis, Periphlebitis,
Tarsitis

49 - X - X Stomatitis, Rhinitis

50 - - - X Tarsitis, Dystelektase

54 X X X X

55 - - - X Osteomyelitis

56 X - - X

X: vorhanden
-2 nicht vorhanden
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Fortsetzung der Tabelle 8.1.4

b) BNP-Serumgruppe (n = 33)

Kl\larl.b Th'&?&gﬁgﬁgms Endokarditis | Pneumonie | Enteritis Sonstige

1 - - - -

3 X - - - Rhinitis

5 X - - X Pyelonephritis, Enzephalitis

6 - - X - Stomatitis

8 X X - -

9 X X - -

11 X X - X Nephritis

12 X X X - Polyarthritis

13 X X - X Polyarthritis

14 X X X - Polyarthritis

15 X X X -

18 - X - - Dystelektase

19 - X - X Bronchitis

20 - X X X Polyarthritis

26 X X X - Polyarthritis

27 X X X X

28 - X X -

29 X X - -

30 Polyarthritis, Stomatitis,

X X - - o

Osteomyelitis

31 X X X - Polyarthritis, Osteomyelitis

32 X X X - Rhinitis

33 X X X -

36 - X - -

40 X X i i Omphalophlebitis,
Dystelektase

42 X - - -

43 X X - - Polyarthritis, Dystelektase

44 - X - X Glossitis mit Blutungen

45 Tarsitis, Stomatitis,

i X X X Abomasitis, Rhinitis

47 i i X X Hepatitis, Myokarditis, Sto-
matitis, Nephritis

48 - X X X

51 X X X - Stomatitis

52 X - - X

53 X X - - Stomatitis

X: vorhanden
-: nicht vorhanden
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Tabelle 8.1.5 Daten zu der semiquantitativen Auswertung der HE-geférbten

Knochenmarkproben, inklusive der Daten der Sternalmarkproben
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Fortsetzung der Tabelle 8.1.5

allag a)Isyoru ayais Bunziasiio

+++ ++ ++ + ++ ++ ++ ++ +++ ++ +++ ++ ++ ++ ++ ++ g 0}y
‘pu ‘p'u ‘p'u U | +++ ++ ++ ++ | |+t ++ + +++ ++ ++ + M 6g
‘pu ‘p'u ‘p'u p'u ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ M 8¢
‘pu ‘p'u ‘p'u U | A+ | A + - pu ‘pu ‘p'u ‘p'u ++ +++ ++ +++ M LS
‘pu pu pu ‘pu - - + +++ +++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 9 9¢
‘pu pu pu ‘pu ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ M G¢g
‘pu ‘p'u ‘p'u p'u ++ +++ ++ +++ | HH+ | A+ + ++ +++ | -+ + ++ M ¥g
‘pu ‘p'u ‘p'u p'u ++ |+ + ++ +++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ g €¢
‘pu ‘p'u ‘pu U |+ |+t ++ +++ | +++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ +++ g Zg
‘pu ‘p'u ‘p'u PU |+ | + ++ +++ | 4+ ++ ++ ++ ++ ++ ++ g T¢
‘pu ‘p'u ‘p'u ‘p'u ++ +++ ++ ++ +++ | +++ + +++ | +++ | + +++ g 0¢g
+ ++ ++ ++ + +++ ++ +++ ++ ++ +++ ++ ++ ++ ++ ++ g 6¢
++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ +++ ++ ++ ++ +++ ++ ++ ++ +++ g 8¢
++ ++ ++ + ++ +++ ++ ++ +++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ g LC
++ ++ ++ + ++ | +H++ + ++ ++ ++ ++ +++ | +++ ++ ++ + g 9¢
‘pu ‘p'u ‘p'u ‘p'u ++ +++ ++ ++ ++ ++ ++ +++ ++ ++ ++ +++ M G¢
+++ | +++ ++ + ++ +++ ++ ++ ++ +++ ++ ++ pu pu ‘p'u ‘p'u M 174
++ ++ ++ - ++ ++ ++ +++ ++ ++ ++ +++ | +++ ++ ++ ++ M €¢
++ ++ ++ + ++ ++ ++ ++ pu pu pu ‘p'u ‘p'u ‘p'u pru p'u M e
++ ++ ++ - ++ ++ ++ ++ +++ ++ ++ ++ ++ +++ ++ ++ M T¢
oy L [HneT[ A | med [roayL [HneT [ AT | Bed [oayL e[ A3 | Bed [roayL [Hne| A3 | ned [1o-wnuss| gredif
MJewjeuldsls ‘0g bel MJewuaayoy 0g bel MJewuaayoy ‘€T be | MJewuaayoy ‘6 bel

123



Anhang

Fortsetzung der Tabelle 8.1.5
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Tabelle 8.1.6 Immunhistologische Ergebnisse an den Gewebeschnitten peripherer Organe

Kalb, BNP-S.  Thymus Milz Leber Niere
EZ und ZG
K26 im Mark negativ negativ negativ
positiv
K29 26 |m_|\_/|ark negativ negativ negativ
positiv
K51 negativ negativ negativ negativ
K52 EZ positiv EZ im Follikel- negativ negativ
zentrum positiv
K53 negativ negativ negativ EZ in einem
g g g Glomerulum
Kalb, K-S.
ZG im Mark EZ im Follikel- . .
K46 positiv Zentrum negativ negativ
ZG im Mark EZim Follikel- . .
K49 positiv Zentrum negativ negativ
K54 negativ negativ negativ negativ
K55 negativ negativ negativ negativ
K56 26 |m_|\_/|ark negativ negativ negativ
positiv

EZ: Einzelzellen; ZG: Zellgruppen
BNP-S.: Kélber, welche BNP-Serum (bertragen bekommen haben
K-S.: Kalber, welche Kontrollserum Ubertragen bekommen haben
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Tabelle 8.1.7 Trend-Tabelle basierend auf den semiquantitativen Auswertungen der Zellver-
anderungen der Studienkélber Uber die Zeit. Spezifisch sortiert zur Erstellung
der Abbildungen 11 und 12

a) Kontrollk&lbergruppe

Fettzellanzahl Erythropoese Leukopoese Thrombopoese

T9- | 13- T9- | 13- T9- | T13- T9- | T3

113 130 113 130 113 130 113 130
K41 -1 0 n.d. n.d. K21 -1 -1 -1 -1
K37 | n.d. n.d. K22 | n.d. n.d. K7 n.d. n.d. K16 -1 0
K50 | n.d. n.d. K37 | n.d. n.d. K22 | n.d. n.d. K7 n.d. n.d.
K25 0 -1 K50 | n.d. n.d. K37 | n.d. n.d. K22 | n.d. n.d.
K21 0 0 K24 | n.d. 0 K50 | n.d. n.d. K37 | n.d. n.d.
K35 0 0 K46 | n.d. 0 K54 | n.d. -1 K50 | n.d. n.d.
K38 0 0 K54 n.d. 0 K24 n.d. 0 K2 n.d. -1
K49 0 0 K55 | n.d. 0 K55 | n.d. 0 K34 0 -1
K7 n.d. 1 K10 0 0 K10 0 0 K24 n.d. 0
K17 0 1 K21 0 0 K23 0 0 K46 n.d. 0
K22 0 1 K23 0 0 K34 0 0 K54 | n.d. 0
K34 0 1 K25 0 0 K35 0 0 K55 | n.d. 0
K39 0 1 K35 0 0 K38 0 0 K10 0 0
K46 0 1 K38 0 0 K39 0 0 K17 0 0
K10 1 1 K39 0 0 K41 0 0 K25 0 0
K16 1 1 K41 0 0 K56 0 0 K35 0 0
K23 1 1 K49 0 0 K2 n.d. 1 K38 0 0
K54 1 1 K56 0 0 K46 n.d. 1 K41 0 0
K56 1 1 K34 0 1 K16 0 1 K49 0 0
K2 2 2 K16 1 0 K25 0 1 K56 0 0
K24 2 2 K17 1 1 K49 0 1 K21 1 0
K55 2 2 K2 n.d. 2 K17 1 1 K39 1 0

Fortsetzung siehe ndchste Seite
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Fortsetzung der Tabelle 8.1.7

b) BNP-Serumgruppe

Fettzellanzahl Erythropoese Leukopoese Thrombopoese

TS T13- T9- T13- To- T13- T9- T13-

113 130 113 130 113 130 113 130
K53 -3 -1 K42 -1 0 K1 n.d. n.d. K11 -1 -1
K5 -1 -2 K1 n.d. n.d. K18 | n.d. n.d. K26 -1 -1
K32 -1 0 K18 n.d. n.d. K52 n.d. n.d. K1 n.d. n.d.
K1 -1 1 K52 n.d. n.d. K53 n.d. n.d. K18 n.d. n.d.
K3 0 -1 K53 n.d. n.d. K8 n.d. 0 K52 n.d. n.d.
K8 n.d. -1 K8 n.d. -1 K48 n.d. 0 K53 n.d. n.d.
K14 0 -1 K26 0 -1 K12 0 0 K8 n.d. -1
K30 0 -1 K31 0 -1 K20 0 0 K48 n.d. -1
K42 0 -1 K33 0 -1 K28 0 0 K12 0 -1
K43 0 -1 K36 0 -1 K30 0 0 K29 0 -1
K52 0 -1 K44 0 -1 K40 0 0 K30 0 -1
K18 n.d. n.d. K48 n.d. 0 K47 0 0 K9 0 n.d.
K9 0 0 K51 | n.d. 0 K36 0 -2 K6 0 0
K11 0 0 K9 0 n.d. K51 n.d. 1 K28 0 0
K12 0 0 K3 0 0 K11 0 1 K42 0 0
K27 0 0 K11 0 0 K13 0 1 K44 0 0
K28 0 0 K12 0 0 K19 0 1 K47 0 0
K31 0 0 K14 0 0 K27 0 1 K51 | n.d. 1
K33 0 0 K15 0 0 K29 0 1 K3 0 1
K40 0 0 K19 0 0 K32 0 1 K5 0 1
K45 0 0 K20 0 0 K43 0 1 K13 0 1
K47 0 0 K27 0 0 K44 0 1 K19 0 1
K48 0 0 K28 0 0 K45 0 1 K43 0 1
K51 | n.d. 1 K32 0 0 K15 0 2 K45 0 2
K29 0 1 K43 0 0 K26 0 2 K36 1 -2
K36 0 1 K47 0 0 K33 0 2 K27 1 0
K44 0 1 K30 0 1 K9 1 n.d. K33 1 0
K6 0 2 K45 0 1 K42 1 0 K40 1 0
K20 1 -2 K29 1 0 K14 1 1 K14 1 1
K19 1 0 K40 1 0 K3 1 2 K15 1 1
K13 1 2 K6 1 1 K5 1 2 K32 1 1
K15 1 2 K13 1 1 K6 1 2 K20 1 2
K26 | 2 1 |« 1 [k | 1 2 k31| 1 2

0 = keine Veranderung; 1 = Veranderung der Zellzahl um eine Stufe; 2 = Verédnderung
der Zellzahl um 2 Stufen; 3 = Verdnderung der Zellzahl um 3 Stufen
Erniedrigung der Zellzahl (Zahl zusétzlich mit einem "-" gekennzeichnet)
B Erhohung der Zellzahl
n.d.: keine Angaben vorhanden
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8.2 LoOsungen, Puffer, Bezugsquellen

8.2.1 Lo6sungen und Puffer

Phosphate-buffered-saline (PBS, pH 7,4)
Stammlésung (10 x, 100 mM):
42 g NaCl
9,26 g Na;HPO,4 x 2H,0
2,15 g KH,PO,
In 800 ml dH,0, pH mit 5 M NaOH bzw. HCI auf pH 7,4 einstellen und bis 1000 ml auf-
fullen, autoklavieren.
Gebrauchslésung (10 mM):
100 ml Stammldsung mit 900 ml Aqua bidest. verdiunnen. Der pH-Wert wurde mit 1 M
HCI eingestellt.

Tris-buffered-saline (TBS, pH 7,6)
Stammlésung (10x):

60,57 g Tris (hydroximethyl)-aminomethane

610 ml Aqua bidest.

390 ml 1 M HCI

Der pH-Wert wurde mit 1 M HCI eingestellt.
Gebrauchslésung:

100 ml Stammldésung

900 ml 0,8 % NaCl in Aqua bidest.

Die Gebrauchslésung hatte einen pH-Wert von 7,8.

Imidazol/HCI-Puffer 0,1 M (pH 7,1)
6,81 g Imidazol zunéchst in 500 ml Aqua bidest. 16sen, dann bis 1000 ml auffllen.
Zugabe von 500 ml 0,1 M HCI. Der pH-Wert wurde mit 0,1 M HCI eingestellt.
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3,3¢-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid-Dihydrat-Ldsung (DAB)

100 mg DAB

200 ml 0,1 M Imidazol/HCI-Puffer (pH 7,1)

Das DAB im Puffer I16sen und mittels Magnetruhrer mischen. Die Losung dann filtrieren und

unmittelbar vor dem Gebrauch 70 ul 30 % H,0, dazugeben.

Papanicolauos Gebrauchslésung
Papanicolauos Hamatoxylin 1 b und Aqua dest. im Verhaltnis 1:10 mischen und anschlieRend

filtrieren.

Natriumphosphat-Puffer 20 mM (pH 7)

3,56 g Na;HPO,4 x 2H,0

2,76 g NaH,PO4 x H,O

In 1000 ml Aqua dest. I6sen. Der pH-Wert wurde mit 1 M HCI eingestellt.

Glycin-HCI-Puffer 0,1 M (pH 2,7)
7,5 g Glycin in etwa 500 ml Aqua dest. 16sen. Dann den pH mit 1 M HCI einstellen und bis
1000 ml mit Aqua dest. auffullen.

Tris-HCI-Puffer 1M (pH 9)

103,72 g Tris base

22,72 g Tris-HCI

in 1000 ml Aqua dest. 16sen. Der pH-Wert wurde mit 1 M HCI eingestellt.

Dinatrium-EDTA-L6sung (pH 7,4)
200 g Na,EDTA mit 50 ml 4 M NaOH in etwa 500 ml Aqua dest. 16sen und auf 1800 ml mit
Aqua dest. auffullen. Den pH mit 4 M NaOH auf 7,4 einstellen und die Lésung auf 2000 ml

mit Aqua dest. aufftllen.
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Bezugsquellen fur Chemikalien und Geréate

Gerate:

- Handmuihle (Krups 75, Typ 203)

- Spektrophotometer (P/N 489-04050-02), Shimadzu Europa GmbH, UV_1202,
Duisburg

- Stabmixer Phillips, 600 W, HR1365

- Tischzentrifuge, Hettich, Rotina 48 RC

- Vortexer, Heidolph, RE AX 1 DR

Cambrex Bio Science Rockland Inc., Rockland
Agarose Metaphor® (50180)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Aceton (9372.3)

Formaldehyd (P733.3)

Isoropanol (9866.4)

Kaliumchlorid (6781.1)

Methanol (5627.3)

Na,EDTA (X986.3)
Rotilabo®-Spritzenfilter, 45 um (KH55.1)
Roti®-Histol (6640.2)

Roti®-Plast (Schmelzpunkt 56-58 °C) (6642.6)
Tris-Hydrochlorid (9090.2)

DCS Innovative Diagnostik-Systeme Dr. Christian Sartori GmbH & Co. KG, Hamburg
HOPE® I (HLOO1R500)

HOPE® Il (HL002C001)

Low Melting Paraffin (Schmelzpunkt 52-54 °C) (PLO03S2K)

Fisher Scientific GmbH, Schwerte
ChamberSlides, Lab-Tek Il (4-kammerig: 154526; 8-kammerig: 154534)
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GE Healthcare Bio-Science AB, Uppsala
PD 10 Entsalzungssaulen (17085101)
HiTrap Protein G, 5 x 1 ml (17040401)

Keutz, Reiskirchen
Flachgel-Elektrophoresekammer, horizontal, Kat.-Nr.: 0030191-00

Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nuf3loch
Rotationsmikrotom RM 2255

Merck KGaA, Darmstadt

HCI Titrisol® (1099700001)

NaH,PO,4 x H,0 (1063461000)

Na;HPO,4 x 2 H,0, p.a. (10658005000)

Natriumchlorid (1064005000)

NaOH Titrisol® (1099560001)

Papanicolauos Losung 1 b Hamatoxylinlésung S (1092542500)
Perhydrol® 30 % H,0, p.a. (1072100250)

Novus Biologicals, Cambridge
Lightning-Link HRP Antibody Labeling Kit, 5 x 1 mg (701-0003)

PAA Laboratories GmbH, Colbe
Penicillin/Streptomycin (100x) (P11-010)
RPMI 1640 (E15-840)

Trypsin-EDTA (1x) (L11-660)

R. Langenbrinck, Teningen
SuperFrost®Plus Objekttrager (03-0060)
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Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Peroxidase (POD), aktiviert (11428861001)
Fetales Kalberserum (FCS) (A15-151)

Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen
TissueTek® O.C.T.™ Einbettmedium (4583)
Tissue Tek® SCA ™ Eindeckfilm (4770)

Sarstedt, Newton
15 ml Réhrchen, 120 x 17 mm, PP (62.554.512)
Kulturflaschen, 25 cm? (83.1810.002)

SAV LP GmbH, Flintsbach am Inn
Ethanol 96 %, verg. mit 1 % Methylethylketon

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf
3,3’-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid-Dihydrat (DAB) (D-5637)
Glycine (G8898)

Imidazol (56750)

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Trizma®base) (93352)
Fettfreie Trockenmilch vom Rind (M7409)

Thermo Scientific, Cheshire

Coverplates™ (721100013)

Shandon Racks (73310017)

6 x Orange DNA Loading Dye Solution (ehemals MBI Fermentas, St. Leon-Rot) (#R0631)
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Abktrzungsverzeichnis

9 Abkulrzungsverzeichnis

Abb.
AK
bidest.
BNP
bp
BSA
BTV
BVD
BVDV
d

Da
DAB
DNA
dest.
etal.
evtl.
Fc
FCS
F2-Kreuzungstiere
h

HE
HOPE®
HRP
IHC
IHIT

JLU
kDA
Lsg

MDBK
mg
MHC
min
mM

Abbildung

Antikorper

bidestillata

Bovine Neonatale Panzytopenie

Basenpaare

Bovines Serumalbumin

Bluetongue virus (Blauzungenvirus)

Bovine Virusdiarrhoe

Bovines Virusdiarrhoe-Virus

Tag(e)

Dalton

Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid
desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinséure)
destillata

et alii

eventuell

Fragment crystallisable

fetales Kélberserum

Kreuzungstiere der 2. Generation

Stunde(n)

Héamatoxylin-Eosin

Hepes glutamic acid buffer mediated organic solvent protection effect
Horseradish peroxidase (= Meerrettich-Peroxidase)
Immunhistochemie

Institut fir Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere,
Justus-Liebig-Universitat Giel3en

Immunglobulin

Justus-Liebig-Universitat

Kilodalton

Ldsung

Molar

Madin Darby Bovine Kidney

Milligramm

major histocompatibility complex (Haupthistokompatibilitdtskomplex)
Minute(n)

Millimolar
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mi

mm

pl
Obj.
p.a.
PBS
PCR
PTT
RNA

TBS

Tgb.-Nr.

TiHo
Tris

z.B.
°C

™

Milliliter

Millimeter

Anzahl

Mikroliter

Objektivvergrofierung

per analysi

Phosphate-buffered saline

polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)
partial thromboplastin time

ribonucleic acid (Ribonukleinsdure)
Sekunde(n)

Tris-buffered saline

Tagebuch-Nummer(n)

Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Volt

zum Beispiel

Grad Celsius

registered trade mark

unregistered trade mark
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