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3 Einfuhrung

3.1 Uberblick zur Bovinen Neonatalen Panzytopenie

Seit 2007 wird eine Haufung an Fallen von Kalbern mit ungewoéhnlicher Blutungsneigung
beobachtet. Die Krankheit wurde in der Fachliteratur zunachst als ,haemorrhagic diathesis,
.bleeding calf syndrome* oder im deutschsprachigen Raum auch als ,Blutschwitzen* bezeichnet
(Friedrich et al., 2011). Erste Erkenntnisse wurden auf dem Satellite Symposium
“Haemorrrhagic Diathesis in Calves" am 2. Dezember 2009 in Marseille prasentiert. Hier einigte
man sich auf den einheitlichen Namen ,Bovine Neonatale Panzytopenie* (BNP) fir das neue
Syndrom.

AuRerdem wurde eine einheitliche Definition fir das Vorliegen von BNP erarbeitet. Demnach ist
von einem BNP-Fall auszugehen, wenn sechs Kriterien erfullt sind: 1.) eine vermehrte
Blutungsneigung vorliegt, 2.) Antigen des Bovinen Virusdiarrho Virus (BVD) nicht nachgewiesen
werden kann, 3.) eine massive Thrombozytopenie (<200 G/l) und Leukopenie im Blutbild
vorliegen, 4.) die Kélber nicht alter als 4 Wochen sind, 5.) die Kalber keine Anzeichen einer
Septikdmie aufweisen und 6.) post mortem im Knochenmark eine Panmyelophthise
nachgewiesen werden kann (Friedrich et al., 2009a).

3.1.1 Klinische Symptome

An BNP erkrankte Kalber entwickeln in der Regel klinische Symptome innerhalb der ersten
30 Lebenstage. In den meisten Fallen treten Krankheitssymptome in der zweiten oder dritten
Lebenswoche auf (Bell, 2011; Schréter et al., 2011). In einer Studie entwickelten die Kalber
Krankheitssymptome zwischen dem 5.-16. Lebenstag (Pardon et al., 2010). In einer anderen
Studie zeigten die Kalber im Mittel Symptome nach 12,7 Tagen (Friedrich et al., 2009c). In den
meisten Fallen tritt der Tod 24-48 h nach Krankheitsbeginn ein (Bell et al., 2010). Je nach
Studie sterben die meisten betroffenen Kalber durchschnittlich am 13. Lebenstag (7-21 Tage)
(Pardon et al., 2010) oder 17. (6.-32. Tag) Lebenstag (Friedrich et al., 2009c). Die Letalitat
betragt 90 % der betroffenen Kalber (Pardon et al., 2010). Wenige Tiere Uberleben die
Krankheit und tragen keine dauerhaften Schaden davon (Corbiere et al., 2009; Pardon et al.,
2010). Allen Symptomen der Erkrankung liegt eine gesteigerte Blutungsneigung
(hédmorrhagische Diathese) zu Grunde (Friedrich et al., 2009c).
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Eines der haufigsten Krankheitssymptome sind frische Blutbeimengungen im Kot oder Meléna
(durch Hamatin schwarz gefarbter Kot) (Pardon et al., 2010). Die Menge des Blutes ist von Fall
zu Fall variabel und reicht von wenigen schleimig-blutigen Schlieren bis zum Absatz von fast
reinem Blut (Friedrich et al., 2009c). Ebenso haufig wie Blutbeimengungen im Kot treten
Petechien an der Mundschleimhaut, der Zungenunterseite, dem Naseneingang, den Lidrandern,
den Ohren und der Vulvaschleimhaut auf (Bell, 2011; Friedrich et al., 2009c). Die
Blutungsneigung betroffener Kalber wird durch vermehrtes Nachbluten aus Injektionsstellen,

beim Enthornen oder beim Einziehen der Ohrmarken deutlich (Friedrich et al., 2009c).

Hautblutungen, die zur Namensgebung ,Blutschwitzen“ gefihrt haben, treten nur in 60 % der
Falle auf (Friedrich et al., 2009c). Bei diesem Symptom ist eine signifikante Saisonabhéngigkeit
festzustellen. Es tritt besonders in den Sommermonaten auf (Friedrich et al., 2009c). Die
Hautblutungen sind vermutlich eine Folge von Insektenstichen und werden daher vermehrt in
den Sommermonaten beobachtet, wenn die Insektenpopulation besonders groR ist (Pardon et
al., 2010). Das Symptom des ,Blutschwitzens” ist damit nicht bei jedem BNP-Fall vorhanden
AulRerdem ist der Begriff ,Blutschwitzen“ irrefiihrend, da zum Auftreten der Hautblutungen
Lasionen vorhanden sein missen und man daher nicht mehr von ,Schwitzen sprechen kann
(Friedrich et al., 2009c).

Weitere, weniger haufig beobachtete Symptome sind flachenhafte subsklerale Blutungen
(Friedrich et al., 2009c¢), Hamorrhagien aus Zahnfleischrandern und Nasenbluten (Epistaxis),
sowie Hamatome (Bell, 2011). Eine erhéhte Kérpertemperatur zu Beginn klinischer Symptome
bis hin zu hohem Fieber (Pyrexie, beim Kalb 40-41,8°C) im fortgeschrittenen
Erkrankungsstadium kénnen auftreten (Friedrich et al., 2009c; Pardon et al., 2010). Das Fieber
bei BNP Kalbern ist oft therapieresistent und reagiert nicht auf die Gabe nicht-steroidaler
Entziindungshemmer (Pardon et al., 2010). Im moribunden Stadium der Erkrankung kénnen die
Tiere auf Grund des massiven Blutverlustes Untertemperatur (Hypothermie, 35-37°C) zeigen
(Pardon et al., 2010). Das Allgemeinbefinden und die Futteraufnahme sind beim Eintreten
klinischer Symptome ungestort. Erst im fortgeschrittenen Erkrankungsstadium werden die Tiere
zunehmend apathisch bis moribund (Friedrich et al., 2009c). In vielen Fallen leiden an BNP
erkrankte Kalber an sekundéaren Infektionen. Dabei kommen vor allem Durchfélle (Diarrho),
Lungenentziindungen (Pneumonien), Nabelentzindungen (Omphalitis oder Omphalophlebitis)
und Blutvergiftungen (Septikamien) vor (Friedrich et al., 2009c).

Die adaquate Behandlung der BNP ist umstritten. Beschrieben sind die Gabe von Vollblut und
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hochdosiertem Kortison, sowie die Gabe von Antibiotika (Cephalosporine, Fluorchinolone,
Sulfonamide, Penizillin oder Makrolide) zur Pravention von Sekundarinfektionen (Bell et al.,
2009a; Pardon et al., 2010).

3.1.2 Hamatologische Befunde

Gesunde Kalber besitzen andere Referenzbereiche fur Blutzellen als erwachsene Tiere. Der
Referenzbereich fir Thrombozyten liegt bei Kalbern zwischen 200-1300 G/I, fir Leukozyten
zwischen 4,0-14,0 G/l und fur Erythrozyten bei 6,0-10,0 T/l (Knowles et al., 2000; Mohri et al.,
2007; Tennant et al., 1974).

Auffélligste Veranderung in der Hamatologie an BNP erkrankter Kélber ist eine massive
Thrombozytopenie (Werte bis zu <10 G/l) (Bell, 2011). Eine Thrombozytopenie ist eine
Verminderung der Zahl zirkulierender Blutplattchen, die beim Rind ab dem Unterschreiten eines
kritischen Wertes von etwa 100-200 G/I zu hamorrhagischen Diathesen auf Grund von
Storungen in der primaren Hamostase fuhrt (Stéber, 2007; Sutor, 2000). Thrombozytopenien
sind die Folge einer verminderten Thrombozytenproduktion oder eines erhéhten Umsatzes von
Plattchen oder einer Kombination aus diesen beiden Vorgéngen. Sie sind abzugrenzen von
Thrombozytopathien, die mit Strukturanomalien der Plattchen und dadurch hervorgerufenem
Funktionsverlust einhergehen (Buck et al., 2011). Die hamorrhagischen Diathesen prégen das
klinische Bild der BNP (Friedrich et al., 2009c; Witt et al.,, 2011). Die Thrombozytenzahlen
unterliegen im Laufe der Erkrankung charakteristischen Veranderungen. In den ersten beiden
Lebenstagen sinken die Thrombozytenzahlen auf Werte von 200-300 G/I um dann bis zum
dritten Tag wieder anzusteigen. Danach erfolgt ein kontinuierlicher Abfall der
Thrombozytenzahl. Klinische Symptome setzen bei den Tieren ein, wenn die Thrombozytenzahl
unter den Referenzbereich (<200 G/I) abfallt (Schréter et al., 2011). Uberleben die Kéalber die
Erkrankung kommt es zu einer spontanen Erhéhung der Thrombozytenwerte (Pardon et al.,
2010). Die Thrombozyten weisen bei der BNP-Erkrankung eine physiologische Struktur auf. Es
liegt also keine Thrombozytopathie vor (Buck et al., 2011).Variabler und nicht immer in zeitlicher
Assoziation mit der Thrombozytopenie tritt eine Leukopenie (0,8-1,3 G/I) auf (Schroter et al.,
2011). Bei dieser handelt es sich um eine Lymphopenie, Neutropenie und Monozytopenie mit
relativer Lymphozytose (Kappe et al., 2010; Pardon et al., 2010). Die Leukopenie ist vermutlich

verantwortlich fur die gesteigerte Empfanglichkeit fir sekundére Infektionen (Witt et al., 2011).

Die Erythrozytenzahl liegt zu Beginn der Erkrankung meist im Normbereich. Erst im Laufe der
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Erkrankung kann es zu einer normozytaren, normochromen Anamie (Erythrozyten: 1,7-3,0 T/l)
kommen, die zunéchst auf den Blutverlust zuriickzufuhren ist. Mit dem Fortschreiten der
Erkrankung geht sie in eine aplastische Anamie Uber (Bell, 2011; Friedrich et al., 2011; Friedrich
et al.,, 2009c). Die Veranderungen im Blutbild in Folge der Knochenmarksveranderungen,
korrelieren mit der Lebensspanne der unterschiedlichen Blutzelltypen. Zunéchst sinken
Granulozyten- (Lebensspanne beim Kalb: wenige Stunden) und Thrombozytenwerte
(Lebensspanne beim Kalb: 3-5 Tage), gefolgt von Lymphozyten- und zuletzt Erythrozytenzahlen
(Lebensspanne beim Kalb: 60 Tage) im Finalstadium der Erkrankung (Bell, 2011; Mizuno et al.,
1959; Witt et al., 2011).

Durch hamatologische Untersuchungen wurde gezeigt, dass neben den Tieren, die klinische
Symptome hatten, einige klinisch unauffallige Kalber in den betroffenen Betrieben ebenfalls
verringerte Thrombo- und Leukozytenwerte aufwiesen (Pardon et al., 2010). In der
Untersuchung eines einzelnen Betriebes wurde nachgewiesen, dass 16,4 % der Kalber
verringerte Zellzahlen in mindestens zwei der drei Blutzelllinien aufwiesen, ohne dass bei
diesen Tieren klinische Symptome von BNP auftraten (Witt et al., 2011). Fir diese Tiere wurde
der Begriff der subklinischen BNP eingeflhrt (Pardon et al., 2010).

Bei der Blutbiochemie ist in allen Fallen eine Hypoproteindmie nachweisbar, die vermutlich eine
Folge des Blutverlustes darstellt (Pardon et al., 2010). Die Prothrombinzeit, ein Marker fir die
Blutgerinnung, ist normal (Bell et al., 2010) bis leicht verlangert (Pardon et al., 2010). Erst 1-
2 Tage vor dem Tod der Tiere ist sie extrem verlangert (Friedrich et al., 2011). Die aktivierte
partielle Thromboplastinzeit (aPTT, physiologisch beim Kalb: 27-33 s), eine Methode zur
Bestimmung eines Mangels an intrinsischen Vorphase-Gerinnungsfaktoren ist ebenfalls im
Normbereich (Bell, 2011) bis leicht verlangert (51-82 s) (Friedrich et al., 2011; Pardon et al.,
2010). Fibrinogen kann im Einzelfall erhéht sein (Pardon et al., 2010).

3.1.3 Pathologie und Histopathologie

Die Korper an BNP verendeter Kalber befinden sich meist in gutem Allgemein- und
Ernahrungszustand (Bell et al., 2009b). Sie wirken auf Grund der hochgradigen Anamie blass.
Petechien und Ekchymosen kommen in Haut, Subkutis sowie der Serosa und Mukosa des
Gastrointestinaltraktes vor (Kappe et al., 2010). Des Weiteren kénnen Ekchymosen bis hin zu
flachenhaften Sugillationen an Lunge, Milz, Thymus, Herz (Epikard und Endokard), Meningen

und der Skelettmuskulatur gefunden werden (Bell et al., 2009b). Blutungen ins Darmlumen und
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Melana sind nachweisbar (Buck et al., 2011). In den grof3en Kdérperhéhlen kann es zu
hamorrhagischen Pleural- oder Abdominalerglissen kommen und teilweise sind Gelenke mit
serosanguindser Flissigkeit gefullt (Pardon et al., 2010). Es handelt sich um hamorrhagische
Diathesen bei erhaltener Endothel- und Gefal3architektur. Das Fehlen von Vaskulopathien weist
auf eine hochgradige Koagulopathie hin (Bell et al., 2009b; Pardon et al., 2009b). Des Weiteren
kénnen in einigen Fallen fibrindse oder suppurative Pneumonien und fokale ulzerative bis
nekrotisierende Entziindungen der Maulschleimhaut nachgewiesen werden (Kappe et al.,
2010).

Das Knochenmark der langen Rohrenknochen und des Sternums der Tiere ist blass bis hellrot
und zum Teil sehr fetthaltig (Bell et al., 2009b; Kappe et al., 2010). Histopathologisch kénnen
am Knochenmark die bedeutendsten Verdnderungen festgestellt werden. Es weist eine
Depletion der erythroiden, Ilymphoiden, myeloiden und mekaryozytaren Zelllinien
(Panmyelophthise) auf, welche in schweren Féllen in einer totalen Aplasie dieser Zellen miindet
(Kappe et al, 2010; Scholes, 2009). In anderen Fallen verbleiben kleine Inseln mit
hamatopoetisch aktivem Gewebe, die fokale Degenerationen und Apoptose der Blutstamm- und
Blutvorlauferzellen aufweisen kénnen (Kappe et al.,, 2010). Durch den Zelluntergang
entstehende Raume zwischen den Stromazellen des Knochenmarks sind hyperamisch oder mit
homogenem eosinophilem Material oder Fett geflillt (Kappe et al., 2010). In Assoziation zu
Resten hamatopoetischem Gewebes befinden sich vermehrt Makrophagen. Diese
Makrophagen besitzen einen ovalen, exzentrischen Kern und einen prominenten Nukleolus mit
basophilem Chromatin. Das Zytoplasma dieser Zellen ist angefillt und weist Vakuolen auf, wie
sie bei aktivierten Makrophagen vorkommen. Teilweise ist Hdmophagozytose nachweisbar
(Pardon et al., 2009b). Die pathologischen Veradnderungen des Knochenmarks kdnnen als
Ursache fir die gesteigerte Blutungsneigung und Immunsuppression betroffener Kalber
angesehen werden (Buck et al.,, 2011). Bisher wurden nur in wenigen Fallen wiederholt
Knochenmarksaspirationen im Verlauf der Krankheit durchgefiihrt. Vermutlich handelt es sich
aber um einen progressiven Prozess, bei dem im Anfangsstadium der Erkrankung noch
Blutstamm- und Blutvorlauferzellen vorhanden sind, deren Zahl aber mit dem Fortschreiten der
Krankheit bis zur totalen Aplasie abnimmt (Pardon et al., 2010).

In Lymphknoten und Milz betroffener Kalber ist in T- und B-Zellarealen eine lymphoide
Depletion nachweisbar (Lymphadenopathie), die auf Apoptose der Lymphozyten
zurickzufuhren ist (Kappe et al.,, 2010; Pardon et al., 2010). In der Milz sind diese

Veradnderungen sowohl in den periarteriellen lymphatischen Scheiden, als auch in den
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Lymphfollikeln nachweisbar. Bei Ausstrichen von Milzpunktaten werden stets aktivierte
Lymphozyten (Immunoblasten) und Plasmazellen gefunden (Pardon et al., 2009b). Die
Lymphknoten weisen kortikal und parakortikal eine Lymphozytendepletion auf. Lymphoide
Depletionen im Thymus wurden in einer Studie nur bei 18 % der untersuchten Kalber
beobachtet (Pardon et al., 2009b).

3.1.4 Epidemiologie

Im Jahr 2007 wurden erstmals vermehrt Falle von hdmorrhagischer Diathese bei Kéalbern in
Deutschland wahrgenommen (Friedrich et al., 2009c¢). Zunachst blieb unklar, ob es sich um eine
neuartige Erkrankung handelt, oder ob das Krankheitsbild bereits langere Zeit unentdeckt
bestanden hat. Aufgrund der Offensichtlichkeit klinischer Symptome und der durch die
Krankheit verursachten hohen Kalberverluste auf einzelnen Betrieben war ein neuartige
Erkrankung wahrscheinlicher (Friedrich et al., 2009c). In der Vergangenheit hatte es immer
Einzelfalle von hamorrhagischer Diathese bei Rindern gegeben. In den Jahren 2006-2007 trat
eine sprunghafte Haufung dieser Falle zugleich in Deutschland (Friedrich et al., 2011), Belgien
(Pardon et al., 2009a), Frankreich (Corbiere et al., 2009), GroR3britannien (Ellis-lversen et al.,
2009) und ltalien (Gentile et al., 2009) auf. In den folgenden Jahren kamen auch Berichte Uber
BNP aus weiteren europaischen Landern, unter anderem aus Spanien (Armengol et al., 2010),
den Niederlanden (Smolenaars et al., 2009) und Irland (Sanchez-Miguel et al., 2010). Im August
2011 wurden erste Falle aus Neuseeland berichtet. Neuseeland stellt damit das einzige Land
aullerhalb Europas dar, in dem bestéatigte Falle aufgetreten sind (ProMED-mail number:
20110828.2636). Insgesamt wurden europaweit nach Angaben des Paul-Ehrlich-Institutes
(PEI), Langen, Deutschland mehr als 4500 Félle gemeldet, davon allein in Deutschland tber
3000 (Stand 28. Februar 2011, http://www.pei.de/cin_101/nn_1686480/DE/infos/presse/pm/201
1/06.html). Die Mehrheit der BNP-Félle trat in den Jahren 2008 und 2009 auf, seit 2011 sind die
Fallzahlen ricklaufig (Doll, K., personliche Kommunikation). In Betrieben variiert die Zahl
betroffener Kalber von Einzelfallen bis zu 5-10 % des gesamten Bestandes (Bastian et al.,
2011). Schatzungen der Inzidenz der Erkrankung liegen bei 0,00005 % (Friedrich et al., 2011).
Im jahreszeitlichen Ablauf wird beschrieben, dass es zu einer Haufung von Fallen im Frihjahr
und den Sommermonaten kommt (Friedrich et al., 2009c; Pardon et al.,, 2010). Diese
Beobachtung konnte an der Klinik fur Wiederkduer der JLU GielRen nicht bestatigt werden
(Doll, K., perstnliche Kommunikation).

Das Geschlecht der Kalber scheint bei der Entwicklung von BNP keine Rolle zu spielen, da
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beide Geschlechter zu gleichen Teilen betroffen sind (Bell, 2011; Pardon et al., 2009b). Ebenso
wenig scheint eine Rassepradisposition vorzuliegen. Das Auftreten von BNP wurde unter
anderem fur die Rassen Holstein-Friesian, Fleckvieh, Weil3blaue Belgier, Aberdeen Angus,
Charolais, Blonde d’Aquitaine, Montebéliarde und Limousin beschrieben (Bell et al., 2009a;
Corbiere et al., 2009; Kappe et al., 2010; Pardon et al., 2009a). Auch das Alter der Muttertiere
scheint keinen Einfluss auf die Entwicklung von BNP zu haben. In einer Studie mit 84 an BNP
erkrankten Kalbern waren 40 % der Muttertiere Erstkalbinnen, 30 % Zweitkalbinnen, 25 %
Drittkalbinnen und 4 % Viertkalbinnen (Pardon et al., 2009a). Vatertieren scheint eine gewisse
Rolle bei der BNP-Pathogenese zuzukommen. So sind einige Bullen signifikant haufiger als
Vatertiere von Kalbern, die BNP entwickeln, vertreten als andere (Ballingall et al., 2011).
Interessanterweise sind keine BNP-Falle aus Landern bekannt, die frei von boviner Virusdiarrho
(BVD) sind oder nicht gegen das bovine Virusdiarrh6-Virus (BVDV) impfen, so z.B. Danemark,
Osterreich oder die Schweiz (Friedrich et al., 2011). Bis auf einen beschriebenen Einzelfall
(Kaske et al., 2009) und einen unbestatigten BNP-Fall (Corbiere et al., 2009), wurden alle
Muttertiere, die BNP betroffene Kalber hervorgebracht haben, mit der gleichen inaktivierten
Vakzine gegen BVDV geimpft. Dabei handelt es sich um den Impfstoff PregSure® BVD (Pfizer
GmbH, Karlsruhe) (Bell et al., 2010; Corbiere et al., 2009; Friedrich et al., 2011; Pardon et al.,
2009a; Schroéter et al., 2011).

3.1.5 BVD-Impfung

Bei der Bek&dmpfung der BVD spielt neben der Erkennung und Eliminierung von persistent
infizierten Tieren die Impfung auf Grund der hohen BVD-Pravalenz in Deutschland eine zentrale
Rolle (Lindberg et al., 2006). Insbesondere die Vermeidung der diaplazentaren Infektion ist
Hauptaufgabe der Impfung. Daher wird dem ,fetalen Schutz* schon bei der Zulassung von
Impfstoffen Rechnung getragen.

Bei den in Deutschland angewendeten Impfstoffen gegen BVD ist grundsatzlich zwischen
Vakzinen mit inaktivierten Viren (sog. Totimpfstoffe) sowie Vakzinen auf der Basis
vermehrungsfahiger Viren (sog. Lebendimpfstoffe) zu unterscheiden (Konig et al., 2006). Die
Schutzwirkung der risikoarmeren Totimpfstoffe wird kontrovers diskutiert (Bolin, 1995; Patel et
al., 2002; Zimmer et al., 2002). Vermeintlich sind die Lebendimpfstoffe wirksamer. Allerdings
kann es beim Einsatz von Lebendimpfstoffen zur Ausscheidung von vermehrungsfahigem Virus
kommen. Eine Infektion trachtiger Tiere mit diesem Virus fihrt zu einer diaplazentaren Infektion

des Fetus.
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Dieses Risiko lasst sich durch das so genannte zweistufige Impfverfahren minimieren. Dabei
erfolgt die Grundimmunisierung mit einer Totvakzine, die die
Ausscheidung von Virus der im Abstand einiger Wochen applizierten Lebendvakzine deutlich
verringert (Frey et al., 1995). Bei der reinen Grundimmunisierung mit Totimpfstoffen sind zwei
Impfungen im Abstand weniger Wochen erforderlich.

Zwei Genotypen von BVDV (Typ 1 und 2) sind bekannt, die anhand von Unterschieden in der
5'-untranslatierten Region des Virusgenoms differenziert werden (Pellerin et al.,, 1994). In
Deutschland zugelassene Vakzine basieren bisher ausschlie3lich auf BVDV-Typ-1-Stammen.
Zwar konnte eine Kreuzneutralisation von Typ-2-Stdmmen nach Impfung nachgewiesen
werden. Inwieweit diese aber einen vollstandigen Schutz gegen die diaplazentare Ubertragung
von Typ-2-Stammen darstellt, ist unklar (Paton et al., 1999).

Eine Zusammenstellung der zwischen 2005-2010 in Deutschland zugelassenen Totvakzine

zeigt Tabelle 1.

3.1.6  PregSure® BVD-Vakzine

Da epidemiologische Studien einen Zusammenhang zwischen BNP und der PregSure® BVD-
Vakzine vermuten lassen, sollen im Folgenden kurz einige Charakteristika dieses Impfstoffes
besprochen werden.

PregSure® BVD war in der Lage, wesentlich hohere neutralisierende Antikorpertiter zu
induzieren, als die anderen in Deutschland zugelassenen inaktivierten BVD-Impfstoffe (Konig et
al., 2006; Raue et al., 2011). So verwundert es nicht, dass sich dieser Impfstoff in Europa
grofl3er Beliebtheit erfreute und zwischen 2005 und 2010 circa 14 Millionen Dosen verkauft
worden sind. Neben den Titern gegen BVDV-Typ-1-Stamme wurden auch kreuzneutralisiernde
Antikorpertiter gegen BVDV-Typ-2-Stamme in PregSure® BVD geimpften Tieren vorgefunden
(Salt et al., 2004).

Wodurch Tiere, die mit PregSure® BVD geimpft worden sind, signifikant hthere neutralisierende
Antikorpertiter entwickeln als Tiere, die mit anderen inaktivierten BVD-Vakzinen immunisiert
worden sind, ist unklar. Méglicherweise spielen die Zusammensetzung der PregSure® BVD-
Vakzine, die neuartige Adjuvanstechnologie oder die im Impfstoff enthaltene Antigendosis eine
Rolle (Kénig et al., 2006). Die PregSure® BVD-Vakzine enthélt einen cp BVDV-1-Stamm, der
auf bovinen Nierenzellen hergestellt wird. Darlber hinaus wird ein sehr potentes Adjuvans
verwendet. Dieses besteht aus Quil A, Cholesterin und Amphigen® (Pfizer, 2004; Salt et al.,

2004). Quil A ist ein Gemisch verschiedener Saponine, die aus der Rinde des
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stidamerikanischen Seifenrindenbaumes (Quillaja saponaria Molina) extrahiert werden. Es formt
zusammen mit Cholesterin und Antigenen (bei PregSure® BVD besonders mit den
Virushullprotein E1 und E2) sogenannte ,immune stimulating complexes" (ISCOM) (Lendemans
et al., 2005; Pham et al., 2006). Amphigen® ist ein Ol, das vom Lecithin abstammende
Phospholipide und Glykolipid-Surfactants enthalt. Das Adjuvans wird zusammen mit dem
Antigen in einem technischen Prozess mit hohem Druck und starken Scherkraften behandelt.
Dadurch nehmen zum einen die Amphigen®-Mikrotrépfchen eine homogene GréRe von 0,1 bis
0,2 um an. Zum anderen lagern sich die Quil-A-Cholesterin-Antigen-Nanokomplexe auf die
Oberflachen dieser Mikrotropfchen, was nach Herstellerangaben die Antigenitat verbessern soll
(Pfizer, 2004). Von ISCOMs ist bekannt, dass sie sehr effizient sowohl Antigen-spezifische AK
(IgG; und 1gGy,) induzieren als auch eine ausgepragte T-Zellantwort ausldsen (Platt et al., 2008;
Sjolander et al., 1997). Das genaue Prinzip der Adjuvanswirkung von ISCOMSs ist nicht bekannt
(Singh et al., 2003).

Im Jahre 2004 wurde PregSure® BVD erstmals in Europa verkauft. Der Vertrieb des Impfstoffes
wurde nach Evidenzen fur einen Zusammenhang mit BNP im Mérz 2010 in Deutschland und im

Juli 2010 europaweit eingestellt (Pfizer, 2010).

3.2 Bisherige Untersuchungen zur Atiologie der BNP

Schon vor dem ersten Auftreten von BNP im Jahre 2007 wurden in der Literatur Einzelfalle von
hamorrhagischen Diathesen in Folge von Panzytopenien bei Rindern beschrieben. Bei vielen
dieser Fallbeschreibungen konnte keine Ursache flr die Panzytopenie ermittelt werden (Weiss
et al., 1985). Sie wurden als idiopathisch eingestuft. So zum Beispiel der Fall einer funfjahrigen
Holstein-Friesian-Kuh, bei der Thrombozytopenie und aplastische Anamie nach einer Impfung
mit einem polyvalenten Botulismus-Impfstoff aufgetreten sind (Yeruham et al., 2003).

Ein anderer Fall, bei dem die Symptome denen von BNP stark ahneln, wurde 2007 in Japan
beschrieben (Shimada et al., 2007). Ein elf Tage altes Holstein-Friesian-Kalb wurde mit Melana,
blassen Schleimhauten und Fieber vorgestellt. Auf Grund einer mangelnden Koagulation traten
nach Injektionen starke Nachblutungen auf, die zu Blutverkrustungen im Fell des Tieres flhrten.
Das Blutbild wies eine massive Thrombo- und Leukozytopenie sowie eine Anamie auf. Post
mortem wurde im Knochenmark eine hochgradige Hypoplasie mit einer Reduktion aller Blut-
Vorlauferzelllinien festgestellt. Eine Ursache konnte nicht ermittelt werden.

Grundlage der hamorrhagischen Diathesen im Verlauf der BNP ist die Depletion des

Knochenmarks, die Thrombozytopenie und Leukopenie nach sich zieht. Bei BNP handelt es
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sich um eine Thrombozytopenie auf Grund einer Thrombozyten-Bildungsstérung. Grundsatzlich
kénnen diese angeboren oder erworben sein. Bei den erworbenen Thrombozyten-
Bildungsstérungen kommen toxische, physikalische, immunbedingte und infektidse Ursachen in

Frage (Kappe et al., 2010).

3.2.1 Genetische Atiologie

Spezifische Mutationen, die Koagulationsstérungen bei Rindern hervorrufen, sind bekannt,
unter anderem in den Genen des Koagulationsfaktors VIII (bovine Hamophilie A) (Khalaj et al.,
2009) und des Koagulationsfaktors Xl (Marron et al., 2004). Bei Untersuchungen im
Koagulationsfaktor-XI-codierenden Gen konnten keine fiir BNP spezifischen Mutationen
gefunden werden (Krappmann et al., 2011). Trotzdem wiesen Krappmann et al. ausdriicklich
darauf hin, dass eine genetische Préadisposition oder andere Umweltfaktoren an der
Pathogenese der BNP beteiligt sein kdnnen. In einer anderen Studie konnte kein
Zusammenhang zwischen dem Auftreten von BNP und dem Genort fir MHC-Klasse || DRB3

bei Rindern der Rasse Holstein-Friesian festgestellt werden (Ballingall et al., 2011).

3.2.2 Toxische Atiologie

Einige Toxine und Pharmaka sind dafir bekannt, dass sie bei Rindern h&morrhagische

Diathesen auslosen kdnnen, die auf eine Depletion des Knochenmarks zurtickzufiihren sind.

3.2.2.1 Sulfonamide

In der Literatur finden sich Berichte Gber Thrombo- und Leukozytopenien bei Mensch und Hund,
die mit einer Behandlung mit Sulfonamiden in Zusammenhang stehen (Macaulay, 1954; Weiss
et al., 1987). Ebenfalls wird von idiosynkratischen Reaktionen (von der Dosis unabhéngig) nach
der Gabe von Sulfonamiden bei Mensch und Hund berichtet, denen vermutlich ein
immunvermitteltes Geschehen zu Grunde liegt. Ihre Ursache ist nicht eine Depletion des
Knochenmarks, sondern eine direkte Zerstdrung peripherer Blutzellen (Trepanier, 2004).

Im Zusammenhang mit hdmorrhagischen Diathesen gibt es beim Rind mehrere Berichte, unter
anderem den eines 14 Tage alten Holstein-Friesian-Kalbes. Bei diesem traten nach der Gabe
eines Sulfadoxin-Trimethoprim-Gemisches blutiger Durchfall und erhdhte Blutungsneigung auf.

Das Blutbild wies eine Thrombo- und Neutropenie sowie eine Anamie auf. Bei der
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pathologischen Untersuchung wurden Hamorrhagien in Serosen und Skelettmuskulatur
beobachtet. Ursache hierfiir war eine ausgepragte Hypoplasie des Knochenmarks (Ammann et
al., 1996). Sulfonamide konnten zwar in einigen Proben von BNP-Kalbern nachgewiesen
werden, wurden aber als Therapieversuche der BNP und nicht als deren Ausloser gewertet
(Kappe et al., 2010).

3.2.2.2 Furazolidon

Die chronische Furazolidonvergiftung (N-[5-Nitro-2furfuryliden]-3-amino-2-oxazolidon) bei
Kalbern geht ebenfalls mit hAmorrhagischen Diathesen einher. Diese treten auch bei friher
Ublicher Dosierung dieses Antibiotikums aus der Gruppe der Nitrofurane auf. Versuche mit einer
taglichen, oral verabreichten Dosis von 8,5 mg/kg, 6 mg/kg und 4 mg/kg Kdrpergewicht (KGW)
fihrten zu einer Thrombozytopenie, Neutropenie und final auch zu einer Anamie. Klinisch
Uberwogen Petechien, Ekchymosen und Sugillationen in Skelettmuskulatur und anderen
Organen sowie Meldna. Das Auftreten von Krankheitssymptomen korrelierte mit der Dosis. Bei
einer hoheren Dosis (8,5 mg/kg KGW) traten Krankheitssymptome nach 4-5 Wochen auf, der
Tod trat nach 7-8 Wochen ein. Bei niedriger Dosierung war der Verlauf zeitversetzt, klinische
Symptome und der Tod traten spater ein. Die pathologische Untersuchung ergab eine
weitgehende Aplasie des Knochenmarks. Es konnte gezeigt werden, dass die Megakaryozyten
besonders Furazolidon-empfindlich zu sein scheinen. lhre Zahl war schon nach einwdchiger
Furazolidongabe stark dezimiert. Der genaue Mechanismus der Furazolidontoxizitat auf das
Knochenmark ist nicht bekannt (Hoffmann-Fezer et al., 1974; Hofmann et al., 1974).

Zwar ahneln die Symptome der Furazolidonvergiftung denen von BNP, doch treten diese bei
therapeutischen Dosen des Medikamentes erst viel spater auf. Aul3erdem ist der Einsatz von
Nitrofuranen (einschlieRlich Furazolidon) durch die Verordnung (EU) Nr. 2377/90, geédndert
durch die Verordnung (EU) Nr. 470/2009 und (EU) Nr. 37/2010, bei lebensmittelliefernden
Tieren verboten. In Proben von untersuchten BNP-Ké&lbern konnte kein Furazolidon

nachgewiesen werden (Friedrich et al., 2009c).

3.2.2.3 Mykotoxine

Trichothezene sind Mykotoxine, die als sekundare Stoffwechselprodukte unterschiedlicher
Pilzarten (z.B. Fusarium, Trichothecium) auf befallenem Futter oder Stroh entstehen (Stdber,
2007).
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Die stark zytotoxischen Toxine T-2-Toxin, HT-2-Toxin und Diazetoxyszirpenol (DAS) sind die
wichtigsten Mykotoxine, die zu hamatologischen Veranderungen fuhren. Neben anderen
Symptomen kommt es nach der Aufnahme mit dem Futter zu Leukozytopenie und
hamorrhagischen Diathesen auf Grund einer massiven Thrombozytopenie. Die
Blutbildveranderungen sind auf eine Depletion des Knochenmarks zurtickzufiihren (Coppock et
al., 1989; Parent-Massin, 2004; Stdber, 2007). Schon 8 Stunden nach intravendser Gabe von
0,5 mg DAS/kg KGW konnten massive Nekrosen im hamatopoetisch aktiven Gewebe des
Knochenmarks nachgewiesen werden. Allerdings kommt es nur bei schweren Vergiftungen zum
Tod des Tieres (Stober, 2007). Mykotoxine konnten in verdachtigen Futterproben BNP-

betroffener Betriebe nicht nachgewiesen werden (Friedrich et al., 2009c¢)

3.2.2.4 DCVC

Bereits 1916 wurde eine Krankheit mit hamorrhagischem Syndrom und Aplasie des
Knochenmarks bei Kalbern beschrieben (Direner Krankheit), die mit der Aufnahme von
Trichlorethylen-extrahiertem Sojaschrot in Verbindung stand (Briiggemann et al.,, 1958;
Stockman, 1916). Als toxischer Faktor wurde S-(1,2-Dichlorovinyl)-L-Cystein (DCVC)
identifiziert, das beim Erhitzen von Trichlorethylen mit cysteinhaltigen Resten des
Sojabohnenproteins entstehen kann (McKinney et al., 1957; Terracini et al., 1965). Studien
haben gezeigt, dass 0,33 bis 2,2 mg DCVC/kg KGW intravents oder oral verabreicht
ausreichend sind, um innerhalb von 10 Tagen ein hamorrhagisches Syndrom mit
Thrombozytopenie, Leukozytopenie und spéater auch Lymphopenie bei Kalbern auszuldsen
(McKinney et al., 1957; Schultze et al., 1959). Die Tiere zeigen petechiale Blutungen auf den
Schleimh&uten und Blutbeimengungen im Kot. Post mortem werden petechiale Blutungen in der
Serosa des Verdauungstraktes und grof3flachige intramuskulare und subpleurale Blutungen
vorgefunden. Das Knochenmark betroffener Tiere weist eine hochgradige Aplasie auf (Lock et
al., 1996). DCVC und sein Metabolit N-Acetyl-DCVC konnten in Proben von untersuchten BNP-

Kalbern nicht nachgewiesen werden (Friedrich et al., 2009c).

3.2.2.5 Ptaquilosid

Adlerfarn (Pteridium aquilinum) ist eine weltweit vorkommende Pflanze. Die akute
Adlerfarnvergiftung (akutes hamorrhagisches Syndrom) wird durch den Inhaltsstoff Ptaquilosid

(Norsequiterpen) ausgelost, der zum Erscheinen klinischer Symptome ber mehrere Wochen
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mit frischem oder getrocknetem Adlerfarn aufgenommen werden muss (Fenwick, 1989; Stdber,
2007; Yamada et al., 2007). Experimentell konnte das akute hamorrhagische Syndrom bei
Kalbern durch eine tagliche Gabe von 10 g Adlerfarn/lkg KGW Uber 53-58 Tage ausgeldst
werden (Anjos et al., 2009). Dabei ist zu beachten, dass die Konzentration von Ptaquilosid je
nach Herkunft des Adlerfarns und der Jahreszeit starken Schwankungen unterliegt (Yamada et
al., 2007). Ptaquilosid ist in der Milch nachweisbar und kdnnte so vom Kalb aufgenommen
werden (Alonso-Amelot et al., 1996).

Die akute Adlerfarnvergiftung ist charakterisiert durch hamorrhagische Diathesen und Meléna.
Eine massive Thrombozytopenie und Neutropenie sind nachweisbar, im Endstadium kann eine
Anamie hinzukommen. Der Thrombozytopenie und Neutropenie liegt eine Depletion des
Knochenmarks zu Grunde (Anjos et al., 2009; Stéber, 2007; Yamada et al., 2007). Die Ursache
fur die Myelotoxizitdt des Ptaquilosids ist nicht bekannt (Yamada et al., 2007). Ptaquilosid
konnte in Futterproben BNP-betroffener Betriebe nicht nachgewiesen werden (Kappe et al.,
2010).

3.2.3 Infektiose Atiologie

Eine Reihe von viralen und bakteriellen Erregern kdnnen BNP-ahnliche Symptome hervorrufen.

3.2.3.1 Bovine Virusdiarrho

Besonders das Virus der BVD ist dafur bekannt, ein h&morrhagisches Syndrom auszuldsen. Als
behtlltes Einzelstrang-RNS-Virus positiver Polaritat zéhlt BVDV zum Genus Pestivirus in der
Familie der Flaviviridae. Es treten zwei Genotypen von BVDV (Typ 1 und 2) auf (Pellerin et al.,
1994). BVDV-Typ-1-Stamme wurden weltweit isoliert, wahrend die Mehrzahl der BVDV-Typ-2-
Isolate aus Nordamerika stammen (Ridpath et al., 2000)

Das Krankheitshild des ,hamorrhagischen Syndroms® wird vor allem durch hochvirulente
Stamme des ncp BVDV-Typ-2 ausgeldst (Buck et al.,, 2011; Keller et al., 2006). Das
Krankheitsbild beinhaltet Durchfall, hochgradige Leukopenie (stark ausgepragte Neutropenie),
Thrombozytopenie und manchmal Blutungen. Es fuhrt zu einer hohen Morbiditat und Mortalitat
(bis zu 30 % erkrankter Tiere) bei Kalbern und erwachsenen Rindern (Keller et al., 2006). Erste
klinische Symptome treten nach experimenteller Infektion funf bis sieben Tage nach Inokulation
des Virus auf (Walz et al.,, 1999). Ob die Lymphopenie und Thrombozytopenie aus einer

Zerstorung von Blutvorlauferzellen im Knochenmark oder einer Zerstdrung peripherer Blutzellen
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resultieren, ist umstritten. Im Knochenmark nachweisbar sind bei ncp BVDV-Typ-2 infizierten
Tieren eine Megakaryozytenhyperplasie sowie eine Infektion von Zellen der myeloiden Reihe
(Corapi et al., 1989; Keller et al., 2006; Spagnuolo et al., 1997; Walz et al., 1999). Ein Nachweis
von BVYDV-Antigen oder dem viralen Genom gelang in Proben von BNP-Kélbern in den meisten
Studien nicht (Buck et al., 2011; Friedrich et al., 2009c; Kappe et al., 2010; Pardon et al., 2010).
Lediglich in einer Studie, in der Proben von 101 BNP-Kélbern auf BVDV untersucht wurden,
konnte bei einem Kalb mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ein BVDV-Typ-1-Stamm
identifiziert werden (Willoughby et al., 2009). Daher wird ein Zusammenhang zwischen BVD

und BNP ausgeschlossen.

3.2.3.2 Epizootic hemorrhagic disease und Blauzungenkrankheit

Die Epizootische Hamorrhagie der Hirsche (EHD) kommt wie die Blauzungenkrankheit (BT) als
Differentialdiagnose zu BNP in Betracht (Pardon et al., 2010). EHD wird durch das zur Familie
Reoviridae und zum Genus Orbivirus gehérende Epizootic Haemorrhagic Disease Virus (EHDV)
ausgeldst. Es ist eng mit dem Bluetongue Virus (BTV) verwandt (Temizel et al., 2009). Wie BTV
wird auch EHDV durch Micken aus der Gattung Culicoides Ubertragen (Jones et al., 1977).
EHDV ist in Afrika, Asien, Nordamerika und jingst auch in einigen Nachbarstaaten Europas
nachgewiesen worden (Savini et al., 2011; Temizel et al., 2009). Nach seiner Erstbeschreibung
in den 1950er Jahren in Weilwedelhirschen (Odocoileus virginianus), wurde die Krankheit in
weiteren Wildwiederkduer-Arten wie Maultierhirschen (Odocoileus hemionus), Rothirschen
(Cervus elaphus), Bisons (Bison bison), Pronghorn-Antilopen (Antilocapra americana) und
Dickhornschafen (Ovis canadensis) nachgewiesen (Dubay et al., 2004; Nol et al., 2010; Shope
et al.,, 1960). Die Symptome bei EHD sind ahnlich denen von BT, es kommt zu Anorexie,
blutigem Nasen- und Maulausfluss, Odemen und hamorrhagischer Enteritis (Fischer et al.,
1995; Yadin et al.,, 2008). Bei Rindern, Schafen und Ziegen kénnen bei einer Infektion mit
EHDV ahnliche Symptome auftreten (Temizel et al.,, 2009; Yadin et al., 2008). Allerdings
konnten nach experimenteller Infektion von Rindern mit EHDV keine klinischen Symptome, wohl
aber eine lange andauernde Viramie und anschlielende Serokonversion festgestellt werden
(Aradaib et al., 1994; Batten et al., 2011). EHDV war mittels PCR in Proben von BNP-Kalbern
nicht nachweisbar (Pardon et al., 2010).

Auf Grund des fast zeitgleichen Auftretens von Bluetongue Virus Serotyp 8 (BTV-8) und BNP in
Deutschland wurde ein Zusammenhang zwischen den beiden Krankheiten vermutet. Alle Tests

zum Nachweis von BTV-8 in BNP-Kalbern blieben aber negativ (Buck et al., 2011; Kappe et al.,
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2010; Pardon et al., 2010). Viele Landwirte machten die bundesweite Impfung gegen die
Blauzungenkrankheit fir das Auftreten von BNP verantwortlich. Kappe et al. (2010) sehen hierin
allerdings keinen Zusammenhang, da erste BNP-Félle schon 2007 aufgetreten sind, die

bundesweite Blauzungen-Impfkampagne aber erst 2008 begonnen wurde (Kappe et al., 2010).

3.2.3.3 Weitere Viruskrankheiten

Willoughby et al. untersuchten Proben mehrerer BNP-Kalber auf das Vorhandensein
verschiedener Viren. Bovines Respiratorisches Syncytial Virus und Bovines Parainfluenzavirus
Typ 3 waren in neun Fallen mittels PCR nicht nachweisbar. Mikroarrayanalysen auf
Ribonukleinsduren (RNS) von RNS-Viren verliefen in 3 getesteten Tieren negativ, in einem Tier
konnte Coronavirus-RNS im Diinndarm detektiert werden. Weitere Viren und viral bedingte
Krankheiten, auf die mit negativem Ergebnis getestet worden ist: Torovirus (Fam.:
Coronaviridae), Ebola-Virus (Fam.: Filoviridae), Krim-Kongo-Fieber-Virus (Fam. Bunyaviridae,
Genus: Arbovirus), Seoul Virus (Fam.: Bunyaviridae, Genus: Hantavirus), Rifttalfieber Virus
(Fam.: Bunyaviridae, Genus: Phlebovirus) und Kyasanur-Wald-Fieber-Virus (Fam.: Flaviviridae)
(Willoughby et al., 2009).

Kappe et al. konnten mittels PCR ein Virus in Organproben von funf von 25 BNP-Kalbern und
von einem von acht Kontrolltieren amplifizieren. Das Virusgenom wies eine Nukleotidsequenz
auf, die zu 99 % mit der des Porzinen Circovirus Typ 2 (PCV2) identisch ist, daher wurde der
Stamm PCV2-Ha08 genannt (Kappe et al., 2010). Eigentlich ist PCV2 bei Schweinen fur das
.post-weaning multisystemic wasting syndrome* und das porzine Dermatitis- und
Nephropathiesyndrom sowie Fruchtbarkeitsstdrungen verantwortlich (Segales et al., 2005). Das
mit PCV2 verwandte Virus der Infektibsen Anamie der Kiiken I6st in Kiken Symptome &hnlich
denen von BNP bei Kalbern aus (Kappe et al., 2010). Die Existenz von PCV2 in Kalbern wurde
zuvor bereits gezeigt (Nayar et al., 1999). Kappe et al. diskutieren einen mdglichen
Zusammenhang zwischen der Detektion von PCV2 und dem Auftreten von BNP. Trotz
umfangreicher virologischer Untersuchungen konnten in andere Studien in Proben von BNP-

Kalbern kein Circovirusgenom gefunden werden (Schroter et al., 2011; Willoughby et al., 2010).

3.2.3.4 Bakterielle Erreger

Infektiése Ursachen in Form von Septikdmien kdnnen ebenfalls eine Ursache flr Panzytopenien

sein (Valli, 2007). Kappe et al. (2010) testeten deshalb Organproben (Lunge, Leber, Milz, Niere
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und Dinndarm) von 56 BNP-Kalbern auf potentiell pathogene Bakterien. E. coli wurde in den
meisten Kalbern nachgewiesen (n = 29), gefolgt von C. perfringens (n = 14), P. multocida
(n=3) und P. aeruginosa (n = 3). In den Proben von 16 BNP-Kélbern konnten keine
bakteriellen Pathogene nachgewiesen werden. Obwohl ein weites Spektrum an bakteriellen
Pathogenen gefunden worden ist, konnte kein fir BNP spezifisches Bakterium nachgewiesen

werden. Somit wird eine bakterielle Atiologie der BNP ausgeschlossen (Kappe et al., 2010).

3.2.4  Nachweis von Alloantikérpern in Serum und Kolostrum von BNP-Muttertieren

Vermehrt wurde Uber eine immunpathologische Atiologie der BNP spekuliert (Doll et al., 2010).
Die These einer immunpathologischen Atiologie wurde dadurch gestitzt, dass die Krankheit
durch Kolostrum von BNP-Muttertieren, der ersten IgG-reichen Milch bei Wiederkauern, in
Kalbern reproduzierbar ist (Friedrich et al., 2009b). SchlieBBlich konnte die Existenz von
Alloantikérpern im Serum von BNP-Muttertieren nachgewiesen werden (Bridger et al., 2011).
Alloantikérper (Allo-AK) sind Antikdrper, die in einem Individuum einer Spezies gebildet werden
und an Antigene in anderen Individuen der gleichen Spezies binden kdnnen.

Bridger et al. verwendeten dazu Leukozytenisolate aus gesunden Kalbern, die mit Seren von
BNP-Muttertieren und Kontrolltierseren von Muttertieren ohne BNP-Kalb inkubiert wurden. In
der Durchflusszytometrie wurde die AK-Bindung mit einem Fluoresceinisothiocyanat-markierten
Schaf-anti-Rind-IgG bestimmt. Dabei war die mittlere Fluoreszenzintensitat bei der Benutzung
von BNP-Muttertierseren unabhangig von den benutzten Leukozyten signifikant hoher als die
der Kontrollgruppe. Dieser Test wurde mit Leukozytensubpopulationen (Granulozyten,
Monozyten, Lymphozyten) wiederholt. Dabei wurde gezeigt, dass die Allo-AK besonders effektiv
an die Leukozyten- und Monozyten-Subpopulationen, aber weniger gut an die Granulozyten
binden. Bridger et al. fanden jedoch auch heraus, dass die Alloantikérperbindung an
Leukozyten unterschiedlicher Kalber variierte.

In einem weiteren Versuch wurde getestet, ob das Kolostrum bei der Ubertragung der
Antikérper von der Mutter auf das Kalb eine Rolle spielt. Dazu wurden Kalber von BNP-
Muttertieren mit deren Kolostrum getrankt. Eine hdmatologische Beprobung der Kalber fand vor
Kolostrumaufnahme, 0, 3, 6, 12, 24 h nach Kolostrumaufnahme und danach taglich bis zum
21. Lebenstag statt. Aus den Blutproben wurden die Leukozyten gewonnen und mit dem
Fluoresceinisothiocyanat-markierten Schaf-anti-Rind-1gG inkubiert. Im Durchflusszytometer
konnte mittels der relativen Fluoreszenzintensitait schon wenige Stunden nach

Kolostrumaufnahme (Hohepunkt sechs h nach Kolostrumaufnahme) eine Bindung von Allo-AK
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an Lymphozyten und Monozyten nachgewiesen werden. Die Menge an zellgebundenem IgG
korrelierte dabei mit den klinischen BNP-Symptomen, die die Kalber spater entwickelten.
Bereits am dritten Tag nach Kolostrumaufnahme wurde in Knochenmarkspunktaten der Kalber
eine leichte Panzytopenie beobachtet (Bridger et al., 2011).

Ein eventueller Zusammenhang zwischen BNP und dem Auftreten von Allo-AK zeigt groRRe
Ahnlichkeit zu einer Krankheit in der Humanmedizin. Dabei handelt es sich um die
Fetale/Neonatale Alloimmune Thrombozytopenie (FAIT/NAIT). Das Syndrom wird durch die
diaplazentare Ubertragung von maternalen Antikdrpern gegen paternale Antigene im Neonaten
ausgelost. In den meisten Fallen richten sich diese Allo-AK gegen das humane
Thrombozytenantigen (HPA) (Kaplan, 2006). Allerdings sind auch Fallbeschreibungen bekannt,
bei denen das Zielantigen der MHC | (human leukocyte antigen [HLA]) ist (De Tar et al., 2002;
Grainger et al., 2002; Gramatges et al., 2009; Moncharmont et al., 2004; Starcevic et al., 2010;
Thude et al., 2006). MHC | wird beim Menschen in groRer Zahl auf Thrombozyten exprimiert
(Kao et al., 1986). Beim Menschen kdnnen Antikdrper ab der 14. Schwangerschaftswoche die
Plazentarschranke frei Uberwinden (Kaplan, 2006). Beim Wiederkduer ist dieses durch die
Plazenta epitheliochorialis nicht moglich, weshalb Antikdrper zur passiven Immunisierung erst
mit dem Kolostrum nach der Geburt auf den Neonaten Ubertragen werden (Bridger et al., 2011).
Das Phanomen der Alloantikérpertibertragung mit dem Kolostrum wurde bereits fur Kélber und
Fohlen bei der Neonatalen Hamolytischen Isoerythrolyse beschrieben (Scott et al.,, 1978;
Stormont, 1975).

3.3 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es, eine genauere Vorstellung tber die Atiologie und mdglicherweise die
Pathogenese der BNP zu erhalten. Dazu sollen ein mdglicher Zusammenhang zwischen dem
Auftreten von Allo-AK in BNP-Muttertieren und dem Impfstoff PregSure® BVD untersucht
werden.

Im Vordergrund steht die Identifizierung des/der Zielantigen(e) der Allo-AK. In einem weiteren
Schritt soll dann geklart werden, ob mégliche Zielantigene Bestandteil der PregSure® BVD-
Vakzine sind und damit der Impfstoff die Allo-AK induziert. Durch eine vergleichende Analyse
mit BVD-Impfstoffen anderer Hersteller konnten dann Vermutungen dariiber angestellt werden,

warum allein der PregSure® BVD-Impfstoff mit BNP signifikant assoziiert ist.
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4  Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Aceton Fa. Roth
Acetonitril Fa. Roth
Acrylamid (reinst) Fa. AppliChem
Ammoniumbicarbonat (NH;HCO3) Fa. Roth
Ammoniumchlorid (NH,4CI) Fa. Roth
Ammoniumperoxydisulfat (APS) Fa. Aldrich
Ammoniumsulfat ((NH4).SO,) Fa, Roth
B-Mercaptoethanol Fa. Fluka
Bromphenolblau Fa. Roth

Bovines Serumalbumin (lyophilisiert) Fa. Serva
Coomassie-Brilliantblau R250 Fa. AppliChem
Coomassie-Brilliantblau G250 Fa. Merck
Desoxycholate (DOC) Fa. Fluka
Diethylether Fa. Roth
Dimethylformamid Fa. Roth
Dithiothreitol (DTT) Fa. Pierce

DMEM ohne M u. C Fa. Sigma-Aldrich
DMEM ohne M, C, L, |, Ku. R. Fa. Sigma-Aldrich
Ethanolamin Fa. Fluka

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Fa. Roth
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Essigsaure

Ethylenglykol

EZ-Link® Sulfo-NHS-SS-Biotin (Spacer Arm: 24,3 A)

Fetales Kélberserum (FKS)
Glycerin

Glycin

H,O (RNAse frei)
lodacetamid
Kaliumbikarbonat (KHCO:5)
Kalziumchlorid (CacCl,)
Methanol

Magermilchpulver
Magnesiumchlorid (MgCl,)
Natriumacetat
Natriumbikarbonat (NaHCO3)
Natriumcarbonat (Na,COs)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumcitrat
Natriumcitratlésung (3,13 %ig)
Natriumlaurylsulfat (SDS)
Natriumthiosulfat (Na,S,03)
n-Hexan

NHS-aktivierte Sepharose
Ninhydrin

Nonidet P40 Substitut (NP-40)

Paraformaldehyd

Fa. Roth

Fa. Fluka

Fa. Pierce

Fa. PAA

Fa. Roth

Fa. Merck

Fa. Roth
Fa.Sigma-Aldrich
Fa. Merck

Fa. Roth

Fa. Fluka

Fa. Frema

Fa. Sigma-Aldrich
Fa. Roth

Fa. Roth

Fa. Roth

Fa. Fluka

Fa. Roth

Fa. MediPac

Fa. ICN

Fa. Merck

Fa. Merck

Fa. GE Healthcare
Fa. Sigma-Aldrich
Fa. Fluka

Fa. Fluka
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Phenolrot

Phosphorséaure (H;PO,)

Protein G Sepharose 4 Fast flow
Roti Block

Salzsaure (HCI)

Silbernitrat (AgNO5)
Schwefelsdure (H,SOy,)
Streptavidin, Meerrettichperoxidase-gekoppelt (ZyMax™ Grade)
TEMED

Trifluoressigsaure (TFA)

Tricin

TRIS

Triton-X 100

TWEEN 20

Zinkchlorid (ZnCl,)

4.1.2 Verbrauchsmaterialien
PPS-Donafix Blutentnahmebesteck
Sterile Einmalspritzen

Filterpapier

Gewebekulturgefalie

Handschuhe (rotiprotect® Latex u. Nitril)
Kanilen

Mikrotiterplatten
Nitrocellulosemembran

Reaktionsgefalie

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa,

Fa.

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Fa.

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Fa.

Fluka

Merck

GE Healthcare
Roth

Roth

Merck

Fluka

. Invitrogen

Fluka
Sigma-Aldrich
Roth

Roth

Fluka

Fluka

Merck

Braun
Braun
Whatman
Falcon
Roth
Braun
Falcon
Pall

Eppendorf
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Rontgenfilme (BioMax MR u. Light)
Ultrafiltrationseinheiten

Vakuumflasche 500 ml

4.1.3 Gerate

Brutschranke mit CO,-Begasung
Drehrad

ELISA-Reader

Glaswaren

Heizblock

Kihlwasserbad

Kihlschranke

Magnetruhrer
Mehrkanal-Pipetten
Lichtmikroskop Eclipse TS 100
Einkanal-Pipetten
Rontgenfilm-Entwicklungsmaschine
Schuttler

Spannungsgerat

Vortex

Waagen

Wasserbad

Zentrifugen

4.1.4 Enzyme

Trypsin

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Kodak
Amicon

Braun

Forma Scientific
Labor-Brand
SLT

Schott
Eppendorf
Lauda

Liebherr

IKA

Biohit

Nikon

Gilson

AGFA

Buhler

BioRad, Fa. Stratagene
IKA

Mettler

Braun

Heraeus

Sigma-Aldrich
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Trypsin (MS-Grade)

4.1.5 Kits

,BCA™ Protein Assay Kit* zur Bestimmung
von Proteinkonzentrationen

,HiTrap™ Protein G HP affinity column* zur
Reinigung von IgG

,PD-10 Column Sephadex G-25 M” zum
Pufferwechsel von Proteinen

.PNGase F Kit* zur Deglykosilierung

von Proteinen

,Western Lightning™ Chemiluminescence

Fa

Fa

Fa

Fa

Fa

. Roche

. Pierce

. GE Healthcare

. Pharmacia

. New England BioLabs

Reagent Plus” fir Immunoblots Fa. Pierce

4.1.6 Antikorper

4.1.6.1 Priméarantikérper

mMAK IL-A88 gegen bovinen MHC | gerichteter muriner monoklonaler
Antikdrper (mAK) (Toye et al., 1990)

GTX101314 gegen humanes B,-Mikroglobulin gerichtetes polyklonales
Kaninchenserum (Fa. GeneTex)

4.1.6.2 Sekundarantikoérper

Ziege-anti-Kaninchen-IgG, Meerrettichperoxidase konjugiert Fa. Dianova

Ziege-anti-Maus-1gG, Meerrettichperoxidase konjugiert Fa. Dianova

Ziege-anti-Rind-1gG, Meerrettichperoxidase konjugiert Fa. Dianova
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4.1.6.3 Rinderseren

BNP*-Seren (n=16)

BNP'- Seren (n=8)

Neg.-Seren (n=8)

Bovilis®-Seren (n=8)

Seren von BNP-Muttertieren. (alle Tiere waren zumindest
grundimmunisiert mit PregSure® BVD und hatten
mindestens ein an BNP erkranktes Kalb)

Dabei galt BNP als bestatigt, wenn:
1.) beim Kalb eine vermehrte Blutungsneigung vorlag.
2.) ein BVD-Antigennachweis beim Kalb negativ blieb.

3.) eine massive Thrombozytopenie (<200 G/l) und
Leukopenie im Blutbild vorlagen.

4. ) das Kalb nicht alter als 4 Wochen alt war.
5.) das Kalb keine Anzeichen einer Septikamie aufwies.

6.) im Knochenmark eine Panmyelophthise nachgewiesen
werden konnte.

7.) das Kalb nur das Kolostrum des eigenen Muttertieres
erhalten hat.

Die Seren stammten von Tieren der Klinik fir Wiederkauer,
der JLU GieRen oder von Tieren der Lehr- und
Forschungsstation Oberer Hardthof der JLU Giel3en.
Serumproben von vier Tieren wurden zur Verfligung
gestellt von C. Kihn, Leibniz-Institut flr Nutztierbiologie,
Dummerstorf

Seren PregSure® BVD geimpfter Tiere, bei deren
Nachwuchs BNP nicht aufgetreten ist. Die Seren stammten
von Tieren der Klinik fur Wiederkauer, der JLU Giel3en
oder von Tieren der Lehr- und Forschungsstation Oberer
Hardthof der JLU GielRen. Serumproben von vier Tieren
wurden zur Verfigung gestellt von C. Kiihn, Leibniz-Institut
fur Nutztierbiologie, Dummerstorf

Seren BVD-freier Tiere, die nicht gegen BVDV geimpft
wurden. Bei den Nachkommen dieser Tiere war BNP nicht
aufgetreten. Die Seren stammten von Tieren der Klinik fur
Wiederkauer, der JLU GielRen oder von Tieren der Lehr-
und Forschungsstation Oberer Hardthof der JLU GielRen.

Seren von Tieren aus einem Betrieb, der zur BVDV-
Impfung ausschlieRlich Bovilis® BVD/MD einsetzte. In
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diesem Betrieb trat bislang kein Fall von BNP auf. (Seren
wurden zur Verfiigung gestellt vom Institut fir Hygiene und
Infektionskrankheiten der Tiere der JLU GielRen)

Bovidec®-Seren (n=8) Seren von Tieren aus einem Betrieb, der zur BVDV-
Impfung ausschlieRlich Bovidec® einsetzte. In diesem
Betrieb trat bislang kein Fall von BNP auf. (Seren wurden
zur Verfugung gestellt vom Institut far Hygiene und
Infektionskrankheiten der Tiere der JLU GielRen)

4.1.7 Eukaryotische Zellen

MDBK (Madin Darby Bovine Kidney) ATCC Nr.: CCL-22

BL-3 (Bovine B-cell Lymphosarcoma cell line 3) ATCC Nr.: CRL-8037

SK-6 (Swine Kidney 6) Institut fur Virologie, Giel3en
BHK-21 (Baby Hamster Kidney 21) ATCC Nr.: CCL-10

4.1.8 Medien, Losungen und Puffer

Sofern nicht anders angegeben, wurde als Lésungsmittel Reinstwasser (max. 0,55 uS/cm bei

25°C) verwendet.

AEC-Substrat zum Nachweis Peroxidase-gekoppelter Immunglobuline:
9 ml 50 mM Natriumacetat-Losung pH 5,2; 1 ml Aminoethylcarbazol in Dimethylformamid
(4 mg/ml); 5 pl 30 % H,0, in H,O%

Anodenpuffer fur SDS-PAGE:
200 mM Tris/HCI; pH 8,9

Coomassie-Brilliant-Blue R250 zur Farbung von Proteinen in SDS-PAGE:
0,25 % (w/v) Coomassie-Brilliantblau R250; 45 % (v/v) Methanol; 10 % (v/v) Essigsaure

DMEM mit Zusatzen flr die eukaryotische Zellkultur:
DME-Medium aus 4,5 g/l DMEM Pulvermedium (Fa. Gibco):
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0,0178 g/l L-Alanin; 0,03 g/l L-Aspartat; 0,07 g/l Glycin; 0,075 g/I L-Glutaminsaure; 0,025 g/l L-
Prolin; 0,1 mg/l Biotin; 0,025 g/I Hypoxanthin; 3,7 g/l NaHCO3;

Vor dem Gebrauch erfolgt die Zugabe von 10 % fetalem Kalberserum (FKS); 100.000 IU/I
Penicillin; 0,1 g/l Streptomycin

Entfarbeldsung fur SDS-PAGE:
40 % (v/v) Methanol; 10 % (v/v) Essigsaure

Erythrozyten-Lysispuffer:
155 mM NH,CI; 10 mM KHCOg3; 0,13 mM EDTA

Gelpuffer fur SDS-PAGE:
1 M Tris/HCI; 0,1 % (w/v) SDS; pH 8,45

Kathodenpuffer fir SDS-PAGE:
100 mM Tricin; 0,1 % (w/v) SDS; 100 mM Tris/HCI; pH 8,25

Kolloidale Coomassie-Brilliantblau Farbeldsung fir Proteingele:
0,12 % (w/v) Coomassie-Brilliantblau G250; 10 % (w/v) (NH,)>SO4; 10 % (v/v) HsPOy4; 20 % (v/v)
Methanol

Konservierungslosung fur SDS-PAGE:
20 % (v/v) Ethanol; 10 % (v/v) Glycerin

Natriumcitrat-Puffer:
120 mM Natriumcitrat; pH 3,5

Paraformaldehydl6sung zur Fixierung von Zellen:
4 % Paraformaldehyd (w/v) in PBSgesiy.

Die Suspension wird auf 50°C erhitzt und unter Rilhren mit 1 M NaOH tropfenweise Klar titriert.

PBSqefiz.:
137 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 4,3 mM Na,HPOy; 1,47 mM KH,PO,; mit HCI auf pH 7,4 eingestellt
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PBS:
0,49 mM MgCl,; 0,68 mM CacCl, in PBSgefi,.

PBStyeen fir Immun-Nachweisverfahren:
0,1 % TWEEN 20 in PBS

Ponceau-Rot Féarbeldsung fir Western Blots:

0,5 % (w/v) Ponceau S; 1 % (v/v) Essigsaure

Proteinkonzentrationsbestimmung nach Starcher et. al.:
Acetatpuffer: 4 M Natriumacetat (Trihydrat); 20 % (v/v) Essigsaure
Zink-Chloridlésung: 10 % (w/v) Zinkchlorid in Ethylenglykol
Ninhydrin-Reagenz: 26,7 g/l Ninhydrin in Ethylenglykol

Puffer fir NHS-Kopplung:

Kopplungspuffer: 0,2 M NaHCOg3; 0,5 M NaCl; pH 8,3
Waschpuffer A: 0,5 M Ethanolamin; 0,5 M NaCl; pH 8,3
Waschpuffer B: 0,1 M Natriumacetat; 0,5 M NaCl; pH 4

Puffer und Losungen fur MALDI-ToF-PMF:

50 % (v/v) Acetonitril

50 mM Ammoniumbicarbonat

10 mM Dithiothreitol (DTT); 50 mM Ammoniumbicarbonat
55 mM lodacetamid; 50 mM Ammoniumbicarbonat

50 % (v/v) Acetonitril; 0,1 % (v/v) Trifluoressigsaure

RIPA-Puffer:
150 mM NaCl; 1 % NP-40; 0,5 % (w/v) Desoxycholat; 0,1 % (w/v) SDS; 50 mM Tris/HCI; pH 8,0

SDS-Gel-Probenpuffer:
2 % (w/v) SDS; 6 M Harnstoff; 10 % Glycerin; 0,01 % (w/v) Bromphenolblau

Triton-X-100-Puffer:
1 % (v/v) Triton-X 100; 150 mM NacCl; 50 mM Tris/HCI; 5 mM EDTA,; pH 7,4
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Tetramethylbenzidin-Substrat (TMB-Substrat) fir ELISA:
9 ml TMB-Puffer (100 mM Natriumacetat); 1ml TMB-L6sung (10 mg TMB in 4 ml DMSO); 1,5 ul
HZOZ

Trypsin-Lésung:
2,5 g/l Trypsin; 16 mg/l Phenolrot; 3,3 mM EDTA in PBS

Versen-Puffer zum Ablésen von Kulturzellen:
5 mM EDTA; pH 7,4 in PBS

Western-Blot-Puffer:
48 mM Tris; 39 mM Glycin; 20 % Methanol; 0,037 % (w/v) SDS

4.1.9 Impfstoffe

Bovidec® (Ch.-B.: BVC254) Fa. Virbac Tierarzneimittel GmbH, Bad
Oldesloe
Bovilis® MD/BVD (Ch.-B.: A043B01) Fa. Intervet Deutschland GmbH,

Unterschleilfheim

PregSure® BVD (Ch.-B.: L84525 und L84840) Fa. Pfizer GmbH, Karlsruhe

4.2 Methoden

4.2.1 Gewinnung von Rinder-Vollblut

Rindervollblut  wurde aus der Vena jugularis gewonnen. Dazu wurde eine
Venenpunktionskanile verwendet, die Uber einen Schlauch mit einer Flaschenanschlusskaniile
verbunden war (PPS-Donafix, Fa. Braun). Nach der Punktion der Vena jugularis wurde die
Flaschenanschlusskanile in eine 500 ml Vakuumflasche eingestochen. Auf diese Weise
konnten in kurzer Zeit bis zu 500 ml Vollblut gewonnen werden. Um die Gerinnung des Blutes
zu verhindern, wurden 50 ml/500 ml Vakuumflasche 3,13 %ige Natriumcitratibsung (Fa.
MediPac) vorgelegt. Natriumcitrat hemmt die Gerinnung durch die Komplexierung von Kalzium-

lonen.
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4.2.2 Gewinnung von Serum

Zur Gewinnung von Serum wurde der gerinnungshemmende Effekt von Natriumcitrat durch den
Zusatz von 3,5 ml 2 M Kalziumchloridldsung pro 500 ml Citratblut aufgehoben. Je 50 ml Vollblut
wurden in 50 ml Zentrifugenréhrchen gefillt. Das Vollblut wurde 12 h bei Raumtemperatur
inkubiert, bis es vollstdndig koaguliert war. AnschlieRend wurde das geronnene Vollblut
zentrifugiert (20 min, 20°C, 2500 x g). Das Koagulum wurde pelletiert und das Serum konnte als
Uberstand abgenommen werden. Eine Inaktivierung des Serums wurde durch Erhitzung fiir
30 min bei 56°C erreicht.

4.2.3 Gewinnung von PBMCs

Zur Gewinnung von PBMCs wurde frisch gewonnenes, Natriumcitrat-stabilisiertes Rindervollblut
in 50 ml Zentrifugenrdéhrchen Uberfihrt und bei ausgeschalteter Zentrifugenbremse in Zell- und
Plasmafraktion getrennt (10 min, 20°C, 2000 x g). Der buffy coat, eine PBMC- und
Thrombozyten-haltige Phase zwischen Erythrozyten und Plasma, wurde in einem Volumen von
5 ml abgenommen und in ein neues 50 ml Zentrifugenrdhrchen Uberfuhrt. Mit PBS wurde das
Volumen auf 50 ml eingestellt. Es folgte eine Zentrifugation mit aktivierter Bremse (5 min, 20°C,
2000 x g). Der Uberstand wurde verworfen und der pelletierte buffy coat mit kontaminierenden
Erythrozyten in 5 ml Erythrozytenlysis-Puffer resuspendiert und fir 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Das Zellpellet wurde zweimal mit 50 ml PBS gewaschen (10 min, 20°C, 400 x g), um
Reste der lysierten Erythrozyten abzutrennen. AbschlieRend wurde das Pellet der PBMCs in
500 pl PBS aufgenommen. Die Membranintegritat wurde durch Trypanblau-Farbung tberpruft
und die Zellen in einer Neubauer-Z&hlkammer gezéhlt (vgl. Kap. 4.2.2.2).

4.2.4 Gewinnung von Kolostrum

Kolostrum von Tieren wurde innerhalb von zwei Stunden post partum per Hand ermolken. Das
Fett des Kolostrums wurde durch zweimalige Zentrifugation (je 10 min, 20°C, 13000 x Q)
abgetrennt. Daraufhin konnte das Fett als Uberstand abgenommen und verworfen werden.
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4.2.5 Arbeit mit Zellen

4.2.5.1 Allgemeine Zellkulturtechniken

Alle Zellkulturarbeiten fanden unter Sterilbanken (LaminAir, Fa. Heraeus) statt. Die verwendeten
Zelllinien wurden bei 37°C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 96 % und einem CO,-Gehalt von
5 % im Brutschrank (Fa. Forma Scientific) kultiviert. SK-6-, BHK-, BL-3- und MDBK-Zellen
wurden in DMEM-Zellkulturmedium mit Zusatzen fir die eukaryotische Zellkultur (4,5 g/l DMEM
Pulvermedium; 0,0178 g/l L-Alanin; 0,03 g/l L-Aspartat; 0,07 g/l Glycin; 0,075 g/l L-
Glutaminsaure; 0,025 g/l L-Prolin; 0,1 mg/l Biotin; 0,025 g/l Hypoxanthin; 3,7 g/l NaHCO5,)
passagiert.

Zum Medium wurden vor Gebrauch 10 % fetales Kalberserum (FKS), 100.000 U/l Penicillin und
0,1 g/l Streptomycin zugegeben. Zellkulturschalen und ,Multiwell-Platten* (Nunc™, Fa. Thermo
Scientific) wurden als Zellkulturgefal3e verwendet.

Eine Passagierung der Zellen wurde nach jeweils drei bis vier Tagen nach dem Auswachsen
der adharenten Zellen (MDBK, SK-6, BHK-21) zu einem konfluenten Rasen durchgefiihrt. Zu
diesem Zweck wurde das Zellkulturmedium abgesaugt und 5 ml Trypsinlésung (2,5 g/l Trypsin;
16 mg/l Phenolrot; 3,3 mM EDTA in PBS) auf den Zellrasen gegeben. Bevor der Zellrasen sich
abléste (nach 20-30 s), wurde die Trypsinldsung abgesaugt und die Zellkulturplatten fir 20 min
bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Durch die Trypsinierung wurde die extrazellulare Matrix der
Zellen abgebaut, wodurch Verbindungen zwischen den Zellen und zum Zellkulturgefal3 geldst
wurden. Anschlie3end wurden die Zellen durch vorsichtiges Riitteln von der Platte gelést und
vereinzelt. Die Zellen wurden in 5 ml Zellkulturmedium aufgenommen. Durch Trypsin-
Inhibitoren, die im FKS des Zellkulturmediums vorhanden sind, wurden Trypsinreste inaktiviert.
Ein Teil (1/30 bis 1/20) dieser Zellsuspension wurde zur Erhaltung der Zellkultur auf eine neue
Zellkulturschale mit frischem Zellkulturmedium transferiert. Die Zelldichte wurde fiir Experimente
durch unterschiedliche Verdinnungen eingestellt. Vor der Nutzung (CELISA, indirekter
Immunperoxidase-Test, Biotinylierung, etc) wurden Zellen am Vortag frisch umgesetzt (1/3). Zur
Darstellung zellularer Proteine wurden Zellen verwendet, die mit Versen-Puffer abgelost
wurden, um negative Auswirkungen durch die Protease Trypsin auszuschlieRen.

BL-3-Zellen, die nur eine geringe Adharenz zum ZellkulturgeféalRboden zeigen, wurden mit Hilfe
einer Pipette abgeldst. Die Zellen wurden abzentrifugiert und in der entsprechenden
Verdinnung in frisches Medium gegeben. Um eine bessere Adharenz der BL-3-Zellen zu

erzielen, wurden diese Zellen auf kollagenisierten Zellkulturoberflichen Kkultiviert. Die
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Kollagenisierung erfolgte durch Prainkubation der Oberflachen mit 1mg/ml Kollagen Typ | (Fa.

Gibco) in PBS fur 1 h bei Raumtemperatur.

4.2.5.2 Bestimmung der Zellzahl

Adharente Zellen wurden durch Trypsinlésung oder Versen-Puffer abgeldst und in frischem
Medium resuspendiert. Ein Aliquot der durch Vortexen homogenisierten Zellsuspension wurde
fur die Lebend-Tot-Farbung 1:10 oder 1:100 (abh&angig von der erwarteten Zellzahl) mit einer
0,5 %igen (w/v) Trypanblau-Farbelésung gemischt. Trypanblau ist ein Farbstoff, der
ausschlie3lich beschéadigte Zellmembranen durchdringen kann und daher bei abgestorbenen
Zellen an zytoplasmatische Proteine bindet und diese blau anfarbt. Zytoplasmatische Proteine
lebender Zellen werden auf Grund einer intakten Zellmembran nicht angefarbt. Auf diese Weise
ist eine Differenzierung zwischen lebenden und toten Zellen mdglich. Bei der Bestimmung der
Zellzahl wurden nur lebende Zellen bertcksichtigt. Fur die Farbung wurden die Zellen 2-3 min in
der Farbelésung inkubiert. Eine Neubauer-Zahlkammer wurde vorbereitet, indem das
angefeuchtete Deckglaschen aufgedriickt wurde, bis sich sogenannte Newton-Ringe bilden. 20
pl der Zellsuspension wurden an den Rand des Deckglaschens gesetzt, so dass der Tropfen
durch Kapillarkrafte unter dem Deckglaschen verteilt wurde. Nachdem die Zellen sedimentiert
waren, konnte die Anzahl der lebenden Zellen (n) in vier Grol3quadraten bestimmt werden. Das
Volumen eines jeden Quadrates betragt 0,1 pl (Flache: 1 mm?, Tiefe: 0,1 mm). Der Mittelwert
der Zellzahl aus den vier Gro3quadraten (n/4) wurde berechnet. Durch Multiplikation mit dem
Verdinnungsfaktor (10 bzw. 100) ergab sich dann die Zellzahl pro mil:

Zellzahl bei Verdiinnung 1:10: Zellzahl / ml = 2500 x n

Zellzahl bei Verdinnung 1:100: Zellzahl / ml = 25000 x n

4.2.5.3 Indirekter Inmunperoxidase-Test

Zum Nachweis der Zielantigene der Allo-AK wurden die bovinen Zelllinien MDBK- und BL-3-,
sowie heterologe SK-6- (Schwein) und BHK-21-Zellen (Hamster) verwendet. Diese Zellen
wurden 1/3 verdinnt auf eine ,Multiwell-Platte* ausgesat und am Folgetag fixiert. Dazu wurde
das Zellkulturmedium von den Zellen abgesaugt und die Zellen zweimal mit PBSgef.
gewaschen. Die Fixierung der Zellen erfolgte durch Behandlung mit 4 %igem Paraformaldehyd
(PFA) (20 min bei 4°C). Durch diese Art der Fixierung ist gewéhrleistet, dass die Zellmembran
intakt bleibt und nur Oberflachenproteine der Zelle als Zielantigene zur Verfigung stehen. Die

PFA-L6sung wurde abgesaugt und die Zellen zweimal mit PBSges,. gewaschen.
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Serum von BNP-Muttertieren (BNP*-Seren) und Kontrollseren (Neg.-Seren: BVDV-frei und nicht
gegen BVD geimpft) wurden mit PBStyeen 1:25, 1:125, 1:625, 1:1000 und 1:3000 verdinnt. Um
die Bindung von Allo-AK nachzuweisen, wurden die Zellen mit je einer Serumverdinnung
Uberschichtet und fur 1 h bei 37°C inkubiert. Die Serumverdinnungen wurden abgenommen
und die Zellen dreimal mit PBSt.een gewaschen, um nicht gebundenes AK zu entfernen. Der
Nachweis der Alloantikérperbindung erfolgte durch Zugabe eines Peroxidase-gekoppeltem
Ziege-anti-Rind-1gG (1:1000 in PBStyeen, 1 h bei 37°C). Die Sekundéarantikdrper-Losung wurde
abgenommen und die Zellen dreimal mit PBSt.e.n gewaschen. Auf die Zellen wurde frisch
angesetztes AEC-Substrat (9 ml 50 mM Natriumacetat-Losung pH 5,2; 1 ml Aminoethylcarbazol
in Dimethylformamid (4 mg/ml); 5 pl 30 % H,O, in H,O) gegeben und fur 10-20 min bei 37°C
inkubiert. Die enzymatisch katalysierte Oxidationsreaktion der Peroxidase wurde zum Nachweis
der Sekundarantikérper-Bindung genutzt. Nur die Zellen, an deren Oberflache IgG aus dem
Rinderserum gebunden hatte, wurden durch die AEC-Reaktion angefarbt. Durch die Oxidation
des ldslichen AEC-Substrates entsteht ein unldslicher braun-roter Farbkomplex. Mit dem
Lichtmikroskop (Eclipse TS 100, Fa. Nikon) erfolgte die Auswertung des Immunperoxidase-

Tests.

4.2.6 Arbeit mit Proteinen

4.2.6.1 Acetonfallung von Proteinen

Zur Fallung von Proteinen aus wassrigen Lésungen wurden die Proben 1:5 (v/v) mit 100 %igem
eiskaltem Aceton gemischt und mindestens 2 h bei -20°C inkubiert. Die geféllten Proteine
wurden durch Zentrifugation (10 min, 4°C, 15000 x g) pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen
und das Pellet kurz bei 37°C getrocknet. Fir die SDS-PAGE-Analyse wurden die Pellets in
SDS-Gel-Probenpuffer aufgenommen. In Abhangigkeit der Anwendungen wurden die Pellets

auch in anderen Puffern gelost.

4.2.6.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Starcher et al.

Dieser Methode geht eine saure Hydrolyse der Proteine voraus. Dabei werden die Proteine in
einzelne Aminosauren zerlegt. Anschlielend wird die Aminoséurekonzentration, die mit der
Proteinkonzentration direkt korreliert ist, bestimmt. Der Nachweis basiert auf der Reaktion von
Ninhydrin mit den Aminogruppen der Aminosauren. Es entsteht eine Schiffsche Base (Imin), die


http://de.wikipedia.org/wiki/Aminogruppe
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weiter zu Amino-Ninhydrin reagiert. Mit einem weiteren Ninhydrin dimerisiert das Amino-
Ninhydrin, wodurch ein blauer Farbstoff entsteht. Die Intensitét der Farbung ist proportional zur
Konzentration der Aminosauren und kann bei 575 nm ausgewertet werden.

Zur Konzentrationsbestimmung wurde ein leicht abgewandeltes Protokoll nach Starcher et al.
verwendet (Starcher, 2001). Dazu wurden gleiche Mengen der Proben in Verdinnungsstufen
von 1:10, 1:100 und 1:1000 mit Aceton gefallt. Die pelletierten Proteine wurden mit 500 pl 6N
HCI fur 24 h bei 100°C hydrolysiert. Die Flussigkeit der Proben wurde verdampft und die
Trockensubstanz der Proben in 1 ml H,O aufgenommen. Als Standard diente eine Stocklésung
von lyophilisiertem bovinem Serumalbumin (BSA, Fa. Serva). Eine Standardkurve wurde
erstellt, indem 0,05 mg, 0,1 mg, 0,5 mg, 1 mg, 5 mg, 10 mg des BSA-Standards hydrolysiert
und ebenfalls in 1 ml H,O aufgenommen wurden. Fir die Reaktionslosung wurden 200 mg
Ninhydrin in 7,5 ml Ethylenglykol geldst, 2,5 ml Acetatpuffer (4 M Natriumacetat (Trihydrat);
20 % Essigsaure) und 250 pl Zink-Chloridlosung (10 % (w/v) Zinkchlorid in Ethylenglykol)
hinzugefiigt. Je 100 pl dieser Reaktionsldsung wurden in Vertiefungen einer Mikrotiterplatte
pipettiert und 1 pl der Probenverdiinnungen bzw. der Proteinstandardverdinnungen zu der
Reaktionslosung gegeben. Die Platte wurde 10 min bei 100°C auf dem Heizblock inkubiert. Die
Absorption des entstandenen blauen Farbstoffes wurde bei einer Wellenlange von 575 nm im
ELISA-Reader ermittelt. Mit Hilfe der BSA-Standardkurve wurde die Proteinkonzentration der
Probenlésung bestimmt. Die Proteinmengenbestimmung erfolgte als Mittelwert eines

Dreifachansatzes.

4.2.6.3 Proteinkonzentrationsbestimmung im BCA-Assay

Das ,BCA™ Protein Assay Kit* (Fa. Pierce) wurde zur Konzentrationsbestimmung von
Proteinen nach Angaben des Herstellers verwendet. Zur quantitativen photometrischen
Bestimmung von Proteinen macht sich der Bicinchoninsaure (BCA)-Assay eine Reaktion von
2,2'-Bichinolin-4,4'-dicarbonsdure und Kupfersulfat mit den Aminosduren Cystein, Tryptophan
und Tyrosin zu Nutze. Cu*-lonen werden durch die Reaktion zu Cu®*-lonen reduziert. Cu*-
lonen bilden mit Bicinchonins&ure einen violetten Farbstoff. Bei einer Wellenlange von 562 nm
kann dessen Absorption photometrisch bestimmt werden. Die Absorption korreliert mit der
Menge des in der Probe enthaltenen Proteins.

Die Proben wurden zur Bestimmung 1:10, 1:50 und 1:100 mit PBS verdinnt. Die im Kit
enthaltene BSA-Stammlosung (Konzentration: 2mg/ml) diente zur Erstellung einer

Standardkurve. Eingesetzt wurden Konzentrationen des Standards von 500 pg/ml, 100 pg/ml,
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50 pg/ml, 10 pg/ml und 5 pg/ml. Zur Erstellung der Reaktionslésung wurden die BCA-
Reagenzien A und B im Verhdltnis 50:1 gemischt und je 200 pl in jede Vertiefung einer
Mikrotiterplatte vorgelegt. 25 ul der Probenverdinnungen bzw. 25 pl der Protein-
Standardlésungen wurden je in einer Vertiefung der Mikrotiterplatte mit der vorgelegten
Reaktionslosung gemischt. Die Farbreaktion wurde nach einer Inkubationszeit von 30 min bei
60°C im ELISA-Reader bei einer Wellenlange von 562 nm photometrisch ausgewertet. Jede
Konzentrationsbestimmung wurde im Dreifachansatz durchgeftihrt. Fur jeden Dreifachansatz
wurden die Mittelwerte berechnet. Mit Hilfe der BSA-Standardkurve konnte die

Proteinkonzentration der Probenlésung bestimmt werden.

4.2.6.4 Biotinylierung von Zell-Oberflachenproteinen

Die Markierung von zellularen Oberflachenproteinen ermoglichte die Differenzierung von
zytoplasmatischen und membranstandigen Antigenen. AuBerdem konnten durch die Reaktion
von Streptavidin mit Biotin Proteine im Blot-Verfahren nachgewiesen werden.

Zur Biotinylierung von MDBK-Zellen wurden die Zellen einer Platte (ca. 1,5 x 10’ Zellen) mit
Versen-Puffer abgelést und in ein 15 ml Falconrohrchen Uberfihrt. Um Reste des
Zellkulturmediums zu beseitigen, wurden die Zellen zweimal mit 10 ml PBS,.q,. gewaschen. Fir
die Biotinylierung von PBMCs wurden 1,5 x 10’ Zellen in ein 15 ml Falconréhrchen uberfiihrt.
Die Zellen wurden durch Zentrifugation (2 min, 20°C, 500 x g) pelletiert und in einer Lésung von
3 mg EZ-Link® Sulfo-NHS-SS-Biotin (Spacer Arm: 24,3 A, Fa. Pierce) in 10 ml PBSge,
resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen fir 30 min bei 4°C auf dem Drehrad inkubiert.
Bei dem EZ-Link® Sulfo-NHS-SS-Biotin handelt es sich um ein wasserlésliches Molekill, das
Zellmembranen nicht permiieren kann. Das Biotin ist durch ein Linker-Molekdl mit N-
Hydroxysulfosuccinimid (NHS) verbunden. NHS-Ester binden bei einem pH von 7-9 an priméare
Amine (-NH;) von Lysinseitenketten und dem N-Terminus von Proteinen. Durch diese Reaktion
kann Biotin Uber eine Amidbindung selektiv an die Oberflachenproteine gebunden werden. Das
Linkermolekil enthalt eine Schwefeldoppelbindung, die im reduktiven Milieu abgespalten
werden kann. Daher wurden alle Arbeiten, bei denen EZ-Link® Sulfo-NHS-SS-Biotin zur
Markierung von Proteinen verwendet wurde, unter nicht reduzierenden Konditionen
durchgefuhrt. Ungebundenes NHS wurde durch Zugabe von 200 pl Glycin (100 mM) inaktiviert.
Die Zellen wurden pelletiert (2 min, 20°C, 500 x g) und und zweimal mit PBSges,, gewaschen,

bevor sie in 1 ml PBS aufgenommen wurden.
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4.2.6.5 SDS-PAGE

Proteingemische wurden ladungsunabhangig nach der Molekilgrof3e in Tricin-Gelen durch
Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt (Schagger et
al., 1987). Standardmalfiig wurden Mini-Gele (8,5 x 6,0 cm) fiir Probenvolumina von 1-25 pl in
Apparaturen aus der Werkstatt des MZI (Giel3en) verwendet. Zur Auftrennung grof3erer
Probenvolumina (bis 60 pl) wurden gréf3ere Gele (16 x 20 cm) in Apparaturen der Firma BioRad
(PROTEAN 1l xi) genutzt. Das sogenannte Trenngel, in dem die Proben aufgetrennt wurden,
hatte einen Acrylamid-Anteil von 7,5 % (w/v). Zur Induktion der Polymerisation des Acrylamids
wurden 0,05 % (w/v) Ammoniumpersulfat (APS) und 0,1 % (v/iv) TEMED hinzugefiigt. Das
sogenannte Sammelgel oder ,Stacking Gel“, in dem die Probe aufgetragen wurde, bestand aus
4 % (w/v) Acrylamid in Gelpuffer mit 0,08 % (w/v) APS und 0,1 % (v/v) TEMED. Die eingesetzte
40 %ige (w/v) Acrylamidlésung (Fa. AppliChem) bestand aus Acrylamid und N,N’'-Methylen-
Bisacrylamid im Verhaltnis 29:1.

Um das Molekulargewicht aufgetrennter Proteine bestimmen zu kénnen, wurden 3 pl eines
vorgefarbten Molekulargewichtsstandards (Prestained Protein Marker, Fa. Invitrogen) auf jedem
Gel in einer separaten Spur des Gels aufgetragen. Fir den Gellauf wurden Probenproteine
(Zelllysate, affinitatsaufgereinigte Zelllysate, Immunglobuline oder Impfstoffproteom) in SDS-
Gel-Probenpuffer (2 % (w/v) SDS; 6 M Harnstoff; 10 % Glycerin; 0,01 % (w/v) Bromphenolblau)
aufgenommen und durch Inkubation bei 95°C fir 5 min denaturiert. GroBere Mengen
Nukleinsauren stéren den Gellauf. Daher wurden fir die Herstellung von Zelllysaten zunachst
die Zellen mit RIPA-Puffer oder Triton-X-100-Puffer (1 % (v/v) Triton-X 100; 150 mM NacCl; 50
mM Tris/HCI; 5 mM EDTA; pH 7,4) 20 min bei 4°C lysiert. Das Lysat wurde zentrifugiert (10 min,
20°C, 15000 x g), wobei die Zellkerne abgetrennt wurden. Der proteinhaltige Uberstand wurde
in SDS-Gel-Probenpuffer aufgenommen und denaturiert.

Fur den Gellauf wurden spezielle Kathoden- (100 mM Tricin; 0,1 % (w/v) SDS; 100 mM
Tris/HCI; pH 8,25) und Anoden-Puffer (200 mM Tris/HCI; pH 8,9) verwendet. Solange sich die
Lauffront der Probe im Sammelgel befand, wurde eine Spannung von 90 V angelegt. Wenn die
Lauffront das Trenngel erreicht hatte, wurde die Spannung auf 120 V erhoht. Hatte die Lauffront
das untere Ende des Trenngeles erreicht, wurde die Elektrophorese, die zwischen 90 - 240 min
dauerte, abgebrochen. Die Proteinbanden wurden entweder sofort durch Proteinfarbung

dargestellt oder die Proteine im Gel wurden auf Nitrocellulose transferiert (Western Blot).
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4.2.6.6 Proteinfarbemethoden

Zur Anfarbung von Proteinbanden in Polyacrylamidgelen wurde standardmafig mit einer
Coomassie-Brilliantblau-R250-Farbeldsung (0,25 % (w/v) Coomassie-Brilliantblau R250; 45 %
(v/v) Methanol; 10 % (v/v) Essigsaure) gearbeitet. Coomassie-Brilliantblau bindet direkt an
Proteine oder befindet sich in hydrophober Assoziation mit ihnen. Die Gele wurden fur 1-2 h in
der LAsung inkubiert. Anschlieend wurde die Gel-Matrix mit der Entfarbelésung fur SDS-PAGE
(40 % (v/v) Methanol; 10 % (v/v) Essigsaure) entfarbt. Nach ausreichender Entfarbung (ca. 3 h)
wurde das Gel entweder direkt eingescannt (Flachbettscanner, Fa. Epson), oder 24 h in einer
Konservierungslosung (20 % (v/v) Ethanol; 10 % (v/v) Glycerin) inkubiert und zu
Aufbewahrungs- und Dokumentationszwecken in einem Spannrahmen zwischen zwei
Cellophan-Folien (Gel Air Cellophane Sheets, Fa. BioRad) getrocknet.

Wenn aufgrund niedriger Konzentrationen des zu detektierenden Proteins eine hohere
Sensitivitat erforderlich war, wurden die Polyacrylamidgele nach einem Protokoll von Candiano
et al. gefarbt (Candiano et al., 2004). Dem Protokoll folgend wurden die Tricin-Gele 24 h bei
Raumtemperatur in der dunkelgriinen kolloidalen Coomassie-Brilliantblau-Féarbeldsung (0,12 %
(w/v) Coomassie-Brilliantblau G250; 10 % (w/v) (NH4),SO4; 10 % (v/iv) HsPOg4 20 % (V/v)
Methanol) inkubiert. Die Proteinbanden farben sich dunkelblau an. Banden mit einer
Proteinmenge von 10 ng und mehr waren darstellbar.

Eine weitere Proteinfarbemethode wurde als Erfolgskontrolle der Ubertragung von Proteinen auf
Nitrocellulosemembran beim Western Blot eingesetzt. Dabei handelt es sich um die reversible
Farbung von Proteinen mit dem roten Azofarbstoff Ponceau S. Die Nitrocellulosemembran
wurde nach dem Blotten kurz mit H,O gewaschen, um Reste des Western-Blot-Puffers zu
entfernen. Anschliel3end erfolgte eine Inkubation der Membran fiir 2 min bei Raumtemperatur in
Ponceau-Rot Farbelosung (0,5 % (w/v) Ponceau S; 1 % (v/v) Essigsaure). Zur Kontrolle des
Ubertragungsergebnisses wurde die Membran fir 10 min in PBS entfarbt, so dass die roten

Proteinbanden auf der Membran sichtbar wurden.

4.2.6.7 Western Blot

Proben wurden zunéachst in der SDS-PAGE aufgetrennt und anschliel3end auf eine geeignete
Reaktionsoberflache tbertragen. Zunachst wurde das Sammelgel vom Trenngel abgeschnitten
und das Trenngel in Western-Blot-Puffer (48 mM Tris; 39 mM Glycin; 20 % Methanol; 0,037 %
(w/v) SDS) aquilibriert. Das Trenngel wurde zwischen zwei 1 mm starken Filterpapieren (Mal3e:

6 x 9 cm, Fa. Whatman) blasenfrei im Puffer auf eine Nitrocellulosemembran gelegt. Das so
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entstandene |, Filterpapier-Nitrocellulosemembran-Trenngel-Filterpapier-Sandwich* wurde aus
dem Pufferbad genommen und in eine Halteapparatur der Blotting-Kammer (Fa. BioRad)
eingeklemmt. Durch ein elektrisches Feld fand der Transfer der Proteine aus dem Trenngel auf
die Nitrocellulosemembran bei einer Spannung von 77 V fur 45 min oder bei 15 V fir 12 h statt.
Ein vorgefarbter Marker, der nach Ubertragung auf die Nitrocellulosemembran sichtbar war,
diente zur Kontrolle des Blotting-Prozesses.

Da nach dem Blotten auf der Nitrocellulosemembran freie Proteinbindungsstellen verbleiben,
mussten diese blockiert werden. Dazu wurde die Membran 1 h auf einem horizontalen Schuttler
(Fa. Buhler) in 5 % (w/v) Magermilchpulver (Fa. Frema) in PBStyeen 0der in RotiBlock® (1:10 in
PBSqueen Verdiinnt, Fa. Roth) inkubiert. Da Milchpulver Biotin enthélt, wurde RotiBlock® immer
dann verwendet, wenn biotinylierte Proteine mit Meerrettichperoxidase-gekoppeltem
Streptavidin (SAPQO) visualisiert werden sollten. Die verwendete Blockingreagenz wurde
abgeschuttet und Reste durch einmaliges Schwenken der Membran in PBSr,.n abgewaschen.
Es folgte eine einstindige Inkubation auf dem Schittler mit dem entsprechenden
Primarantikorper. Hybridoma-Zellkulturiberstdnde wurden in Verdinnungen von 1:3 bis 1:5 in
PBSqueen €ingesetzt. Antikérperkonzentrate und Antiseren wurden in der jeweils angegebenen
Verdinnung verwendet. Rinderserum wurde als Primarantikdrper 1:1000 in PBStyeen Verdunnt.
Ungebundene Antikoérper wurden durch dreimaliges 10-minitiges Waschen mit PBStyeen
entfernt. Abhangig von der Spezies, von der die Primarantikbrper stammten (Kaninchen, Maus
oder Rind), wurden als Sekundéarantikdrper Meerrettichperoxidase-gekoppeltes Ziege-anti-
Kaninchen-lgG, Ziege-anti-Maus-lgG oder Ziege-anti-Rind-IgG  (1:10000 in  PBStueen)
verwendet. Die Nitrocellulosemembran wurde mit den Sekundarantikérpern fir 1 h bei
Raumtemperatur auf dem Schittler inkubiert. Die Sekundéarantikorper-Losung wurde
abgeschuttet und die Membran dreimal fir 10 min bei Raumtemperatur in PBSteen gewaschen.
AnschlieBend wurde die Membran kurz auf Zellstoff getrocknet und mit Western Lightning™
Chemiluminescence Reagent Plus (Fa. Pierce) benetzt. Uberschiissiges Substrat wurde nach 1
min an Zellstoff abgetupft und die Membran in eine Filmkassette zwischen zwei transparente
Kunststofffolien eingelegt. Die durch die Peroxidase katalysierte Lichtreaktion des
Chemilumineszenz Reagenz wurde durch das Auflegen eines Rontgenfilmes (BioMax MR bzw.
BioMax Light) detektiert. Auf Grund der Lichtempfindlichkeit der Rontgenfilme mussten alle
Arbeiten in einer Dunkelkammer durchgefiihrt werden. Standardmé&Rig erfolgte eine Belichtung
des Films fiir 30 s. Je nach Signalintensitat wurden daraufhin Filme kiirzer oder langer belichtet.
Der Film wurde in einer Rontgenfilm-Entwicklungsmaschine (Fa. AGFA) prozessiert. Anhand

einer Leuchtmarkierung in der Kammer konnte die Position des Films nachtréglich rekonstruiert
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werden. Das Bandenmuster des vorgefarbten GroRenstandards wurde mit einem Filzstift auf
den Rontgenfilm Gbertragen.

Die Visualisierung biotinylierte Proteine erfolgte im Western Blot mit Meerrettichperoxidase-
gekoppeltem Streptavidin ,ZyMax™ Grade* (Fa. Invitrogen). Dazu wurde die Membran nach der
Blockierung mit RotiBlock® in PBStyeen gewaschen. AnschlieBend erfolgte eine 30 min
Inkubation der Membran in SAPO (1:30000 in PBSt.een). Meerrettichperoxidase-gekoppeltes
Streptavidin bindet in einer hochaffinen Reaktion spezifisch an Biotin. Die SAPO-L6sung wurde
abgeschuttet und die Membran dreimal fir 10 min in PBSt,een gewaschen, um ungebundenes
SAPO zu entfernen. Durch SAPO markierte Proteinbanden wurden, wie oben beschrieben, mit

Hilfe von Chemilumineszenz Substrat auf Rontgenfilm dargestellt.

4.2.6.8 Nachweis von Proteinglykosilierung mittels PNGase F

PNGase F ist ein Enzym, das N-glykosidisch gebundene Glykane tber Desaminierung des
Asparagins spaltet. Die N-glykosidische Bindung stellt die haufigste Art der Glykosilierung von
Proteinen dar, wobei das Glykan an die Sdureamidgruppe von Asparagin (N) gebunden wird.
Um die Glykosilierung eines Proteins nachzuweisen, wurde das ,PNGase F Kit* (Fa. New
England BioLabs) eingesetzt. Den Herstellerangaben entsprechend wurden 5 pl einer Probe in
SDS-Gel-Probenpuffer mit 5 ul G7 Reaction Buffer und 5 pul NP-40 aus dem Kit gemischt. 5 ul
PNGase F (entspricht 2500 1U) wurden hinzugegeben und die Probe bei 37°C fir 2 h inkubiert.
AnschlieRend wurden 5 ul SDS-Gel-Probenpuffer hinzugefiigt und die Probe bei 95°C flr 5 min
erhitzt. Das Probenmaterial wurde in der SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrocellulose
transferiert. Im Vergleich mit der nicht PNGase F behandelten Probe kdnnen Glykosilierungen
durch einen ,Massenshift“ dargestellt werden.

4.2.7 Charakterisierung von Antigenen der BNP-Alloantikérper

4.2.7.1 Affinitatsreinigung von zellularen Oberflachenproteinen mit immobilisiertem
Gesamt-lgG

Zur Aufreinigung von IgG wurden 1,5 ml Rinderserum eines BNP*-Serums und eines Neg.-
Serums mit 10 ml Tris-Puffer (100 mM; pH 8,0) in einem 15 ml Falconréhrchen gemischt. Um
unlgsliche Serumbestandteile zu eliminieren, wurde eine Zentrifugation (10 min, 4°C, 2500 x @)

durchgefuhrt. Der Uberstand wurde mit einer Spritze mit vorgeschaltetem Sterilfilter



Material und Methoden -39 -

(PorengréRe 0,45 um) iiber eine HiTrap™ Protein G HP affinity column (Fa. GE Healthcare)
gegeben (ca. 1 ml/min). Protein G bindet selektiv das Fc-Fragment von IgG. Die Saule mit
einem Volumen von 1 ml hat eine Bindungskapazitat von etwa 23 mg bovinem IgG.
AnschlieRend wurde die Saule mit jeweils 5 ml eines Tris-Puffer-Gradienten (100 und 10 mM;
pH 8,0) gewaschen. Die Antikérper wurden in 10 x 1 ml Fraktionen mit Glycin-Puffer (50 mM;
pH 3,0) in 1,5 ml Eppendorfgefal3e eluiert, in die jeweils 100 pl Tris-Puffer (1 M; pH 8,0)
vorgelegt waren. Bei pH 3,0 wird die Bindung zwischen Protein G und den Antikdrpern geldst.
Die IgG-haltigen Elutionsfraktionen konnten nach SDS-PAGE und Coomassie-Brilliantblau-
G250-Farbung ermittelt werden. Diese Fraktionen wurden gepoolt. Zur Koppelung an NHS-
aktivierte Sepharose-Beads (Fa. GE Healthcare) musste das IgG durch Gelfiltration tber eine
.,PD-10 Column Sephadex G-25 M“ (Fa. Pharmacia) in NHS-Kopplungspuffer (0,2 M NaHCOj3;
0,5 M NaCl; pH 8,3) uberfuihrt werden. Niedermolekulare Substanzen (Masse < 1 kDa)
passieren die Gelfiltrations-Saule langsamer als hohermolekulare Substanzen (Masse = 5 kDa),
weil niedermolekulare Substanzen sich in Poren der Matrix ,verfangen” und daher spater
eluieren. Die Gelsdule wurde mit NHS-Kopplungspuffer aquilibriert und die IgG Fraktion in 1 ml
Tris-Puffer pH 8,0 auf die Saule gegeben. Die Saule wurde mit NHS-Kopplungspuffer in 1 ml
Fraktionen eluiert. Die IgG-reichste Fraktion wurde wiederum im Coomassie-Brilliantblau-G250
gefarbten Proteingel ermittelt. Zur Kopplung wurde diese Fraktion zu 200 ul NHS-aktivierter
Sepharose gegeben, die zuvor mit eiskalter 1 mM HCI aktiviert wurde. Die Koppelungsreaktion
nahm eine Zeit von 12 h bei 4°C auf dem Drehrad in Anspruch. Die Sepharose wurde
anschlieRend durch Zentrifugation (2 min, 20°C, 15000 x g) pelletiert und der Uberstand
abgenommen. Zur Inaktivierung von ungebundenem NHS wurde mit je 5 ml Waschpuffer A (0,5
M Ethanolamin; 0,5 M NaCl; pH 8,3), Waschpuffer B (0,1 M Natriumacetat; 0,5 M NaCl; pH 4)
und Waschpuffer A gewaschen. Nach 30-minltiger Inkubationszeit bei 20°C erfolgte eine
Wiederholung der Waschschritte. Das an NHS-Sepharose immobilisierte 1IgG wurde in 1 ml
PBSgesi,. aufgenommen.

Zu den Beads wurde je 1 ml mit RIPA-Puffer (150 mM NaCl; 1 % NP-40; 0,5 % (w/v)
Desoxycholat; 0,1 % (w/v) SDS; 50 mM Tris/HCI; pH 8,0) lysierte oberflachenbiotinylierte
MDBK-Zellen (1,5 x 10°) gegeben (12 h bei 4°C auf dem Drehrad). Nach Abnahme des
Uberstandes wurden die Beads dreimal mit RIPA-Puffer gewaschen, um von Antikérpern nicht
gebundenes Protein zu entfernen. Die Elution der an das IgG gebundenen Proteine wurde mit
1 ml Glycin-Puffer (100 mM; pH 2,5) durchgefuhrt und das Eluat zur Fallung 1:4 mit eiskaltem
Aceton versetzt. Die gefallten Proteine wurden in 60 pl SDS-Gel-Probenpuffer (2 % (w/v) SDS;

6 M Harnstoff; 10 % Glycerin; 0,01 % (w/v) Bromphenolblau) aufgenommen und fur 5 min auf
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95°C erhitzt. Nach SDS-PAGE wurden die eluierten Proteine auf eine Nitrocellulosemembran
transferiert. Die Membran wurde 1 h mit Roti-Block (Fa. Roth) geblockt und mit Peroxidase-
gekoppeltem Streptavidin (SAPO) inkubiert. Die biotinylierten Proteine wurden mit Western
Lightning™ Chemiluminescence Reagent Plus (Fa. Pierce) durch SAPO auf Réntgenfim

visualisiert.

4.2.7.2 Affinitatsreinigung von zellularen Oberflachenproteinen mit Alloantikdrpern

Um diejenigen Antikdrper aus Rinderserum zu separieren, die an zellulare Oberflachenproteine
von Rinderzellen binden, wurden Rinderzellen mit Serum inkubiert. Nicht gebundene Antikorper
und Serumbestandteile wurden durch einen Waschschritt entfernt. Die Immunkomplexe aus
zellularen Oberflachenproteinen und gebundenem IgG wurden durch Zelllysis mit Triton-X-100-
Puffer fur 15 min bei 4°C freigesetzt. Diese Immunkomplexe konnten durch Bindung an
immobilisiertes Protein G isoliert werden. Grundlage dieses Versuchs ist eine modifizierte
Immunpréazipitation. Bei einer Immunprazipitation werden Antigene durch Antikdrper, die an eine
Matrix gekoppelt sind, prazipitiert (Peltz et al., 1987). Die Matrix besteht in den meisten Fallen
aus Sepharose- oder Magnet-Beads, die kovalent gebundenes Protein A oder G auf ihrer
Oberflache tragen. Protein A und G binden gerichtet an das Fc-Fragment von IgG. Daher
kénnen Immunkomplexe mit diesen Beads aus einer Ldsung prazipitiert werden. Diesen
Vorgang bezeichnet man deshalb als Immun-Affinitatsreinigung. Wahrend normalerweise
zunéachst die Antikorper an den Beads immobilisiert werden, wurde bei der hier angewendeten
Methode zuerst eine Antigen-Antikorper-Bindung an Zelloberflachen durchgefihrt. Mit dieser
Methode werden von der Gesamtheit der IgG-Fraktion eines Serums nur solche Antikoérper an
Protein G immobilisiert, die auch tatséchlich mit Antigenen assoziiert sind. Durch die
Konzentration der Allo-AK konnte die Antigenausbeute wesentlich gesteigert werden.

Fir die Methode wurde ein modifiziertes Protokoll nach Heinold et al. eingesetzt (Heinold et al.,
2010). 2 x 10° oberflachenbiotinylierte MDBK-Zellen bzw. 2 x 10° oberflachenbiotinylierte
PBMCs wurden in ein 1,5 ml Eppendorfgefald tberfihrt und 1 h mit 300 pl Rinderserum in
700 ul PBS inkubiert. Im Serum vorhandene Allo-AK binden an Oberflachenantigene der Zellen.
Die Zellen wurden pelletiert (2 min, 4°C, 500 x g) und dreimal mit 1 ml 4°C kaltem PBS
gewaschen, um ungebundene AK zu entfernen. AnschlieRend wurde das Zellpellet in 1 ml
Triton-X-100-Puffer aufgenommen, 20 min auf Eis inkubiert und gevortext. Das nicht-ionische
Detergens Triton-X 100 lysiert die Zellen, so dass die Komplexe aus Antikdrpern und

biotinylierten Antigenen freigesetzt werden. Durch Zentrifugation (10 min, 4°C, 15000 x Q)
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wurden unlésliche Zellbestandteilen abgetrennt. Der Uberstand wurde zu 35 pl Protein G
Sepharose-Beads (Fa. GE Healthcare) gegeben und fir 12 h bei 4°C auf dem Drehrad
inkubiert. Ungebundenes Antigen wurde durch dreimaliges Resuspendieren und Zentrifugieren
(2 min, 4°C, 15000 x g) der Beads mit 1 ml Triton-X-100-Puffer entfernt. Zur Elution gebundener
Antigene wurde 30 pl SDS-Gel-Probenpuffer zu den Beads gegeben und der Ansatz fir 5 min
auf 95°C erhitzt. Das Eluat wurde in der SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrocellulose transferiert

und die Proteinbanden mit SAPO und Chemilumineszenz auf Rontgenfilm visualisiert.

4.2.7.3 Affinitatsreinigung von Alloantikdrpern aus BNP*-Seren

Zur Reinigung von Allo-AK wurde BNP*-Serum auf MDBK-Zellen gegeben. Allo-AK binden an
die entsprechenden Zielantigene auf der Oberflache der MDBK-Zellen. Durch Waschschritte
kénnen ungebundene AK entfernt werden. An MDBK-Zellen gebundene Antikdrper (Allo-AK)
wurden durch Absenkung des pH-Werts aus der Antigenbindung gelost.

12,5 ml BNP*-Serum wurden 1:4 in PBS verdiinnt auf 4,5 x 10’ adharente MBDK-Zellen
gegeben und fir 1 h bei 37°C inkubiert. Das Entfernen nicht gebundener Antikérper erfolgte
durch dreimaliges Waschen mit PBS. Zu den Zellen wurden 15 ml Natriumcitrat-Puffer
(120 mM; pH 3,5) fur 15 min gegeben und der Ansatz bei 4°C inkubiert. Die Flissigkeit wurde
von den Zellen abgenommen und in ein 50 ml Falconréhrchen, in das 15 ml Tris-Puffer (1 M;
pH 8,0) vorgelegt waren, gegeben. Um Zellbestanteile zu entfernen, wurde zentrifugiert (10 min,

4°C, 2500 x g) und der antikérperhaltigen Uberstand zur weiteren Verwendung abgenommen.

4.2.8 Quantifizierung von Alloantikdrper-Titern

4.2.8.1 Quantifizierung von Serumantikérpern mittels CELISA

.Enzyme-linked Immunosorbent Assays“ (ELISA) haben sich als Standardmethode zur
Quantifizierung von Antikorpern durchgesetzt (Engvall et al., 1971). Prinzipiell wird in einem
ELISA ein Antigen an der Reaktionsoberflache einer ELISA-Mikrotiterplatte immobilisiert. Freie
Bindungsstellen der Reaktionsoberflache werden mit einem neutralen Protein (z.B. BSA)
blockiert. Zu dem immobilisierten Antigen wird eine antikérperhaltige Losung gegeben, um die
Bindung der Antikorper an dieses Antigen zu Uberprifen. Die Bindung des Primarantikdrpers
wird mit einem speziesspezifischen Sekundarantikdrper nachgewiesen, der mit einem Enzym

konjugiert ist, das eine Farbreaktion katalysiert. Durch die Bindung des Sekundarantikorpers
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wird indirekt die Bindung des Primarantikérpers nachgewiesen, weshalb diese Art von ELISA
als indirekter ELISA bezeichnet wird. Tetramethylbenzidin (TMB) wird als Chromogen der
Detektions-Farbreaktion benutzt. Die mit dem Sekundarantikbrper konjugierte Peroxidase
katalysiert dabei die Reaktion des farblosen TMB mit Wasserstoffperoxid (H,O,) zu einem
I6slichen blauen TMB-Radikalkation. In einer Reaktion mit Schwefelsaure wird das instabile
TMB-Radikalkation zum stabilen, gelben TMB-Kation. Die Farbintensitat ist dabei proportional
der Menge an gebundenem Sekundarantikbrper und damit indirekt mit der Menge an
gebundenem Priméarantikorper korreliert.

Da ein entsprechendes Antigen zur Etablierung eines ELISA nicht zur Verfigung stand, wurde
fur die Quantifizierung von Allo-AK in Rinderseren ein ,Cell Enzyme-linked Immunosorbent
Assay“ (CELISA) entwickelt (Arunachalam et al., 1990; Bishop et al., 1992; Effros et al., 1985;
Wewetzer et al.,, 1996). Mit diesem konnte die Gesamtheit alloreaktiver AK gegen

Oberflachenantigene der verwendeten Kulturzelllinie (MDBK-Zellen) ermittelt werden.

Dazu wurden MDBK-Zellen am Vortag 1:3 auf 96-well Platten ausgesat. Fur die Verwendung im
CELISA wurde das Medium abgegossen und die Zellen durch dreimaliges Waschen mit
PBSgesiz. vON Mediumresten befreit. Die Fixierung der Zellen erfolgte mit 100 pl Paraformaldehyd
fur 20 min bei 4°C. Das PFA wurde abgeschuttet und PFA-Reste durch dreimaliges Waschen
der Zellen mit PBSges, entfernt. Eine Blockierung von zellfreien Bereichen der Mikrotiterplatte hat
sich in Vorversuchen als nicht erforderlich erwiesen. Als Primarantikbrper wurde eine
Verdinnungsreihe (1:10, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800 und 1:1000) von Rinderserum in PBStyeen
eingesetzt. In jede Vertiefung der Mikrotiterplatte wurden 100 ul einer Verdinnungsstufe auf die
Zellen gegeben und 1 h bei 37°C inkubiert. Um die Vergleichbarkeit zu gewdahrleisten, wurde als
Standard 100 pl unverdunnter Hybridomaiberstand des IL-A88 im Dreifachansatz mitgefiihrt.
Nach der Inkubation wurden die Serumverdinnungen abgenommen und die Zellen in jeder
Vertiefung der Mikrotiterplatte dreimal mit PBSt,een gewaschen. Damit sollten Serumreste und
ungebundene AK entfernt werden. Als Sekundarantikbrper wurde Meerrettichperoxidase-
gekoppeltes Ziege-anti-Rind-IgG in jede Vertiefung, in der Rinderserum als Priméarantikdrper
eingesetzt worden war, bzw. Meerrettichperoxidase-gekoppelter Ziege-anti-Maus-1gG fir den
Standard verwendet. Die Sekundarantikdrper waren 1:2500 in PBStueen Verdinnt Die
Mikrotiterplatte wurde 1 h bei 37°C inkubiert.  Anschlieend wurde die
Sekundarantikorperlosung abgenommen und jede Vertiefung der Mikrotiterplatte dreimal mit
PBStueen gewaschen, um ungebundenen Sekundérantikdrper zu entfernen. In jede Vertiefung
der Mikrotiterplatte wurden 200 ul Tetramethylbenzidin-Substrat (9 ml TMB-Puffer [L00 mM Na-
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Acetat]; 1 ml TMB-L6sung [10 mg TMB in 4 ml DMSO]; 1,5 pl H,0,) gegeben. Da die
Farbreaktion des TMB lichtempfindlich ist, wurden die Platten 10-15 min in Dunkelheit bei
Raumtemperatur inkubiert. Der Zellrasen auf dem Boden der Vertiefungen der Mikrotitrierplatte
wirde ein Auslesen der Platte mit einem ELISA-Reader stéren. Daher wurden in jede
Vertiefung einer weiteren Mikrotiterplatte 100 pl 25 %ige (v/v) Schwefelsdure vorgelegt. Von
jeder Vertiefung mit Zellen wurden vorsichtig 100 pl des TMB-Mediums abgenommen und auf
die andere Platte Ubertragen und so die Reaktion gestoppt. Die Extinktion der Losung einer
jeden Vertiefung wurde bei einer Wellenlange von 430 nm im ELISA-Reader (Spectra Il, Fa.
SLT) gemessen. Um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse unterschiedlicher Ansatze dieses
Versuchs zu gewabhrleisten, wurden die Ergebnisse als Quotient der gemessenen Extinktion

und dem Mittelwert der Extinktionen des Standards angegeben.

4.2.9 Identifizierung von Antigenen mit MALDI-ToF-PMF

4.2.9.1 Grundlagen der Massenspektrometrie

Zur Identifizierung und Charakterisierung von Proteinen hat sich in den letzten Jahrzehnten in
der Bioanalytik die Massenspektrometrie durchgesetzt. Fir Proteomanalysen wurde die
Massenspektrometrie erst in den 1980er Jahren durch die Erfindung von schonenden
lonisierungstechniken nutzbar. Diese sind die Matrix-unterstitzte Laser-Desorption und
lonisation (MALDI, ,matrix assisted laser desorption/ionization“) (Karas et al., 1988; Tanaka et
al., 1988) und die Elektrospray lonisation (ESI) (Fenn et al., 1989). Beide Methoden haben
gemeinsam, dass der Analyt (Proteine oder Peptide) durch Energiezufuhr in die Gasphase
Uibergeht und ionisiert wird. Mit der Massenspektrometrie (MS) kann die Molekularmasse dieser
freien lonen im Hochvakuum bestimmt werden. Die MS-Analyse gliedert sich in 1.) die
lonisierung und Beschleunigung von Analyten mit Hilfe einer lonenquelle, 2.) die Separation von
ionisierten Analyten nach ihrem Masse/Ladungszahl (m/z) und 3.) die Registrierung der Analyt-
lonen und deren Intensitit an einem Detektor. Aus diesen Daten wird mit einem
Computerprogramm ein Massenspektrum generiert, in dem die Intensitat der Analyten gegen
m/z aufgetragen wird. Fir die MALDI-Analyse werden die in einem L&sungsmittelgemisch
geldsten Analyten mit einem niedermolekularen organischen Aromaten (Matrix) im 1000- bis
10000-fachen Uberschuss kokristallisiert. Die Probe wird auf einer leitfahigen Platte getrocknet
(dried-droplet-Methode) und in ein Hochvakuum der lonenquelle Gberfihrt. In der lonenquelle



-44 - Material und Methoden

wird die Probe mit Laserimpulsen (3 ns) eines UV-Lasers mit einer Wellenlange von 337 nm
(N>-Laser) oder 355 nm (Nd:YAG-Laser) ,beschossen”. Dadurch kommt es zur Desorption, also
der Ablésung von Matrix- und Analytenmolekilen, die durch die Ubertragene Energie in den
gasférmigen Zustand tbergehen. Durch Kollisionen von Matrix- und Analytenmolekulen in der
Gaswolke kommt es in Abhéngigkeit der Protonenaffinitat des verwendeten Matrixmolekuls zur
Ubertragung von Protonen von der Matrix auf den Analyten, der somit ionisiert wird. Es
entstehen mehrheitlich einfach geladene Analyt-lonen [M+H]" (Karas et al., 2000).
Verschiedene Anwendungen erfordern unterschiedliche Matrices, da diese Unterschiede in der
Kristallbildung und Protonenaffinitat aufweisen. Standardm&Rig wird fur die Peptidanalytik a-
Cyano-4-hydroxyzimtsdure (HCCA) (Beavis et al., 1992) oder 2,5-Dihydroxybenzoeséure (DHB)
(Strupat et al., 1992) und fur héhermolekulare Substanzen und Proteinen Sinapinsaure (SA)
(Beavis et al., 1989) eingesetzt.

Um die lonen nach ihrem m/z aufzutrennen, werden diese beim Flugzeit-Massenspektrometer
(ToF: time of flight) durch ein Potentialgefalle beschleunigt und die Flugzeit auf einer feldfreien
Flugstrecke bestimmt. Beim MALDI Desorptions/lonisationsprozess entstehen einfach geladene
lonen [M+H]*. Daher ist die Flugzeit nur von der Masse m des jeweiligen lons abhangig.
Aufgrund unterschiedlicher Massen der erzeugten lonen ist deren kinetische Energie E, und
damit ihre Geschwindigkeit v unterschiedlich. lonen mit einer hheren Masse (m) bendtigen bei
gleicher Ladungszahl langer fir das Durchfliegen der feldfreien Flugstrecke als lonen einer
niedrigeren Masse (m).

Die Orts- und Geschwindigkeitsunterschiede wahrend des lonisationsprozess, die zu einer
unterschiedlichen kinetischen Energie von Molekilen gleicher Masse fiihren, kénnen durch den
Einsatz eines Reflektors ausgeglichen werden (Mamyrin et al., 1973). Im Reflektor wird ein
zweites elektrisches Feld erzeugt, das entgegen der Flugrichtung der lonen wirkt. Eine
unterschiedliche kinetische Energie lasst lonen gleicher Masse unterschiedlich tief in das
elektrische Feld des Reflektors eindringen und beschleunigt diese in die entgegengesetzte
Richtung der urspriinglichen Flugbahn. lonen mit hoher kinetischer Energie sind in der Lage
tiefer in das elektrische Feld einzudringen als lonen gleicher Masse mit niedrigerer kinetischer
Energie. Dadurch wird die kirzere Flugzeit von lonen mit hdherer kinetischer Energie in der
feldfreien Driftstrecke kompensiert. Bei richtiger Wahl der Reflektorspannung treffen lonen
gleicher Molekilmasse mit unterschiedlicher kinetischer Energie nach der Passage des
Reflektors zugleich auf den Detektor, was das Auflésungsvermogen stark verbessert. MALDI-
ToF-Instrumente kdnnen Massen bis zu 30 kDa auflésen. Im Bereich von 1-5 kDa, der Masse
von Peptiden, wird eine Massengenauigkeit von 5-10 ppm erreicht.
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4.2.9.2 MALDI-ToF-PMF (Peptide Mass Fingerprinting)

Grundsatzlich stehen bei der Massenspektrometrie zwei verschiedene Anséatze zur
Proteinidentifizierung zur Verfiigung. Zum einen die Methode des Peptidmassenfingerabdrucks
(PMF), zum anderen die der de novo Sequenzierung von Peptiden mittels zwei
hintereinandergeschalteter massenspektrometrischen Analysen (MS/MS). Beide Methoden
setzen den Verdau mit Endoproteasen voraus, die die Proteine in charakteristische Peptide
spalten. Fir die PMF-Analyse ist es essentiell, dass der Analyt in moglichst reiner Form vorliegt
(Proteingemische erschweren den Identifikationsprozess), weshalb in den meisten Fallen der
Proteasebehandlung eine gelelektrophoretische oder chromatographische Auftrennung der
Proteine vorrausgeht. Einzelne ,gepickte® Banden werden dann mit der entsprechenden
Protease verdaut und die Massen der Peptide mit MALDI-ToF ermittelt. Die gemessenen
Peptidmassen werden mit Massenvorhersagen eines so genannten in silico Verdaus in einer
Datenbank verglichen. Dabei macht man sich die Spezifitdt der Protease zu Nutze. So spaltet
die Protease Trypsin Proteine nur nach Proteinbindungen C-terminal der Aminosauren Lysin (K)
und Arginin (R). Dadurch lasst sich vorhersagen, welche Masse die Peptide eines bekannten
Proteins nach dem Verdau haben, sie sind wie ein Fingerabdruck spezifisch fur jedes Protein
(Dass, 2007).

Detektierte Massen werden mit den Massen aller in einer Datenbank vorkommenden
Massenvorhersagen nach dem Verdau mit einer bestimmten Protease verglichen. Durch einen
Suchalgorithmus wird ein ,Score* errechnet, der unter Bertcksichtigung der Anzahl der
Massen-Ubereinstimmungen zwischen errechneten und gemessenen Massenlisten eine
Wahrscheinlichkeit fur die Signifikanz der ldentifizierung ausdriickt. Mascot (Perkins et al.,
1999) stellt eine Suchmaschine dar, die fir den Vergleich von Peptidmassen mit in silico Daten
von Proteinen geschaffen wurde. Mascot nutzt den Suchalgorithmus MOWSE (molecular weight
search) (Pappin et al., 1993). Der MOWSE-Score bericksichtigt neben GrdéflRe, Anzahl und
Massengenauigkeit der Peptide, die Haufigkeitsverteilung bestimmter Peptidmassen innerhalb
aller Proteine einer Spezies. Daraus ist ersichtlich, dass Peptide einer Masse von
unterschiedlichen Proteinen stammen kénnen. Daher sind mehrere Peptide eines Proteins fir
eine eindeutige Proteinidentifizierung notwendig.

Die PMF-Analyse erfolgte am Institut fir Biochemie, Fachbereich 11 der JLU Giel3en. Zur
Identifikation wurden Banden aus einem Coomassie-gefarbten SDS-PAGE mit einem Skalpell
ausgeschnitten. Die Gelbanden wurden im Wechsel in 50 pl 50 % (v/v) Acetonitril bzw. 50 mM
Ammoniumbicarbonat fur 10 Minuten gewaschen, um sie zu entfarben. Durch Inkubation fir

45 min in 50 yl 10 mM DTT, 50 mM Ammoniumbicarbonat bei 56°C wurden Proteine reduziert.
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In einem weiteren Schritt wurden durch 30-minltige Inkubation der ausgeschnittenen Gelbande
in 50 pl 55 mM lodacetamid, 50 mM Ammoniumbicarbonat die Cysteinreste der Proteine
carbamidomethyliert. Anschlieend wurden die Gelstlicke zweimal im Wechsel mit 50 pl
50 % (v/v) Acetonitril bzw. 50 mM Ammoniumbicarbonat gewaschen. Es folgte die Trocknung
der Gelstlicke. Lyophilisiertes Trypsin (Fa. Roche) wurde mit 1 mM HCI aktiviert und auf eine
Konzentration von 0,1 mg/ml eingestellt. 50 pl dieser Trypsinldsung wurden mit 100 pl
Ammoniumbicarbonat-Puffer (50 mM) gemischt und 50 ul auf die Gelbande gegeben. Eine
Inkubation erfolgte fiir 12 h bei 37°C auf dem Schittler. Der Uberstand wurde in ein neues
Eppendorf-Gefald lberflihrt. Die Peptide wurden jeweils fiir 20 min unter Schiitteln mit 50 ul
H,O, anschlieBend mit 50 % (v/v) Acetonitril und schliel3lich mit 50 % (v/v) Acetonitril, 0,1 %
(vIv) TFA eluiert. Uberstande der drei Inkubationen wurden gepoolt und getrocknet. Die Proben
wurden in 10 pl 50 % (v/v) Acetonitril mit 0.1 % (v/v) TFA aufgenommen und mit geséttigter
DHB- und HCCA-LGsung (Fa. Sigma-Aldrich) als Matrix gemischt und auf einer MALDI-Platte
(stainless steel) getrocknet. AnschlieRend erfolgte die Analyse der Proben in einem Ultraflex |
ToF/ToF (Fa. Bruker Daltonics) ausgestattet mit einem N»-Laser und einer LIFT MS/MS-Einheit.
Das Gerat wurde im positiv-lonen Reflektronmodus benutzt. 200-400 Einzelspektren wurden fir
eine Analyse aufaddiert. Die Geratesteuerung des Massenspektrometers und die
Datenprozessierung erfolgte Uber die Software-Pakete: Compass 1.1, FlexControl 2.4,
FlexAnalysis 3.0 und BioTools 3.0. Peptidmassen wurden mit der MASCOT-Suchmaschine
gegen die NCBInr Datenbank verglichen. Die Suche wurde auf bovine Proteine limitiert. Eine
Massenabweichung von 75 ppm wurde erlaubt und Carbamidomethylation wurde als generelle

und die Oxidation von Methionin als variable Modifikation erlaubt.
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5 Ergebnisse

5.1 Charakterisierung von BNP-Alloantikdrpern

Bei der Suche nach der Atiologie der BNP wurden toxische, infektiose oder genetische
Ursachen ausgeschlossen. Auffallig war, dass die grofe Mehrheit der Muttertiere von BNP-
Kalbern mit der Vakzine PregSure® BVD immunisiert worden ist (Friedrich et al., 2009c).
AulRerdem war gezeigt worden, dass BNP-Muttertiere Allo-AK im Serum aufweisen, die an
Leukozyten von Kalbern binden (Bridger et al., 2011). Diese Beobachtungen stellten die Basis
fur die vorliegenden Untersuchungen zur Ursache der BNP dar. Zweck dieser Arbeit war es,
einen Zusammenhang zwischen der Impfung mit PregSure® BVD und dem Auftreten von Allo-

AK zu Uberprifen. Dazu war es erforderlich das/die Zielantigen(e) der Allo-AK zu identifizieren.

5.1.1 BNP-Alloantikdrper binden an Oberflachenproteine von bovinen Kulturzelllinien

Im Serum von BNP-Muttertieren befinden sich Allo-AK, die mit Oberflichenantigenen von
primaren Leukozyten reagieren (Bridger et al., 2011). Im Gegensatz zu primaren bovinen Zellen
erweist sich der Umgang mit Zelllinien als wesentlich einfacher und standardisierter. Daher
sollte Uberpruft werden, ob Zielantigene der Allo-AK auf bovinen und nicht-bovinen Zelllinien
vorkommen. Da eine Bindung der Allo-AK an Oberflachenantigene anzunehmen war, wurden
die Zellen fir einen indirekten Immunperoxidase-Test mit Paraformaldehyd fixiert. Seren von
drei PregSure® BVD geimpften Muttertieren von BNP-K&lbern (BNP*-Seren) wurden eingesetzt.
Hinzu kam ein Serum eines nicht gegen BVD geimpften BVDV-freien Tieres (Neg.-Serum) als
Negativkontrolle. Die zu testenden Zelllinien wurden mit einer Verdiinnungsreihe der Seren in
PBS (1:25 - 1:3000) inkubiert. Der Nachweis der Alloantikérperbindung erfolgte mit einem
Peroxidase-gekoppelten Zweitantikdrper Ziege-anti-Rind-IgG und AEC-Substrat. Getestet
wurden MDBK-, BL-3-, SK-6-, und BHK-21-Zellen. In allen Verdinnungsstufen konnte die
Bindung von Antikorpern der BNP*-Seren an die bovinen Zelllinien (MDBK- und BL-3-Zellen)
nachgewiesen werden. Das Neg.-Serum zeigte in keiner Verdinnungsstufe eine Reaktivitat
gegen MDBK- oder BL-3-Zellen. Weder mit den BNP*-Seren noch mit dem Neg.-Serum wurde
eine Antikdrperbindung an die nicht-bovinen Zelllinien SK-6 (Schwein) und BHK-21 (Hamster)
beobachtet.
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5.1.2 BNP-Muttertier-IgG zeigt eine Reaktivitat gegen 44 und 12 kDa Proteine von
oberflachenbiotinylierten MDBK-Zellen

Durch den indirekten Immunperoxidase-Test konnte gezeigt werden, dass Allo-AK aus BNP*-
Seren an Oberflachenantigene von MDBK-Zellen binden. Um die Anzahl und molekulare Masse
der Zielantigene herauszufinden, wurden Oberflachenproteine von MDBK-Zellen selektiv mit
Biotin markiert. Bei der Markierungsmethode wird Biotin Uber ein NHS-Linkermolekil an die
Proteine gebunden (EZ-Link® Sulfo-NHS-LC-Biotin, Fa. Pierce). Die Biotinylierung bietet zum
einen den Vorteil, dass nur Oberflachenantigene detektiert werden. Zum anderen ist der
Nachweis von Biotin mittels Streptavidin-gekoppelter Peroxidase sehr sensitiv (Daniels et al.,

1998). Streptavidin ist ein Protein, das mit sehr hoher Affinitat und Spezifitdt an Biotin bindet.

Abb. 1: Affinitatsreinigung von oberflachenbiotinylierten MDBK-Zellen mit immobilisiertem Rinder-IgG,
dargestellt im WB, nachgewiesen mit SAPO. Die Prazipitation wurde durchgefiihrt mit isoliertem IgG aus
BNP*-Serum (BNP") und Neg.-Serum (Neg.).

Zur Affinitatsreinigung der oberflachenbiotinylierten MDBK-Zellen wurden jeweils die 1gG-
Fraktion aus 2 ml BNP*-Serum und Neg.-Serum isoliert. Dazu wurde eine Protein-G-Saule (1 ml
Volumen) verwendet. Protein G bindet selektiv die Fc-Region von IgG. Die isolierten AK des

BNP*-Serums und des Neg.-Serums wurden jeweils an 200 pl NHS-Sepharose-Bead-
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Suspension immobilisiert. N-Hydroxysuccinimid-Ester reagieren mit Aminogruppen von
Proteinen. Es kommt zu einer kovalenten Bindung der Proteine an die Sepharosebeads. Mit
derart immobilisierten AK bestand die Mdglichkeit, Zielantigene von Allo-AK aus einer Ldsung
zu prazipitieren. Zu den immobilisierten IgG-Fraktionen wurde jeweils das Lysat von
oberflachenbiotinylierten MDBK-Zellen gegeben. Das Prazipitat wurde von den Beads eluiert, in
der SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrocellulose transferiert. Die Biotin-markierten
Oberflachenantigene wurden mit Peroxidase-gekoppeltem Streptavidin und Chemilumineszenz
auf einem Rontgenfilm visualisiert. Gegen einige Proteinspezies war sowohl eine Reaktivitat
von Antikérpern des BNP*-Serums als auch des Neg.-Serums zu beobachten. Eine spezifische
Reaktion zeigten Allo-AK des BNP*-Serums mit zwei Proteinen, die als prominente Banden im
Blot zu erkennen waren. Dabei handelt es sich um Proteine mit einer apparenten molekularen
Masse von ca. 12 kDa und ca. 44 kDa (Abb. 1).

5.1.3 Optimierung der Affinitatsreinigung von oberflachenbiotinyliertem MDBK-Lysat mit
Rinderserum

Allo-AK stellen nur einen kleinen Teil des IgG in BNP*-Seren dar. Um spezifisch Allo-AK an
Protein G zu binden, wurden zunachst MDBK-Zellen biotinyliert und anschlieRend mit
verdinntem BNP*-Serum inkubiert. Nicht gebundenen AK wurden durch Zentrifugation
abgetrennt, die Zellen anschlie3end gewaschen, lysiert und die mit Antigenen assoziierten AK
an Protein-G-aktivierte Sepharose gekoppelt. Testweise wurden Puffer mit zwei
unterschiedlichen nichtionischen Detergentien zur Lyse der Zellen eingesetzt, die zuvor mit dem
gleichen BNP*-Serum inkubiert worden waren. Zum einen handelt es sich dabei um einen
Puffer mit Triton-X 100 (1 % (v/v) Triton-X 100; 150 mM NaCl; 50 mM Tris/HCI; 5 mM EDTA pH
7,4), zum anderen um RIPA-Puffer (150 mM NacCl; 1 % NP-40; 0,5 % (w/v) Desoxycholat; 0,1 %
(w/iv) SDS; 50 mM Tris/HCI; pH 8,0). Biotinylierte Proteine wurden auf dem Blot in gleicher
Weise wie zuvor beschrieben durch Chemilumineszenz sichtbar gemacht.

Die Banden bei 12 und 44 kDa, die zuvor schon bei der Affinitatsreinigung mit der Gesamt-1gG-
Fraktion zu sehen waren (Abb. 1), konnten mit dem optimierten Versuchsaufbau wieder
dargestellt werden (Abb. 2, links). Die Intensitat der Banden erschien bei den Triton-X 100
lysierten Zellen geringfligig starker als bei der Probe, bei der RIPA-Puffer verwendet wurde.
Material der Triton-X 100 lysierten Probe wurde in einem weiteren Western Blot (Abb. 2, rechts)

mit BNP*- und Neg.-Serum als Erstantikdrper inkubiert. Als Zweitantikorper diente Peroxidase-
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gekoppeltes Ziege-anti-Rind-lgG. Der Blot wurde mit Chemilumineszenz auf Rontgenfilm
sichtbar gemacht. Die beiden Seren zeigten eine Reaktivitat gegen verschiedene Antigene der
MDBK-Zellen. Es konnte allerdings keine Bande bei 12 und 44 kDa beobachtet werden.

Abb. 2: Affinitatsreinigung von oberflachenbiotinylierten MDBK-Zellen mit angereicherten
Alloantikorpern, dargestellt im WB. Die Lyse der mit dem gleichen BNP'-Serum inkubierten MDBK-Zellen
erfolgte mit RIPA-Puffer und Triton-X 100 Puffer. Das Lysat wurde Uber Protein G affinitatsgereinigt und im WB
mit SAPO nachgewiesen (links). Material der affinitdtsgereinigten Antigene der Triton-X 100 lysierten MDBK-
Zellen wurden mit BNP*- und Neg.-Serum als Erstantikdrper und Peroxidase-gekoppeltem Ziege-anti-Rind-gG
als Zweitantikdrper entwickelt (rechts).

5.1.4 Nur Serum von PregSure® BVD geimpften Tieren zeigt eine Reaktivitat gegen das 12

und 44 kDa Protein

Die Affinitatsreinigung mit angereicherten Allo-AK wurde als Standardversuch zum Nachweis
von Reaktivitdten gegen oberflachenbiotinylierte MDBK-Zellen mit Seren von verschiedenen
Spendertieren durchgefuihrt. Zwolf BNP*-Seren wurden getestet. Die Tiere stammten von zwei
Betrieben, in denen BNP-Falle registriert worden waren. Alle BNP*-Seren reagierten mit den
beiden Antigenen von 12 und 44 kDa Masse.
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A B

Abb. 3:

A-D: WB-Analysen von oberflachenbiotinylierten MDBK-Zelllysat, das mit verschiedenen Rinderseren
affinitatsgereinigt wurde, entwickelt wurde mit SAPO.

(A) Reaktivitdt von acht BNP'-Seren mit oberflachenbiotinylierten MDBK-Zellen. Alle Seren zeigen eine
Reaktivitat gegen das 12 und 44 kDa Protein.

(B) Reaktivitat von acht Neg.-Seren mit oberflachenbiotinylierten MDBK-Zellen.

(C) Reaktivitat von Seren von Tieren, die mit einem anderen als dem PregSure® BVD Impfstoff gegen BVD
immunisiert worden sind. Zwei Seren wiesen eine leichte Reaktivitat gegen das 44 kDa Protein von MDBK-
Zellen auf (Spur 5 und 7).

(D) Reaktivitat von vier BNP-Seren gegen oberflachenbiotinylierte MDBK-Zellen. Eines der getesteten
Seren reagiert mit dem 44 kDa Protein, ein weiteres sowohl mit dem 12 und 44 kDa Proteinen (Spur 1 und 4).
Zwei Tiere besitzen keine Allo-AK mit derartiger Spezifitat (Spur 2 und 3).
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Individuell konnten geringe Unterschiede in der Signalintensitat der beiden Banden zwischen
verschiedenen Seren festgestellt werden, wobei die Signalintensitaten der beiden Proteine (12
und 44 kDa) korreliert zu sein schien (die Reaktivitdt von 8 Seren ist in Abb. 3A dargestellt).
Individuell  reagierten alle BNP*-Seren auch mit unterschiedlichen anderen
Oberflachenantigenen der MDBK-Zellen. Die Reaktivitat gegen das 12 und 44 kDa Protein
stellte dabei die einzige Allo-Spezifitat dar, die alle getesteten BNP*-Seren gemeinsam hatten.
Viele der individuellen Spezifitaten traten auch beim Einsatz der Negativkontrollseren auf (s.u.),
so dass es sich hierbei vermutlich nicht um die gesuchte Alloantikdrperspezifitat handelt. Keines
der acht Seren aus der Negativkontrollgruppe (Neg.-Seren) zeigte eine Reaktivitdt gegen das
12 oder 44 kDa Protein von biotinylierten MDBK-Zellen (Abb. 3B). BNP wurde nur im
Zusammenhang mit der PregSure® BVD-Impfung beobachtet. Daher wurden Seren von Tieren
untersucht, die mit anderen BVD-Impfstoffen immunisiert worden sind. Fir den Test standen
Seren von acht Muttertieren ohne Falle von BNP bei ihrer Nachkommenschaft zur Verfiigung.
Seren von sechs der Tiere wiesen keine Allo-AK gegen das 12 und 44 kDa Protein auf (Abb.
3C). Zwei der Seren zeigten eine sehr schwache Reaktivitat mit dem 44 kDa Protein (Abb. 3C,
Spuren 5 und 7). Eine vierte Gruppe bestand aus Seren von PregSure® BVD geimpften
Muttertieren, deren Nachwuchs keine BNP-Symptome entwickelt hat (BNP-Seren). Eines der
getesteten Seren zeigte eine schwache Reaktivitat mit dem 44 kDa Protein (Abb. 3D, Spur 1).
Im Serum eines anderen Tieres waren Antikorper gegen das 12 kDa und das 44 kDa Protein
nachweisbar (Abb. 3D, Spuren 4). Die Seren der beiden Ubrigen Tiere wiesen keine Reaktivitat

gegen diese Proteinspezies auf (Abb. 3D, Spuren 2 und 3).

5.1.5 Nachweis von Allo-AK gegen das 12 und 44 kDa Protein in Rinderkolostrum

Studien haben gezeigt, dass dem Kolostrum in der BNP-Pathogenese eine grof3e Bedeutung
zukommt (Friedrich et al., 2009b). Sollten Antikdrper gegen das 12 und 44 kDa Protein in die
BNP-Pathogenese involviert sein, so mussten diese Allo-AK auch im Kolostrum nachweisbar
sein. Zur Uberprifung dieser Hypothese wurde eine Affinitatsreinigung von
oberflachenbiotinyliertem MDBK-Lysat mit Kolostrum verschiedener Muttertiere durchgefihrt.
Vier Kolostren stammten von Muttertieren, die BNP-Kalber hervorgebracht hatten (BNP®-
Kolostrum). Vier weitere Kolostren wurden von PregSure® BVD geimpften Muttertieren
gewonnen, bei deren Nachwuchs BNP nicht aufgetreten war (BNP-Kolostrum). Als Kontrolle
dienten Kolostren von zwei nicht gegen BVD geimpften, BVDV-freien Tieren (Neg.-Kolostrum).

Alle Kolostrumproben wurden den Tieren innerhalb von zwei h post partum entnommen.
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Kolostrale Antikérper von PregSure® BVD geimpften Tieren zeigten eine Bindung an die 12 und
44 kDa Antigene (Abb. 4, Spur 1-4 und 7-10), wahrend die beiden Neg.-Kolostren keine
diesbezlgliche Spezifitat aufwiesen (Abb. 4, Spur 5-6).

Abb. 4: Reaktivitat von kolostralen AK mit oberflachenbiotinylierten MDBK-Zellen, dargestellt im WB,
entwickelt mit SAPO. BNP*-Kolostrum (Spur 1-4) und BNP -Kolostrum (Spur 7-10) zeigte eine Reaktivitit gegen
die 12 und 44 kDa Proteine. Die beiden Proteine wurden beim Einsatz von Neg.-Kolostrum (Spur 5 und 6) nicht
prazipitiert.

5.1.6 Allo-AK zeigen eine Reaktivitat mit dem 12 und 44 kDa Protein von peripheren
mononukledren Blutzellen (PBMCs)

Im Serum PregSure® BVD geimpfter Tiere wurden Allo-AK mit einer Reaktivitdt gegen ein
12 und 44 kDa Protein von MDBK-Zellen nachgewiesen. In anderen Arbeiten konnte gezeigt
werden, dass BNP-Muttertiere Allo-AK besitzen, die an primére Leukozyten von Kélbern binden
(Bridger et al., 2011). Deshalb wurde Uberpriift, ob Allo-AK aus BNP*-Serum auch an das
12 und 44 kDa von PBMCs binden. Zu diesem Zweck wurden PBMCs aus Natriumcitrat-
stabilisiertem Rinder-Vollblut gewonnen. Bei PBMCs handelt es sich um ,peripheral blood
mononuclear cells®, eine Zellfraktion des Blutes, zu der Zellen des Immunsystems

(Lymphocyten und Monocyten) gehéren. Die PBMCs wurden oberflachenbiotinyliert und mit
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einem BNP*-Serum affinitatsgereinigt. Bei den PBMC-Spendertieren handelte es sich um ein
PregSure® BVD geimpftes Tier ohne Bluterkalb (PBMCs BNP) und ein Kalb, das als
empfanglich fur BNP galt (PBMCs EK) (Bridger et al., 2011). Das BNP*-Serum besaR neben
Allo-AK anderer Spezifitdt eine Reaktivitat gegen das 12 und 44 kDa Protein von den PBMCs
beider Spendertiere (Abb. 5). Um Autoantikdérper auszuschlieBen, wurden PBMCs des Tieres
gewonnen, von dem das in diesem Versuch eingesetzte BNP*-Serum stammte (PBMCs BNP™).
Auch diese PBMCs wurden oberflichenbiotinyliert und mit dem eigenen BNP'-Serum
affinitatsgereinigt. Es  konnte  keine  Autoreaktivitit ~des BNP*-Serums  gegen

Oberflachenproteine der eigenen PBMCs nachgewiesen werden.

Abb. 5: Mit BNP*-Serum affinitatsgereinigte biotinylierte Oberflachenproteine von PBMCs, dargestellt im
WB, nachgewiesen mit SAPO. Die PBMCs stammten von einem empfanglichen Kalb (PBMCs EK) und einem
PregSure® BVD geimpften Muttertier ohne Bluterkalb (PBMCs BNP-). Das verwendete BNP*-Serum zeigte eine
Reaktivitat gegen das 12 und 44 kDa Protein beider Tiere. Keine Reaktivitit wurde beobachtet gegen
Oberflachenproteine der PBMCs des BNP-Muttertieres(PBMCs BNP+), von dem das eingesetzte BNP'-Serum
stammte.
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5.2 ldentifizierung der Zielantigenen der BNP-Alloantikdrpern

5.2.1 Deglykosilierung

Der Reaktivitat von Allo-AK PregSure® BVD geimpfter Tiere mit den 12 und 44 kDa Proteinen
kénnte eine wichtige Rolle in der BNP-Entstehung zukommen. Daher war es wichtig die
Identitat dieser beiden Proteine herauszufinden. Um eine erste Idee zu erhalten, um welche
Proteinspezies es sich handeln konnte, wurde eine Deglykosilierung durchgefiihrt. Die
Glykosilierung stellt eine posttranslationale Modifikation von Proteinen dar. Am Haufigsten tritt
die N-glykosidische Bindung auf. Bei dieser findet die Bindung des Glykans an die
Saureamidgruppe von Asparagin (N) im rauhen endoplasmatischen Retikulum statt. PNGase F
ist ein Enzym, das N-glykosidische Bindungen Uber Desaminierung des Asparagins spaltet
(Plummer et al., 1991). Dieses Enzym wurde zu einer mit BNP*-Serum affinitatsgereinigten,
biotinylierten Oberflachenpréaparation von MDBK-Zellen gegeben. Das deglykosilierte Material
wurde im SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrocellulose geblottet und mit Chemilumineszenz
sichtbar gemacht (Abb. 6A). Eine Verminderung der apparenten molekularen Masse des
44 kDa Proteins um ca. 4 kDa war zu beobachten. Es handelt sich folglich um ein Glykoprotein
mit N-glykosidisch gebundenem Zuckeranteil. Das 12 kDa Protein zeigte keine
Massenverschiebung nach PNGase F Verdau. Sowohl die apparente molekulare Masse sowie
der Glykosylierungstatus des 44 kDa Proteins als auch das gemeinsame Auftreten kbnnen als
Indiz gewertet werden, dass es sich bei den beiden Proteinen um den Haupt-
Histokompatibilitdts-Komplex Klasse | (MHC I, 44 kDa) und B,-Mikroglobulin (.M, 12 kDa)
handelt.

5.2.2 Identifizierung von MHC | und B2M mittels Peptide Mass Fingerprinting (PMF)

Zur ldentifikation des 12 und 44 kDa Proteins wurden 3 x 10’ biotinylierte MDBK-Zellen mit
BNP*-Serum affinitatsgereinigt. Die aufgereinigten Antigene wurden in der SDS-PAGE
aufgetrennt. Das Gel wurde mit Coomassie Brilliantblau G-250 gefarbt, die 12 und 44 kDa
Bande (Abb. 6B) ausgeschnitten und einem in-situ-Gelverdau mit Trypsin unterzogen. Die
resultierenden Peptidmassen wurden am Institut fir Biochemie, Fachbereich 11 der JLU
GielRen ermittelt und eine Peptide-Mass-Fingerprinting-Analyse (PMF) durchgefihrt. Mit PMF
konnen an Hand der Peptidmassen nach dem Verdau mit einer Endoprotease Proteine

identifiziert werden.
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Abb. 6:

(A) Deglykosilierung affinitatsaufgereinigter, biotinylierter MDBK-Oberflachenproteine, dargestellt im WB,
entwickelt mit SAPO. Spur 1: nativ; Spur 2: PNGase F verdaute Probe.

(B) Coomassie-Brilliantblau  G-250 gefarbte  affinitdtsgereinigte = MDBK-Oberflachenproteine,
M: Molelkulargewichtsmarker; P: Probe, die 12 und 44 kDa Bande werden fir die PMF-Analyse ausgeschnitten.

(C) Alignment des MHC | (EMBL:AAZ73457.1) mit den 16 passenden Peptiden (blaue Balken) aus der
PMF-Analyse. Rote Buchstaben stellen identifizierte Sequenzabschnitte des Proteins dar.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/72536875
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Dabei macht man sich zu Nutze, dass der Verdau eines bestimmten Proteins mit einer
Endoprotease immer zu den gleichen Peptiden flhrt. Trypsin schneidet Proteinbindungen C-
terminal von Lysin (K) und Arginin (R). Die Massen der entstehenden Peptide werden mit einem
geeigneten Massenspektrometer ermittelt. So entsteht ein Peptid-Massenmuster, das
spezifisch, wie ein Fingerabdruck, fir jedes Protein ist. Das Massenmuster wird anschlie3end
mit einer Datenbank verglichen. So kénnen die Peptide den Proteinen aus denen sie

hervorgegangen sind, zugeordnet werden (Dass, 2007).

Sechzehn Peptide aus der 44 kDa Bande passten mit einer Sequenzabdeckung von 49,2 % zu
zwei Varianten des MHC I, der beim Rind auch als bovine leukocyte antigen class | (BoLA 1)
bezeichnet wird. Bei den beiden MHC-I-Molekulen handelt es sich um die sehr &hnlichen
Varianten EMBL:AAZ73457 und AAZ73463.

Durch die hohe Sequenzabdeckung lasst sich mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit
sagen, dass es sich bei dem Protein um MHC | handelt (Abb. 6C). Zwei Peptide (997,6 Da;
1127,6 Da) der 12 kDa Bande (SEQSDLSFSK und 1osHVTLEQPR) passten mit einer
Sequenzabdeckung von 15,3 % zum bovinen B,-Mikroglobulin (3,M) (EMBL:AAI18353). B,-

Mikroglobulin ist stets mit dem MHC | assoziiert.

5.2.3 Serologische Bestatigung der Identifizierung von MHC | und g2M

Um die Ergebnisse der PMF-Analyse zu bestatigen, wurde untersucht, ob das
affinitatsgereinigte Material mit MHC-I- bzw. B,M-spezifischen Antikérpern reagiert. Dazu wurde
das Material durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrocellulose transferiert. Als Erstantikdrper
diente zum Nachweis von bovinem MHC | der murine mAK IL-A88 anti BoLA | (Toye et al.,
1990). Der IL-A88 zeigte mit dem 44 kDa Protein aus affinitdtsgereinigtem MDBK-Lysat eine
deutliche Reaktivitat, wodurch die ldentitat des Proteins serologisch bestatigt werden konnte
(Abb. 7, links).Zur Verifizierung des (,M wurde das kommerzielle polyklonale Kaninchenserum
GTX101314 (Fa. GeneTex) anti-humanem (3,M und als Zweitantikorper Peroxidase-gekoppeltes
Ziege-anti-Kaninchen-IgG eingesetzt. Das GTX101314 wurde zuvor auf seine Kreuzreaktivitat
mit bovinem B2M im Western Blot mit rekombinant erzeugtem, reifem bovinem (3,M (EMBL:
AAI18353, AS 21-119) getestet (Groves et al.,, 1982). Das Serum reagierte in diesem Test
positiv mit rekombinantem, bovinen ($,M (Daten nicht gezeigt). Im affinitatsgereinigten MDBK-
Lysat wurde ebenfalls 3,M mit dem GTX101314 detektiert (Abb. 7, rechts).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/72536875/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/72536887/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/109939997/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/109939997/
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Abb. 7: WB-Analyse zum Nachweis von MHC | und B.M im affinitdtsgereinigtem MDBK-Zelllysat. MHC |
wurde mit dem mAK IL-A88 und B2M mit dem polyklonalen Serum GTX101314 nachgewiesen.

5.3 Charakterisierung des PregSure® BVD-Impfstoff

Abb. 8: Nachweis von MHC | im PregSure® BVD durch WB-Analyse mit dem mAK IL-A88.
Affinitatsgereinigtes MDBK-Zelllysat wurde als Positivkontrolle eingesetzt (MDBK).
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Bei der Mehrheit PregSure® BVD geimpfter Tiere konnten Allo-AK gefunden werden, die den
MHC | erkennen. Sollte tatsédchlich der Impfstoff fur die MHC-I-spezifischen Allo-AK
verantwortlich sein, so miisste PregSure® BVD nachweisbare Mengen von MHC | enthalten.
Zum Nachweis wurde das in 1 ml PregSure® BVD enthaltene Protein im SDS-PAGE aufgetrennt
und auf Nitrozellulose transferiert. Durch den mAK IL-A88 lieR sich eine MHC-I-spezifische

Bande eindeutig nachweisen (Abb. 8).

5.3.1 Identifizierung im PregSure® BVD enthaltener MHC-I-Varianten

Zur Analyse der MHC-I-Varianten im PregSure® BVD durch PMF wurde Impfstoffprotein aus
50 ml Impfstoff mit Allo-AK affinitatsgereinigt. Zuvor waren die Allo-AK aus acht BNP*-Seren
durch Bindung an MDBK-Zellen und Elution mit Natrium-Citrat-Puffer pH 3,5 angereichert und

an Protein G gekoppelt worden.

Abb. 9:

(A) Affinitatsreinigung von PregSure® BVD mittels isolierten Allo-AK, dargestellt im WB . MHC | konnte mit
dem mAK IL-A88 nachgewiesen werden. Bei einer weiteren Bande bei 56 kDa kdnnte es sich um den MHC | -
B2M-Komplex handeln.

(B) Das gleiche Material wurde fiir die PMF-Analyse mit Coomassie-Brilliantblau G-250 gefarbt und die sehr
schwache 44 kDa MHC | Bande ausgeschnitten.
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Zur Kontrolle wurde im Western Blot mit dem mAK IL-A88 nachgewiesen, dass MHC |
angereichert worden ist. Eine schwachere Bande wurde bei 44 kDa und eine starkere bei 56
kDa beobachtet (Abb. 9A). Da der mAK IL-A88 eine Reaktivitat mit dem 56 kDa Protein zeigt,
scheint es sich um einen Komplex von MHC | zu handeln. Die apparente Masse ist ein Indiz
dafir, dass es sich um den MHC | - B,M-Komplex (56 kDa) handelt. Man kdnnte spekulieren,
dass die beiden Proteine wahrend des Produktionsprozesses des Impfstoffs kovalent
aneinander gebunden werden und deshalb im Gel nicht mehr getrennt dargestellt werden
kénnen. Das gleiche Material wurde fir die PMF-Analyse im SDS-PAGE aufgetrennt und das
Gel mit einer sehr sensitiven kolloidalen Coomassie-Brilliantblau-G-250-L6sung gefarbt (Abb.
9B). Die sehr schwache 44 kDa Bande wurde ausgeschnitten und mit Trypsin behandelt. Mit
der anschlieenden PMF-Analyse konnten insgesamt zehn Peptide ermittelt werden, die zu 13
unterschiedlichen MHC-I-Varianten passten. Die erhaltenen MOWSE-Scores lieBen keine

signifikante Identifizierung einzelner MHC-I-Varianten zu.

5.4 Nachweis von MHC-I-Allo-AK korreliert nicht immer mit BNP

MHC-I-Allo-AK konnten auch bei Tieren nachgewiesen werden, die zwar PregSure® BVD
geimpft waren, aber bislang noch kein an BNP erkranktes Kalb hervorgebracht haben (BNP).
Sollten die MHC-I-Allo-AK das BNP-Syndrom verursachen, so scheint es widersprichlich, dass
derartige AK auch bei BNP™ auftreten. Um Unterschiede zwischen BNP™ Tieren mit MHC-I-Allo-
AK und BNP* Tieren aufzudecken, wurde dieses Phanomen an einer Herde untersucht.
Genetische Einflussfaktoren wurden weitestgehend dadurch ausgeschlossen, dass mit Proben
von Vollgeschwistern gearbeitet wurde. Die beprobten Mutterkilhe (Holstein-Friesian x
Charolais) waren genetisch sehr homogen, da alle Tiere aus Embryotransfer stammten und auf
dieselben Elterntiere zurtickgingen. Das Probenmaterial fir diesen Versuch stammte vom
Leibniz-Institut fir Nutztierbiologie, Dummerstorf. Vier der Tiere hatten BNP-Kélber
hervorgebracht (BNP™), bei vier Tieren war bisher kein solcher Fall aufgetreten (BNP’). Alle
Tiere des Bestandes waren grundimmunisiert mit PregSure® BVD. Die Impfung mit dieser
Vakzine erfolgte einmal jahrlich. Von jedem Tier lag eine gepaarte Serumprobe vor. Die eine
Probe wurde zum Zeitpunkt einer Auffrischungsimpfung mit PregSure® BVD genommen, die
andere in einem Abstand von 14 Tagen nach der Impfung. Die Anzahl der

Auffrischungsimpfungen variierte in Abhéngigkeit des Alters von Tier zu Tier.



Ergebnisse -61 -

Abb. 10:

(A) Mit Serum von Tier 1-8 affinitatsgereinigtes biotinyliertes MDBK-Zelllysat, dargestellt im WB mit
SAPO.

(B) WB-Analyse von oberflachenbiotinylierten Antigenen von PBMCs von Tier 1-8, die mit BNP-
Standardserum affinitatsgereinigt worden sind. Tier 1-4: BNP"; Tier 5-8: BNP". Von Tier 4 stand keine
Leukozytenprobe zur Verfugung ().
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Zunachst wurde das Serum, das den Tieren vor der Auffrischungsimpfung entnommen worden
ist, auf seine Reaktivitat mit oberflachenbiotinylierten MDBK-Zellen getestet (vgl. Kap.: 5.1.3).
Alle Tiere zeigten eine Reaktivitdt gegen MHC | der MDBK-Zellen (Abb. 10A). Aus Vollblut, das
von sieben der Tiere zur Verfugung stand (Tier 4 war zum Zeitpunkt der Entnahme bereits
abgegangen), wurden die PBMCs separiert und mit einem BNP-Standardserum
affinitatsgereinigt. Bei dem BNP-Standardserum handelte es sich um gepooltes BNP*-Serum

von acht Tieren mit starker MHC-I-Reaktivitat.

Es zeigte sich, dass das BNP-Standardserum mit MHC-IVarianten von zwei der drei BNP-
Muttertiere und von drei der vier Muttertiere ohne BNP-Kalb reagiert hat. Keine Reaktion mit

den MHC-I-Varianten wurde bei den beiden tbrigen Tieren (Abb. 10B, Tier 2 und 8) gesehen.

5.4.1 Quantifizierung von BNP-Alloantikdrpern

Die in Kap. 5.4 dargestellten Ergebnisse warfen die Frage nach dem Unterschied der BNP-
Muttertiere (BNP*) und der Muttertiere ohne BNP-Kalb (BNP") auf, da alle Tiere Allo-AK gegen
MHC | besal3en. Es wurde vermutet, dass eine gewisse Menge an MHC-I-Allo-AK im Serum der
Muttertiere vorhanden sein muss, damit es zur Auslosung des BNP-Syndroms bei ihrem
Nachwuchs kommt. Dieser Theorie zur Folge sollten die vier BNP-Tiere geringere MHC-I-
Alloantikorpertiter aufweisen als die vier BNP*-Tiere. Um diesen quantitativen Effekt zu
Uberprifen, wurde ein ELISA-System entwickelt. Da isoliertes Antigen nicht zur Verfiigung
stand, wurden MDBK-Zellen zur Etablierung eines semiquantitativen Zell-ELISA (CELISA)
genutzt. Der Gebrauch von intakten Zellen in ELISA-Systemen wurde zuvor bereits beschrieben
(Arunachalam et al., 1990; Bishop et al., 1992; Effros et al., 1985; Wewetzer et al., 1996). Fir
den CELISA wurden MDBK-Zellen bis zu einer 90 % Konfluenz auf 96-well Platten
herangezogen. Da fur den Versuch allein die Oberflachenproteine der MDBK-Zellen von
Interesse waren, wurden die Zellen mit Paraformaldehyd fixiert und mit einer Verdiinnungsreihe
von Rinderserum verdinnt in PBStyeen (1:10, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800 und 1:1000) inkubiert.
Bei den Seren handelte es sich um fuinf BNP*-Seren und vier Neg.-Seren. Als Standard diente
eine unverdinntes Aliquot des mAK IL-A88. Die Antikoérperbindung wurde mit den
speziesspezifischen Sekundarantikérpern und TMB-Medium dargestellt und im ELISA-Reader

guantifiziert.
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A Mittlere Allo-Reaktivitit von je 4 BNP*/BNP-
Muttertierseren vor und nach Auffrischungsimpfung mit
PregSure® BVD
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Abb. 11: (A) Mittlere Allo-Reaktivitdt von je 4 BNP'- und BNP-Seren vor und 14 Tage nach einer
Auffrischungsimpfung mit PregSure® BVD. (B) Allo-Reaktivitdt von je 4 BNP'/BNP-Muttertierseren in
Abhéangigkeit vom Alter der Tiere
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Optimal fur die Auswertung erwies sich eine Serumverdinnung von 1:200. In dieser
Verdinnungsstufe variierten die OD-Werte der Neg.-Seren zwischen 0,51 und 0,81. Die OD-
Werte der funf BNP*-Seren lagen zwischen 1,84 und 2,58. Der hochste Wert wurde mit 2,87
erzielt, wenn die 5 BNP*-Seren gepoolt eingesetzt wurden. Um die Werte zu standardisieren,
wurden diese als Quotient aus dem ermittelten OD-Wert und dem OD-Mittelwert des Standards
angegeben. Der Mittelwert der OD-Werte des IL-A88 lag bei 0,51. Daraus ergeben sich fur die
Neg.-Seren Werte zwischen 1 und 1,59, die der BNP*-Seren lagen zwischen 3,61 und 5,06, der
Wert des gepoolten BNP*-Serums lag bei 5,63. Es war offensichtlich, dass mit dem CELISA ein
deutlicher Unterschied zwischen der Reaktivitdt von BNP-Muttertierseren und der

Kontrollgruppe detektiert werden konnte.

Dieser CELISA wurde mit den Seren durchgefiihrt, die den acht Tieren aus Dummerstorf vor
und 14 Tage nach einer Auffrischungsimpfung mit dem PregSure® BVD entnommen worden
waren. Die Proben der BNP-Muttertiere erreichten vor der Auffrischungsimpfung Werte
zwischen 2,02 und 3,2, wohingegen die Werte der Muttertiere ohne BNP-Syndrom bei ihrem
Nachwuchs deutlich niedriger bei Werten von 1,13 bis 1,78 lagen (Abb. 11A). Vierzehn Tage
nach der Auffrischungsimpfung war bei allen Tieren ein deutlicher Anstieg der Reaktivitat
feststellbar. Dabei stiegen die Werte der BNP*-Muttertiere im Mittel um einen Wert von 1,2, die
der BNP'- Muttertiere um 0,76. In jeder Gruppe kam es nach der Auffrischungsimpfung zu einer
Reaktivitdtszunahme von etwa 55 % (Abb. 11A). Die Hohe der Werte schien mit dem Alter der
Tiere Kkorreliert zu sein. So waren die Muttertiere ohne BNP-Kalb ausnahmslos jinger
(Geburtsjahrgang 2009-2007) als die BNP-Muttertiere (Geburtsjahrgang 2007-2006) (Abb.
11B).

5.5 Vergleich des PregSure® BVD mit anderen inaktivierten BVD-Impfstoffen

BNP-Kélber traten bis auf wenige Ausnahmen nur bei Muttertieren auf, die mit dem PregSure®
BVD gegen BVDV immunisiert worden sind. Kein BNP-Fall ist bekannt, bei dem ein anderer
BVD-Impfstoff zur Immunisierung der Muttertiere genutzt worden ist. Wie gezeigt wurde
induziert der PregSure® BVD-Impfstoff MHC-I-Allo-AK im Impfling. Durch die vergleichende
Analyse anderer BVD-Impfstoffe sollte Uberprift werden, ob diese ebenfalls Allo-AK induzieren.
Des Weiteren sollte durch den Vergleich der BVD-Impfstoffe mdgliche Ursachen ermittelt

werden, warum BNP nur in Assoziation mit dem PregSure® BVD-Impfstoff aufgetreten ist.
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5.5.1 Induktion von Alloantikdrper auch durch andere BVD-Impfstoffe?

Vorversuche hatten gezeigt, dass in den drei getesteten BVD-Impfstoffen (Bovidec®, Bovilis®

BVD/MD und PregSure® BVD) eine Vielzahl von zellularen Proteinen (CD46, Calcitriol und -
Aktin) vorhanden sind. Um der Frage nachzugehen, ob neben dem PregSure® BVD auch
andere BVD-Impfstoffe in der Lage sind Allo-AK zu induzieren, wurde Serum von Tieren

untersucht, die ausschlief3lich mit diesen Impfstoffen geimpft worden sind.

Bovidec®-

Seren

Bovilis®-

Seren

Abb. 12: Nachweis der Induktion von MHC-I-Alloantikérpern bei Tieren, die mit anderen BVD Impfstoffen
immunisiert worden sind. Die Raktivitdt von Seren gegen oberflachenbiotinylierte MDBK-Zellen wurde im
WB dargestellt und mit SAPO entwickelt. Serum 1-8 von Bovidec® geimpften Tiere (Bovidec®-Seren). Serum
1-8 von Bovilis® BVD/MD geimpften Tieren (Bovilis® BVD/MD)
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Acht Seren von Tieren eines Betriebes, der zur Immunisierung gegen BVD ausschliellich
Bovidec® verwendete (Bovidec®-Seren), wurden auf das Vorhandensein von Allo-AK getestet.
Des Weiteren wurden acht Seren von Tieren eines Betriebes, der zur Immunisierung gegen
BVD ausschlieRlich Bovilis® BVD/MD einsetzte (Bovilis®-Seren), getestet. Die Serumproben
wurden dankenswerter Weise vom Institut fir Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere der
JLU GielRen zur Verfigung gestellt. Mit den Seren wurde eine Affinitdtsreinigung von
oberflachenbiotinylierten MDBK-Zellen vorgenommen (vgl. Kap. 5.1.3). Die Bovidec®-Seren
zeigten neben individuellen Banden in finf Fallen eine Reaktivitat gegen MHC | (Abb. 12A, Spur
1, 2, 4, 5 und 8). Die Signalintensitat der MHC-I-Bande variierte von schwach angedeutet bei
zwei Seren, Uber mittelstark bei zwei Seren bis hin zu stark bei einem Serum. Trotzdem war die
Signalstarke nicht mit dem Signal, das bei den Affinitatsreinigungen mit BNP*-Serum zu sehen
war zu vergleichen. Im Test der Bovilis®-Seren war eine schwache Reaktivitat gegen MHC | in
zwei Seren nachweisbar (Abb. 12B, Spur 5 und 7). In keinem der beiden Immunoblots ist die
bei Affinitatsreinigungen mit BNP*-Serum beobachtete B,M-Bande erkennbar. Die
Signalintensitat der B,M-Bande ist generell schwacher als die MHC | Bande. Da die
Signalintensitat aber mit der MHC-I-Bande korreliert ist und diese hier auch nur eine relativ
schwache Signalintensitat aufweist, liegt die B,M-Menge in diesen Blots wahrscheinlich

unterhalb der Sensitivitatsgrenze.

5.5.2 Quantifizierung von Alloantikérpern in Bovilis®- und Bovidec®-Seren

Die Alloreaktivitat der Bovidec®- und Bovilis®-Seren wurde im CELISA quantifiziert (vgl. Kap.
5.5.1). Obwohl eine MHC-I-Alloreaktivitat im WB nachgewiesen werden konnte, unterschieden
sich die Bovidec® und Bovilis®-Seren in ihrer Reaktivitdt gegen MDBK-Oberflachenproteine
nicht von derjenigen von Neg.-Seren. Somit ist der MHC-I-Alloantikérpertiter von den Bovidec®-

und Bovilis®-Seren wesentlich geringer als derjenige von BNP*-Seren.

5.5.3 Nachweis von MHC | in anderen BVD-Impfstoffen

Sollten die MHC-I-Allo-AK durch die Impfung mit dem jeweiligen BVD-Impfstoff (Bovilis®
BVD/MD, Bovidec®) induziert werden, so misste MHC-I-Antigen in diesen Impfstoffen
nachweisbar sein. Deshalb wurde ein Immunoblot durchgefiihrt. Zur Vergleichbarkeit wurde

jeweils Protein aus 1 ml PregSure® BVD, Bovilis® BVD/MD und Bovidec® eingesetzt. Die
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erzeugte MHC-I-Bande war in der Spur des PregSure® BVD-Impfstoffes am starksten (Abb. 13).
Doch auch in den anderen Impfstoffen war eine schwache MHC-I-Bande nachweisbar. Die
schwéchste Bande zeigte sich im Bovilis®-Proteom. Allerdings zeigt der IL-A88 bei Bovilis®
BVD/MD und Bovidec® eine Affinitat zu héhermolekularen Komplexen jenseits der 200 kDa.
Diese Komplexe konnten durch die Inaktivierung und Denaturierung beim Produktionsprozess

entstanden sein und MHC | enthalten oder sie stellen Artefakte dar.

~ |e<MHCI

Abb. 13: Nachweis von MHC | in PregSure® BVD, Bovilis® BVD/MD und Bovidec® mit dem mAK IL-A88 im
WB auf aufgereinigtem Proteom der Impfstoffe

5.5.4 Gesamtproteinkonzentrationen verschiedener BVD-Impfstoffe

Eine mogliche Ursache fir die starkere Allo-AK-Induktion kénnte eine hdhere
Gesamtproteinkonzentration des PregSure® BVD-Impfstoff sein. Diese wiirde im Impfling unter
Umstanden zu einer besonders starken immunologischen Antwort filhren. Die Immunantwort
kénnte sich nicht nur gegen die Impfantigene, sondern mdglicher Weise auch gegen im

Impfstoff enthaltene spezieseigene Proteine richten. Um dieser Theorie nachzugehen, wurde
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die Gesamtproteinkonzentration der Impfstoffe Bovidec®, Bovilis® BVD/MD und PregSure® BVD
untersucht. Ein weiterer in Deutschland zugelassener BVD-Impfstoff (Mucobovin®, Merial), war
zum Zeitpunkt des Tests nicht im Handel erhéltlich. Die Proteinkonzentrationen wurden mit
BCA-Assay (Smith et al.,, 1985) sowie mit dem Ninhydrin-Nachweis der Aminosduren nach
saurer Hydrolyse der Proteine (Starcher, 2001) ermittelt. Mit den angewendeten Verfahren
lagen die Proteinkonzentration bei allen Impfstoffen zwischen 0,4 und 0,9 mg/ml (Tabelle 2). Bei
Bovidec® und Bovilis® BVD/MD wichen die ermittelten Werte der beiden Bestimmungsmethoden
voneinander ab. Die angewendeten Assays sind relativ stérungsanféllig. Aul3erdem wurde das
Protein der Impfstoffe vor der Analyse mit Aceton gefallt. Das kénnte die Abweichung der Werte

erklaren. Insofern sind die ermittelten Werte nur als Anhaltspunkte zu sehen.

Bovidec® Bovilis® BVD/MD PregSure® BVD
Proteinkonzentration
714,9 395,6 676,8
BCA Assay
Proteinkonzentration
878,9 563,5 682,9
nach Starcher et. al.

Tabelle 2: Ermittelte Proteinkonzentration (ug/ml) verschiedener inaktivierter BVDV-Impfstoffe
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6 Diskussion

6.1 Reaktivitat von BNP*-Serum gegen MDBK-Zellen

Ausgangslage fiir diese Arbeit war die Hypothese, dass Allo-AK im Kolostrum PregSure® BVD
geimpfter Muttertiere die BNP-Symptomatik auslosen (Bridger et al., 2011; Friedrich et al.,
2009b). Um diese Hypothese zu bestatigen, sollten Antigene identifiziert werden, die fir die
Bildung der Allo-AK verantwortlich sind. Unsere Annahme war, dass die Allo-AK vor allem
gegen Zellbestandteile gerichtet sein mussten, die vom Zellkultursystem stammen, auf dem das
Impfvirus bzw. Antigen des PregSure® BVD produziert wurde. Herstellerangaben verrieten, dass
bovine Nierenzellen als Kultursystem verwendet worden sind. Es lag nahe, dass diese Zellen
mit den ublichen MDBK-Zellen Ahnlichkeit haben. Durch spéatere Arbeiten konnte die Bindung
von BNP-Allo-AK an die Produktionszelllinie des PregSure® BVD nachgewiesen werden
(Bastian et al., 2011). Dariiber hinaus konnte in der vorliegenden Arbeit durch einen indirekten
Immunperoxidase-Test gezeigt werden, dass Allo-AK aus BNP*-Serum spezifisch eine
Reaktivitat gegen Oberflachenantigene von MDBK-Zellen aufweisen. Schliisselexperiment fir
die Identifizierung der Allo-AK-induzierenden Antigene war die Oberflachenbiotinylierung von
MDBK-Zellen gefolgt von einer Immunpréazipitation mit Rinderseren. Die Biotinylierung wurde
durchgefuhrt, um selektiv membranstindige Proteine zu detektieren und ein sensitives
Nachweisverfahren zu schaffen. Zundchst wurde die Immunprézipitation mit der gesamten
aufgereinigten  IgG-Fraktion aus Rinderserum durchgefihrt. Der Nachteil dieser
Vorgehensweise besteht darin, dass Allo-AK nur einen geringen Teil der Gesamt-lgG-Fraktion
ausmachen, denn die meisten an NHS-Beads immobilisierten Antikérper sind keine Allo-AK.
Um die Effizienz zu steigern, wurde die Methode optimiert (Heinold et al., 2010). Fir diese
Methode wurden zunachst oberflachenbiotinylierte MDBK-Zellen mit Rinderserum inkubiert.
Vorhandene Allo-AK binden an die entsprechenden Antigene, IgG ohne Alloreaktivitdt bindet
nicht und kann Uber Waschschritte aus der Reaktion entfernt werden. Die MDBK-Zellen wurden
lysiert und die Antigen-Antikdrper-Komplexe an Protein G immobilisiert. Auf diese Weise war
sichergestellt, dass nur alloreaktive AK in Assoziation mit dem entsprechenden Antigen
immobilisiert wurden. Alle BNP*-Seren zeigten eine spezifische Reaktivitat gegen zwei Antigene
(12 und 44 kDa) aus den MDBK-Oberflachenproteinen. Die Signalintensitat der beiden Banden
zeigte beim einzelnen Tier eine Korrelation. Individuell zeigten BNP*-Seren eine Alloreaktivitat
gegen andere Oberflachenantigene von MDBK-Zellen. Es kann zum jetzigen Zeitpunkt nicht
ausgeschlossen werden, dass diese Alloreaktivitaten in die BNP-Pathogenese involviert sind.

Die Oberflachenbiotinylierung von Zellen mit anschlieRender Immunprazipitation stellte sich als
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essentiell fir den Nachweis der Alloreaktivitat heraus. Die 12 und 44 kDa Proteine konnten im
WB mit der Streptavidin-Peroxidase-Reaktion nach Immunprazipitation mit BNP*-Serum stets
dargestellt werden. Streptavidin bindet dabei an das Biotin, mit dem zuvor die
Oberflachenproteine der MDBK-Zellen markiert worden sind. Wurde das gleiche Material im WB
mit BNP*-Serum als Primar- und Peroxidase-gekoppeltem Ziege-anti-Rind-IgG als
Sekundarantikdrper verwendet, so waren die 12 und die 44 kDa Bande nicht darstellbar. Diese
Beobachtung ist eine Evidenz dafir, dass die Allo-AK an konformationelle Epitope binden, die

durch die denaturierende Probenaufbereitung fir die WB-Analyse verloren gehen.

6.1.1 Identifizierung der 44 und 12 kDa Proteine als MHC | und g2M

Auf MDBK-Zellen zeigen Seren von PregSure® BVD geimpften Tieren eine Reaktivitat mit zwei
Zielantigenen mit einer Masse von 12 und 44 kDa. Um die Identitdt dieser beiden Proteine
herauszufinden, wurde die massenspektrometrische Methode des Peptidmassen-
Fingerabdrucks (PMF) gewaéhlt. Bei dieser Methode macht man sich die Spezifitdt einer
Endoprotease - ublicher Weise Trypsin - zu Nutze. Bei dem Verdau eines Proteins entstehen so
stets die gleichen Peptide, die spezifisch fir das verdaute Protein sind. Die Massen dieser
Peptide werden im Massenspektrometer bestimmt. Die ermittelten Massen werden dann mit
einer Datenbank verglichen, in der die theoretischen Peptidmassen aller bekannten Proteine
nach einem Verdau mit Trypsin hinterlegt sind. Durch den Verdau von unterschiedlichen
Proteinen mit Trypsin kdénnen Peptide gleicher Masse entstehen. Daher werden fir eine
eindeutige ldentifizierung immer mehrere Peptide eines Proteins bendtigt. Die Signifikanz einer
Identifizierung wird bei der verwendeten Mascot-Datenbank durch den so genannten ,MOWSE-
Score” ausgedriickt (vgl. 4.2.6.2). Der Erfolg einer Identifizierung ist von der Quantitat und der
Reinheit eines Proteins abhangig. Fur die Analyse wurde eine Immunprazipitation von MDBK-
Zellen mit einem BNP*-Serum mit starker Reaktivitit gegen das 12 und 44 kDa Protein
durchgefiihrt. 3 x 107 biotinylierte MDBK-Zellen wurden mit 3 ml Serum affinitatsgereinigt und
die Probe Uber eine SDS-PAGE aufgetrennt. Aus dem Coomassie-Brilliantblau gefarbten Gel
wurden die 12 und 44 kDa Bande ausgeschnitten und das Gelstlick mit Trypsin verdaut. Die
resultierenden Peptidmassen wurden dann mittels Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation —
Time of Flight (MALDI-ToF) ermittelt. Es konnten 16 Peptide aus der 44 kDa Bande detektiert
werden, die mit einer Sequenzabdeckung von 49,2 % zum MHC I, beim Rind auch als ,bovine
leukocyte antigen 1“ (BoLA 1) bezeichnet, passten. Die grof3e Anzahl von Peptiden und die hohe

Sequenzabdeckung lassen keinen Zweifel, dass es sich bei dem Protein um MHC | handelt. Der
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MHC | ist ein hochpolymorphes Protein, von dem beim Rind eine Vielzahl an Varianten
vorkommt. Es wurden tber den MOWSE-Score zwei Varianten des MHC | ermittelt, zu denen
die detektierten Peptide mit der hochsten Signifikanz passen (EMBL:AAZ73457 und
AAZ73463). Da aber mit PMF keine 100 % Sequenzabdeckung erreicht wird, kann keine
Aussage dariiber getroffen werden, ob Allo-AK tatsachlich eine Reaktivitdt mit diesen beiden
Varianten zeigen. Daruber hinaus kann mit PMF ebenso wenig die Anzahl an MHC-I-Varianten,
gegen die Allo-AK eine Reaktivitat zeigen, ermittelt werden. Bei der PMF-Analyse der 12 kDa
Bande wurden zwei Peptide detektiert, die mit einer Sequenzabdeckung von 15,3 % zum
bovinen [,-Mikroglobulin (8,M) (EMBL:AAI18353) passen. Bei ,M handelt es sich um ein
hochkonserviertes Protein, das stets mit dem MHC | nicht kovalent assoziiert ist. Beim Rind ist
nur eine Variante von 3,M bekannt (Groves et al., 1982). Dies schlie3t aus, dass Allo-AK von
BNP-Muttertieren eine Reaktivitdt gegen dieses Protein aufweisen. Es ist davon auszugehen,
dass B,M in der Immunprézipitation mit dem MHC I, gegen den sich die Allo-AK richten,
koprazipitiert wird. Durch die Probenaufbereitung dissoziieren MHC | und B,M voneinander,
weshalb B,M im WB als eigenstandige Bande bei 12 kDa erscheint. Zur Verifizierung der
Ergebnisse der PMF-Analyse wurden serologische Methoden angewendet. MDBK-Zelllysat
wurde mit BNP-Muttertierserum affinitatsgereinigt und im WB eingesetzt. Mit dem murinen mAK
IL-A88 anti MHC | (Toye et al., 1990) wurde der MHC | nachgewiesen. .M wurde mit dem
polyklonalen Kaninchenserum anti-humanem ,M (GTX101314, Fa. GeneTex), das zuvor auf
seine Kreuzreaktivitat mit rekombinant erzeugtem bovinem (3,M getestet wurde, nachgewiesen.
Andere Studien konnten spater die Reaktivitat der Allo-AK gegen MHC | bestatigen (Foucras et
al., 2011). Daruber hinaus gelang in diesen Studien der Nachweis, dass die Reaktivitat von
BNP*-Seren gegen Zellen, bei denen die MHC-I-Expression tber die Downregulation von B,M

gehemmt wird, in gleicher Weise nachlasst wie die eines mAK gegen MHC |.

6.1.2 Reaktivitat von Allo-AK gegen MHC | von Rinder-PBMCs

Bridger et al. hatten gezeigt, dass die Allo-AK im Serum von BNP Muttertieren sehr effizient an
die Leukozyten- und Monozyten- und etwas weniger effizient an die Granulozytensubpopulation
von Kalbern binden (Bridger et al., 2011). Diese Ergebnisse wurden von anderen
Arbeitsgruppen bestéatigt (Bastian et al., 2011; Pardon et al., 2011). Die Beobachtung stimmt mit
dem klinischen Bild der BNP (iberein, bei dem es zu einer Lymphopenie, Neutropenie und
Monozytopenie kommt (Friedrich et al., 2009c). Auf MDBK-Zellen haben Allo-AK aus BNP-
Muttertierseren eine Reaktivitat gegen MHC | gezeigt. Sollte MHC 1 in die Atiologie der BNP
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involviert sein, so sollte dieser mit Allo-AK aus BNP*-Serum auch von PBMCs prazipitierbar
sein. Um dieses zu testen, wurden biotinylierte PBMCs eines BNP'-Tieres ohne MHC |
Reaktivitdit und eines Kalbes untersucht. Die PBMCs des Kalbes wurden zuvor auf die
Bindungsfahigkeit von Allo-AK getestet (Bridger et al., 2011). Von den PBMCs der Spendertiere
wurde MHC | (und B,M) préazipitiert. In der Kombination von PBMCs des BNP-Muttertieres mit
seinem eigenen Serum konnte keine Reaktivitdt gegen MHC | dargestellt werden. Auf diese
Weise konnte gezeigt werden, dass es sich tatsdchlich um Allo-AK und nicht um autoreaktive
AK handelt. Ein BNP-Standardserum (aus acht BNP*-Seren) zeigte allerdings eine Reaktivitat
gegen PBMC-Proben bei drei von vier anderen getesteten BNP-Muttertieren. Durch das
individuelle BNP*-Serum wird zwar nicht MHC | auf den eigenen PBMCs erkannt, aber eine
Reaktivitat gegen MHC | von PBMCs anderer BNP-Muttertiere konnte nachgewiesen werden.
Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass die Allo-AK-Spezifitdten gegen unterschiedliche MHC-I-
Varianten in unterschiedlichen Tieren aufweisen. Des Weiteren wurde gezeigt, dass auch mit
BNP-Standardserum MHC | nicht von PBMCs aller Tiere prazipitierbar ist. Gegen MHC-I-
Varianten von zwei PBMC-Spendertieren lagen keine Allo-AK-Spezifitdten im BNP-

Standardserum vor.

6.1.3 MHC | ist eine Kontaminante des PregSure® BVD-Impfstoff

Ein Zusammenhang zwischen BNP und der Vakzinierung mit PregSure® BVD wurde vermutet,
da BNP-Kalber - bis auf wenige Ausnahmen - nur bei Muttertieren aufgetreten sind, die mit
diesem Impfstoff gegen BVD immunisiert worden waren (Bridger et al., 2011). Jingste
epidemiologische Studien konnten den Zusammenhang bestatigen (Sauter-Louis et al., 2012).
Im Gegensatz zu Lebendimpfstoffen mit attenuierten Erregerstammen gelten inaktivierte
Vakzine wie PregSure® BVD in der Regel als sicherer, aber weniger effektiv. Abgesehen von
der Induktion von blutgruppenspezifischen Allo-AK (Osterhoff et al., 1977; Stormont, 1975) sind
bei geimpften Tieren Alloimmunisierungen nicht im groBeren Mal3stab aufgetreten. Beim
Menschen sind impfungsassoziierte autoimmune Reaktionen beschrieben und werden auch bei
Tieren diskutiert (Salemi et al., 2010). Ein Zusammenhang zwischen der PregSure® BVD-
Vakzine und den nachgewiesenen Allo-AK gegen MHC | in PregSure® BVD geimpften Rindern
setzt die Anwesenheit dieses Antigens im Impfstoff voraus. Tatséchlich ist MHC | im Proteom
dieses Impfstoffes in WB-Analysen mit dem MHC-I-spezifischen mAK IL-A88 nachweisbar. In

der PMF-Analyse konnten ebenfalls MHC-I-Peptide detektiert werden. Durch eine andere Arbeit
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wurde zu einem spateren Zeitpunkt die Konzentration von MHC | im Impfstoff mit 0,5-1 ng/ml

guantifiziert (Foucras et al., 2011).

Auch in anderen BVD-Impfstoffen (Bovilis® BVD/MD und Bovidec®), konnte MHC | in einer
geringeren Menge als im PregSure® BVD nachgewiesen werden. Seren von Tieren, die
ausschlieBlich mit Bovilis® BVD/MD oder Bovidec® gegen BVD immunisiert worden sind, weisen
zum Teil auch Allo-AK gegen MHC | auf, wenn auch in einer wesentlich geringeren
Konzentration als PregSure® BVD immunisierte Tiere. Dieses Ergebnis wirft die Frage auf,
warum BNP nur im Zusammenhang mit der Vakzinierung mit PregSure® BVD auftritt und nicht
bei Nachkommen von Tieren, die mit einem der anderen getesteten BVD-Impfstoffe geimpft
worden sind. Alle getesteten Impfstoffe weisen eine ahnliche Proteinkonzentration auf, so dass
nicht von einem Einfluss der Proteinkonzentration auf die Allo-AK Induktion ausgegangen
werden kann. Um eine Antwort auf diese Frage zu erhalten, muss die Rolle des im PregSure®
BVD eingesetzten Adjuvans bewertet werden. PregSure® BVD filhrte zu einer robusten
Immunitat gegen BVD, was sich in hohen kreuzneutralisierenden Antikorpertitern im Impfling
wiederspiegelt (Bastian et al.,, 2011; Konig et al, 2006; Salt et al., 2004). Diese
neutralisierenden Antikorpertiter Ubersteigen durch andere BVD-Impfstoffe induzierte Titer und
sogar Titer nach natirlichen Infektionen bei weitem (Bastian et al., 2011). In diesem
Zusammenhang ware es denkbar, dass das Adjuvans nicht nur eine derartig starke
Immunantwort gegen virale, sondern auch gegen zellulare Antigene stimuliert. Quil A ist
allerdings kein Alleinstellungsmerkmal des PregSure® BVD. Auch der Bovidec® Impfstoff greift
auf dieses Adjuvans sogar in einer hoheren Konzentration zurlick. Der Unterschied des
PregSure® BVD im Vergleich zum Bovidec®Impfstoff liegt einerseits in der Formulierung mit
Cholesterin und Amphigen®, andererseits in der Behandlung durch Mikrofluidisierung. Diese
fuhrt nach technischer Prozessierung zur Bildung von Quil-A-Cholesterin-Antigen-
Nanokomplexen (Pfizer, 2004), was modglicherweise nicht nur die Immunogenitdt von

Virusantigenen, sondern auch von zellularen Kontaminanten steigert.

Fiar die Produktion inaktivierter Vakzine bedeuten diese Ergebnisse generell, dass es ein
potentielles Risiko birgt, Impfstoffe auf einer Zelllinie homolog zu der Tierart zu produzieren, in

der der Impfstoff angewendet werden soll.
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6.2 Passt MHC | zur Pathogenese der BNP?

6.2.1 MHC |

MHC 1 ist ein Transmembran-Glykoprotein, das kontinuierlich auf Zellen exprimiert wird. Der
MHC | dient der Présentation endogener Peptide von acht bis zehn Aminosduren Lange an
CD8" Zellen sowie der Interaktion mit Rezeptoren natirlicher Killerzellen, was zu deren
Aktivierung bzw. Inaktivierung fahrt. MHC | ist ein Heterodimer aus der IgG-Superfamilie,
bestehend aus der schweren Alpha-Kette, die einen zytosolischen Anteil, einen
Transmembrananteil und drei extrazellulare Domanen (a1-3) aufweist und einer leichten, nicht
kovalent gebundenen Kette, dem B,M (Bjorkman et al., 1987; Flutter et al., 2004). Die a3
Doméne und B.M sind homolog zum konstanten Fragment von Antikérpern aufgebaut, a1- und

a2- Domane bilden die Peptidbindungstasche.

Beim Rind liegen die Genorte fir MHC | auf einer Region des Chromosoms 23 (Fries et al.,
1986). Alle auf einem Chromosom vorkommenden MHC-I-Gene werden zu einem Haplotyp
zusammengefasst, die Haplotypen der beiden Chromosomen bilden den Genotyp. Bisher ist
umstritten, wie viele Genorte das Rind fir den MHC | besitzt. Evidenzen sprechen fir 6 Genloci
pro Haplotyp, von denen 1-3 Gene pro Haplotyp exprimiert werden, was in einem Maximum von
6 exprimierten MHC-I-Varianten pro Individuum resultiert (Ellis et al., 1999; Ellis et al., 2005;
Holmes et al., 2003). Etwa 80 Allele, also Varianten des MHC | sind beim Rind bekannt und in
der IPD Database zusammengefasst (Robinson et al., 2010). Die hohe Anzahl an Varianten ist
eine mogliche Erklarung fir die niedrige Pravalenz der BNP. Nach dieser Theorie wiirde BNP-
Allo-AK nur eine Spezifitat gegen ein oder wenige MHC-I-Varianten aufweisen. BNP tritt dann
nur in einer bestimmten Konstellation an MHC-I-Haplotypen von Muttertier und Kalb auf. Auch
wenn die Dunkelziffer in Europa aufgetretener Falle héher sein mag, als die ca. 5000
gemeldeten Falle, so ist diese Zahl immer noch aufierst gering verglichen mit 14 Millionen

verkauften Impfdosen des PregSure® BVD-Impfstoffs in Europa (Bastian et al., 2011).

Es ist postuliert worden, dass MHC | auf jeder kernhaltigen Korperzelle exprimiert wird. Studien
an humanen Geweben konnten jedoch nicht in allen Geweben MHC | nachweisen. Mit
Immunfluoreszenstechniken am Gewebsschnitt war MHC | nur auf lymphoiden Zellen, einigen
Epithelzellen und Endothelzellen nachweisbar (Fleming et al.,, 1981). Neuere Studien an
Rattengewebe konnten diese Erkenntnisse bestatigen und préazisieren (Metzger et al., 2000).
Darlber hinaus variieren unterschiedliche Gewebsarten deutlich in der Zahl exprimierter MHC-I-

Molekile. Knochenmarkszellen zeigen eine starke Expression von MHC I, wobei diese auf die
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Zellen der lymphoiden und myeloiden Reihe beschrankt ist, Erythrozytenvorlauferzellen weisen
nur eine geringe MHC-I-Expression auf (Brown et al.,, 1979). Eine starke Bindung von BNP-
Alloantikorpern bei BNP-Kélbern konnte an Knochenmarksausstrichen nachgewiesen werden
(Pardon et al., 2011). Im peripheren Blut wird MHC | stark auf Lymphozyten und Thrombozyten
exprimiert, weniger stark auf polymorphkernigen Zellen. Auf Erythrozyten ist kein MHC |
nachweisbar (Brown et al., 1979). Diese Verteilung entspricht der Bindungseffektivitat der BNP-
Alloantikérper an verschiedene Blutzellfraktionen (Bridger et al., 2011; Foucras et al., 2011). Da
Erythrozyten keinen MHC | exprimieren, werden diese Zellen nicht durch Antikdrperbindung
geschadigt. Die im Verlauf der BNP beobachteten normozytare, normochrome Anamie tritt
sekundar auf Grund des massiven Blutverlust auf (Bell et al., 2009a; Friedrich et al., 2011,
Friedrich et al., 2009c). Humane Thrombozyten weisen etwa 0,81 +/- 0,2 x 10> MHC-I-Molekiile
auf (Kao et al., 1986). Auf bovinen Lymphozyten konnte eine MHC-I-Menge von 3 x 10°
Molekilen pro Zelle festgestellt werden (Smith et al., 1999). Diese Verteilungs- und
Expressionsmuster von MHC | spiegeln zwar die bei BNP betroffenen Zellpopulationen in
Knochenmark und Blut wieder. Fraglich bleibt aber, warum keine Veréanderungen an anderen
MHC-I-exprimierenden Zellen, wie zum Beispiel den Endothelien, zu finden sind. In diesem
Punkt besteht weiterer Forschungsbedarf, um die gewebsspezifische MHC-I-Expression beim
Rind zu charakterisieren. Mdoglich ware eine Heterogenitdt der MHC-I-Expression in
unterschiedlichen Zellen, wie sie kurzlich fur bestimmte Primaten nachgewiesen werden konnte.
Die Expression unterschiedlicher MHC-I-Varianten weicht bei diesen Primaten in

unterschiedlichen Lymphozytensubpopulationen stark voneinander ab (Greene et al., 2011).

MHC | ist beim Menschen fur eine Alloimmunisierung nach Schwangerschaft, Transfusion von
Vollblut oder Organtransplantation bekannt (Clatworthy et al., 2010). Speziell ein durch
Alloimmunisierung induziertes Syndrom, die Fetale/Neonatale Alloimmune Thrombozytopenie
(Kaplan, 2006), ein Krankheitsbild bei humanen Neugeborenen, weist groRe Ahnlichkeit mit
BNP auf. Diese Krankheit wird ausgeldst durch diaplazentar (bertragene, maternale Allo-AK
gegen paternale Antigene auf hamatopoetischen Zellen. Die Allo-AK richten sich in den meisten
Fallen gegen das humane Plattchenantigen (HPA). Es sind aber auch Falle beschrieben, bei
denen Allo-AK gegen das humane Leukozytenantigen, den MHC | des Menschen,
nachgewiesen werden konnten (De Tar et al., 2002; Grainger et al.,, 2002; Gramatges et al.,
2009; Moncharmont et al., 2004; Starcevic et al., 2010; Thude et al., 2006). Bezuglich des
Aufbaus der Plazenta besteht ein Unterschied zwischen Mensch und Wiederk&auer. Die humane

Placenta haemochorialis kann von Antikérpern frei passiert werden. Die Placenta
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epitheliochorialis der Rinder ist fur Antikérper impermeabel (Kruse, 1983). Bei Wiederkauern ist
Kolostrum daher essentiell fur die Versorgung des Neugeborenen mit AK. Bis dessen eigenes
Immunsystems ausgereift ist, wird es passiv von maternalen Antikdrpern (einem Auszug der
Serum lgG-Fraktion) geschiitzt, die mit dem Kolostrum Ubertragen werden. Das Kolostrum ist
reich an IgG. Die Konzentrationen liegen rasseabhéangig zwischen 32-212 mg/ml (IgG;: 20-200
mg/ml) (Gapper et al., 2007). Diese Antikdrper kdnnen die Darmschranke innerhalb der ersten
36 Lebensstunden passieren und gelangen so ins Blut des Kalbes. 48 Stunden nach der Geburt
kénnen daher im Serum von Kalbern hohe IgG Konzentrationen nachgewiesen werden. Damit
kommt es durch die unterschiedlichen Plazentationstypen zur AK-Ubertragung zu
unterschiedlichen Zeitpunkten. Das konnte erklaren, warum BNP meist in der zweiten bis dritten
Lebenswoche auftritt, FAIT/NAIT hingegen schon in utero oder unmittelbar nach Geburt
besteht. Die Ubertragung von Allo-AK mit dem Kolostrum vom Muttertier auf das Kalb ist
Schlisselereignis in der BNP-Induktion. Das konnte durch Kolostrumfltterungsversuche gezeigt
(Friedrich et al., 2011; Schroéter et al., 2011) und in vitro bestatigt werden (Bridger et al., 2011).
In dieser Arbeit konnte durch Immunprazipitation von oberflachenbiotinylierten MDBK-Zellen mit
kolostralen Antikérpern bewiesen werden, dass MHC-I-Allo-AK im Kolostrum von PregSure®

BVD immunisierten Tieren vorhanden sind.

6.2.2 Einfluss des Allo-AK-Titers auf die BNP-Manifestation

Die Diversitdat und zellspezifische Verteilung machen MHC | zu einem plausiblen
Kandidatenantigen von Allo-AK bei der Atiologie der BNP. In diesem Zusammenhang erscheint
es allerdings widerspriichlich, dass neben BNP-Muttertieren, PregSure® BVD geimpfte Tiere
vorkommen, die zwar Allo-AK gegen MHC | besitzen, bei deren Nachkommen aber keine BNP
auftritt. Eine mogliche Erklarung fir dieses Phanomen ware, dass die Kalber dieser Tiere nicht
empfanglich sind, da sie keine Allo-AK bindenden MHC-I-Varianten haben. Demnach wirden
zwar MHC-I-Allo-AK vom Muttertier auf das Kalb Ubertragen, da aber im Kalb Zielantigene
fehlen, kdme es nicht zur Bindung an die Zellen und damit nicht zur BNP. Unterstutzt wird diese
Hypothese durch Studien, in denen eine Heterogenitat der Affinitat eines BNP-Muttertierserums
mit Leukozyten von unterschiedlichen Kélbern beschrieben wird (Bastian et al., 2011). Diese
Theorie wirde auch erklaren, warum nicht jedes Kalb eines BNP-Muttertieres an BNP erkrankt.
Die groRe Zahl an MHC-I-Allo-AK positiven PregSure® BVD geimpften Muttertieren wirft
allerdings die Frage auf, ob diese Erklarung alleine ausreichend ist. Auch ist das klinische Bild

von BNP sehr heterogen, von subklinischen Féllen bis hin zur perakuten Ausprdgung des
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Syndroms. Ein quantitativer Effekt von Allo-AK ware daflr eine mogliche Erklarung.
Untersuchungen konnten zeigen, dass der Prozentsatz von Leukozyten, die Allo-AK gebunden
haben, mit der klinische Auspragung von BNP korreliert ist (Bridger et al., 2011). Vermutlich,
stammen Kéalber mit den klassischen BNP-Symptomen von Muttertieren mit hohen Allo-AK-
Titern. Subklinische Falle treten demnach beim Nachwuchs von Muttertieren auf, die einen
geringeren Alloantikérpertiter aufweisen. Bei einer dritten Gruppe von Muttertieren sind
Alloantikorpertiter so niedrig, dass im Kalb keine nachweisbaren Verdnderungen auftreten.
Vermutlich liegen derart niedrige MHC-I-Allo-AK-Titer bei den Tieren vor, die mit anderen BVD-
Impfstoffen immunisiert worden sind. Bei den Nachkommen dieser Tiere konnten keine
Veranderungen, die auf BNP hinweisen, beobachtet werden. Um einen quantitativen Effekt
nachzuweisen wurde ein Zell-basierter ELISA (CELISA) entwickelt, mit dem die Alloreaktivitat
von Seren gegen MDBK-Zellen guantifiziert werden konnte. Dazu wurden Paraformaldehyd
fixierte MDBK-Zellen auf Mikrotiterplatten mit Verdiinnungsreihen von Rinderseren inkubiert.
Allo-AK binden an die Zellen und kénnen indirekt tGber einen Peroxidase-gekoppelten Ziege-
anti-Rind-1IgG und der Reaktion der Peroxidase mit TMB quantifiziert werden. Fir diesen
Versuch wurde Serum von genetisch eng miteinander verwandten Muttertieren, die alle mit
PregSure® BVD geimpft waren, verwendet. Diese Tiere stammten aus Embryotransfer; Mutter
und Vater waren bei allen Tieren identisch. Vier dieser Tiere hatten Kalber bei denen das BNP-
Syndrom aufgetreten ist, die anderen vier Tiere nicht. Alle Tiere zeigten eine Reaktivitat mit
MHC | von MDBK-Zellen. Die Quantifizierung der Allo-AK ergab, dass die Titer alloreaktiver
Antikdrper bei den vier BNP-Muttertieren wesentlich hoher waren als die ihrer Schwestern, bei
deren Kélbern BNP nicht aufgetreten ist. Nicht ermittelt werden konnte dabei, wodurch es zu
diesen Unterschieden der Titer kommt. Bei den acht getesteten Tieren schien eine
Altersabhéngigkeit der Titer nachweisbar zu sein. Danach waren die BNP-Muttertiere mit den
hoheren Allo-AK-Titern alter als ihre Schwestern, bei deren Nachkommen kein BNP-Syndrom
auftrat. Man konnte nun davon ausgehen, dass die Allo-AK-Titer nur von der Anzahl der
Auffrischungsimpfungen mit der PregSure® BVD-Vakzine abhéngen. Dafiir sprache auch, dass
erste Falle von BNP jeweils erst drei Jahre nach der Markteinfihrung des Impfstoffes
beobachtet worden sind. Dieser wurde in Europa 2004 auf den Markt gebracht und (2006)-2007
traten die ersten Falle auf. Dieses stellt eine Parallele zu Neuseeland dar, wo der Impfstoff 2008
auf dem Markt eingefihrt wurde und 2011 die ersten Falle auftraten. Dem widerspricht
allerdings die Beobachtung, dass auch ein Grofiteil von Erstkalbinnen, die dementsprechend
nur eine Grundimmunisierung oder eine geringe Anzahl an Auffrischungsimpfungen erhalten

haben, BNP-Kalber hervorbringt (Pardon et al., 2009a). Spekuliert werden kann auch tber
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einen moglichen additiven Effekt von Alloantikbrperspezifitaten. Im CELISA konnte gezeigt
werden, dass gepooltes Serum eine hdhere Alloreaktivitat aufweist als die Einzeltierseren aus
denen es besteht. Dartber hinaus konnte in Kolostrumfitterungsversuchen gezeigt werden,
dass Mischkolostrum potenter in der Induktion des BNP-Syndroms ist als das Kolostrum von
Einzeltieren (Schroter et al., 2011). Scheinbar weisen Allo-AK unterschiedlicher BNP-Muttertiere
Spezifitdten gegen unterschiedliche Epitope auf dem MHC | oder gegen verschiedene
Varianten von MHC | auf. Der Alloantikdrpertiter eines Einzeltieres kdnnte damit von der Anzahl
erkannter Epitope abhangig sein. Deren Anzahl ist wiederum abhangig von der Genetik des
Muttertieres, da nur Antikbrper gegen solche Epitope gebildet werden kdnnen, die auf den
eigenen, exprimierten MHC-I-Varianten nicht vorkommen. Andernfalls wiirden diese Epitope als
.Selbst* identifiziert und auf Grund der Selbsttoleranz des Immunsystems keine Antikdrper
induziert. Da die Quantitat aufgenommener Antikdrper eine Rolle spielt, ist ein weiterer Faktor,
der die BNP-Auspragung beeinflusst, die Menge des aufgenommenen Kolostrums und damit
indirekt die Menge an aufgenommenen Allo-AK. Studien haben gezeigt, dass die
Kolostrumaufnahme in den ersten 36 Lebensstunden von Kalb zu Kalb groR3e Unterschiede
aufweist (Vasseur et al., 2009).

6.2.3 MHC-I-Allo-AK basiertes Modell der BNP-Pathogenese

Auf der Grundlage der in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse wurde ein Modell der BNP-
Pathogenese entworfen. Dem lag die Uberlegung zu Grunde, dass der PregSure® BVD MHC-I-
Antigen enthéalt. Dabei sind weder Anzahl noch Identitat der Varianten von MHC | bekannt. Im
Modell wird der Einfachheit halber von einem Epitop auf einer MHC-I-Variante ausgegangen,
obwohl Evidenzen vorliegen, dass mehrere Epitope einer oder mehrerer MHC-I-Varianten
betroffen sind. Wird nun ein Tier mit dieser Vakzine geimpft, so ist die Allo-AK Induktion im
individuellen Impfling abhangig von dessen MHC-I-Ph&notyp und damit indirekt vom Genotyp.
Kommt die MHC-I-Variante des Impfstoffs (Abb. 14, rot) im Phanotyp des Impflings vor, kommt
es auf Grund der Selbsttoleranz nicht zu einer Allo-AK-Induktion und folglich tritt bei
Nachkommen dieses Tieres BNP nicht auf (Abb. 14, links). Dieser Teil des Modells betrifft den
Anteil der BNP-Tiere, in deren Serum keine Reaktivitdt gegen den MHC | von MDBK-Zellen
nachgewiesen wurde. Kommt die entsprechende MHC-I-Variante des Impfstoffs nicht im
Phanotyp des Muttertieres vor, wird diese Variante als fremd erkannt und Allo-AK dagegen
induziert (Abb. 14, rechts, blau). Dieser Teil des Modells betrifft alle PregSure® BVD geimpften

Tiere, bei denen MHC-I-Allo-AK nachgewiesen werden konnten (BNP*-Tiere und ein Teil der
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BNP-Tiere). Die Entwicklung von BNP-Symptomen beim Kalb ist davon abhangig, ob es Trager
der entsprechenden MHC-I-Variante ist. Das Gen fir die entsprechende MHC | Variante, das
ein Kalb empfanglich fir BNP macht, muss vaterlichen Ursprungs sein. Ware das Muttertier
Anlagentrager, so wirde es aufgrund der Selbsttoleranz des Immunsystems keine Allo-AK
bilden.

Abb. 14: Modell der BNP-Pathogenese. BNP™ ohne Allo-AKs haben die gleiche MHC | Variante in ihrem
Phénotyp, die auch im Impfstoff vorkommt (rot). Nur bei Muttertieren in deren Phanotyp die Variante des
Impfstoffes nicht vorkommt (blau) kommt es durch die Impfung zur Induktion von Alloantikérpern (BNP* und BNP’
mit Allo-AKs). Ob bei einem Kalb durch die Alloantikdrper BNP induziert wird, hédngt davon ab, ob das Kalb durch
das Vatertier vererbte MHC | Varianten in seinem Phanotyp hat, gegen die Alloantikdrper im Muttertier vorliegen.
Bei diesen ,empfanglichen Kalbern* kénnen die Allo-AKs nach der Ubertragung mit dem Kolostrum an dessen
Zellen binden und es kann in Abhangigkeit der Menge tbertragener Allo-AKs zur BNP kommen.




- 80 - Diskussion

Dieser Teil des Modells wird gesttitzt durch die Beobachtung, dass bestimmte Bullen signifikant
haufiger als Vatertiere von BNP-Kalbern auftreten als andere (Ballingall et al., 2011). Wenn vom
Vatertier das Gen fir die determinierende MHC-I-Variante nicht an das Kalb vererbt wird, so
kénnen Ubertragene Allo-AK nicht an ihr Zielantigen binden und folglich entwickelt das Kalb
trotz Gbertragener Allo-AK keine BNP. Dieses Phdnomen wirde auch erklaren, warum es Félle
von Zwillingskalbern gibt, von denen das eine BNP entwickelt, das andere aber gesund bleibt
(Friedrich et al., 2011), obwohl beide das gleiche Muttertier besitzen. Diese Kélber wirden sich

demnach im vom Vater vererbten MHC-I-Haplotyp unterscheiden.

Ein weiterer Faktor, der das Auftreten der BNP-Symptomatik beeinflusst wurde durch diese
Arbeit nachgewiesen. Dabei handelt es sich um den Allo-AK-Titer des Muttertieres. Bei den
meisten Tieren werden nach PregSure® BVD-Immunisierung MHC-I-Allo-AK induziert. BNP-
Symptome treten bei empfénglichen Kélbern aber nur auf, wenn die Menge ubertragener Allo-
AK einen bestimmten kritischen Wert Uberschreitet. Hierdurch wird erklart, weshalb es durchaus
BNP-Tiere gibt, die MHC-I-Allo-AK im Serum aufweisen.

6.3 Ausblick

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Allo-AK gegen MHC | nach Impfung mit PregSure® BVD
entstehen. Ob jedoch ein kausaler Zusammenhang zwischen MHC-I-Allo-AK und dem BNP-
Syndrom besteht, ist noch nicht bewiesen. Zur Bestatigung der Hypothese, dass MHC-I-Allo-AK
das BNP-Syndrom auslésen, sind weitere Experimente geplant. Ein Fokus liegt dabei auf den
MHC-I-Varianten von MDBK-Zellen. Quelle des MHC | im PregSure® BVD-Impfstoff ist die
MDBK-&hnliche Produktionszelllinie. Auf MDBK-Zellen sollten demnach die gleichen MHC-I-
Varianten vorhanden sein, wie auf der Produktionszelllinie. Diese Varianten sind es, die in
geimpften Tieren Allo-AK induzieren. In Vorversuchen konnten Uber reverse Transkription drei
MHC-I-Varianten aus MDBK-Zel-mRNS gewonnen werden (Daten nicht gezeigt). Diese
Varianten sollen rekombinant in Bakterien oder in transfizierten eukaryotischen nicht-Rinder-
Zellen exprimiert werden. Einerseits konnten Epitope der Allo-AK mit diesem Material
determiniert werden. Sind die genauen Epitope bekannt, kann eine Aussage Uber alle MHC-I-
Varianten getroffen werden, zu denen MHC-I-Allo-AK eine Kreuzreaktivitat aufweisen. Zum
anderen konnten die rekombinant erzeugten MHC-I-Varianten zur Depletion von Allo-AK aus
BNP*-Seren verwendet werden. Die MHC-I-Alloantikorper-depletierten Seren konnten in einem

Tierversuch BNP-empféanglichen Kalbern injiziert werden. Sollten nur MHC-I-Allo-AK das BNP-
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Syndrom induzieren, so sollten diese Kélber keine BNP entwickeln. Umgekehrt sollte bei
Kalbern, die Uber rekombinant erzeugte MHC-I-Varianten aufgereinigte Allo-AK injiziert
bekommen, das BNP-Syndrom reproduziert werden konnen. Allo-AK gegen verschiedene
MHC-I-Varianten konnten auch in der Immunhistochemie an Gewebsschnitten verwendet
werden und so Aufschluss Uber eine gewebsspezifische Expression von MHC-I-Varianten
geben. Mdglicherweise konnte so eine Erklarung dafir gefunden werden, warum in BNP-

betroffenen Kalbern nur Knochenmarks- und Blutzellen zerstért werden.
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7 Zusammenfassung

Die Bovine Neonatale Panzytopenie (BNP) ist eine mit hamorrhagischen Diathesen bei Kalbern
einhergehende Krankheit, die seit 2007 in Europa auftritt. Die Atiologie dieser Erkrankung
wurde hinsichtlich eines immunpathologischen Geschehens und einem Zusammenhang mit
dem Einsatz der Vakzine PregSure® BVD bei Muttertieren erkrankter Kélber (BNP-Muttertier)

untersucht. Die folgenden Resultate wurden erzielt:

1. Sowohl BNP-Muttertiere als auch ein GroRteil PregSure® BVD geimpfter Muttertiere ohne
Bluterkalb haben Allo-AK im Serum, die sich im indirekten Immunfluoreszenz-Test gegen

Oberflachenproteine von bovinen Kulturzelllinien (MDBK- und BL-3-Zellen) richten.

2. Mit den Allo-AK PregSure® BVD immunisierter Tiere wurden aus einem Lysat von
oberflachenbiotinylierten MDBK-Zellen zwei Proteinspezies mit einer apparenten molekularen
Masse von 12 und 44 kDa prazipitiert. Serum BVDV-freier, nicht gegen BVD geimpfter Tiere
zeigte keine Reaktivitat gegen diese beiden Antigene. Eine schwache Bindung an das 44 kDa
Protein wurde bei einigen Tieren nachgewiesen, bei denen andere BVD-Impfstoffe eingesetzt
worden waren. Die Allo-AK gegen die 12 und 44 kDa Proteine waren auch im Kolostrum der
Tiere nachweisbar. Das 44 kDa Protein wurde durch PMF- und Immunoblotanalysen als Haupt-
Histokompatibilitats-Komplex Klasse | (MHC I), das 12 kDa Protein als B,-Mikroglobulin (,M)

identifiziert.

3. BNP-Muttertierserum zeigte eine Reaktivitait gegen MHC | und B,M von PBMCs von
empfanglichen Kalbern und von den meisten anderen Muttertieren. Keine Bindung von Allo-AK
aus BNP-Muttertierseren erfolgt an die eigenen PBMCs des Muttertieres. Eine Reaktivitat von
Allo-AK gegen 3,M kann ausgeschlossen werden, da es sich um ein hochkonserviertes Protein
handelt, von dem beim Rind nur eine Variante bekannt ist. Es handelt sich bei .M um ein
Koprézipitat mit dem MHC I, das durch die Probenaufbereitung als eigenstéandige Bande im WB

erscheint.

4. PregSure® BVD enthalt nachweisbare Mengen MHC I. Durch eine Auffrischungsimpfung
konnte gezeigt werden, dass Allo-AK-Titer nach Vakzinierung mit diesem Impfstoff ansteigen.

MHC-I-Allo-AK werden durch die Immunisierung mit PregSure® BVD ausgeldst.

5. Das Auftreten von BNP beim Kalb ist abhéngig vom Allo-AK-Titer des Muttertieres. Die Allo-
AK-Titer wurden im CELISA quantifiziert. Alle BNP-Muttertiere wiesen hohere Allo-AK-Titer auf

als PregSure® BVD geimpfte Tiere, bei deren Kalbern BNP nicht aufgetreten ist.
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8 Summary

Bovine neonatal pancytopenia (BNP) is a disease leading to hemorrhagic diathesis in calves,
which emerged in Europe in 2007. Aim of this thesis was to investigate the etiology of the
disease with respect to an immunopathological cause and a linkeage to immunisation of dams
of affected calves (BNP-dams) with the vaccine PregSure® BVD. The following results were

collected:

1. Both dams of BNP affected calves and dams vaccinated with PregSure® BVD without a case
of BNP within their offspring harbour alloantibodies in their serum. An indirect
immunofluorescence test showed that these alloantibodies are directed against cell surface

proteins of bovine cell lines (MDBK- und BL-3-cells).

2. The alloantibodies in serum of PregSure® BVD vaccinated dams precipitated two proteins
with an apparent molecular mass of 12 and 44 kDa from the lysate of surface biotin-labeled
MDBK-cells. Sera of animals free of BVD and not vaccinated against BVDV did not show
reactivity with those antigens. A weak reactivity against the 44 kDa protein was observed in sera
of animals immunised with different BVD vaccines. Alloantibodies against the 12 and 44 kDa
protein were also present in colostrum of PregSure® BVD vaccinated animals. Via peptide mass
fingerprinting analysis and immunoblot analysis the 44 kDa protein was identified as major

histocompatibility complex class | (MHC 1), the 12 kDa protein as ,-microglobulin (8.M).

3. Sera of BNP-dams showed a reactivity with MHC | and .M from PBMCs of susceptible
calves and of most other dams. Alloantibodies in serum from a BNP-dam showed no binding to
PBMCs of the same dam. A reactivity of alloantibodies against .M is most unlikely as B,M is a
highly conserved protein and only one variant of this protein exists in cattle. Therefore B,M is
co-precipitated together with the MHC | and appears due to the sample preparation as an
individual band in WB.

4. PregSure® BVD contains a detectable amount of MHC I. Alloantibody titers increase in
vaccinated animals after immunisation with PregSure® BVD. Thus it was demonstrated that

PregSure® BVD immunisation induces alloantibodies against MHC .

5. The appearance of BNP in a calf is dependent on alloantibody titer of the dam. Alloantibody
titers were quantified in a CELISA. All BNP-dams exhibited higher alloantibody titers than

PregSure® BVD immunised dams whose offspring was unaffected by BNP.
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