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1. Ziele und Aufgabenstellung des Vorhabens

Gegenstand dieses Verbundprojektes war die Erforschung der Ursachen einer neuen Kal-
berkrankheit, welche seit dem Jahre 2006 in Milchviehbetrieben und in Mutterkuhherden
mehrerer europaischer Lander beobachtet wurde. Charakteristische Befunde waren unstill-
bare innere und dulere Blutungen aufgrund einer hochgradigen Thrombozytopenie, in Ver-
bindung mit einer ausgepragten Leukopenie (Friedrich et al., 2008; 2009a,b,c; Pardon et al.,
2009a; 2010; Penny et al., 2009; Bell et al., 2009a; Penny et al., 2009; Smolenaars u. Mars,
2009; Gentile et al., 2009; Brugére-Picoux, 2009; Corbiére et al., 2009; Pardon et al.,
2009a,b; Doll et al., 2009; Friedrich et al., 2008, 2009a,b,c; Kappe et al., 2010; Sanchez-
Miguel et al., 2010). Die pathohistologische Untersuchung verendeter Kalber ergab stets
eine hochgradige Depletion des Knochenmarks (Panmyelophthise).

Die betroffenen Rinderhalter waren aufgrund der spektakularen Erscheinungen dieses mys-
teridsen, meist tddlich endenden ,Blutschwitzens® zutiefst beunruhigt, und entsprechend
groRR war Resonanz in den Medien und in der Offentlichkeit.

Zur Bereitstellung wissenschaftlicher Entscheidungshilfe fir das Bundesministerium fur Er-
nahrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz haben sich daher Einrichtungen der Freien
Universitat Berlin, der Justus-Liebig-Universitat GieRen, der Stiftung Tierarztliche Hoch-
schule Hannover, der Ludwig-Maximilians-Universitat Mlinchen sowie des Leibnitz-Instituts
fur Nutztierbiologie Dummerstorf, initiilert durch die Bundesanstalt fir Landwirtschaft und
Ernahrung, zu einem Forschungsverbund zusammengeschlossen mit dem Ziel, die Ursa-
che(n) dieser Bovinen Neonatalen Pancytopenie zu ermitteln. Dabei sollten folgende
Schwerpunkte bearbeitet werden: Epidemiologie, Atiologie und Pathogenese einschlieRlich
experimenteller Reproduktion der Krankheit sowie Abklarung der méglicherweise bestehen-
den genetischen und molekulargenetischen Zusammenhange.

1.1 Planung und Ablauf des Vorhabens

Auf einer vorbereitenden Projektbesprechung am 09. Juni 2010 in Hannover wurden die ein-
zelnen Teilaufgaben (Arbeitspakete) an die einzelnen Arbeitsgruppen Ubertragen. Grundlage
hierfir bildete die aus den Einzelantragen und Stellungnahmen ersichtliche Expertise, unter
Berlcksichtigung der Vorgaben des BMELV und der BLE. Diese Aufgabenverteilung (s. u.)
findet sich wieder in dem am 22.07.2010 bei der BLE eingereichten Gesamtantrag, fir wel-
chen am 01.10.2010 der Zuwendungsbescheid erteilt wurde. Die Laufzeit dieses For-
schungsvorhabens war urspringlich auf 25 Monate festgelegt (01.09.2010 bis 30.09.2012).
Nachdem sich der Ablauf dieses Forschungsprojektes insbesondere aufgrund von Schwie-
rigkeiten mit Stellenbesetzungen und Tierversuchsgenehmigungen verzdgerte, hatten meh-
rere Projektbeteiligte Antrdge auf kostenneutrale Laufzeitverlangerung gestellt. Mit Ande-
rungsbescheid vom 09.02.2012 wurde daraufhin die Laufzeit zunachst um drei Monate bis
31.12.2012 verlangert, mit Anderungsbescheid vom Dezember 2012 nochmals um zwei Mo-
nate bis zum 28.02.2013.
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Von den einzelnen Projektpartnern waren folgende Forschungsschwerpunkte
zu bearbeiten:

Forschungsschwerpunkt 1: Epidemiologie

Arbeitspaket 1: Epidemiologische Fall-Kontroll-Studie, Erhebungen in Bestanden mit hoher
vs. niedriger BNP-Inzidenz (Klinik fir Wiederkauer, LMU Minchen)

Arbeitspaket 2: Epidemiologische Fall-Kontroll-Studie, Untersuchungen zum Einfluss von
Management-Faktoren auf die BNP-Inzidenz in zwei Milchviehbetrieben einer Agrargenos-
senschaft (Klinik fur Klauentiere, FU Berlin)

Forschungsschwerpunkt 2: Reproduktion der Krankheit

Arbeitspaket 1: Kalbermodell; Erhebung der Falle mit hamorrhagischer Diathese fir die Ge-
winnung von Kolostrum von Kithen mit bekannter Vorgeschichte, Genetische Analysen an
dem Kalbermodell

(Institut fur Tierzucht u. Vererbungsforschung sowie weitere Einrichtungen der Stiftung TiHo
Hannover)

Arbeitspaket 2: Serum-Ubertragungsstudien an genetisch heterogenen Kalbern

(Einrichtungen der JLU GiefRen: Klinik fur Wiederkauer, Institut fir Hygiene und Infektions-
krankheiten der Tiere, Institut flr Virologie, Institut flir Veterinar-Pathologie)

Arbeitspaket 3: Reproduktion der Erkrankung durch Verabreichung von Mischkolostrum, In-
vitro-Versuche mit Ubertragung des Serums von ,Bluter-Muttern“ auf kultivierte Knochen-
markszellen sowie Gesamt-Genom-Assoziationsstudie

(Klinik fur Klauentiere, FU Berlin; FBN Dummerstorf)

Forschungsschwerpunkt 3: Nachweis von Alloantikérpern in Serum und Kolostrum

Arbeitspaket: Hyper-Immunisierungsversuche an BVDV-seronegativen Kihen
(Klinik fur Wiederkauer, Institut fur Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere, Institut fur
Virologie, JLU GielRen)

Forschungsschwerpunkt 4: Analyse der Impfstoffe und der Impfstoff-induzierten Antikorper

Arbeitspaket: Vergleichende Proteom-Analyse verschiedener BVDV-Impfstoffe sowie Identi-
fikation darin enthaltener Antigene, welche spezifische humorale Immunreaktionen induzie-
ren (Institut fir Virologie, JLU-Giel3en)

Forschungsschwerpunkt 5: Nachweis der Bindung (kolostraler) Antikérper an Zielzellen
und an Zielantigene

Arbeitspaket 1: Nachweis eines allo-immunvermittelten Geschehens bei BNP
(Klinik fur Klauentiere, FU Berlin)
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Arbeitspaket 2: Untersuchung auf Transkriptom-Ebene (FBN Dummerstorf)

Arbeitspaket 3: Immunhistologischer Nachweis der Bindung von Alloantikérpern an Kno-
chenmarkszellen (Institut fir Veterinar-Pathologie, JLU Giel3en)

Arbeitspaket 4: Identifikation der Spezifitat der Autoantikérper von BNP-Ubertragern, Identi-
fikation der Kandidatenantigene mittels Massenspektrometrie, sowie Validierung der identifi-
zierten Autoantigene mit gereinigten Kandidatenproteinen

(Lehrstuhl fur Tierphysiologie, LMU Minchen)

Forschungsschwerpunkt 6: Sonstige zentrale Aufgaben

Arbeitspaket: Knochenmarkszytologie und Knochenmarkshistologie
(Klinische Laboratoriumsdiagnostik u. klinische Pathophysiologie - Zentrallabor sowie Institut
fur Veterinar-Patholgogie der JLU Gielden).

1.2 Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknUpft wurde

Aufgrund des zeitlichen Zusammenhanges zwischen der Aufnahme von Kolostrum und dem
perakuten Auftreten der Erkrankung sowie aufgrund der klinischen, zytologischen und
(histo-) pathologischen Befunde vermutete man bereits bei Etablierung dieses Entschei-
dungshilfeprojektes ein immunpathologisches Geschehen (Bauer et al., 2009; Doll et al.,
2009 u. 2010; Friedrich et al., 2009 u. 2010), doch wurden alternative Ursachen, wie eine
Beteiligung des Porcinen Circovirus Typ 2 (PCV-2) ebenfalls ernsthaft diskutiert (Kappe et
al., 2010).

Die zu diesem Verbundprojekt zusammengeschlossenen Arbeitsgruppen hatten teilweise
bereits Uber diese damals neue Kalberkrankheit gearbeitet und / oder verfugten Uber die ent-
sprechende Expertise, um die gestellten Aufgaben erfolgreich bearbeiten zu kénnen.

2. Material und Methoden

Die durchgefuhrten Untersuchungen beinhalteten epidemiologische Erhebungen (Fall-Kont-
roll-Studie, Kohortenstudie), klinisch-experimentelle Studien (Kolostrum-Futterungsversuche,
Serum-Transfusionsstudien), molekulargenetische Untersuchungen (Genom-Assoziations-
studien, Untersuchungen auf Transkriptom-Ebene) sowie umfangreiche hamatologische,
immunologische und immunhistologische Untersuchungen sowie Untersuchungen auf Pro-
teom-Ebene einschliellich der Analyse von Impfstoffen. Bezlglich der Details sei auf die
Ausflhrungen der einzelnen Arbeitsgruppen im Anhang verwiesen.
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3.

Ergebnisse

3.1 Darstellung der wichtigsten Ergebnisse

Die wichtigsten Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

Die epidemiologischen Untersuchungen ergaben einen eindeutigen Zusammenhang zwi-
schen der Impfung mit PregSure® BVD (Fa. Pfizer) und dem Auftreten von Boviner Neo-
nataler Pancytopenie (BNP). Ein positiver Zusammenhang bestand zudem zwischen der
Inzidenz von BNP einerseits und der Impfhaufigkeit (Grundimmunisierung und regelma-
Rige Auffrischungs-Impfungen) in den Betrieben sowie der Art der Kolostrumverabrei-
chung (héhere Inzidenz bei Einsatz von Mischkolostrum) andererseits. In den Betrieben
mit héherer BNP-Inzidenz waren auch die Verluste an sonstigen Kalberkrankheiten nach
Auftreten des ersten BNP-Falles hoher als in dem Zeitraum davor, was auf eine Immun-
suppression subklinisch betroffener Kalber zurlickzufiihren sein kénnte.

Die BNP lie3 sich durch Verabreichung des Kolostrums von ,Bluter-Muttern“ an Kalber
experimentell reproduzieren. Auch hierbei trat die Krankheit haufiger auf und verlief
schwerer, wenn Mischkolostrum verabreicht wurde. Entsprechende hamatologische Ver-
anderungen (und bei hohen Dosen auch eine hamorrhagische Diathese) fanden sich nach
Transfusion des gepoolten Serums von ,Bluter-Mittern®, wobei bislang nicht geklart ist,
ob fur die letalen Verlaufsformen zusatzlich zu den Alloantikdrpern weitere - im Kolostrum
bestimmter ,Bluter-Muttern“ vorhandene - Faktoren verantwortlich sind, oder ob es sich
dabei allein um einen Dosis-Wirkungseffekt handelt.

Bei Untersuchung von Rinderbestanden konnte gezeigt werden, dass ein hoher Prozent-
satz der mit PregSure® BVD geimpften Kiihe in Blut und Kolostrum Alloantikdrper auf-
weist, welche an die Zelloberflache von bovinen Leukozyten und Thrombozyten sowie an
MDBK-Zellen (bei der Impfstoffherstellung verwendete Zellinie) adsorbieren. Tiere mit ho-
hen Alloantikérpertitern (d. h. potenzielle ,Bluter-Mitter®) finden sich in der Population
vergleichsweise selten, wohingegen sich bei den meisten Kalbern eine entsprechende
Reaktivitat der Leukozyten gegenuber solchen Alloantikbrpern nachweisen lasst. Im Ver-
gleich dazu konnten in Betrieben, in denen die BVD-Schutzimpfungen mit zwei anderen
BVDV-Inaktivatvakzinen durchgeflhrt worden waren, bei den Kuhen keine oder nur sehr
niedrige Alloantikorpertiter festgestellt werden.

Bei der Proteom-Analyse des Impfstoffs PregSure® BVD fanden sich neben viralen
Strukturproteinen auch Nichtstrukturproteine sowie zellulare Proteine. Diese lie3en sich
auch in anderen BVDV-Inaktivatvakzinen nachweisen, aber in wesentlich geringerer Kon-
zentration. Analysen mittels Immunprazipitation, Western Blot, Affinitdtschromatografie
und Massenspektrometrie haben gezeigt, dass BNP-assoziierte Alloantikérper an MHC-I-
Molekile von MDBK-Zellen und Leukozyten aus peripherem Kalberblut binden. Ferner
konnten MHC | und mutmaRlich B.-Mikroglobulin in PregSure® BVD nachgewiesen wer-
den. Beides stammt wahrscheinlich aus den zur Impfstoffherstellung verwendeten MDBK-
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Zellen. Aus diesen Befunden wurde ein Pathogenese-Modell abgeleitet, welches nach-
folgend auch von anderen Autoren beschrieben wurde. Demnach bildet ein Rind nach
Impfung dann Alloantikérper, wenn es sich beziglich MHC | von dem in der Vakzine ent-
haltenden MHC-I-Typ antigenetisch unterscheidet. Wenn das Kalb vom Vater den in der
Vakzine enthaltenen MHC-I-Typ geerbt hat, entwickelt es nach Aufnahme kolostraler Al-
loantikorper die fir BNP-typischen Veranderungen. Andere im Rahmen dieses Verbund-
projekts ermittelte Ergebnisse (Hemmungstest mit monoklonalen Antikérpern, Immunhis-
tologie, Western Blots, Massenspektrometrie, Transkriptom-Analyse, Transfusionsstu-
dien) deuten jedoch darauf hin, dass den gegen eine klassische MHC-I-Variante gerich-
teten Alloantikdrpern vermutlich doch nicht die entscheidende Rolle zukommt. Weitere
potenziell ursachliche BNP-Antigene wurden identifiziert, doch ist deren funktionelle Rele-
vanz noch nicht bestatigt. Gesichert ist, dass Bluter-Mitter Antikorper besitzen gegen
mindestens ein Antigen, welches auch in MDBK-Zellen exprimiert wird. Hinsichtlich dieser
Antigen-Expression, welche immunhistologischen Untersuchungen zufolge vor allem im
Knochenmark und auf Blutzellen erfolgt — nicht jedoch auf anderen Organen wie Niere
oder Leber -, gibt es erhebliche interindividuelle Unterschiede. Bei nur sehr wenigen Tie-
ren liefd sich Uberhaupt keine Alloantikérper-Bindung im Knochenmark nachweisen. Nach
gegenwartiger Vorstellung handelt es sich dabei um potenzielle ,Bluter-Mutter®.

Transkriptom-Analysen an einer Resourcenpopulation, in welcher BNP-Falle gehauft
aufgetreten waren, fanden nach PregSure® BVD-Impfung differenziell exprimierte Gene
mit Immunrelevanz - jedoch kein Hinweis, dass sich die unterschiedlich fiir BNP pradispo-
nierten Kihe im Hinblick auf die klassischen MHC-Klasse-I-Gene unterscheiden: Es
konnte kein bislang beschriebenes MHC-I-Allel als ursachlich fiir die Pradisposition be-
stimmter Kiihe identifiziert werden, nach Impfung mit PregSure® BVD vermehrt Alloanti-
kérper zu bilden. Diskutiert wird, ob hierflir nicht vielmehr ein partiell MHC-I-homologes
Gen verantwortlich ist, in Verbindung mit vermehrter Expression bestimmter Interleukine.

Im Hinblick auf die flr die charakteristische Panzytopenie und Panmyelophthise
verantwortlichen Mechanismen deuten die bisherigen Ergebnisse sowohl auf eine direkte
komplementvermittelte Zytotoxizitat alloreaktiver Immunglobuline als auch auf eine opso-
nierende Wirkung mit nachfolgender Zytophagozytose. Dieser Aspekt bedarf noch weite-
rer Forschung. Gleiches gilt flir zahlreiche andere Facetten dieses komplexen immunpa-
thologischen Geschehens, das Modellcharakter besitzt insbesondere fur die Erforschung
unerwlnschter Impfnebenwirkungen durch zellulare Kontaminanten und Adjuvanzien.

3.2 Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse

Insgesamt kann festgestellt werden, dass die Aufklarung der Ursachen dieser Kalberkrank-

heit mit diesem Forschungsprojekt beschleunigt wurde. Dies war sicher mit ausschlagge-
bend fir den Hersteller, auf Zulassung dieser Vakzine zu verzichten. Die von einzelnen

Projekt-Arbeitsgruppen entwickelten innovativen Methoden wurden von anderen Forscher-
gruppen Ubernommen und teilweise weiterentwickelt. Nach gegenwartigem Kenntnisstand
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prasentiert sich die BNP als ein komplexes, primar durch die Applikation eines speziellen
Impfstoffes ausgelostes Geschehen, dessen Genese von individuellen immunologischen und
genetischen Faktoren beeinflusst wird. Die weitere Erforschung dieser Zusammenhange er-
scheint wichtig im Hinblick auf die zuklnftige Entwicklung, Zulassung und Anwendung von
Impfstoffen. Mittlerweile verlangt das Paul-Ehrlich-Institut bei der Neuzulassung von Rin-
derimpfstoffen den Nachweis, dass diese keine Alloantikérperbildung induzieren — was hier-
fur geeignete Tests voraussetzt, wie sie auch im Rahmen dieses Entscheidungshilfeprojekts
entwickelt wurden und weiter validiert werden mussen. Denn bislang ist immer noch nicht
konkret geklart, gegen welche Antigene die vakzinierten Rindern entsprechende Alloanti-
kérper bilden und welche Rolle dabei dem in PregSure® BVD enthaltenden neuartigen
Adjuvans zukommt. Und nicht zuletzt muss die funktionelle Relevanz der identifizierten (und
mit den bisherigen Tests nachweisbaren) Alloantikorper in vivo belegt werden.

4. Zusammenfassung

Anhand epidemiologischer Studien, in Versuchen zur Reproduktion des Krankheitsgesche-
hens, durch Nachweis von Alloantikdrpern in Serum und Kolostrum, mittels Analyse der
Impfstoffe und der Impfstoff-induzierten Antikérper sowie in Untersuchungen Uber die Anti-
korperbindung an Zielzellen und Zielorgane sollte in diesem Verbundprojekt die Ursache der
neuen Kalberkrankheit ,Bovine Neonatale Pancytopenie“ (BNP) geklart werden.

Epidemiologische Untersuchungen offenbarten einen signifikanten Zusammenhang zwi-
schen der Anwendung einer bestimmten Vakzine (PregSure® BVD, Fa. Pfizer) und dem Auf-
treten der BNP, wobei das Erkrankungsrisiko mit der Impfintensitat zunahm. Die Verabrei-
chung von Mischkolostrum erhdhte das BNP-Risiko, welches insbesondere vom genetischen
Hintergrund der Tiere abhangig war.

In einem Kolostrum-Futterungsmodell konnte die BNP zuverlassig reproduziert werden. Er-
gebnisse von Serum-Transfusionsstudien deuteten auf einen Zusammenhang zwischen den
BNP-typischen hamatologischen Veranderungen und der Gesamtdosis an zugefiihrten Allo-
antikdrpern.

Verantwortlich fur die BNP sind auch diesen Untersuchungen zufolge gegen bestimmte Zel-
len eines Kalbes gerichtete Alloantikérper, welche nach Impfung genetisch pradisponierter
weiblicher Rinder von diesen gebildet und von den Kalbern mit dem Kolostrum aufgenom-
men werden. Das Alloantikérper-induzierende Antigen stammt demnach aus einer bei der
Vakzine-Herstellung verwendeten MDBK-Zelllinie. Fir den pathogenetischen Effekt sind
aber offensichtlich nicht oder nicht allein Alloantikérper gegen bovines MHC | verantwortlich.
Die Ergebnisse weiterer Untersuchungen schlieRen eine klassische MHC-I-Variante als ur-
sachliches Antigen eher aus. Weitere potenziell verantwortliche BNP-Antigene wurden iden-
tifiziert, jedoch noch nicht validiert.

Hinsichtlich der charakteristischen Panzytopenie und Panmyelophthise gab es Hinweise so-
wohl auf eine direkte komplementvermittelte Zytotoxizitat alloreaktiver Immunglobuline als
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auch auf eine opsonierende Wirkung mit nachfolgender Zytophagozytose. Dieser Aspekt
bedarf noch weiterer Forschung, und gleiches gilt fir zahlreiche andere Facetten dieses
komplexen immunpathologischen Geschehens, dem aufgrund seines Modellcharakters hin-
sichtlich unerwiinschter Impfstoff-Nebenwirkungen grundsatzliche Bedeutung zukommt.

5. Gegenuberstellung der urspriinglich geplanten zu den tatsachlich erreich-
ten Zielen; Hinweise auf weiterfihrende Fragestellungen

Die vorgesehenen epidemiologischen Untersuchungen konnten wie geplant durchgefiihrt
werden, und gleiches galt hinsichtlich der klinisch-experimentellen Untersuchungen mit Aus-
nahme der grof3 angelegten Impfstudie, welche an der fehlenden Genehmigung scheiterte.
Im Hinblick auf die Erforschung der immunpathogenetischen Mechanismen, welche fiir die-
ses Krankheitsgeschehen verantwortlich sind, wurden wesentliche Fortschritte erzielt. Aller-
dings stellte sich der immunologische und genetische Hintergrund als auferordentlich kom-
plex dar, so dass hier noch erheblicher Forschungsbedarf besteht. Aufgrund des Modellcha-
rakters dieses Impfstoff-indizierten Geschehens kommt der Aufklarung dieser Zusammen-
hange aber nicht nur in Bezug auf die zuklnftige Entwicklung und Zulassung von Tierimpf-
stoffen, sondern darlber hinaus auch in vergleichender Hinsicht erhebliche Bedeutung zu.
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1. Ziele und Aufgabenstellung des Vorhabens

= Planung und Ablauf des Vorhabens

Ziel des Projektes war die Ermittlung der Ursachen sowie der Klarung der Pathogenese
der Bovinen Neonatalen Panzytopenie (BNP). Aufgrund der Ahnlichkeit mit bei neugebo-
renen Kindern vorkommenden Krankheitsbildern immunvermittelter Thrombozytopenien
und Knochenmarksaplasien ist fir die BNP die Kombination von einem immunvermittel-
ten Phanomen mit einer Disposition der Mutter wahrscheinlich. Deshalb sollte die Studie
klaren, inwiefern auch die Pathogenese der BNP durch ein immunvermitteltes Gesche-
hen bestimmt wird. Zu diesem Zweck wurden klinische, hdmatologische und immunolo-
gisch-molekularbiologische Untersuchungen an Blut und Knochenmark von Kalbern mit
BNP und entsprechenden Kontrolltieren ausgefihrt. Ein weiterer Schwerpunkt sollte auf
den Einflissen der Elterntiere liegen, die zu einer gegen das Kalb gerichteten Immunre-
aktion fuhren. Die hierzu noétigen retrospektiven und prospektiven epidemiologischen
Analysen konnten in einer Agrargenossenschaft in unmittelbarer Nachbarschaft der Klinik
fur Klauentiere der Freien Universitat Berlin durchgefiihrt werden, deren Verfahrensab-
laufe Uber die QS-Zertifizierung standardisiert sind und deren Herdendaten der letzten

Jahre Uiber das Managementprogramm Herde (DSB Agrosoft) erfasst wurden.

= Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknipft wurde

Seit dem Jahr 2007 kam es in Deutschland, Frankreich, GroRbritannien, Italien, Belgien
und den Niederlanden vermehrt zum Auftreten spontaner Hautblutungen bei neugebore-
nen Kalbern (European Buiatrics Congress Marseille, 2009). Dariber hinaus bluteten die
Tiere aus den natlrlichen Koérperoffnungen und wiesen petechiale Blutungen und
Ekchymosen an den Schleimhauten auf (Friedrich et al., 2009a). In der Mehrzahl der
Falle starben die Kalber trotz intensiver Behandlung. Blutuntersuchungen ergaben eine
hochgradige Thrombozytopenie sowie — abhangig vom Krankheitsstadium - eine Leuko-
penie und Anamie. Bei der Sektion wiesen die Tiere ausgedehnte Blutungen im Bereich
der Unterhaut, subserdse Blutungen der inneren Organe sowie Blutungen in den Magen-
Darmkanal auf. Histologisch wurde eine Depletion des Knochenmarks festgestellt, die
alle Zellreihen (Erythropoese, Thrombopoese, Leukopoese) betraf (Friedrich et al.,
2009a). Die Bovine Neonatale Panzytopenie betraf Kalber unter vier Wochen. Es wurde
vermutet, dass es sich bei der BNP um ein multifaktorielles Geschehen handelt. In den
meisten Fallen waren nur Einzeltiere eines Bestandes betroffen. In der Mehrzahl der be-
troffenen Betriebe wurde der Impfstoff PregSure (Pfizer) gegen BVD eingesetzt; Miutter,

die bereits Kalbern mit BNP hatten, konnten in folgenden Kalbungen wieder BNP-Kalber
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gebaren; das Krankheitsbild konnte mit Kolostrum von BNP-Miittern im Experiment auch

bei anderen Kalbern induziert werden (European Buiatrics Congress Marseille, 2009).

Vorangegangene Studien in dem von uns beobachteten Betrieb mit hoher BNP-Inzidenz
machten deutlich, dass die Verfitterung von Mischkolostrum in der Haufigkeit und der
Auspragung des Krankheitsgeschehens eine entscheidende Rolle spielt (Witt et al.
2011). In den Wochen, in denen Kalber geboren wurden, die spater an BNP erkrankten,
konnte dabei eine Haufung von scheinbar gesunden Kalbern beobachtet werden, die ei-
nen Abfall der zirkulierenden Blutzellen aufwiesen. Sollten die Mutter der betroffenen
Kalber Alloantikérper produzieren, die gegen Zelloberflachenstrukturen auf Knochen-
markszellen, Thrombozyten und Leukozyten ihres Nachwuchses gerichtet sind, ware
eine Verteilung und Weitergabe dieser Antikorper Uber das Kolostrum mdglich; je nach
Empfanglichkeit konnten auch fremde Kalber durch ein solches Kolostrum erkranken.
Der Grund fur das zeitlich gehaufte Auftreten von subklinisch und klinisch erkrankten
Kalbern wurde daher der Vertrankung von Mischkolostrum zugeschrieben (Witt et al.
2011).

Die Bovine Neonatale Panzytopenie (BNP) zeigt groRe Ahnlichkeiten zu Erkrankungen
neugeborener Kinder. Der Verlauf der bovinen neonatalen Thrombozytopenie und ihr
Ubergang in eine Panzytopenie ist im klinischen Verlauf einem anderen humanen Krank-
heitsbild, der kongenitalen amegakaryozytaren Thrombozytopenie (CAMT), sehr ahnlich.
Die CAMT ist ein autosomal rezessiv vererbte, schwere Thrombozytopenie mit Ubergang
in eine Panzytopenie. Das Krankheitsbild ist insbesondere im Kleinkindalter mit schweren
Blutungen assoziiert (Dame, 2006). Ursache der CAMT ist eine eingeschrankte oder
fehlende  Expression oder Funktion des Rezeptors fir den primaren
megakaryopoietischen Wachstumsfaktor Thrombopoietin (Tpo), c-Mpl (Ballmaier et al.,
2001; Ihara et al.,, 1999). C-Mpl wird nicht nur auf den Thrombozyten und
megakaryozytdren Vorlauferzellen exprimiert, sondern auch auf hamatopoietischen
Stammzellen und pluripotenten (nicht-linienspezifischen) Vorlauferzellen (Kaushansky,
2005; Dame, 2002). Der Verlust der Funktion von Tpo infolge der gestorten c-Mpl Funk-
tion oder Expression gilt als Ursache fiir den Ubergang der Erkrankung in eine Panzyto-
penie (Germeshausen, 2006). Beim Menschen unterscheidet man aufgrund des klini-
schen Verlaufs zwei Formen der CAMT: Bei der CAMT-I kommt es infolge eines kom-
pletten Verlusts der Tpo-Rezeptor-Funktion immer zu einer schweren Thrombozytopenie
mit frihem Ubergang in eine Panzytopenie. Bei der CAMT-II erhalten missense-Mutatio-
nen eine Restfunktion des c-Mpl, was einen vorubergehenden Anstieg der Thrombozy-

tenzahl in den subnormalen Bereich ermdéglicht; eine schwere Panzytopenie entwickelt
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sich gar nicht oder erst spat. Der Phanotyp bzw. klinische Verlauf ist mit unterschiedli-
chen Formen der MPL-Mutationen assoziiert. Die Mutationen betreffen beinahe alle ko-
dierenden Exone des humanen MPL Gens, finden sich aber gehduft in den Doméanen,

die die extrazellulare Tpo-Bindungsstelle kodieren (Germeshausen, 2006).

Die Neonatale Allo-Immun-Thrombozytopenie (NAIT) des Menschen tritt in der Haufigkeit
von 1:1000 Geburten auf und fihrt beim Fetus zu einer immunvermittelten Zerstérung
von Thrombozyten und von Vorlauferzellen der Thrombopoese (Mahon et al., 1957). Die
Erkrankung wird durch eine transplazentare Ubertragung von miitterlichen Antikdrpern
verursacht, die gegen Thrombozyten-spezifische Antigene gerichtet sind (human platelet
antigens, HPA). Sofern der Fetus vom Vater einen HPA Typ geerbt hat, der mit dem der
Mutter inkompatibel ist, bildet die Mutter Antikérper. Aufgrund der innigen Verbindung
zwischen der placenta materna und placenta fetalis des Menschen kénnen diese Anti-
korper bereits wahrend der Schwangerschaft Ubertreten und den Fetus schadigen
(Deaver et al., 1986, Serrarens-Janssen et al., 2008). Beim Menschen sind bislang 24
verschiedene Thrombozyten-spezifische Alloantigene bekannt, bei denen fast immer ein
Polymorphismus einer einzelnen Aminosaure (single nucleotide polymorphism, SNP) in
einem Gen vorliegt, das ein relevantes Glykoprotein auf der Thrombozytenmembran ko-
diert (Metcalfe et al., 2003). Die Mutter bildet Antikorper, die gegen die paternal vererbte
Variante gerichtet sind. Die Immunisierung erfolgt entweder nach Ubergang von fetalen
Thrombozyten mit den paternal vererbten, veranderten Thrombozyten-Glykoproteinen in
den mutterlichen Kreislauf, oder sie stellt eine immunologische Kreuzreaktion dar. Die
maternalen Alloantikérper gelangen Uber die Plazenta wiederum in den fetalen Kreislauf,
so dass die fetalen Thrombozyten nach Antigen-Antikérper-Kontakt abgebaut werden
(Blanchette et al., 2000; Dame, 2006). In bestimmten Fallen reagieren die maternalen
Alloantikérper auch mit den megakaryozytaren Vorlauferzellen (Warwick et al., 1994). Die
NAIT ist mit oft sehr schweren Thrombozytopenien (Thrombozytenzahl < 20/nl) assozi-
iert; in etwa 80% der Falle fallen Blutungszeichen, insb. Petechien auf (Blanchette et al.,
2000). Schwere intrakranielle Blutungen finden sich in 10% der Falle mit manifester NAIT
(Dame, 2006). Postnatal fallen die Thrombozytenzahl innerhalb der ersten 5 Tage konti-
nuierlich ab und normalisieren sich in den darauffolgenden 14 Tagen wieder mit abneh-
mender Alloantikdrper-Konzentration (Blanchette et al., 2000). Im Gegensatz zum Men-
schen treten beim Rind maternale IgG nicht Uber die Plazenta in den fetalen Kreislauf.
Stattdessen werden maternale Antikérper im Kolostrum konzentriert und in den ersten
Stunden nach der Geburt mit der Kolostralmilch zum Kalb transferiert, welches die Anti-

korper Uber die Darmschleimhaut aufnimmt, weshalb eine durch maternale Antikérper
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vermittelte Immunthrombozytopenie bei Kalb nicht wahrend der Fetalzeit ablauft, sondern

sich erst nach Geburt mit der Zufuhr von Kolostrum (Biestmilch) manifestiert.

Material und Methoden

Arbeitspaket 1.2: Epidemiologische Fall-Kontroll-Studie, Einfluss von Management-

Faktoren auf die BNP-Inzidenz in zwei Milchviehbetrieben einer Agrargenossenschaft

Fur die vorliegende Arbeit wurden epidemiologische Untersuchungen in einem aus zwei
Betriebseinheiten bestehenden Milchviehbetrieb in Brandenburg mit einem ungewoéhnlich
hohen Vorkommen von BNP-Fallen durchgefiihrt. Da eine genaue Befragung der Mitar-
beiter des Betriebes ergab, dass BNP-Falle nun in beiden Betriebseinheiten auftraten
und nicht wie urspriinglich festgestellt nur in einer der beiden, wurde die geplante Fall-
Kontroll-Studie in Absprache mit Experten des Friedrich-Loéffler-Instituts aufgegeben und
daflr eine Kohortenstudie durchgefihrt. Hierfur wurde retrospektiv ein Beobachtungszeit-
raum Uber drei Jahre (01.07.2007 bis 31.07.2010) gewahlt, und die in diesem Zeitraum

geborenen Kalber als Studienpopulation (Ngesamt = 2214) bestimmt.

Mit Hilfe des Herdenmanagementprogrammes ,Herde“ (dsp Agrosoft, Ketzin, Version
5.4) konnten die Tier- und Managementdaten der Muttertiere der Studienpopulation aus-
gewertet und verglichen werden. Zusatzlich wurden neben allgemeinen Fragestellungen
nach Alter- und Laktationsstruktur sowie Abgangs- und Verendungsdaten die Abstam-
mungsdaten und die Impfdaten hinsichtlich Ahnlichkeiten untersucht. Fiir die Impfdaten
wurden, soweit realisierbar, die genauen Impfzeitpunkte der Impfungen in Hinblick auf die
Trachtigkeitszeitpunkte und Wiederholungsimpfungen analysiert. Anknipfend an bishe-
rige epidemiologische Forschungen wurden vorerst die an BNP erkrankten Kalber hin-
sichtlich des Vorkommens der Krankheit, der Symptomatik, Pathologie und Histologie,
des Verlaufs, des monatlichen Auftretens und der Abstammung untersucht und beschrie-

ben.

Durch die Teilung des Betriebes in zwei Betriebseinheiten wurde auf Abweichungen im
Management geachtet. Dabei konnte festgestellt werden, dass aufgrund des Uberbetrieb-
lichen Managements, welches nach QS-Zertifizierung standardisiert wurde, und der na-
hezu identischen Struktur mit Ausnahme des Kolostrum-Managements und der Kalber-
haltung (Auslauf ja/nein) nur geringfugige Unterschiede zwischen den beiden Betriebs-
teilen bestand. Daher wurden flr den Grof3teil der Analysen die Kélber beider Abteilun-

gen gemeinsam betrachtet. Fur statistische Berechnungen wurden der Fisher-Exakt-Test
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(Signifikanztest) und das relative Risiko mit Konfidenzintervallen genutzt (PASW
Statistics fir Windows®, V. 18).

Arbeitspaket 5.1:

Nachweis eines allo-immunvermittelten Geschehens bei BNP

Aus dem  Heparin-Blut gesunder neugeborener Kalber wurden mittels
Dichtegradientenzentrifugtion mit Histopaque-1077 (Sigma) die mononukledren Zellen
(PBMC; Lymphozyten und Monozyten) aufgereinigt und in RPMI 1640-Medium (Bio-
chrome) mit 10 % fetalem Kalberserum (FKS; Biochrome) und 1 % PenStrep aufgenom-
men. Zur Kultivierung wurden die PBMC entweder nur mit Medium, mit Serum einer nicht
gegen BVD geimpften, gesunden Kuh oder mit Serum einer gegen BVD geimpften Kuh,
die bereits ein BNP-positives Kalb hatte, fiir jeweils 3 h bis 72 h inkubiert. Die Proliferati-
onsrate wurde nach unspezifischer Co-Stimulation mit Concanavalin A (Sigma) Uber die
Reduktion von AlamarBlue (Serotec) ermittelt. Die Apoptoserate in der Kultur wurde
durchflusszytometrisch Uber die Annexin V-Bindung (Annexin V-FITC, Becton Dickinson)

gegen die Propidiumjodid-Aufnahme (Sigma) der Zellen analysiert.

Aus den mit Serum einer gesunden Kuh bzw. Serum einer BNP-Mutter inkubierten Zellen
neugeborener Kalber wurde die RNA isoliert (RNeasy, Qiagen) und durch
Spektrophotometrie und Formalin-Gel-Elektrophorese auf die Reinheit und Integritat ge-
testet. Die RNA wurde mittels Reverser Transkriptase in cDNA umgeschrieben (Reverse
Transcriptase Core Kit, Eurogentec), die dann mit spezifischen Primern (Tabelle 1) in der
Real Time-PCR amplifiziert wurde (QPCR Mastermix Plus for SYBR-Green, Eurogentec).
Die analysierten Gene waren Interleukin 2 (IL-2), Interleukin 6 (IL-6), Interleukin 10 (IL-
10), Interferon y (IFN-y), Tumor-Nekrose-Faktor a (TNF-a), Heat Shock-Protein 70
(Hsp70), Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor (GM-CSF) und Toll-like
Rezeptor 2 (TLR-2). Die Expression dieser Gene wurde jeweils gegen die Expression
sogenannter House Keeping-Gene durchgefiihrt. Die House-Keeping-Gene R-2-M, [3-
Actin und YWHAZ wurden anhand einer genorm-Analyse fir die Anwendung in bovinen
PBMC-Zellen als geeignet ausgewahlt. Die Genexpression wurde jeweils relativ zum
Zeitpunkt 0 berechnet. Die Auswertung erfolgte Gber die Software REST 2009.
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Tabelle 1: Primer fiur die Real Time-PCR

mRNA target Accession No.

Primersequenz [5" — 3']

IL-2 M12791.1
IL-6 NM_173923
IL-10 NM_

IFN-y NM_174086
TNF-a NM_173966
GM-CSF U22385
TLR-2 NM_174197
B-2- NM_173893
Microglobulin

B-Actin NM_173979
YWHAZ NM_174814

forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse

CCTCAACTCCTGCCACAATGTA
AAATCCAGCAGCAATGACTTCA
TCCCGCTTCACAAGCGCCTTC
AGGGGACCCGGGGTAGGGAA
TGACATCAAGGAGCACGTAA
TCTCCACCGCCTTGCTCTT
CAAATTCCGGTGGATGATCTG
TCTGACTTCTCGTCCGCTTTC
GCCCACGTTGTAGCCGACATCA
CACCGTTGGCCATGAGGGCA
TTGACTCCCAGGAACCAACGT
CATCATGGTCAAGGAGCCCAT
TGAGATGGTTGGATGGCATCA
AACCTCATGGACTGCAGCACA
GAGCCGCTCACTCCGCCAC
TGGAGGACGCTGGATGGCGT
AGCAGATGTGGATCAGCAAG
CAGCTAACAGTCCGCCTAGAA
ACTCCGGACACAGAACATCCAGTCA
CCCTCCAAGATGACCTACGGGCT

Die Thrombopoietin-Expression im Serum von Kalbern und Kihen wurde mit Hilfe eines
kommerziellen ELISA-Kits durchgeflihrt (bos taurus Thrombopoietin ELISA Kit, USCN).

Fir die Sequenzierung des bovinen c-mpl Gens (Gene ID: 528492) zur Detektion mogli-

cher Genvarianten in den an der BNP erkrankten und vergleichbaren gesunden Kalbern

sowie Muttertieren von BNP-Kalbern wurde genomische DNA aus dem Vollblut isoliert
(QlAamp DNA Mini Kit, Qiagen). Die Amplikation (GoTaq DNA Polymerase, Promega)

erfolgte mit spezifischen Primern, die 12 Abschnitte der kodierenden Exone des bovinen

c-mpl Gens detektieren (Tabelle 2). Das PCR-Produkt wurde anschliefend mit der Ket-

tenabbruch-Methode nach Sanger prozessiert und im Kapillar-Sequenzierer analysiert

(Fa. GATC, Berlin).
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Tabelle 2: Primer fur die Amplifikation der Exonfragmente

Exonabschnitt Primersequenz [5 — 3']

EA 01 forward GGCTGTATCTGACAGGAAC
reverse CCACTTTGCACTTCCCTCCC

EA 02 forward GGGAGGGAAGTGCAAAGTGG
reverse TGGACTAGTCCTCTGACAGG

EA 03 forward CCTGTCAGAGGACTAGTCCA
reverse CTTGAAAGAGCACAGCTCG

EA 04 forward GTGGTGCAGAACAGGATAAGG
reverse GGAATGCCCAAAGCATGGC

EA 05 forward GAACTGAGTGTCTCTCCACAGG
reverse GTATCCAGATCATCTTTACACAC

EA 06 forward GTGTGTAAAGATGATCTGGATAC
reverse CATTGGCGGATGAGAGCAT

EA 07 forward TACATAGCATGAGAGAGAAAGC
reverse CTAAGCCCTTCTGTGCATG

EA 08 forward GATACTTCTGACCCATGGCC
reverse CAGCCCAGACAGAGATACA

EA 09 forward GATTCAAGGCGGTAGGATTGG
reverse GTAGGTCTGCACAACCTCA

EA 10 forward TGAGGTTGTGCAGACCTAC
reverse CGTTCGAGTGTAAGGAGGC

EA 11 forward TCCACACCACTGACTTCAC
reverse CTGTGCAGAAAGGAGGGTT

EA 12 forward AACCCTCCTTTCTGCACAG
reverse GAGCAAATGGGAGTTGGGAAG

Ergebnisse

= Ausflihrliche Darstellung der wichtigsten Ergebnisse

Arbeitspaket 1.2: Epidemiologische Fall-Kontroll-Studie, Einfluss von Management-

Faktoren auf die BNP-Inzidenz in zwei Milchviehbetrieben einer Agrargenossenschaft

Unsere Ergebnisse zeigten, dass in Bezug auf BNP besonders das bereits erwahnte
Kolostrummanagement in den Betrieben, der genetische Hintergrund der Kalber, sowie
bestimmte ImpfmaRnahmen eine entscheidende Rolle spielen. Hinsichtlich des Kolost-
rums fiel eine deutliche hohere Anzahl von BNP-Fallen in dem Betriebsteil auf, der
Mischkolostrum einsetzte (n1 = 26; n2 = 14, p = 0,008).

Bei der Betrachtung der Abstammung konnte festgestellt werden, dass alle BNP-Kalber
von insgesamt 19 Bullen abstammten. Von diesen 19 Bullen wurden 5 Bullen besonders
haufig mit BNP in Verbindung gebracht und flr die statistische Analyse genutzt. Dabei
stellte sich heraus, dass ein Bulle ein 12-fach hoheres relatives Risiko hatte, ein BNP-

Kalb zu zeugen, als andere Bullen. Ein weiterer Bulle besal} ein 8,1-fach erhdhtes relati-
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ves Risiko fur selbiges. Fur beide Bullen war die Anzahl ihrer BNP-Kalber bezogen auf
ihre gesamten Einsatze als Deckbullen hoch signifikant (p < 0,01). Dieses Ergebnis un-
terstreicht die Bedeutung der Abstammung vaterlicherseits des Kalbes. Die Empfanglich-
keit der Zellen des Kalbes flr die maternalen Alloantikdrper ist abhangig vom Genotyp

des Vaters bzw. von den Zelloberflachenstrukturen, die vom Deckbullen vererbt werden.

Des Weiteren wurden die Impfzeitpunkte auf dem Betrieb gesondert untersucht. Dabei
stellte sich hinsichtlich der BVD-Impfung heraus, dass das relative Risiko fir eine BNP-
Erkrankung bei Kalbern, deren Mutter im 6. Trachtigkeitsmonat geimpft worden waren,
6,3-mal so hoch war wie bei Kélbern, deren Mutter in anderen Trachtigkeitsmonaten bzw.
nicht trachtig geimpft worden waren. Dieses Phanomen soll in folgenden Forschungen
untersucht werden. Der durch andere Arbeitsgruppen dieses Projektes festgestellte kau-
sale Zusammenhang mit der Impfung PregSure® BVD und dem Auftreten von BNP
konnte in dem Milchviehbetrieb nicht untersucht werden, da beide Betriebsteile gleicher-
malien diesen Impfstoff einsetzten. Mit dem Stoppen dieser Impfung und dem Schlach-
ten von so geimpften Muttertieren ist jedoch in beiden Betriebsteilen die BNP-Inzidenz im

Jahr 2012 deutlich zurlickgegangen.

Die Impfungen gegen das Blauzungenvirus erfolgten gemal den gesetzlichen Bestim-
mungen in den Jahren 2008 und 2009. Zu diesem Zeitpunkt waren die ersten BNP-Falle
in dem Betrieb bereits aufgetreten. Bei der Analyse wurde jedoch deutlich, dass Kalber
der Mutter, die entweder im 6. oder im 8. Trachtigkeitsmonat gegen die Blauzungen-
krankheit geimpft worden waren, jeweils 4-mal haufiger an BNP erkrankten als Kalber,
deren Mitter in anderen Trachtigkeitsmonaten geimpft oder nicht geimpft worden waren.
Eine zeitliche Korrelation zwischen der Impfung gegen BTV und gegen BVD scheint hin-
sichtlich dieses Ergebnisses moglich. Der Betrieb impfte im Jahr 2005 letztmalig gegen

IBR. Kein BNP-Kalb wurde zum Zeitpunkt einer IBR-Impfung geboren.

Weiterhin fallt eine statistische Signifikanz bei der Geburt von BNP-Kalbern bei der ers-
ten Abkalbung des Muttertieres auf (p = 0,03). Das relative Risiko ist mit dem Wert 0,43
in der ersten Laktation am niedrigsten, demnach ist das Risiko fur Kalber von Erstkalbin-
nen, an BNP erkranken, geringer als fur Kalber von héherlaktierenden Muttern. Es wurde
die Anzahl aller Totgeburten der Mutter der Studienpopulation und der Kalber, die an
BNP erkrankten, ermittelt. Es traten keine signifikanten Unterschiede zwischen dem Vor-
handensein von Totgeburten der BNP-Mtter und der Tiere ohne BNP-Kalber auf. Mit
dem Fisher-Exakt-Test konnte nachgewiesen werden, dass die Anzahl von weiteren ver-

endeten Kalbern (BNP-Falle ausgeschlossen) von BNP-Mittern in dem Beobachtungs-

Seite 21 von 110



zeitraum sich nicht signifikant von der Anzahl anderer Tiere der Studienpopulation mit

verendeten Kalbern in diesem Zeitraum unterscheidet.

Hinsichtlich der jahreszeitlichen Verteilung der BNP-Falle fallt eine Haufung in den Mo-
naten Juli, August und September auf. 72,5 % aller BNP-Falle wurden in diesen Monaten
beobachtet, davon 30 % allein in dem Monat September. Ein Unterschied zwischen den
beiden Betriebsteilen hinsichtlich des vorhandenen bzw. nicht vorhandenen Zugangs zu
dem Auslauf ohne Uberdachung und der Fliegenbekampfung kann bei der monatlichen
Verteilung der Falle nicht festgestellt werden. Es traten alle BNP-Falle in den Vektor-rei-
chen (d.h. stechinsektenreichen) Monaten Mai bis Oktober, in denen Ublicherweise viele

Insekten vorkommen, auf (p < 0,001).

Arbeitspaket 5.1:

Nachweis eines allo-immunvermittelten Geschehens bei BNP

In der Projektlaufzeit konnte umfangreiches Probenmaterial gewonnen und archiviert
werden. Von Kalbern mit BNP, vergleichbaren gesunden Kalbern sowie Muttertieren
wurden Serumproben archiviert und aus dem Vollblut mononukledre Zellen sowie DNA-
und stabilisierte RNA-Proben gewonnen. Zusatzlich wurden in neun Fallen
Knochenmarksaspirate gewonnen, die aufgereinigt und archiviert wurden. Von zwei Ki-

hen liegen Stammzellen aus dem Nabelschnurblut vor.

Um nachzuweisen, dass die BNP-Erkrankung reproduzierbar ist, erhielten acht neugebo-
rene Kalber aus Kiihen, die in der Vergangenheit BNP-Kalber hatten (,BNP-Mdtter®), in
den ersten 24 Lebensstunden nur das Kolostrum ihrer Mutter. In finf Fallen kam es zu
deutlichen Hautblutungen, wobei nur drei der Tiere die flir BNP-typischen hamatologi-
schen Veranderungen zeigten und nachfolgend verendeten. Drei Kalber zeigten keine
aulerlichen Anzeichen von Blutungen. In vitro wurde geschaut, ob die Inkubation mit
Serum einer BNP-Mutter Einfluss auf kultivierte mononukleare Blutzellen von neugebo-
renen Kalbern hat. Weder im Proliferationstest nach unspezifischer Stimulierung noch im
Apoptose-Test ergaben sich signifikante Unterschiede zwischen der Inkubation nur mit
Medium (Kontrolle), der Inkubation mit Serum einer gesunden, nicht gegen BNP geimpf-

ten Kuh sowie mit Serum einer Mutter eines an BNP erkrankten und verendeten Kalbes.
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In der quantitativen RT-Real Time-PCR aus PBMC gesunder neugeborener Kalber
konnten weder nach 3, 6, 24 oder 48 h Inkubation mit Serum von BNP-Mdttern signifi-
kante Unterschiede in der Genexpression von Interleukin 2 (IL-2), Interleukin 6 (IL-6), In-
terleukin 10 (IL-10), Interferon y (IFN-y), Tumor-Nekrose-Faktor a (TNF-a), Heat Shock-
Protein 70 (Hsp70) oder dem Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor (GM-
CSF) im Vergleich zur Inkubation mit Serum eines gesunden, nicht gegen BVD geimpften
Tieres beobachtet werden. Die Expression des Toll-like Rezeptors 2 (TLR-2) war nach
Inkubation mit BNP-positivem Serum signifikant niedriger als nach Inkubation mit Kont-
rollserum oder Medium (p < 0,01) (Abbildung 1).

TLR-2 expression
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8 10 Serum
£ OBNP-
1 | . : Serum
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Abbildung 1: Relative Expression von TLR-2, bezogen auf den Zeitpunkt 0; n = 13.

Mittels ELISA konnte von uns gezeigt werden, dass Kalber, die spater an BNP erkrank-
ten, in ihrer ersten Lebenswoche signifikant hohere Serumspiegel von Thrombopoietin
aufwiesen als gesunde Kalber vergleichbaren Alters, wohingegen bei den Muttertieren
der BNP-Kalber kein Unterschied zu Klihen mit gesunden Kalbern beobachtet werden
konnte (p < 0,01) (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Durchschnittlicher Thrombopoietin-Gehalt im Serum von neugeborenen Kalbern, die

wenig spater BNP entwickelten (n = 7) und gleichaltrigen gesunden Kalbern (n = 11).

Ein BNP-ahnliches Krankheitsbild beim Menschen wird durch eine veranderte Expression
oder Funktion des Thrombopoeitin-Rezeptors c-Mpl verursacht, weshalb eine Sequenzie-
rung von zwolf Abschnitten der codierenden Exone des bovinen c-Mpl durchgefiihrt
wurde. Es konnten keine spezifischen Unterschiede im Sequenzmuster zwischen an
BNP erkrankten Kalbern (n = 7; davon haben 4 Tiere Uberlebt), einem gesunden Kalb
aus einer Kuh, die zuvor ein an BNP erkranktes Kalb hatte, gesunden vergleichbaren

Kalbern (n = 3) sowie Muattern von BNP-Kalbern (n = 2) gefunden werden.

= Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse

Aus unseren Ergebnissen kdénnen die folgenden Aussagen und prophylaktischen Maf}-
nahmen abgeleitet werden:

1. Bei BNP handelt es sich um ein immun-vermitteltes Phdnomen.

2. Es treten auch subklinische Formen der BNP auf.

3. Auch die Wahl des Bullen hat Einfluss auf das Auftreten von BNP.

4. Von Kuhen, die bereits ein an BNP erkranktes Kalb hatten, sollte das Kolostrum

nicht verwendet werden.
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5. In Betrieben sollte mdglichst auf den Einsatz von Mischkolostrum verzichtet wer-

den, um das Krankheitsbild der BNP nicht bei anderen neugeborenen Kalbern

auszulosen.

6. Im 6. Trachtigkeitsmonat sollte nicht gegen BVD geimpft werden.

4. Gegenuberstellung der urspriinglich geplanten zu den tatséchlich erreich-

ten Zielen

Arbeitspaket 1.2: Epidemiologische Fall-Kontroll-Studie, Einfluss von Management-Fak-

toren auf die BNP-Inzidenz in zwei Milchviehbetrieben einer Agrargenossenschaft

Die flir dieses Arbeitspaket geplanten Ziele wurden vollstandig erreicht. Abweichend zu

den im Antrag formulierten Zielen wurde statt der Fall-Kontroll-Studie allerdings eine Ko-

horten-Studie durchgefuhrt, da im Jahr 2010 BNP-Falle in beiden von uns untersuchten

Betriebsteilen auftraten und somit die Bedingungen fir die Fall-Kontroll-Studie nicht mehr

gegeben waren. Die Ergebnisse des hamatologischen und klinischen Monitorings wurden

bereits publiziert (K. Witt et al.,, 2011). Eine Publikation der weiteren Ergebnisse ist in

Vorbereitung.

Arbeitspaket 5.1: Nachweis eines allo-immunvermittelten Geschehens bei BNP

1.

Induktion des Krankheitsbildes:

Die Induktion des Krankheitsbildes durch die Vertrankung von Kolostrum von Kihen,
die bereits BNP-Kalber hatten, an neugeborene Kalber wurde wie geplant durchge-
fuhrt, um Probenmaterial wird fur hdmatologische, klinisch-chemische und immunolo-
gische Untersuchungen zu sammeln. Die im Antrag beschriebenen Immunisierungs-
versuche mit dem vom Markt genommenen Inpfstoff PregSure (Pfizer) und dem iso-
lierten Adjuvans wurden wegen Problemen mit der Genehmigung nicht durchgeflhrt.
Nachweis eines immun-vermittelten Geschehens:

Der Nachweis eines immun-vermittelten Geschehens bei BNP konnte von mehreren
Arbeitsgruppen geflihrt werden; auch wir konnten zeigen, dass Serumantikérper von
Kihen, die ein an BNP erkranktes Kalb hatten, an Leukozyten gesunder Kalber bin-

den konnen.
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3. Einfluss auf die Apoptose-Rate und der Zytokin-Ausschittung:
Wir hatten die Vermutung, dass es bei der BNP zu einer Zerstdérung der Zellen des
Knochenmarks und des Blutes und dadurch Gber Ausschuttung von Zytokinen zu ei-
ner Fas-vermittelten Einleitung der Apoptose und entsprechend zum Zelltod kommt.
Unsere in vitro-Versuche zeigten weder einen Unterschied in der Genexpression
ausgewahlter Zytokine und des Heat Shock-Proteins 70 noch in der Apoptoserate bei
PBMC, die mit Serum eines BNP-Muttertiers oder einer gesunden und nicht gegen
BVD geimpften Kuh inkubiert wurden; nur die Expression des Toll-like Rezeptors 2
(TLR-2) ist 3 h nach Inkubation mit BNP-Serum deutlich erniedrigt.

4. Serumspiegel von Thrombopoietin (TPO):
Bei Menschen konnte gezeigt werden, dass das TPO im Serum von Patienten mit
CAMT stark erhoht vorliegt, aber biologisch funktional ist. Dieses konnte von uns
auch bei Kalbern, die spater BNP entwickelten, beobachtet werden. Die Funktionalitat
des Thrombopoietin wurde von uns nicht untersucht.

5. ldentifizierung des Zielmolekls:
Unser erstes vermutetes Zielmolekil war der bovine Thrombopoietin-Rezeptor (c-
Mpl). Wir konnten allerdings Uber Sequenzierungen keine Mutationen in den unter-
suchten 12 Abschnitten der codierenden Exone des bovinen Thrombopoietin-Re-
zeptors (c-Mpl) feststellen. Erste Versuche in der Durchflusszytometrie ergaben auch
keinen Anhaltspunkt auf Beteiligung des Glycoproteins lIb/llla (CD41/61).

6. Glykosylierung des c-Mpl:
Im Antrag formulierten wir die Alternativhypothese, dass nicht nur ein Polymorphis-
mus in der Aminosaureabfolge, sondern auch in der Glykosylierung des
Thrombopoietin-Rezeptors (c-Mpl) verantwortlich fir die Immunogenitat sein kénnte.
Die Glykosylierung wurde nicht mehr untersucht, da durch die Schwangerschaft der
im Projekt eingesetzten Doktorandin ein erheblicher Zeitverzug eingetreten ist. Die fur

die Glykosylierungsanalysen beantragten Mittel wurden nicht abgerufen.
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1 Ziele und Aufgabenstellung des Vorhabens

1.1 Planung und Ablauf des Vorhabens

Aufbauend auf den Vorarbeiten zum Projekt waren laut Arbeitsplan (Zeitplan S. 42 Projekt-
antrag) im FBN Dummerstorf folgende Arbeitsschritte durchzufiihren:

Herdenmonitoring / Epidemiologie: Aufgrund der Hinweise auf einen Zusammenhang zwi-
schen der Bovinen Neonatalen Panzytopenie (BNP) und der Impfung mit dem BVDV-Impf-
stoff PregSure® wurde zunachst das Impfschema der Kihe in der Charolais x Deutsche
Holstein-Kreuzungspopulation (SEGFAM) im FBN Dummerstorf naher analysiert. Die
SEGFAM-Population wird unter einheitlichen Futterungs- und Haltungsbedingungen gehal-
ten, segregiert fur das Auftreten von BNP und stellt die Basis fur die im Projekt durchgefuhr-
ten Untersuchungen dar. Als Voraussetzung fir die weiteren Analysen zur Ermittlung der
genetischen Ursachen der BNP war zunachst eine exakte Klassifizierung von Kihen hin-
sichtlich der Pathogenitat ihres Kolostrums erforderlich. Daher wurde ein konsequentes Kklini-
sches und hamatologisches Monitoring aller im FBN Dummerstorf geborenen Kalber, die
ausschliel3lich maternales Kolostrum erhielten, vorgenommen.

Erganzung des Probenmaterials: Fur die beim Projektpartner TiHo vorgesehene Genom-
weite Assoziationsstudie wurden entsprechend Arbeitspaket 3 des Forschungsschwerpunk-
tes 2 Blut- und Milchproben von Mattern, deren Kalber nach Kolostrum-Gabe an BNP er-
krankten, sowie von Muttern, deren Kélber nach Kolostrum-Gabe nicht an BNP erkrankten,
im Sinne einer Case-Control-Studie zusammengestellt. Fir die unter unter Arbeitspaket 2
des Forschungsschwerpunktes 5 vorgesehene Transkriptomanalyse wurden drei Gruppen
an Kuhen mit unterschiedlicher Pathogenitat des Kolostrums zusammengestellt, von denen
vor und nach einer Booster-Impfung mit PregSure®BVD, die in Kooperation mit dem Projekt-
partner FU Berlin stattfand, Blutproben enthommen wurden.

Zusatzlich  wurden  auflerdem  Blutproben von 11 Muttertieren aus den
Transkriptomversuchsgruppen der AG Prof. Dr. Rimenapf / JLU GieRen zur Verfliigung ge-
stellt, die die Leukozytenantigene dieser Tiere auf Reaktivitat mit einem BNP-Standardserum
untersuchte.

Im gesamten Projektzeitraum wurden bei allen weiteren Muttertieren aus der Charolais x
Deutsche Holstein-Kreuzungspopulation (SEGFAM) im FBN Dummerstorf am 28. Tag nach
Abkalbung Serum-Proben entnommen sowie eine Kolostrum-Bank angelegt, um Material fur
etwaige zuklnftige Proteomanalysen zu gewinnen.

Transkriptom-Analyse: Die unter unter Arbeitspaket 2 des Forschungsschwerpunktes 5
geplante Transkriptom-Analyse nutzte die unter den Punkten Herdenmonitoring /Epide-
miologie bzw. Erganzung des Probenmaterials gewonnenen Erkenntnisse bzw. Proben. Die
Transkriptom-Analyse bestand in dem holistischen Vergleich der quantitativen und qualitati-
ven Variation der RNA-Expression von different genetisch fir BNP pradisponierten Kihen
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durchgefiihrt. Dazu wurde entsprechend der Projektplanung ein RNAseq-Experiment mit
RNA aus Blutproben vorgenommen. In Ergénzung zu den bei Projektbeantragung geplanten
Arbeiten wurde der Transkriptomanalyse der Rinderblutzellen die Untersuchung des
Transkriptoms der bovinen Nierenepithelzelllinie MDBK hinzugefiigt, u.a. um die Komple-
mentaritdt von Oberflachenantigenen zu vergleichen. Zur Absicherung aussagefahiger Er-
gebnisse waren abweichend von der Projektplanung sowohl eine Verlangerung der Lese-
weite der Transkripte als auch eine Erhéhung der Zahl der Reads pro Probe erforderlich.

Fur die Arbeiten im Projektzeitraum konnte vom 01.03.2011 bis zum 30.09.2012 eine Tier-
arztin aus Projektmitteln beschéaftigt werden, die in Zusammenarbeit mit institutseigenen Mit-
arbeiterinnen Arbeiten zur Probennahme, Erstellung und Uberpriifung von Bibliotheken zur
Next-Generation-Sequencing-Analyse sowie entsprechende Datenauswertungen durch-
fuhrte.

1.2 Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknupft
wurde

Seit dem Jahr 2007 wurden deutschland- und europaweit bei neugeborenen Kalbern ver-
mehrt Falle beobachtet, die Symptome einer hamorrhagischen Diathese zeigten (Friedrich et
al., 2009). Die als Bovine Neonatale Panzytopenie (BNP) bezeichnete Erkrankung weist bei
betroffenen Kalbern eine hohe Letalitat auf. Eine Reproduzierbarkeit der Erkrankung konnte
nachgewiesen werden, indem Kalber aus bisher nicht von BNP-betroffenen Bestanden Ko-
lostrum von Muttertieren erhielten, die zuvor mindestens ein BNP-Kalb gehabt hatten (Fried-
rich et al., 2011). Epidemiologische Untersuchungen zeigten einen starken Zusammenhang
zwischen BNP und einer bestimmten inaktivierten BVDV (Bovine Virusdiarrhoe-Virus)-Vak-
zine. Alle Muttertiere betroffener Kalber waren mit dieser Vakzine geimpft worden (Friedrich
et al., 2011). Andere Untersuchungen wiesen auf eine durch immunologische Reaktion aus-
geldste Pathogenese hin. Unabhangige Studien zeigten, dass die inaktivierte BVDV-Vakzine
die Bildung von Alloantikdérpern bei Kihen induzieren kann (Bridger et al., 2011, Pardon et
al., 2011), die dann Uber das Kolostrum auf ein empfangliches Kalb Ubertragen werden koén-
nen. Eine Bindung von IgG1-Antikdrpern an verschiedene Blutzellen wie beispielsweise an
Thrombozyten oder Leukozyten konnte kirzlich nachgewiesen werden (Assad et al., 2012),
was die Hypothese untermauert, dass die Antikdrper-Bindung an periphere Blutzellen sowie
mdglicherweise auch an Stammzellen des Knochenmarks zu einer Phagozytose dieser Zel-
len und daraus resultierender Panzytopenie und Panmyelophthise flihrt. Ferner ergaben sich
Hinweise fur eine mdgliche genetische Pradisposition fur BNP. In vorherigen Untersuchun-
gen am FBN Dummerstorf war gezeigt worden, dass eine extreme familiare Haufung von
Muttern mit klinischen BNP-Kalbern in einer F2-Vollgeschwisterfamilie innerhalb der Resour-
cenpopulation SEGFAM des FBN Dummerstorf auftrat (Krappmann et al., 2011). Da neben
dem Auftreten von klinischen BNP-Fallen von einer weitaus gré3eren Anzahl an subklini-
schen Fallen aus der Praxis berichtet wurde (Witt et al, 2011), ergab sich daraus zum einen
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die Frage, inwieweit auch subklinische BNP-Falle in der SEGFAM-Ressourcen-Population
auftreten und ob diese Falle ebenfalls so wie die klinischen BNP-Falle gehauft in der bisher
von BNP-betroffenen Familie auftreten. Die zweite Zielstellung des Projektes bestand in der
Untersuchung der Ursachen fir die genetische Pradisposition der BNP-Miitter. Dies sollte
mittels Transkriptomanalysen aus Blutproben von mit PregSure® geimpften Kihen erfolgen,
deren BNP-Pradisposition im ersten Teil des Projektes noch einmal bestatigt worden war. Im
Verlaufe des Projektes ergaben sich Hinweise auf mdglicherweise antigen wirkende MHC-
Klasse I-Allele im Impfstoffstoff (Deutskens et al., 2011), deren Ursprung in der zur Virusan-
zucht eingesetzten bovinen Nierenepithelzelllinie MDBK vermutet wurde. Daher bestand eine
dritte, im Verlauf des Projektes zusatzlich definierte Zielstellung in einem Transkriptom-Ver-
gleich der MDBK-Zelllinie sowie der Blutproben von Kihen verschiedener BNP-Pradisposi-
tion.

2 Material und Methoden

Die Resourcenpopulation SEGFAM des FBN Dummerstorf bildete die Grundlage fur zwei
experimentelle Ansatze. Alle in diesen Versuch einbezogenen Muttertiere hatten mindestens
eine Grundimmunisierung mit der unter Verdacht stehenden BVDV-Vakzine erhalten. Im
ersten Versuchsansatz wurden alle neugeborenen Kalber der Resourcenpopulation
SEGFAM aus dem Rinderbestand des FBN Dummerstorf direkt nach der Geburt von den
Muttertieren getrennt und erhielten innerhalb von zwei Stunden nach Geburt Kolostrum, aus-
schliel3lich von der eigenen Mutter. Die Fltterung mit Muttermilch wurde bis zum flnften Le-
benstag fortgefiihrt, bevor auf eine Milchaustauscherdiat umgestellt wurde. Alle Kalber wur-
den am ersten bis funften, siebten und vierzehnten Tag nach Geburt klinisch auf Anzeichen
von BNP untersucht. Gleichzeitig wurden zu diesen Zeitpunkten Blutproben fir hamatologi-
sche Untersuchungen entnommen und ausgewertet, wobei insbesondere Verlaufe und Ab-
weichungen in Thrombozyten-, Leukozyten- und Erythrozytenzahlen verfolgt wurden.

In einem zweiten Versuchsansatz wurden drei Gruppen von Muttertieren (insgesamt 11
Tiere) aus der Resourcenpopulation des FBN Dummerstorf einer Booster-Vakzinierung mit
PregSure® unterzogen. Die Gruppen der Muttertiere waren so zusammengestellt, dass sie
Klhe enthielten, die a) mindestens ein klinisch erkranktes BNP-Kalb gehabt hatten und aus
der von BNP stark betroffenen Familie stammten (Gruppe1), b) die ebenfalls aus der von
BNP stark betroffenen Familie stammten, deren Kalber jedoch nicht klinisch oder subklinisch
erkrankten sondern lediglich Blutbildveranderungen im Vergleich zu Kélbern aufwiesen, die
aus einer Kontrollpopulation stammten (Gruppe 2) oder c) Kontrolltiere mit alternativer Ab-
stammung reprasentierten, bei denen noch nie klinische oder subklinische BNP beobachtet
worden war (Gruppe 3). Jeweils zum Zeitpunkt Null und vierzehn Tage nach Vakzinierung
wurden Blutproben enthommen, die zur Isolierung von RNA und anschlieRendem Aufbau
von mMRNA-Bibliotheken verwendet wurden. Dariber hinaus wurden mRNA-Bibliotheken ei-
ner MDBK-Zelllinie, die von der AG Rimenapf (JLU Gielden) zur Verfligung gestellt worden
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war, erstellt. Alle Bibliotheken wurden vor der eigentlichen Next-Generation-Sequenzierung
durch partielle Klonierung in einen Plasmid-Vektor sowie nachfolgende Einzelklon-Sequen-
zierung auf ihre Struktur und Eignung fir die nachfolgenden Schritte getestet. Die Next-Ge-
neration-Sequenzierlaufe wurden an einem lllumina Genome Analyzer lIx in einem 2 x 61 bp
paired-end-Ansatz durchgefihrt. Mittels Next-Generation-Sequencing (RNAseq) wurden die
Proben auf quantitative und strukturelle Expressionsunterschiede zwischen den Muttertieren
untersucht. Die bioinformatischen Datenauswertungen erfolgten zunachst mit Hilfe von
FastQC (www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) sowie der Bowtie/TopHat/
Cufflinks-Pipeline (Trapnell et al., 2012), wobei die Assembly UMD3.1 (Zimin et al., 2009) als
bovines Referenzgenom diente. Weitere bioinformatische Analysen zur differentiellen Ex-
pression sowie Pathway-Analysen erfolgten mittels edgeR (McCarthy et al., 2012), GOseq
(Young et al., 2010), DAVID (Young et al., 2009), PermutMatrix (Caraux and Pinloche, 2005)
sowie IPA (Ingenuity® Systems, www.ingenuity.com).

3 Ergebnisse

3.1 Ausfuhrliche Darstellung der wichtigsten Ergebnisse

Epidemiologie:

Aufgrund der Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen der BNP und der Impfung mit
dem BVDV-Impfstoff PregSure® wurde das Impfschema der Kiihe in der SEGFAM-Resour-
cenpopulation naher analysiert. Nach einer initialen Bestandsimpfung mit Boosterung im
Marz/April 2006 wurden alle weiblichen Tiere im FBN exakt im Alter von 12 und 13 Monaten
mit dem Impfstoff PregSure® erstgeimpft und dann nachfolgend jeweils jahrlich im Rahmen
einer Bestandsimpfung. Eine Besamung der Tiere erfolgte nicht vor dem 16. Lebensmonat.
Der erste Fall von BNP trat im FBN im Mai 2007 auf, 15 Monate vor der Erstimpfung gegen
Bluetongue-Virus. Bei den Mattern, die an BNP erkrankte Kalber hatten, lag die letzte Imp-
fung vor der Abkalbung zwischen 41 und 356 Tage vor dem entsprechenden Abkalbetag.
Eine Haufung von BNP-Fallen in einer bestimmten Jahreszeit war im vorliegenden Daten-
material nicht nachweisbar. Ebenso konnte kein bei allen BNP-Mduttern Gbereinstimmend
vorliegendes Impfdatum nachgewiesen werden, da z.B. das erste BNP-Kalb bereits vor der
Geburt der jungsten Mutter mit einem BNP-Kalb geboren wurde.

Genetische BNP-Pradisposition:

Die Hypothese einer genetischen Pradisposition fur klinische bovine neonatale Panzytopenie
(BNP) konnte bestatigt und die genetische Pradisposition auch fir das Auftreten der subkli-
nischen BNP nachgewiesen werden. Die Ergebnisse des Herdenmonitorings aller neugebo-
renen Kalber im SEGFAM-Bestand des FBN Dummerstorf zeigten, dass von 48 klinisch und
hamatologisch untersuchten Kalbern im Projektzeitraum nur ein Kalb eine subklinische BNP
entwickelte. Dieses Kalb stammte ebenfalls aus der von BNP betroffenen Familie. Weiterhin
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entwickelten wahrend des Beprobungszeitraumes zwei Kalber, die ebenfalls aus der von
BNP betroffenen Familie abstammten, eine klinische BNP. Darilber hinaus fiihrte in dieser
Familie mit nachgewiesener genetischer Pradisposition die Aufnahme von maternalem Ko-
lostrum auch bei klinisch unauffalligen Nachkommen von Nicht-BNP-Mdttern zu hamatologi-
schen Veranderungen im Vergleich zu Tieren aller anderen Familien. Innerhalb der gene-
tisch pradisponierten Familie 16st offensichtlich das Kolostrum aller Mitter Blutbildverande-
rungen bei den Nachkommen aus. Allerdings hat das Kolostrum unterschiedlich pathogenes
Potential. In nicht-genetisch pradisponierten Familien I6ste das Kolostrum der Mitter keiner-
lei Blutbildveranderungen aus.

Transkriptom-Analyse:

Fur die Analyse der Ursachen der unterschiedlichen genetischen Pradisposition der Kihe
hinsichtlich BNP wurde eine Transkriptom-Analyse mittels RNAseq aus Blutproben unter-
schiedlich pradisponierter Mitter nach Boostervakzinierung mit PregSure® BVD durchge-
fuhrt. Die Gruppen der Muttertiere waren so zusammengestellt, dass sie Kihe enthielten, die
a) mindestens ein klinisch erkranktes BNP-Kalb gehabt hatten und aus der von BNP stark
betroffenen Familie stammten (Gruppe1), b) die ebenfalls aus der von BNP stark betroffenen
Familie stammten, deren Kalber jedoch nicht klinisch oder subklinisch erkrankten sondern
lediglich Blutbildveranderungen im Vergleich zu Kéalbern aufwiesen, die aus einer Kontrollpo-
pulation stammten (Gruppe 2) oder c¢) Kontrolltiere mit alternativer Abstammung reprasen-
tierten, bei denen noch nie klinische oder subklinische BNP beobachtet worden war (Gruppe
3). Vor und nach Vakzinierung wurden Blutproben entnommen, die mittels Next-Generation-
Sequencing (RNAseq) auf quantitative und strukturelle Expressionsunterschiede zwischen
den Muttertieren untersucht wurden.

Im Vergleich des Transkriptoms der Blutzellen vor und nach Impfung zeigte sich eine um-
fangreiche Immunantwort. Von besonderem Interesse ist eine hochsignifikante Aufregulation
nach Impfung mit PregSure® BVD eines bislang weder beim Rind noch in anderen
Saugergenomen beschriebenen Genortes. Bioinformatische Analysen ergaben einen Hin-
weis auf ein proteincodierendes Potential des entsprechenden Transkripts.

In Bezug auf die Impfreaktion ergab die Transkriptom-Analyse signifikante Unterschiede
zwischen den Versuchsgruppen. Die Versuchsgruppen der genetisch pradisponierten Kiihe
mit Kklinisch (Gruppe1) oder hamatologisch betroffenen (Gruppe2) Kalbern reagierten we-
sentlich intensiver auf die Booster-Impfung als die Kiihe der Kontrollgruppe (Gruppe3), die
aus Tieren ohne genetische Pradisposition bestand.

Im direkten Gruppenvergleich zeigten die Kihe mit klinisch oder hadmatologisch betroffenen
Kalbern signifikant weniger Transkripte eines bislang funktionell nicht charakterisierten, aber
dem MHC class | partiell homologen Gens, das auch in der MDBK-Zelllinie exprimiert wird.
Darliber hinaus wurde eine signifikant differentielle Expression weiterer immunrelevanter
sowie bislang noch véllig unbekannter Gene nachgewiesen.

Die weitere Schlussfolgerung aus den Ergebnissen der Transkriptom-Analyse ist, dass zwar
ein klassisches MHC class | Allel als allein ursachliches Antigen fir die BNP ausgeschlossen
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werden kann. Hingegen ergeben sich Hinweise auf eine Beteiligung eines zumindest MHC-
ahnlichen Proteins sowie weiterer zurzeit noch unbekannter, nicht funktional charakterisierter
Gene.

3.2 Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse

Die im Projekt gewonnenen Informationen bestatigen die Hypothese einer genetischen Pra-
disposition sowohl fir eine klinische wie subklinische BNP. Es gibt keine Anhaltspunkte flr
ein bislang unerkanntes, weit verbreitetes Auftreten subklinischer BNP.

Aus den Projektergebnissen kann weiter abgeleitet werden, dass die unterschiedliche gene-
tische Pradisposition von Kiuhen zur Bildung von BNP auslésendem Kolostrum mit einer
quantitativ und qualitativ unterschiedlichen Immunantwort auf die Impfung mit PregSure® in
Zusammenhang steht. Im Rahmen des Projektes konnten unter anderem eine Reihe beim
Rind bislang unbekannter Genorte mit differentieller Expression nachgewiesen werden. Die
weitere Charakterisierung der entsprechenden Transkripte kann neue Erkenntnisse auf die je
nach genetischer Pradisposition unterschiedlichen Immunreaktionen im Rahmen der Imp-
fung mit der PregSure®-Vakzine hervorbringen. Dies ist in Hinblick auf die spezifische Zu-
sammensetzung des Impfstoffes mdglicherweise auch weit Uber diese BVDV-Vakzine hinaus
von Bedeutung zur Vermeidung zukunftiger unerwinschter Impfreaktionen.

4 Zusammenfassung

Im Rahmen des Projektes wurden Untersuchungen zur Ermittlung der Ursachen fiir die Bo-
vine Neonatale Panzytopenie (BNP) durchgefiihrt. Epidemiologische Untersuchungen und
ein Herdenmonitoring innerhalb einer unter standardisierten Bedingungen gehaltenen Cha-
rolais x Deutsche Holstein Resourcenpopulation belegten eine genetische Pradisposition der
Kihe zur Bildung von BNP-auslésendem Kolostrum. Darlber hinaus konnte die Hypothese
einer weit verbreiteten subklinischen BNP nicht bestatigt werden.

Fir die weitere |dentifizierung der Grundlagen der offensichtlichen genetischen Pradisposi-
tion wurde eine holistische Transkriptom-Analyse an Blutzellen von Kiuhen durchgefuhrt. Ein
RNAseqg-Ansatz verglich das quantitative und qualitative Transkript-Expressionsprofil von
Kihen, deren Kolostrum BNP ausgel6st hatte mit dem von Kontrolltieren, bei denen weder in
der eigenen Nachkommenschaft noch in der Verwandtschaft BNP aufgetreten war. In Bezug
auf die Impfreaktion ergab die Transkriptom-Analyse signifikante Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen. Die Versuchsgruppen der genetisch pradisponierten Kihe mit klinisch
oder hamatologisch von BNP betroffenen Kalbern reagierten wesentlich intensiver auf die
Booster-Impfung als die Kihe der Kontrolltiere. Im direkten Gruppenvergleich zeigten die
Kihe mit klinisch oder hamatologisch betroffenen Kalbern signifikant weniger Transkripte
eines bislang funktionell nicht charakterisierten, aber dem MHC class | partiell homologen

Seite 35 von 110



Gens, das auch in der MDBK-Zelllinie exprimiert wird. Daruber hinaus wurde eine signifikant
differentielle Expression weiterer immunrelevanter sowie bislang noch vollig unbekannter
Gene nachgewiesen. Abweichend von der urspringlichen Hypothese einer Kausalitat eines
MHC class I-Antigens konnte kein bisher beschriebenes klassisches MHC class I-Allel als
ursachlich fir die unterschiedliche genetische Pradisposition identifiziert werden. Die
Schlussfolgerung aus den Ergebnissen ist, dass zwar ein klassisches MHC class | Allel als
allein ursachliches Antigen fur die BNP ausgeschlossen werden kann. Hingegen ergeben
sich Hinweise auf eine Beteiligung eines zumindest MHC-ahnlichen Proteins sowie weiterer
zurzeit noch unbekannter, nicht funktional charakterisierter Gene.

5 Gegenuberstellung der urspringlich geplanten zu den
tatsachlich erreichten Zielen; ggf. mit Hinweisen auf weiter-
fihrende Fragestellungen

Zur ersten Zielstellung des Projektes, der Prifung der Hypothese eine genetischen Pradis-
position konnte ein eindeutiges Ergebnis erzielt werden: sowohl klinische als auch subklini-
sche BNP unterliegen einer genetischen Pradisposition. Die zweite Zielstellung des Projek-
tes bestand in der Untersuchung der Ursachen fiir die genetische Pradisposition der BNP-
Mutter. Hier konnte die Hypothese einer alleinigen Ursache eines aus der MDBK-Zelllinie
stammenden klassischen MHC class | Allels flr die Entstehung der BNP nicht bestatigt wer-
den. Stattdessen besteht weiterer Forschungsbedarf zu den ursachlichen Mechanismen der
unterschiedlichen Pradisposition. Dieser ergibt sich aus den nachgewiesenen signifikanten
Unterschieden zwischen unterschiedlich flir BNP pradisponierten Kihen hinsichtlich ihrer
quantitativen und qualitativen Immunantwort auf die Impfung mit PregSure® mit z.T. bislang
beim Rind vdllig unbekannten exprimierten Genorten.
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Darstellung, Wertung und Anwendung der Ergebnisse fir Zwecke
des BMELV

6.1 Darstellung der Ergebnisse:

Epidemiologie:

Aufgrund der Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen der Bovinen Neonatalen Pan-
zytopenie (BNP) und der Impfung mit dem BVDV-Impfstoff PregSure® wurde das Impf-
schema der Kihe in der unter standardisierten Bedingungen gehaltenen und gefltterten
SEGFAM-Resourcenpopulation, einer Charolais x Deutsche Holstein Kreuzung am FBN
Dummerstorf, ndher analysiert. Nach einer initialen Bestandsimpfung mit Boosterung im
Marz/April 2006 wurden alle weiblichen Tiere im FBN exakt im Alter von 12 und 13 Monaten
mit dem Impfstoff PregSure® erstgeimpft und dann nachfolgend jeweils jahrlich im Rahmen
einer Bestandsimpfung. Der erste Fall von BNP trat im FBN im Mai 2007 auf, 15 Monate vor
der Erstimpfung gegen Bluetongue-Virus. Bei den Muttern, die an BNP erkrankte Kalber
hatten, lag die letzte Impfung vor der Abkalbung zwischen 41 und 356 Tage vor dem ent-
sprechenden Abkalbetag. Eine Haufung von BNP-Fallen in einer bestimmten Jahreszeit war
im vorliegenden Datenmaterial nicht nachweisbar. Ebenso konnte kein bei allen BNP-Mut-

tern Ubereinstimmend vorliegendes Impfdatum nachgewiesen werden.
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Genetische BNP-Pradisposition:

Die Hypothese einer genetischen Pradisposition fur klinische BNP konnte bestatigt und die
genetische Pradisposition auch flr das Auftreten der subklinischen BNP nachgewiesen wer-
den (Demasius et al., eingereicht). Die Ergebnisse des Herdenmonitorings aller neugebore-
nen Kalber im SEGFAM-Bestand des FBN Dummerstorf zeigten, dass von 48 klinisch und
hamatologisch untersuchten Kalbern im Projektzeitraum nur ein Kalb eine subklinische BNP
entwickelte. Dieses Kalb stammte aus der Familie der SEGFAM-Population, die bereits vor
Projektbeginn ausschlieRlich von BNP betroffen gewesen war (Krappmann et al., 2010a,b).
Weiterhin entwickelten zwei Kalber, die ebenfalls aus der von BNP betroffenen Familie ab-
stammten, eine klinische BNP. Dariber hinaus flihrte in dieser Familie mit nachgewiesener
genetischer Pradiposition die Aufnahme von maternalem Kolostrum auch bei klinisch unauf-
falligen Nachkommen von Nicht-BNP-Muttern zu hamatologischen Veranderungen im Ver-
gleich zu Tieren aller anderen Familien. Innerhalb der genetisch pradisponierten Familie 16st
offensichtlich das Kolostrum aller Mutter Blutbildveranderungen bei den Nachkommen aus.

Allerdings hat das Kolostrum unterschiedlich pathogenes Potential.

6.2 Anwendung der Ergebnisse

Die im Projekt gewonnenen Informationen bestatigen die Hypothese einer genetischen Pra-
disposition sowohl fir eine klinische wie subklinische BNP. Aus den vorliegenden Ergebnis-
sen kann vermutet werden, dass es sich bei der relativ zur Zahl der eingesetzten Impfdosen
relativ seltenen klinischen BNP nicht um einen Sonderfall einer in der Population weit ver-
breiteten subklinischen BNP handelt. Es gibt keine Anhaltspunkte fir ein bislang unerkann-

tes, weit verbreitetes Auftreten subklinischer BNP.

Die Hypothese einer alleinigen Ursache eines aus der MDBK-Zelllinie stammenden klassi-
schen MHC class | Allels fir die Entstehung der BNP konnte nicht bestatigt werden. Aller-
dings kann aus den Projektergebnissen abgeleitet werden, dass die unterschiedliche geneti-
sche Pradisposition von Kihen zur Bildung von BNP ausldsendem Kolostrum mit einer
quantitativ und qualitativ unterschiedlichen Immunantwort auf die Impfung mit PregSure® in
Zusammenhang steht. Im Rahmen des Projektes konnten unter anderem eine Reihe beim
Rind bislang unbekannter Genorte mit differentieller Expression nachgewiesen werden. Die
weitere Charakterisierung der entsprechenden Transkripte kann neue Erkenntnisse auf die je
nach genetischer Pradisposition unterschiedlichen Immunreaktionen im Rahmen der Imp-
fung mit der PregSure®-Vakzine hervorbringen. Die Kenntnis der offensichtlich komplexen

Ursachen fiir unterschiedliche genetische Pradisposition ist aufgrund der spezifischen Zu-
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sammensetzung des Impfstoffes moglicherweise auch weit Uber diese BVDV-Vakzine hinaus

von Bedeutung zur Vermeidung zuklnftiger unerwiinschter Impfreaktionen.
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AG Kuhn, FBN Dummerstorf

7 Kurzfassung

Im Rahmen des Projektes wurden Untersuchungen zur Ermittlung der Ursachen fiir die Bo-
vine Neonatale Panzytopenie (BNP) durchgefiihrt. Epidemiologische Untersuchungen und
ein Herdenmonitoring innerhalb einer unter standardisierten Bedingungen gehaltenen Cha-
rolais x Deutsche Holstein Resourcenpopulation belegten eine genetische Pradisposition der
Klhe zur Bildung von BNP-auslosendem Kolostrum. Dariber hinaus konnte die Hypothese

einer weit verbreiteten subklinischen BNP nicht bestatigt werden.

Fur die weitere Identifizierung der Grundlagen der offensichtlichen genetischen Pradisposi-
tion wurde eine holistische Transkriptom-Analyse an Blutzellen von Kihen durchgeflihrt. Ein
RNAseg-Ansatz verglich das quantitative und qualitative Transkript-Expressionsprofil von
Kihen, deren Kolostrum BNP ausgel6st hatte mit dem von Kontrolltieren, bei denen weder in
der Nachkommenschaft noch in der Verwandtschaft BNP aufgetreten war. In Bezug auf die
Impfreaktion ergab die Transkriptom-Analyse signifikante Unterschiede zwischen den Ver-

suchsgruppen.
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Forschungsschwerpunkt 2: Reproduktion der Krankheit, Arbeitspa-
ket 2: Serum-Ubertragungsstudien an genetisch heterogenen Kélbern

Forschungsschwerpunkt 6: Sonstige zentrale Aufgaben

Studiendesign

Ziel der Serumubertragungsstudie war die Untersuchung der Reproduzierbarkeit der Bovinen
Neonatalen Panzytopenie (BNP) mittels Serumtransfusion von einem Serumpool (,Bluter-
Serum®) von ,Bluter-Muttern* (Klihe, die zuvor Bluterkalber geboren hatten) und die Reakti-
vitdt hinsichtlich der zuvor getesteten Reaktivitat der Leukozyten und MHC | gegentber
BNP-Serum-Alloantikérpern. Im Rahmen dieses Teilprojektes der Serumuibertragungsstudie
sollten Laborparameter (Hamatologie, Gerinnung, Serum Amyloid A (SAA), Fibrinogen als
akute Phase Proteine sowie die Enzyme Laktatdehydrogenase (LDH) und Aspartataminot-
ransferase (AST) als Marker des zellularen Schadens) untersucht werden. Zudem war die
Reaktion des Knochenmarks von Interesse, die mittels zytologischer Untersuchung von einer
verblindeten Untersucherin ausgewertet wurde. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte im
Zusammenhang mit einer Kontrollgruppe, die Serum von Kihen erhielt, die keine Bluter-Kal-

ber geboren hatten ,Nicht-Bluter-Matter®.

Entsprechend ihrer Reaktivitat (positive oder negative Reaktion der Leukozyten auf Alloanti-
korper bzw. MCH | positiv oder negativ) erfolgte eine Zuordnung der Kalber in folgende

Gruppen:
Gruppe I: Leukozyten positiv/ MCH | positiv
Gruppe II: divergierende Reaktivitat gegenuber Leukozyten und MHC |

Gruppe llI: Leukozyten negativ / MCH | negativ

In Abhangigkeit der Zugehorigkeit in die Studien- (Kirzel ,s“)- oder Kontrollgruppe (Kirzel

.K“) wurden die Gruppen folgendermallen benannt: Is, Ik; lIs, llk; llls, IlIk.
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Studienprotokoll und labordiagnostische Analysen

Die Testung der Reaktivitat der Leukozyten erfolgte im Institut fir Hygiene und Infektions-
krankheiten der Tiere, Justus-Liebig-Universitat Giessen (IHIT, Ag Bauerfeind) und des In-
stituts fur Virologie (Ag Thiel; verfliigbar von Juli 2012-November 2012). Kalber, die nach No-
vember 2012 eine positive Reaktivitat der Leukozyten aufwiesen, wurden der Gruppe |l zu-

geordnet (Gruppe llIs: 0/6; Gruppe Il k: 4/6).
Die Beprobung erfolgte wie in Tab. 1 beschrieben (siehe Anhang)

Die hamatologische Untersuchung wurde mittels des Hamatologiegerates ADVIA 2120
(Siemens Diagnostics GmbH, Eschborn) mit spezies-spezifischer Softwareeinstellung fir die
Tierart Rind durchgeflhrt, wobei folgende Parameter zur Auswertung herangezogen wurden:
Leukozytenzahl (WBC), Differentialblutbild, Hamatokritwert (HCT) sowie die Thrombozyten-
zahl (PLT).

Die Gerinnungsanalyse erfolge automatisiert mittels des Gerinnungsanalysegerates STA

compact (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim).

Fur die Messung von SAA und der Enzyme LDH und AST fand das automatische Analyse-
gerat Pentra 400 (ABX, Horiba, Montpellier, Frankreich) Verwendung.

Statistische Analyse

Aufgrund der zum Zeitpunkt des Abschlussberichts noch geringen Fallzahlen in den Gruppen
llls und lllk wurden zur statistischen Auswertung mittels zweifaktorieller Varianzanalyse und
Bonferroni post Test lediglich die Gruppen | und Il herangezogen. Aus technischen Griinden
(zu grofte Datenmenge fir kommerziell erhaltliche Statistikprogramme) erfolge die Analyse
nur von Daten der Messzeitpunkte 9; 15; 19; 33; 42; 20; 24; 28; 30 und 42.

Die Untersuchung potentieller Unterschiede in der Haufigkeit des Vorkommens von Makro-
phagen mit Zytophagie im Knochenmark bzw. des Auftretens von Zytopenien in den ver-
schiedenen Gruppen erfolgte mittels Chi-Square Test.

Fur die Auswertung der hadmatologischen Parameter (Detektion von Zytopenien) wurden fiir
den ADVIA 120 publizierte Referenzwerte zugrunde gelegt (Brun-Hansen et al. 2006). Fol-
gende Publikationen wurden fiir die Auswertung der Ubrigen Parameter herangezogen: Fib-
rinogen (Knowles et al. 2000), Enzyme (Egli und Blum 1998) sowie SAA (Alsemgeest 1994).
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Probanden

Insgesamt lagen zum Auswertzeitpunkt Ergebnisse von 8 Kalbern der Gruppe Is, 6 Kalbern
der Gruppe lk, 6 Kalbern der Gruppe lls, 5 Kalbern der Gruppe llk sowie 2 Kalbern der
Gruppe llls und 1 Kalb der Gruppe Ik vor.

Hamatologie

Die Transfusion von ,Bluter-Serum® flihrte bei den Kalbern der Gruppen Is und lls zu einer
hochsignifikanten Verminderung der Thrombozyten- und Lymphozytenzahl. Die Zahl der
Thrombozyten- und Lymphozyten war signifikant niedriger in der Gruppen Is im Vergleich zu
Ik; Is im Vergleich zu Ik sowie lIs im Vergleich zu Ik. Zusatzlich war eine signifikant niedri-
gere Thrombozytenzahl in der Gruppe lls im Vergleich zu llk nachweisbar. Es konnte ein
signifikant haufigeres Auftreten einer Lymphopenie in den Studiengruppen beobachtet wer-
den (Tabelle 2) Dagegen war kein signifikanter Effekt auf die Zahl neutrophiler Granulozyten
feststellbar. Es zeigte sich jedoch ein signifikanter Gruppenunterschied beziglich des Auf-
tretens einer Neutropenie (Tabelle 2). In allen Gruppen war zum Ende der Studie im Ver-
gleich zu den Anfangszeitpunkten eine signifikant héhere Monozytenzahl (Zeitpunkte 9;15;
20; 24; 30 versus Zeitpunkt 42) nachweisbar.

Insgesamt wies die Gruppe |k einen signifikant niedrigeren Hamatokritwert als die Gbrigen
Gruppen auf. Ein signifikanter Effekt der Transfusion von ,Bluter-Serum“ war jedoch nicht

nachweisbar.

Tabelle 2: Haufigkeit des Auftretens von Zytopenien in den verschieden Gruppen

Parameter (unterer | Gruppe ls Gruppe Ik Gruppe lls Gruppe Ik P-Wert

Referenzbereich)

WBC (<4,7x10%L) | 6/8 (75%) | 3/6 (50%) | 4/6 (67%) | 2/5 (40%) | <0,0001

Neu (<1,3x107/L) 6/8 (75%) | 3/6 (50%) | 4/6 (67%) | 2/5 (40%) | <0,0001

Lymph (<1,9x10%L) | 8/8 (100%) | 4/6 (67%) | 6/6 (100%) | 3/5 (60%) | <0,0001

PLT (<200x10%/L) 5/8 (63%) | 4/6 (67%) | 6/6 (100%) | 3/5 (60%) 0,224

HCT (<0,23x L/L) 5/8 (63%) | 6/6 (100%) | 5/6 (63%) | 2/5 (40%) <0,0001

Abkulrzungen: HCT=Hamatokritwert; PLT=Thrombozytenzahl; Lymph=Lymphozyten;

Neu=neutrophile Granulozyten
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Gerinnungsparameter

Die Gruppe llk wies im Vergleich zur Gruppe Is eine signifikant langere aPTT auf, jedoch war
der Unterschied insgesamt gering und klinisch nicht relevant. Ein dhnliches Resultat war flr
die PT feststellbar. Hier wiesen Kélber der Gruppe IIk eine signifikant [angere Gerinnungszeit
auf als Kalber der Gruppe Ik, jedoch war der absolute Unterschied der medianen Gerin-
nungszeiten zwischen den Gruppen sehr gering.

Insgesamt zeigte lediglich eines der Kalber zu einem Zeitpunkt eine hochgradige Abwei-
chung der Gerinnungszeiten die den Referenzbereich und den Messbereich des Gerates
Uberschritt, was als Ausreiller gewertet wurde, da sich die Gerinnungszeiten am nachsten

Messzeitpunkt wieder im Referenzbereich befanden.

Akute Phase Proteine

Das akute Phase Protein SAA blieb bei den Kélbern insgesamt in dem fur Kalber beschrie-
benen physiologischen Bereich. Die Gruppe lls wies jedoch im Vergleich zu der Gruppe llk
signifikant héhere SAA-Serumkonzentrationen auf.

Die Fibrinogenplasmakonzentration war in allen Gruppen zum letzten Untersuchungszeit-
punkt (Zeitpunkt 42, Tabelle 1) signifikant hoher als zu den Zeitpunkten 15 und 19 (Mitte und
Ende der Serumtransfusion, Tabelle 1), blieb jedoch in dem fir Kalber beschriebenen physi-

ologischen Bereich.

Enzyme

Die Serumtransfusion hatte in allen Gruppen keinen signifikanten Effekt auf die LDH. In der
Gruppe Il konnte eine signifikant niedrigere AST in der Studiengruppe als in der Kontroll-

gruppe nachgewiesen werden.

Knochenmarkuntersuchungen

Die Kalber wiesen zu allen Untersuchungszeitpunkten ein aktives Knochenmark auf mit einer
medianen Zellularitat von 70 % Zellen zu Fettanteil. Die Zellreihen wurden Uberwiegend als
physiologisch beurteilt, jedoch war bei den Kalbern haufig eine geringgradige Steigerung der

Myelopoese feststellbar.

Zytophagie konnte in ca. 30 % der zur Untersuchung vorliegenden Knochenmarkausstriche
nachgewiesen werden, jedoch war kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen

feststellbar.
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Klinische Schlussfolgerung und Diskussion

Die im Rahmen der Studie gewonnenen Resultate zeigen, dass die Erkrankung mittels Se-
rumtransfusion reproduzierbar ist, jedoch mit weniger ausgepragtem Schweregrad als das
klinische Bild. Wie erste Pilotstudien vermuten lassen, scheint der Schweregrad der Erkran-

kung jedoch von der verwendeten Dosis des Serums abzuhangen.

Basierend auf unseren Untersuchungen sind die empfindlichste Zellpopulation die Lympho-
zyten und Thrombozyten. Das aktive, zellreiche Knochenmark der Kalber zu den Untersu-
chungszeitpunkten erklart die nur transiente Lymphopenie und Thrombozytopenie. Die Se-
rumtransfusion hatte keinen Effekt auf die Gerinnungsreaktion und die untersuchten Entziin-
dungsparameter. Die Messungen der Enzyme LDH und AST ergaben keinen Hinweis auf

einen vermehrten Zelluntergang (insbesondere Myozyten und Hepatozyten) in den Studien-

gruppen.

Die in allen Gruppen zum Ende der Studie beobachtete signifikante Anstieg von Fibrinogen
und der Monozyten ist ein Hinweis auf eine subakute Entzindungsreaktion, die jedoch nicht
im Zusammenhang mit der Verabreichung von ,Bluter-Serum® steht, da er in Studien- und

Kontrollgruppen auftritt.

Die Untersuchungen zeigen auch, dass die vorherige Untersuchung der Reaktivitat der Lym-
phozyten bzw auf MCH | keine Vorhersage uber die Reaktion der labordiagnostischen Pa-

rameter erlauben.
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1. Ziele und Aufgabenstellung des Vorhabens
1.1 Planung und Ablauf des Vorhabens

Das Teilprojekt hatte zunachst zum Ziel, Labormethoden zu entwickeln, mit denen der Allo-
antikdrper (Allo-AK)-Gehalt in Serum- und Kolostrumproben von Rindern sowie die Allo-AK-
Dekoration von Blutzellen des Rindes ex vivo und in vitro quantifiziert werden konnten. Mit
diesen Methoden waren dann die Versuche vorzubereiten und zu begleiten, die von der AG
Doll zur tierexperimentellen Reproduktion der BNP' (Serumiibertragungstudien gemafR
Arbeitspaket 2 im Forschungsschwerpunkt 2 des Antrags) sowie zur Allo-AK-Induktion mit
der BVDV-Vakzine PregSure® BVD (Hyperimmunisierungsversuch gemaR Forschungs-
schwerpunkt 3) durchzuflihren waren. Ferner dienten die Methoden dazu, Allo-AK-positive
und Allo-AK-negative Serumproben zu identifizieren, die von der AG Rimenapf/Thiel zur
Analyse der BVDV-Impfstoffe und der Impfstoff-induzierten Antikérper (Forschungsschwer-
punkt 4) genutzt werden konnten. Zusatzlich wurden Untersuchungen zur Korrelation des
Allo-AK-Gehaltes in Serumproben mit dem BVDV-Impfstatus sowie die ndhere Charakterisie-
rung der gegen die bovinen Leukozyten gerichteten Allo-AK in den Arbeitsplan aufgenom-
men.

Die zur Etablierung erforderlichen EDTA-Blutproben von gesunden Spenderkalbern sowie
die Serum- und Kolostrumproben von Rindern aus Milchviehbetrieben mit unterschiedlichem
BVDV-Status und -Impfregime wurden durch die AG Doll bereitgestellt. Die Durchflusszyto-
metrie bildete die methodische Plattform zum Nachweis von Allo-AK in Serum- und Kolost-
rumproben sowie auf Kalber-Blutzellen.

Im Detail gliederten sich die Arbeiten der AG Bauerfeind in die folgenden Schritte:

1. Aufbau einer Probenbank mit bovinen Serum- und Kolostrumproben

2. Etablierung von standardisierten Arbeitsvorschriften zum Durchflusszytometrie-basier-
ten Nachweis von Allo-AK beim Rind

3. Untersuchung der Serumproben aus verschiedenen Milchviehbetrieben mit unter-
schiedlichem BVDV-Status und —Impfregime

4. Vergleichende Untersuchung von Rinderkolostrum- und -serumproben auf Allo-AK
5. Vorbereitende Untersuchungen fiir die Hyperimmunisierungsversuche an Rindern

6. Vorbereitende und begleitende Untersuchungen bei der Serumubertragungsstudie an
Kalbern

7. Charakterisierung der Allo-AK in Rinderserumproben (Immunglobulin-Klassen und
-subtypen, MHC-I-Bindung, zytotoxische, apoptose- und nekroseinduzierende und
zytophagozytosesteigernde Wirkung)

' Bovine Neonatale Panzytopenie
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1.2 Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angekntpft wurde

Zum Zeitpunkt des Projektbeginns legten Fallberichte und epidemiologische Untersuchungen
die Vermutung nahe, dass es sich bei der BNP um eine Immunerkrankung bei hierfir emp-
fanglichen Kalbern handelt. Das auslosende Agens schienen maternale, alloreaktive Anti-
korper zu sein, die von den Kalbern mit dem Kolostrum oral aufgenommen werden (Friedrich
et al., 2011). Da BNP-Ausbriiche eng mit dem Einsatz des BVD-Impfstoffes PregSure® BVD
assoziiert sind, lag es nahe, einen kausalen Zusammenhang zwischen der Impfung und der
Bildung alloreaktiver Antikdrper bei geimpften Farsen und Kihen anzunehmen (Friedrich et
al., 2011). Unser Arbeitsplan knlpfte insbesondere an Ergebnisse an, die wir in vorangegan-
genen eigenen Untersuchungen erzielt hatten. Hierbei besallen Serumproben von sog.
-,BNP-Muttern“, d.h. Kiihen, die ein Kalb geboren hatten, das nachfolgend an BNP erkrankt
war, hochsignifikant grofRere Alloreaktivitat als Sera von Kuhen, die nicht gegen BVDV ge-
impft worden waren und die in vorberichtlich BNP-freien Herden standen (Bridger et al.,
2011). Die Alloreaktivitat war mit der Durchflusszytometrie nachweisbar und zeigte sich an
der vermehrten Bindung von bovinem IgG an die Zelloberflache von zellularen Testantige-
nen, bei denen es sich um Lymphozyten und Monozyten handelte, die aus dem peripheren
Blut von Spenderkalbern isoliert und in vitro mit den fraglichen Serumproben koinkubiert
worden waren. Unter Einsatz dhnlicher Methoden bestéatigten andere Untersucher diese Be-
funde (Bastian et al., 2011; Foucras et al., 2011; Pardon et al., 2011). Aufserdem war es uns
moglich, Allo-AK ex vivo auf den Leukozyten von neugeborenen Kalbern nachzuweisen,
wenn diese zuvor mit Kolostrum von BNP-Muttern getrankt worden waren und spater an
BNP erkrankten (Bridger et al., 2011). Ob die mit BNP-Ausbriuchen assoziierten Allo-AK
auch mit anderen Zellen des Kalbes, insbesondere Thrombozyten reagieren, war Ende 2010
noch nicht bekannt. Ebenso war offen, ob die alloreaktiven Immunglobuline auch an
immortalisierte Zellen boviner Zellllinien binden, was im positiven Fall den labordiagnosti-
schen Nachweis der BNP-assoziierten Allo-AK und die Suche nach den involvierten Antige-
nen hatte erleichtern kénnen.

Im Verlauf des Projektes entdeckte die AG Rumenapf/Thiel, dass sich MHC-I-Molekule von
MDBK-Zellen mit PregSure® BVD-assoziierte Allo-AK prazipitieren lieRen (Deutskens et al.,
2011). Deshalb erweiterten wir unseren Arbeitsplan, und versuchten die Hypothese, wonach
MHC-I-Molekiile in der BNP-Pathogenese als Alloantigene mafgeblich sind (,MHC-I-Hypo-
these“), zu prifen. Ahnlich wie Foucras et al. (2011) unternahmen wir hierzu in unseren
Testsystemen Hemmversuche mit MHC-I-spezifischen, monoklonalen Antikdrpern.

Eine weitere Zielrichtung des Vorhabens betraf den molekularen oder zellularen Mechanis-
mus, mit dem die maternalen Allo-AK bei Kélbern die dramatische BNP-Panzytopenie und -
Panmyelophtise verursachen (Bauer et al., 2009; Friedrich et al., 2009, 2011). Bei der Feta-
len bzw. Neonatalen Alloimmunthrombozytopenie (FAIT/NAIT) des Menschen opsonieren
alloreaktive maternale Antikérper gegen das HPA-1a-Antigen die Thrombozyten des Fetus
bzw. Neugeborenen, sodass diese nachfolgend von Makrophagen in Leber und Milz
phagozytiert und abgebaut werden (Wiener et al, 2003). Aus der Beobachtung, dass sich
auch im Knochenmark BNP-kranker Kalber aktivierte Makrophagen und Zeichen der Phago-
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zytose von Erythrozyten und anderen, nicht naher spezifizierten Zellen fanden (Bauer et al.
2009, Pardon et al., 2011), ergab sich die Frage, ob die Allo-AK-vermittelte Zytophagozytose
ahnlich wie bei der FAIT/NAIT auch bei der BNP von Bedeutung ist. Bastian et al. (2011)
entdeckten, dass BNP-assoziierten Allo-AK in vitro die Zytophagozytose von bovinen
Lymphoblasten durch bovine Makrophagen beschleunigen, verwendeten dazu aber nur drei
sog. BNP-Sera. AuRerdem untersuchten wir, ob die ausgepragte Zelldepletion bei BNP die
Folge einer direkten zytotoxischen Aktivitdt der aufgenommenen Allo-AK sein kann. Ein der-
artiger Mechanismus liegt manchen Abstoliungsreaktionen bei humanen Transplantations-
patienten zugrunde, wobei gegen HLA-Antigen gerichtete, alloreaktive Antikdrper des Rezi-
pienten komplementvermittelt den Untergang von Donorzellen herbeifiihren kénnen (Roelen
et al., 2012).

2. Material und Methoden

2.1 Rinderserum- und Rinderkolostrumproben

Zur Etablierung und Validierung der Methoden wurden Serumproben aus zwei PregSure®
BVD-Impfbetrieben (118 bzw. 48 beprobte Rinder) und je 50 Serumproben von einem Bovi-
lis®- und einem Bovidec®-Impfbetrieb verwendet (Betriebe A bis D). Als Kontrolle dienten je
25 Serumproben aus zwei gemal BVD-Verordnung BVD-unverdachtigen Nicht-Impfbetrie-
ben (Betriebe E und F).

Zusatzlich dazu wurden von Oktober 2009 bis Marz 2011 16 Kolostrumproben gewonnen,
darunter 13 Proben aus einem PregSure® BVD-Impfbetrieb (Betrieb A) und 3 Proben aus
einem BVD-unverdachtigen Betrieb (Betrieb G).

2.2 EDTA-Blutproben

Blutzellen zur Verwendung als Testantigen in den DFZM-Allo-AK-Tests wurden aus Frisch-
blutproben von insgesamt drei mannlichen Spenderkalbern im Alter zwischen 3 und
78 Lebenstagen im BVD-unverdachtigen Milchviehbetrieb E gewonnen. Zur Vorbereitung der
Hyperimmunisierungsversuche und der Serumubertragungsstudie wurden EDTA-Blutproben
von 60 BVDV-seronegativen Kiihen in 3 hessischen Milchviehbetrieben (Betriebe H bis J)
bzw. 75 neugeborenen mannlichen Kalbern in 4 Betrieben in Hessen und Rheinland-Pfalz
(Betriebe W bis Z; Stand 04.02.2013) untersucht.

2.3 Zelllinien

Als Testantigene in den DFZM-Allo-AK-Tests wurden Zellen der Zelllinien BL-3 (bovine
Lymphomzelllinie) und MDBK (Madin-Darby bovine kidney cells) verwendet. Beide Linien
waren dankenswerter Weise von Herrn Prof. Dr. Thiel vom Institut fur Virologie der JLU Gie-
Ren zur Verfigung gestellt und dort zuvor negativ auf BVDV getestet worden.
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2.4 Antikorper

Zur durchflusszytometrischen Analyse wurden die folgenden Antikorper eingesetzt: Maus-
anti-Schaf-CD41/CD61 (Clone CO.35E4; Isotyp IgG,), Schaf-anti-Rind-IgG (FITC?-konju-
giert), Schaf-anti-Rind-IgG; (FITC-konjugiert), Schaf-anti-Rind-lgG, (FITC-konjugiert),
Schaf-anti-Rind-IgM (FITC-konjugiert), alle von Fa. AbD Serotech; Maus-anti-Rind-CD14
(Clone CAMB36A, Isotyp IgG;) von Fa. VMRD; Ziege-anti-Maus-lgG;, (APC®-konjugiert),
Ziege-anti-Maus-1gG,, (APC-konjugiert), beide Fa. Jackson Immuno Resarch; mAK IL-A88
(Hybridoma-Uberstand, anti-Rind-MHC-I) vom Institut fir Hygiene und Infektionskrankheiten
der Tiere, JLU Giessen, mAK W6/32 (Hybridoma-Uberstand, anti-Mensch-HLA) vom Institut
fur Virologie, JLU Giessen.

2.5 Gewinnung von Blutleukozyten und Thrombozyten

Zur Isolierung der Blutleukozyten aus EDTA-Vollblutproben wurden die Erythrozyten mit
Ammoniumchlorid-Puffer lysiert und die Leukozyten mittels wiederholter Zentrifugation und
Resuspension in PBS-EDTA-Puffer aufgereinigt. Thrombozyten wurden aus den EDTA-
Vollblutproben mittels Zentrifugation bei 150 x g gewonnen. Der thrombozytenreiche Uber-
stand wurde mit PBS (inkl. 0,01 % NaN3) versetzt und unmittelbar als Testantigen im DFZM-
Allothromeo-AK-Test eingesetzt.

2.6 DFZM-basierte Tests

Der Nachweis von Allo-Ak bzw. Allo-Ak-beladenen Zellen erfolgte in Tests, die technologisch
auf der Durchflusszytometrie beruhten. Alle Analysen erfolgten in einem Durchflusszytometer
Modell FACSCalibur™ (Fa. Becton Dickinson). Zum Nachweis der an Zellen anhaftenden
Allo-AK wurden Sekundarantikorper mit FITC- oder APC-Markierung eingesetzt (siehe Ab-
schnitt 2.4). Bei der Datenauswertung wurden zunachst Auswertefenster flir die einzelnen
Zellpopulationen im Vorwarts-/Seitwartslichtstreuung-Diagramm festgelegt. Mafgebliche
Messgrofle fir die Menge an gebundenen Allo-Ak war die mittlere relative Fluoreszenzinten-
sitat (MFI), die aus der geometrischen Mittelung der Fluoreszenzintensitaten aller im jeweili-
gen Auswertefenster erfassten Ereignisse (,Zellen®) errechnet wurde.

DFZM-Allo-AK-Tests. Zur Bestimmung von Allo-AK-Gehalten in Serum- und Kolostrum-
proben wurden Leukozyten und Thrombozyten aus EDTA-Blutproben sowie BL-3- und
MDBK-Zellen als Testantigene eingesetzt (DFZM-Allo euko-, DFZM-AlloTtyromso-, DFZM-
Allog_3- bzw. DFZM-Alloypek-AK-Test). Proben und Testzellen wurden in standardisierter
Weise zusammen inkubiert, nach Waschen der Zellen die anhaftenden Immunglobuline mit
Sekundarantikorpern dekoriert, und die Zellen nach erneutem Waschen im Durchfluss-
zytometer vermessen. Als Grenzwerte ("Cutoffs") zur Klassifizierung von Serumproben als
Allo-AK-positiv, -fraglich und -negativ wurden das 99 %- bzw. . das 95 %-Quantil derjenigen

2 Fluoresceinisothiocyanat
* Allopyocyanin
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Messwerte definiert, welche die 50 Serumproben aus den o.g. Kontrollbetrieben im DFZM-
Allompek-AK-Test erzielt hatten.

DFZM-Allo-AK-Empfanglichkeitstest. Zur Bestimmung der Allo-AK-bindenden Aktivitat
(,Allo-AK-Affinitat“) eines Rinds wurden seine Leukozyten aus peripherem Blut isoliert und in
Parallelansatzen probeweise mit definierten Allo-AK-positiven und -negativen Rinderseren
koinkubiert. Die Anhaftung von IgG wurde anschlielRend unter Verwendung von markierten
Sekundarantikérpern wie oben beschrieben mit der Durchflusszytometrie gepruft.

DFZM-Allo-AK-Bindungstest. In der Serumibertragungsstudie wurde untersucht, in wel-
chem Ausmall Lymphozyten im peripheren Blut der Versuchskalber mit Allo-AK beladen wa-
ren. Hierzu wurden die aus EDTA-Blutproben isolierten Leukozyten unmittelbar mit markier-
ten Anti-lgG-Sekundarantikdrpern koinkubiert und anschlieend im Durchflusszytometer ver-
messen.

DFZM-Allo-AK-Hemmungstest. MDBK-Zellen wurden in Parallelansatzen mit Allo-AK-po-
sitiven oder -negativen Rinderseren oder mit PBS prainkubiert. AnschlieRend wurde die ver-
bliebene Bindungskapazitat dieser Zellen fur monoklonale Antikérper (mAKs) gegen bovines
MHC-I (mAK IL-A88) oder menschliches HLA (mAK W6/32) bestimmt. Zum quantitativen
Nachweis der gebundenen mAKs wurden APC-konjugierte Sekundarantikérper gegen Maus-
lgG,, verwendet. Die Vorgehensweise entsprach ansonsten derjenigen beim DFZM-Alloypsk-
AK-Test (siehe oben).

2.7 Zytotoxizitatstest

Nach 48-stlindiger Einwirkung von Serumproben (mit und ohne Meerschweinchen-Komple-
ment; Fa. Siemens Healthcare) wurde die Vitalitat von Testzellen mit dem modifizierten MTT-
Test nach Tada et al. (1986) gemessen. Zur genaueren Bestimmung der zytotoxischen Akti-
vitdt von Serumproben wurde deren zu 50 % zytotoxische Dosis (CDso/ml) mit der Endpunkt-
titrationsmethode von Fréhlich et al. (2009) ermittelt.

2.8 Apoptose-/Nekrosetest

Zum Nachweis apoptotischer und nekrotischer Zellen mittels Durchflusszytometrie wurde
das Annexin V-FITC Assay Kit (Fa. AbD Serotec) verwendet. Annexin V-FITC diente der
Markierung apoptotischer, und Propidiumiodid (PI) der Markierung nekrotischer Zellen.

2.9 Zytophagozytosetest

Als Testzellen wurden Monozyten aus Blutproben von gesunden Spenderkiihen in einem
hessischen Milchviehbetrieb verwendet. Die Isolierung und Herstellung von Makrophagen,
erfolgten in Anlehnung an das Protokoll von Adler et al. (1994). Als Zielzellen wurden den
Makrophagen BL-3-Zellen angeboten, die zuvor mit CFSE* (Fa. Enzo® Life Sciences) ange-
farbt und dann mit Rinderserumproben oder mit PBS prainkubiert worden waren. In der
durchflusszytometrischen Analyse der Reaktionsansatze wurden der Anteil CFSE-positiver

* Carboxyfluorescein-Succinimidylester
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Zellen im Makrophagen-Auswertefenster sowie die Anzahl CFSE-positiver Zellen im BL-3-
Auswertefenster als Parameter von Zytophagozytose verwendet.

3. Ergebnisse
3.1 Ausfihrliche Darstellung der wichtigsten Ergebnisse
3.1.1 Probenbank mit bovinen Serum- und Kolostrumproben

Im Rahmen des Projektes wurde tber die Jahre 2008 bis 2012 von der AG Doll eine Samm-
lung aus Serum- und Kolostrumproben von Rindern mit hinreichend gesicherter BVDV-Impf-
und BNP-Historie angelegt (Probenbank). Wir verwendeten aus dieser Sammlung 316 Se-
rum- sowie 16 Kolostrumproben von weiblichen Rindern im Alter von mindestens 2 Jahren,
um die verschiedenen Allo-AK-assoziierten Diagnostika, auf die in diesem Bericht Bezug
genommen wird, zu etablieren und zu validieren.

3.1.2 Arbeitsvorschriften zum Nachweis von Allo-AK bei Rindern

Mit der Zielsetzung, seine Robustheit zu steigern, wurde zunachst der DFZM-AII0 | gyko-Ak-
Test verbessert, mit dem man Allo-AK in Serumproben quantifizieren kann. Die Justierung
bezog sich insbesondere auf die folgenden Parameter: Praparation der Testantigen-Zellen,
Reduktion unspezifischer Bindungen durch die Verwendung eines Blocking-Reagenz, Nor-
malisierung der Messwerte auf Referenzseren, Verrechnung der Messwerte zu Allo-AK-Ti-
tern. Die Methodik wurde auRerdem dahingehend weiter entwickelt, dass sich mit ihr auch
die Bindungsaktivitat der Allo-AK gegenuber bovinen Thrombozyten sowie MDBK- und BL-3-
Zellen bestimmen lie3. Schlussendlich standen vier Varianten des Tests zur Verfigung: der
DFZM-Allo eio-Ak-Test (mit getrennter Auswertung der Titer gegen Blutlymphozyten, —
monozyten und —granulozyten), der DFZM-Allothromeo-AK-Test, der DFZM-Alloypek-Ak-
Test, und der DFZM-Allog_3-Ak-Test. Ferner wurde eine Methode zur Aufarbeitung von
Kolostrumproben etabliert, sodass sich auch diese Proben flir die Untersuchung zuganglich
wurden. Zum Nachweis von Allo-Ak-beladenen Zellen wurden auf3erdem der sog. DFZM-
Allo-AK-Empfanglichkeitstest, der DFZM-Allo-AK-Bindungstest und der DFZM-Allo-AK-
Hemmungstest entwickelt.

Auf Anfrage sind detaillierte Arbeitsvorschriften fiir diese Tests beim Teilprojektleiter erhalt-
lich.

3.1.3 Assoziation zwischen BVD-Impfstatus und Allo-AK-Gehalt in Serumproben

Mit den von uns etablierten Allo-AK-Tests wurden Serumproben von insgesamt 316 mindes-
tens zweijahrigen weiblichen Rindern in sechs hessischen Milchviehbetrieben auf Allo-AK
untersucht. Bei den Betrieben handelte sich um zwei PregSure® BVD-Impfbetriebe, einen
Bovilis® BVD-MD- und einen Bovidec®-Impfbetrieb sowie zwei BVD-unverdéchtige Betriebe,
in denen nicht gegen die BVD geimpft wurde (Kontrollbetriebe). Die BNP war nur in den bei-
den PregSure® BVD-Impfbetrieben aufgetreten. Unabhangig von den betrachteten Testzellen
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(Lymphozyten, Monozyten, Granulozyten und Thrombozyten von Spenderkalb Nr. 3, MDBK-,
BL-3-Zellen), waren die Allo-AK-Titer in den beiden PregSure® BVD-Impfbetrieben im Mittel
signifikant héher als in dem Bovilis® BVD-MD-Impfbetrieb und den beiden Kontrollbetrieben
(p = 0,001). Mit einer Ausnahme (BL-3-Zellen, p < 0,01) traf dies auch auf den Vergleich der
PregSure® BVD-Impfbetriebe mit dem Bovidec®-Impfbetrieb zu. Die héchsten Allo-AK-Titer
wurden registriert, wenn Lymphozyten als Testzellen dienten. Mit Lymphozyten, Monozyten
oder MDBK-Testzellen waren auch die Titer im Bovidec®-Impfbetrieb durchschnittlich
signifikant héher als im Bovilis® BVD-MD-Impfbetrieb (p < 0,001).

In den beiden PregSure® BVD-Impfbetrieben waren die Allo-AK-Titer bei denjenigen Kiihen,
deren Kalb bzw. Kalber an BNP erkrankt war(en)(BNP-Mitter), signifikant hoher als bei K-
hen, deren Kalber nicht an BNP erkrankt waren (Nicht-BNP-Mdutter)(p < 0,001; DFZM-Allo-
Leuko-Ak-Test).

Zur Evaluierung der hier vollstandig neu etablierten Testvarianten mit Thrombozyten, MDBK-
und BL-3-Zellen wurden die mit den verschiedenen Testzellen ermittelten Allo-AK-Titer eines
Serums paarweise auf ihre Korrelation untersucht. In die Analyse gingen nur
die166 Serumproben aus den beiden PregSure® BVD-Impfbetrieben ein, da nur hier einige
Proben hohere Titer erzielt hattenVor allem zwischen den mit Lymphozyten und Monozyten
ermittelten Allo-AK-Titern bestand eine hohe Korrelation (r = 0,95). Die mit Thrombozyten
ermittelten Allo-AK-Titer korrelierten ebenfalls gut mit denjenigen aus der Analyse von Lym-
phozyten oder Monozyten (r = 0,88 bzw. 0,82). Nur geringfugig kleiner waren die Koeffizien-
ten, wenn man die Ergebnisse aus dem DFZM-Allog,.3- bzw. dem DFZM-Alloypek-Ak-Test mit
denen aus dem DFZM-Allo,yyeo-Ak-Test verglich (r = 0,82 bzw. 0,83).

Wegen der guten Diskriminierung zwischen den Betrieben und wegen arbeitstechnischer
Vorteile bei der Praparation der Testzellen wurde in den weiteren Untersuchungen bevorzugt
der DFZM-Alloypek-AK-Test eingesetzt.

3.1.4 Assoziation zwischen den Allo-AK-Gehalten in Serum- und Kolostrumproben

Von 13 Kiihen in einem PregSure® BVD-Impfbetrieb sowie von 3 Kiihen in einem Kontroll-
betrieb standen neben den Serumproben auch zeithah entnommene Kolostrumproben zur
Verfligung. Die Kiihe der erstgenannten Gruppe wiesen sowohl in ihren Serum- als auch in
ihren Kolostrumproben im Mittel signifikant hohere Allo-AK-Titer auf als die Kontrolltiere
(p < 0,01; DFZM-Alloypek-Test). Mit Ausnahme einer einzigen Probe waren die Allo-AK-Titer
in der Kolostrumprobe héher als in der korrespondierenden Serumprobe (im Mittel ca. 35 %).
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3.1.5 Labordiagnostische Untersuchungen zur Vorbereitung der Hyperimmuni-
sierungsversuche

Ursprunglich war in diesem Arbeitspaket vorgesehen, BVDV-seronegative, Allo-AK-negative
Klhe aus drei Herden randomisiert jeweils einer von drei Kohorten zuzuordnen, in denen
dann wiederholt entweder mit PregSure® BVD (Gruppe 1), Bovidec® (Gruppe 2) oder mit ei-
nem Placebo (Gruppe 2) geimpft werden sollte. Die durchgefiihrten serologischen Unter-
suchungen zeigten jedoch, dass Allo-AK bei Rindern aus Herden ohne BVDV-Impfung nie-
mals nachweisbar waren, weshalb auf die o.g. Placebo-Gruppe aus Kostengriinden ver-
zichtet wurde. Dagegen schien es notwendig, den Einfluss der unterschiedlichen Allo-AK-
Affinitat der Probanden auf die mdglicherweise impfinduzierte Allo-AK-Bildung naher zu un-
tersuchen. Deswegen sollten die Rinder den Gruppen 1 und 2 nicht randomisiert, sondern
gezielt zugeteilt und in beiden Gruppen jeweils zwei gleichgrol’e Untergruppen aus je 8 affi-
nen und nicht-/wenig-affinen Rindern gebildet werden. Grundlage dieser Zuordnung sollte
die Allo-AK-Affinitat ihrer Blutlymphozyten (AG Bauerfeind) sowie die Allo-AK-Affinitat der
MHC-1-Molekile ihrer Blutleukozyten (AG Rimenapf / Thiel) sein, die vorher labordiagnos-
tisch zu bestimmen war.

Nachdem die Genehmigungsbehérde den entsprechenden Tierversuchsantrag unter Ver-
weis auf das Erléschen der Zulassung von PregSure® BVD negativ beschied, wurden die
Arbeiten in diesem Teilprojekt eingestellt. Bis dahin waren von unserer Arbeitsgruppe die
Blutleukozyten von 60 Rindern in drei hessischen Milchviehbetrieben (keine BVDV-Impfung,
BVDV-unverdachtig im Sinne der BVD-Verordnung) mit dem DFZM-Allo-AK-Bindungstest
auf ihre Allo-AK-bindende Aktivitat getestet worden. Fur 50 Rinder lagen auch schon Mess-
ergebnisse der AG Rumenapf/Thiel vor: 20 Rinder (40 %) hatten demnach in wenigstens
einem Test stark und in dem anderen Test wenigstens mittelgradig positiv reagiert, 22 wei-
tere Rinder (44 %) zeigten sich in wenigstens einem Test negativ oder nur schwach positiv
und in dem anderen Test hdchstens mittelgradig positiv.

3.1.6 Labordiagnostische Untersuchungen zur Vorbereitung und Begleitung der Se-
rumibertragungsstudie

An neugeborenen mannlichen Holstein-Kalbern sollte geprift werden, ob sich die BNP durch
die Verabreichung eines Serumgemischs (,BNP-Serumpool®) auslésen lasst, das aus von
BNP-Muttern entnommenen Blutproben hergestellt worden war. Kalber der Kontrollgruppe
sollten ein Gemisch aus Seren von Nicht-BNP-Muttern (,Kontroll-Serumpool®) erhalten. Der
Versuchsaufbau ist im Schlussbericht der AG Doll, die in dieser Studie federfihrend war,
naher beschrieben. Der AG Bauerfeind fielen Aufgaben bei der Herstellung der beiden Se-
rumgemische, der Auswahl und Zuordnung der Probanden sowie beim ex vivo-Nachweis der
verabreichten Allo-Ak zu.

Herstellung der Serumgemische. Zur Herstellung dieser Gemische wurden geeignete
Rinderserumproben anhand ihrer Herkunft (BNP-Mutter bzw. Nicht-BNP-Mutter) sowie ihrer
Allo-AK-Gehalte ausgewahlt, unter sterilen Bedingungen gemischt und aliquotiert gelagert.
Der Allo-AK-Titer des hergestellten BNP-Poolserums (ca. 15 Liter) betrug 41,6 (DFZM-
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Alloyympno-AK-Test) bzw. 13,3 (DFZM-Alloypek-AK-Test), wahrend das Kontroll-Poolserum
(ca. 6 Liter) in beiden Tests nur einen Titer von 1,0 aufwies.

Auswahl geeigneter Probanden. In Analogie zu den Vorbereitungen der Hyperimmuni-
sierungsstudie (siehe 3.1.5) sollten die Kalber nach ihrer Allo-AK-Reaktivitat in drei Gruppen
mit je 12 Tieren eingeteilt werden, in denen dann je 6 Tiere Aliquots des BNP-Poolserums
oder des Kontroll-Poolserums erhielten. Grundlage dieser Zuordnung sollten wieder die Er-
gebnisse der Voruntersuchung durch die AG Bauerfeind (DFZM-Allo-AK-Bindungstest) und
die AG Rimenapf/Thiel (Allo-AK-Affinitat leukozytarer MHC-I-Molekiile) sein. Bisher wurden
75 Kalber von uns gepruft, und davon 28 Kalber in die Studie aufgenommen und ausge-
wertet (Stand am 04.02.2013). Da Kalber mit mittel- bis hochgradiger Affinitat zahlenmaRig
dominierten, verteilten sich die 28 ausgewahlten Probanden wie folgt: Gruppe 1 (positiv in
beiden Vortests) 14 Kalber, Gruppe 2 (divergierende Befunde in beiden Vortests) 11 Kalber,
Gruppe 3 (negativ in beiden Vortests) 3 Kalber. In Gruppe 2 reagierten alle 11 Kélber im
DFZM-Allo-AK-Empfanglichkeitstest positiv aber negativ (7 Kalber) oder fraglich (4 Kalber)
im MHC-1-Test.

Ex vivo-Nachweis der verabreichten Allo-AK. Vor, wdhrend und Uber 21 Tage nach der
Serumubertragung wurden Blutlymphozyten der Probanden ex vivo wiederholt mit dem
DFZM-Allo-AK-Bindungstest auf oberflachlich gebundenes IgG untersucht. Sowohl in
Gruppe 1 als auch in Gruppe 2 stieg die MFI der Lymphozyten bei denjenigen Kalbern, die
das BNP-Poolserum erhielten, wahrend ersten Stunden der Serumibertragung (10. LT®,
8:00 Uhr bis 11. LT, 8:00 Uhr) transient an. Gegen Ende der Serumiibertragung sanken die
MFI-Werte wieder. Spatestens ab 48 h nach Beginn der Serumubertragung hatten sie wieder
das Ausgangsniveau erreicht und differierten im Mittel nicht mehr von den Werten der Kont-
rollkalber (p > 0,05). Wahrend der Serumibertragung waren die Werte der mit BNP-Serum-
pool behandelten Kalber der Gruppe 1 an den drei Messzeitpunkten 6, 12 und 24 h nach
Beginn der Serumubertragung im Mittel signifikant groRer als bei den mit Kontroll-Serumpool
behandelten Kalbern (p < 0,01). In der Gruppe 2 traf dies nur auf den Messzeitpunkt nach
12 h zu.

In Gruppe 3 konnten bisher erst drei Kalber beprobt werden, weshalb sich deren Messer-
gebnisse der statistischen Analyse derzeit noch entziehen.

® Lebenstag
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3.1.7 Charakterisierung der PregSure® BVD-assoziierten Allo-AK in Rinderserum-
Proben

Immunglobulin-Klassen und -Subtypen

Um die Allo-AK hinsichtlich der Immunglobulinklasse bzw. des IgG-Subtyps zu klassifizieren,
wurden 28 Allo-AK-positive und 32 Allo-AK-negative Serumproben ausgewahlt. Unter Ver-
wendung von Sekundarantikorpern gegen IgG, IgG;, IgG, und IgM wurden diese Proben im
DFZM-Alloypsk-Test auf ihren Allo-AK-Gehalt vergleichend untersucht. Dabei waren die Allo-
AK-Titer der positiven Serumproben stets hochsignifikant gréRer als diejenigen der negativen
Proben (p < 0,001), und zwar unabhangig davon, welcher Sekundarantikdrper eingesetzt
wurde. Dieser Unterschied war bei der Analyse von alloreaktivem IgG; am grofiten. Nach
diesen Ergebnissen tragen auch IgG,- und IgM-Antikérper zur Allo-AK-Aktivitat eines positi-
ven Serums bzw. Kolostrums bei. Allerdings durften 1gG-Allo-AK in der Pathogenese der
BNP die Hauptrolle spielen, da IgG, der mengenmaRig vorherrschende Immunglobulinsubtyp
in bovinem Kolostrum ist (Butler, 1983).

MHC-I-Bindung

Die Frage, ob die PregSure® BVD-assoziierten Allo-AK gegen MHC-I-Epitope der MDBK-
Zellen gerichtet sind, wurde mit dem DFZM-Allo-AK-Hemmungstest naher untersucht. Kenn-
zeichen der MHC-I-Bindung sollte die kompetitive Bindungsblockade von nachtraglich hinzu-
geflgten monoklonalen Antikérpern mit MHC-I-Spezifitat (mAKs IL-A88 und W6/32) sein.
Anders als bei Foucras et al. (2011) war bei uns allerdings kein blockierender Effekt der Allo-
AK erkennbar. Die getesteten hochtitrigen Allo-AK-positiven Serumproben (n = 6) unterschie-
den sich in ihrer Wirkung im Mittel nicht von den Allo-AK-negativen Serumproben (n = 6;
p > 0,05).

Zytotoxische Wirkung der Allo-AK

Allo-AK-positive und —negative Serumproben von PregSure® BVD-geimpften Kiihen (n = 51)
bzw. nicht gegen BVD geimpften Muttern aus BNP-freien Herden (n = 30) wurden mittels
MTT-Test vergleichend auf zytotoxische Effekte gegentiber MDBK-Zellen untersucht. Im
Vergleich zu den Allo-AK-negativen Proben setzten die positiven Serumproben die Vitalitat
der Testzellen signifikant herab (p < 0,001). Dieser zytotoxische Effekt trat aber nur dann ein,
wenn den Reaktionsansatzen neben der Serumprobe auch Meerschweinchen-Komplement
zugesetzt worden war. Unter den Allo-AK-positiven Serumproben bestand kein Unterschied,
ob sie von BNP-Muttern (n = 27) oder Nicht-BNP-Muttern stammten (p > 0,05). Die Allo-AK-
Titer der Serumproben waren positiv mit ihrer zytotoxischen Aktivitat (gemessen in CDso/ml)
korreliert (r = 0,61 bzw. r = 0,70).

Induktion von Apoptose und Nekrose durch Allo-AK

Allo-AK-positive und —negative Serumproben von PregSure® BVD-geimpften Kilhen (n = 44)
bzw. nicht gegen BVD geimpften Muittern aus BNP-freien Herden (n = 36) wurden mit dem
Apoptose-/Nekrosetest an MDBK-Zellen untersucht. Mit unserem Versuchsansatz waren
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apoptoseinduzierende Effekte der Serumproben nicht nachweisbar. Unter der 72-stlindigen
Einwirkung der Proben stieg allerdings der Prozentsatz an nekrotischen MDBK-Zellen signi-
fikant an (p < 0,01). Der Anteil nekrotischer Zellen war unter der Einwirkung der Allo-AK-po-
sitiven Serumproben signifikant gréRer als derjenige bei —negativen Proben (p < 0,01).

Zytophagozytosesteigernde Wirkung der Allo-AK

Allo-AK-positive und -negative Serumproben von PregSure® BVD-geimpften Kiihen bzw.
einer nicht gegen BVD geimpften Kuh aus einer BNP-freien Herde wurden mit dem
Zytophagozytosetest dahingehend gepriift, ob sie die Phagozytose von CSE-gefarbten BL-3-
Zellen durch bovine Makrophagen in vitro zu steigern. Mit dem von uns entwickelten Ver-
suchsansatz war ein solcher Effekt flir die Allo-AK-positiven Serumproben auch nachweis-
bar, allerdings nur mit den Makrophagen einer einzigen Spenderkuh aus einer Gruppe von
insgesamt drei Tieren. Nach 4-stiindiger Inkubation war der zytophagosesteigernde Effekt
der Serumproben an der gestiegenen Zahl CFSE-positiver Makrophagen ablesbar, nach 18-
stiindiger Inkubation an der Abnahme von CFSE-gefarbten BL-3-Zellen.

3.2  Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse

Unsere Ergebnisse tragen zur Aufklarung der Atiologie und Pathogenese der BNP bei. So
untermauert die hier aufgezeigte Assoziation zwischen der BVD-Impfung, der Alloreaktivitat
von Serum- und Kolostrumproben und dem Auftreten von BNP die Hypothese, dass es sich
bei dieser Erkrankung um eine neuartige Immunerkrankung handelt, die von alloreaktiven
Immunglobulinen gegen exponierte Zellwandantigene boviner Zellen bei Kalbern mit ent-
sprechender Disposition ausgeldst wird. Ursache fur die Bildung derartiger Allo-AK scheint
die Impfung mit PregSure® BVD zu sein. Das Spektrum der Allo-AK-Zielzellen schlieRt neben
Lympho-, Mono- und Granulozyten auch Thrombozyten des peripheren Blutes ein.

Da PregSure® BVD-assoziierte Allo-AK auch mit Zellen der bovinen Zellinien MDBK und BL-
3 reagieren, war es moglich, standardisierte Nachweismethoden zu entwickeln, flr deren
Testantigene auf Frischblutproben von empfanglichen Kalber verzichtet werden konnte. Die
hier entwickelten, auf der Durchflusszytometrie beruhenden Diagnostika, besitzen Modell-
charakter, um auch andere Impfstoffe auf alloimmunologische Nebenwirkungen in der Ziel-
spezies zu prufen.

Die immunpathologischen Mechanismen, die der fiir die BNP charakteristischen Panzytope-
nie und Panmyelophtise zurunde liegen, sind noch nicht aufgeklart. Unsere Untersuchungs-
ergebnisse deuten sowohl auf eine direkte, komplementvermittelte Zytotoxizitat alloreaktiver
Immunglobuline hin als auch auf eine opsonierende Wirkung mit nachfolgender Zytophago-
zytose. Die widerspruchlichen Ergebnisse zur MHC-I-Affinitat von alloreaktiven Rinderseren
machen deutlich dass es zur zweifelsfreien Identifizierung der verantwortlichen Allo-Antigene
noch weiterer Forschung bedarf.
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4. Zusammenfassung

Zum Nachweis von alloreaktiven Antikorpern (Allo-AK) in Rinderblutserum und Rinderkolost-
rum wurden vier auf der Durchflusszytometrie basierende Tests etabliert (DFZM-Allo gyko-,
DFZM-Allotyromeo-, DFZM-Alloypsk- und DFZM-Allog, .3-AK-Test). Untersuchungen an Se-
rumproben aus PregSure®-BVD-Impfbetrieben ergaben die héchsten Werte, wenn Blutlym-
phozyten als Testantigen verwendet wurden. Die Allo-AK reagierten auch mit bovinen
Thrombozyten. Die mit Lymphozyten ermittelten Allo-AK-Titer korrelierten sehr gut bzw. gut
mit den an Monozyten, Thrombozyten sowie MDBK- und BL-3-Zellen gemessenen Titern
(r=0,95 bzw. 0,88 bzw. 0,83 bzw. 0,82).

Mit jedem der genannten Tests konnten signifikant erhohte Allo-AK-Titer in den Blutseren
von Rindern in zwei PregSure® BVD-Impfbetrieben nachgewiesen werden, nicht aber in ei-
nem Bovilis® BVD-MD- und in einem Bovidec®-Impfbetrieb (p <0,001). In den PregSure®
BVD-Impfbetrieben waren die Allo-AK-Titer der BNP-Mitter signifikant hoher als die Titer
anderer Kiihe (p < 0,001). Allo-AK waren auch in den Kolostrumproben von PregSure®-BVD-
geimpften Kiihen nachweisbar. Die Allo-AK in den Blutseren PregSure®-BVD-geimpfter Kiihe
gehdrten den 1gG-Subtypen IgG4 und IgG, sowie der Klasse IgM an.

Fir die geplante Hyperimmunisierungsversuche mit PregSure® BVD und mit Bovidec® (Lei-
tung: AG Doll) wurden 42 geeignete Kilhe anhand der Allo-AK-Affinitat ihrer Blutleukozyten
identifiziert und den beiden Gruppen ,affin“ und ,nicht/wenig affin“ zugeordnet. Da die zu-
standige Behdrde die zur Impfung und Beprobung der Probanden erforderliche Tierversuchs-
genehmigung verweigerte, mussten die Arbeiten an diesem Teilprojekt eingestellt werden.

Fur die Serumibertragungsstudie (Leitung: AG Doll) wurden bisher 28 geeignete Kaélber
identifiziert und den drei Gruppen 1 (,affin“), 3 (,nicht/wenig affin)* und 2 (,Kalber mit diver-
gierenden Befunden“) zugeteilt. Vor, wahrend und nach der Ubertragung von Poolseren (von
BNP-Muttern oder von Kontrollkiihen) wurden die Blutlymphozyten der Probanden ex vivo im
DFZM-Allo-AK-Bindungstest untersucht. Bei Kalbern, die BNP-Poolserum erhielten, stieg die
IgG-Beladung der Blutlymphozyten kurzfristig an und war gegeniber Kalbern, die Kontroll-
Poolserum bekamen, fir 24 h (Gruppe 1) bzw. 12 h (Gruppe 2) signifikant erhéht (p < 0,01).
Die erforderliche Anzahl an Probanden (n = 12) wurde in den Gruppen 2 und 3 noch nicht
erreicht (Stand am 04.02.2013).

Untersuchungen zur Antigenspezifitit der PregSure® BVD-assoziierten Allo-AK ergaben,
dass diese nicht mit zwei monoklonalen Antikérpern (IL-A88, W6/32) um deren MHC-I-
Epitope auf MDBK-Zellen konkurrierten. Nach den Ergebnissen der durchflusszytometri-
schen Analyse mit Annexin V-FITC und Propidiumiodid I6sten die Allo-AK in den MDBK-Zel-
len innerhalb von 72 h Nekrose, aber nicht Apoptose aus. Im MTT-Test zeigten sich die Allo-
AK bereits innerhalb von 48 h zytotoxisch, aber nur wenn den Reaktionsansatzen Meer-
schweinchen-Komplement zugesetzt wurde. Diese komplementabhangige, zytotoxische Ak-
tivitat der Seren war positiv ihren Allo-AK-Titern korreliert (r = 61 bzw. 0,70). Dartiber hinaus
forderten Allo-Ak-positive Seren in vitro die Zytophagozytose von BL-3-Zellen durch bovine
Makrophagen aus dem peripheren Blut einer Spenderkuh.
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5. Gegenuberstellung der urspringlich geplanten zu den tatsachliche erreich-
ten Zielen; ggf. mit Hinweisen auf weiterfihrende Fragestellungen

Reproduktion der Krankheit, Serumibertragungsstudie
(Arbeitspaket 2 im Forschungsschwerpunkt 2 des Antrags):

Die fir unsere AG formulierten Ziele, namlich Arbeitsprotokolle zum Nachweis von Allo-AK
im Serum zu etablieren (Abschnitt A) und definierte Poolseren fur die Inokulation der Ver-
suchskalber herzustellen (Abschnitt C) wurden vollstandig erreicht. Ferner sind die Auswahl
geeigneter Versuchstiere (Abschnitt D) und die begleitenden labordiagnostischen Untersu-
chungen unserer AG (Abschnitt F) fir die Gruppe 1 abgeschlossen. Da Kalber mit geringer
Affinitat fir die BNP-assoziierten Allo-AK in der uns zuganglichen Rinderpopulation offenbar
seltener vorkommen als vorausgesetzt, bereitete es Schwierigkeiten, termingerecht geeig-
nete Probanden flr die Gruppen 2 und 3 zu finden. Zur Erfiillung des Versuchsplans missen
noch Messdaten an einem Kalb in Gruppe 2 sowie 9 Kalbern in Gruppe 3 erhoben werden
(Stand am 04.02.2013). Erst nach Abschluss der tierexperimentellen Untersuchungen kon-
nen die klinischen und verschiedenen labordiagnostischen Befunde einer multivariaten sta-
tistischen Analyse unterzogen werden, in der auch die unterschiedliche Affinitat der Kalber
gegeniber Allo-AK-positiven Serumproben, wie sie in den Vortest ermittelt wurde, Bertck-
sichtigung findet.

Nachweis von Alloantikérpern in Serum und Kolostrum, Hyperimmunisierungsversu-
che an BVDV-negativen Rindern (Forschungsschwerpunkt 3 des Antrags):

Gemeinsam gelang es der AG Doll, der AG Rumenapf/Thiel und uns, 42 geeignete Kihe
anhand von labordiagnostischen Befunden und Betriebsdaten fur die Versuche zu rekrutie-
ren (Abschnitt A des Arbeitsplans). Leider mussten die Arbeiten danach eingestellt werden,
da die zustandige Behorde die beantragte Tierversuchsgenehmigung nicht erteilte (siehe
auch Abschlussbericht der AG Doll). Das Ziel, die Bildung von Allo-AK durch Verimpfung des
verdachtigen PregSure® BVD-Impfstoffes unter kontrollierten Bedingungen zu modellieren,
wurde deshalb nicht erreicht.

Wirkmechanismen der PregSure® BVD-assoziierten Allo-AK (Positionen 2 und 3 im Auf-
stockungsantrag vom 12.01.2012):

In unseren Untersuchungen offenbarten die Allo-AK-positiven Serumproben in vitro sowohl
zytotoxische als auch opsonierende bzw. phagozytosesteigernde Eigenschaften gegenuber
immortalisierten bovinen Zellen. Die Ergebnisse deuten zwar auf bestimmte patho-
physiologische Prozesse in der Pathogenese der BNP hin, warfen gleichzeitig aber viele
neue Fragen auf. Sie durfen deshalb noch nicht als hinreichende Belege verstanden werden,
die Panzytopenie nur als Folge einer breitgefacherten, komplementvermittelten Zytolyse
und/oder der von Allo-AK iniitierten Zytophagozytose zu verstehen. Zukiinftige Untersuchun-
gen mussten zunachst auf die Frage fokussieren, ob auch native Rinderzellen (insbesondere
Thrombozyten) BNP-empfanglicher Kalber von den beobachtenden Wirkungen betroffen
sind und ob die physiologischen Komplementkonzentrationen im Kalb dazu ausreichen, um

Seite 60 von 110



derartige Reaktionen in vivo ablaufen zu lassen. Aus Zeit- und Budgetgriinden konnten diese
Aspekte nicht mehr adressiert werden.

Unser Versuch, die MHC-I-Hypothese mit Hilfe des DFZM-Allo-AK-Hemmungstest zu unter-
stitzen, gelang im Gegensatz zu Foucras et al. (2011), die mit dem mAK W6/32 ahnliche
Versuche unternahmen wie wir, nicht. Leider konnte nicht mehr beleuchtet werden, ob diese
Diskrepanzen methodische oder prinzipielle Ursachen hatten. Um die Bedeutung von MHC-I-
Antigenen in der Pathogenese der BNP abzuklaren, sind weitere Forschungsarbeiten erfor-
derlich.
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1. Ziele und Aufgabenstellung des Vorhabens

Im Rahmen dieses Forschungsvorhabens war die Arbeitsgruppe an der Bearbeitung der fol-
genden beiden Schwerpunkte beteiligt:

A) Reproduktion der Bovinen Neonatalen Pancytopenie durch Transfusion des

Serums von , Bluter-Muttern* (Forschungsschwerpunkt 2, Arbeitspaket 2).

Dabei sollten folgende Fragestellungen beantwortet werden:

Welche interindividuellen Unterschiede bestehen bezlglich der Reaktion auf die
Transfusion einer definierten Serummenge unter standardisierten Bedingungen im
Hinblick auf die Entwicklung der hamatologischen und der Knochenmarkbefunde?

In welchem Umfang binden die transfundierten Alloantikbrper bei den jeweiligen Kal-
bern insgesamt an Leukozyten und Thrombozyten und speziell an deren MHC-I-
Oberflachenantigene?

Besteht eine Beziehung zwischen der vorstehend genannten Antikérperbindung und
den auftretenden hamatologischen Veranderungen?

B) Hyper-Immunisierungsversuche an BVDV-seronegativen Kiihen
(Forschungsschwerpunkt 3)

Dabei ging es um die Beantwortung der folgenden Fragenstellungen:

Induziert die Impfung mit der inaktivierten BVDV-Vakzine PregSure® BVD (Fa. Pfizer
GmbH) die Bildung maternaler Antikbrper gegen zellulare Blut- und Knochenmarks-
bestandteile von Kalbern?

Wie verhalt es sich diesbezlglich mit der BVDV-Inaktivatvakzine eines anderen Her-
stellers (Bovidec®, Fa. Virbac Tierarzneimittel GmbH), welche als Adjuvans-Bestand-
teil ebenfalls Quil A enthalt?

1.1 Planung und Ablauf des Vorhabens

Bereits bei Konzeption dieser Studie war bekannt, dass manche Kalber nach Aufnahme des
Kolostrums bestimmter Kihe (,Bluter-Mutter) die fur BNP charakteristischen Blut- und Kno-
chenmarkveranderungen entwickeln (Bauer et al., 2009; Doll et al., 2009 u. 2010; Friedrich
et al., 2009 u. 2010). Die enterale Absorption kolostraler (Allo-)-Antikdper ist aber bekanntlich
auf die ersten 24 Lebensstunden beschrankt. Sie ist weiterhin abhangig von der Trankeauf-

nahme des Kalbes (bzw. nach zwangsweiser Verabreichung mittels Sonde vom Ubertritt des
Kolostrums aus dem Pansen in Labmagen und Dunndarm), und insbesondere von der Ab-

Seite 63 von 110



sorption der aufgenommenen Immunglobuline tGber den Darm. Denn beziglich der Expres-
sion des hierfir verantwortlichen Fc-Rezeptors bestehen erhebliche interindividuelle Unter-
schiede (Laegreid et al., 2003).

Im Rahmen dieses Forschungsvorhabens sollte deshalb zum einen geprift werden, ob sich
dieses Krankheitsbild bei jungen Kalbern durch Serumubertragung induzieren I&sst. Ein da-
rauf basierendes standardisiertes Modell hatte gegenliber der Kolostrumverabreichung den
Vorteil, unabhéngig vom Alter der Probanden pro Zeiteinheit jeweils eine genau definierte
Menge an Alloantikérper zuflihren zu kénnen, um die hieraus resultierenden Auswirkungen
auf verschiedene Zellpopulationen zu erfassen.

Zur Uberpriifung der sich aus epidemiologischen Beobachtungen ergebenden Hypothese,
dass eine Beziehung bestehen kdnnte zwischen dem Auftreten der BNP und der vorausge-
gangenen Impfung der Muttertiere mit einer inaktivierten BVD-Vakzine (PregSure® BVD, Fa.
Pfizer; Bell et al., 2009a; Friedrich et al., 2009b), sollten des Weiteren entsprechende Hy-
perimmunisierungsversuche mit dieser Vakzine im Vergleich gegen einen anderen inakti-
vierten BVD-Impfstoff sowie gegen Plazebo durchgeflihrt werden.

1.2 Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknupft wurde

Ausgangshypothese war, dass dieser Krankheit ein immunpathologischen Geschehen zug-
rundeliegen kénnte (Doll et al., 2009, 2010; Friedrich et al., 2009, 2010), doch war zu Pro-
jektbeginn noch nicht bekannt, weshalb manche Kihe offensichtlich solche, gegen be-
stimmte Blut- und Knochenmarkszellen des Kalbes gerichtete Antikdrper bilden. Epidemiolo-
gische Hinweise deuteten fiir einen mdglichen Zusammenhang mit der vorherigen Impfung
der ,Bluter-Mutter* mit einer BVDV-Inaktivatvakzine (PregSure® BVD, Fa. Pfizer). Diese
These war allerdings nicht unumstritten, zumal eine andere Forschergruppe Porzines Circo-
virus Typ 2 (PCV-2) in erkrankten Kalber — aber auch bei einigen Kontrollkalbern - nachge-
wiesen hatte (Kappe et al., 2010).

2. Material und Methoden

A) Serum-Transfusionsstudien

Zunachst wurde im Rahmen einer Pilotstudie eine geeignete Methode der Serum-Transfu-
sion entwickelt. Dabei konnten Transfusionszwischenfalle durch Verdinnung des Serums mit
0,9%iger NaCl (50 ml Serum auf 1000 ml Infusionslésung) und gleichmafige Zufuhr mittels
Infusionspumpe Uber 24 Stunden weitgehend verhindert werden. Diese ersten Versuche
wurden mit dem Serum einer Bluter-Mutter durchgefiihrt, deren Zwillingskalber nach Kolost-
rumaufnahme bereits innerhalb der ersten 24 Lebensstunden eine dramatische Thrombozy-
topenie und Leukopenie entwickelt hatten. Beide Kalber waren nach drei bzw. finf Tagen an
BNP verendet. Nachdem sich durch Transfusion dieses Serums in einer Dosis von 60 ml /
100 kg ) bei einem acht Wochen alten Versuchskalb eine massive, innerhalb von drei Tagen
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jedoch wieder reversible Thrombozytopenie induzieren liel® (Minimum 38 G/I, bei einem Leu-
kozytenwert von 3,5 G/I), wurde die Serumdosis flir die Hauptversuche auf 100 ml / 50 kg
KM festgelegt.

In Vorbereitung dieser Studie wurde Serum von 22 Bluter-Mittern bei — 80°C tiefgefroren
asserviert. Das Serum der acht Kihe mit dem hdchsten Alloantikrper-Gehalt (bestimmt
durch die AG Bauerfeind) wurde schliel3lich gepoolt und in Aliquots von ca. 60 ml in ver-
schlossenen Glasflaschen eingefroren. Fir die Kontrollkalber stand das gepoolte Serum von
funf nicht gegen BVDV geimpften Kiihen zur Verfigung, deren Kalber sich in den ersten drei
Lebenswochen bei regelmafligen Kontrollen als hdmatologisch unauffallig erwiesen hatten.

Ubersicht 1: Giber die Zusammensetzung der Serumpools

Zusammensetzung BNP-Serum | Kontrollserum | Differenz
IgG-Gehalt (mg/ml) 28,5 25,6 +29
BVDV-AK (logNDsq)** 4,3 <0,2
Allo-AK-Gehalt*** 41,6 1 +40,6

*  ELISA, Lehrstuhl fur Tierschutz, Verhaltenskunde, Tierhygiene u. Tierhaltung
der LMU Minchen (Prof. Dr. M. Erhard)

** Serumneutralisationstest, AG Riimenapf u. Thiel

*** Durchflusszytometrie unter Verwendung der Lymphozyten eines Spenderkalbes,
AG Bauerfeind

In nachfolgenden Untersuchungen zeigte es sich jedoch, dass durch Transfusion des ge-
poolten BNP-Serums in der vorgesehenen Dosis von 100 ml / 50 kg KM nur eine geringgra-
dige Leukopenie induziert wurde, und dies auch nur bei zwei von finf Kalbern. Ahnliches galt
auch bei Verdopplung dieser Dosis auf 200 ml / 50 kg KM BNP-Serum. Aus diesem Grunde
wurde die eigentliche Studie mit einer nochmals erhéhten Dosis von 300 ml Serum / 50 kg
KM durchgefuhrt.

Far den Versuch wurden in vier Milchviehbestanden insgesamt 88 mannliche Holstein-Kalber
(Stand 28.02.2013) zwischen dem 3. und 5. Lebenstag beprobt und ihre Blutzellen im DFZM-
Allo-AK-Bindungstest auf ihre Alloantikorper-Reaktivitat getestet (AG Bauerfeind). Ein Tell
der Proben wurde dartber hinaus von der AG Rumenapf / Thiel auf Allo-AK-Affinitat leuko-
zytarer MHC-I-Molekile untersucht.

Von den 88 derart vorgetesteten Kalbern reagierten 73 (entspr. 83 %) im DFZM-Allo-AK-Bin-
dungstest positiv und 15 (17 %) negativ. Von den 34 auf Allo-AK-Affinitat leukozytarer MHC-
I-Molekile getesteten Kalbern erwiesen sich 24 (71 %) als positiv und 10 (29 %) als negativ,
darunter 7 Kalber mit positiver Allo-AK-Reaktivitat.
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Die in die Studie einbezogenen Kélber wurden am 7. Lebenstag in die Klinik verbracht und
gemal ihrer Alloantikorper- bzw. MHC-I-Reaktivitdt den einzelnen Gruppen zugeordnet
(Ubersicht 2). Allerdings konnten aus personaltechnischen Griinden nicht ausreichend viele
Kalber beziglich ihnrer MHC-I-Reaktivitat getestet werden, so dass von dieser Kategorie nur
9 Probanden in Gruppe 2 einbezogen werden konnten. Nachdem es sich aber gezeigt hatte,
dass diese beziglich MHC-I-Reaktivitat negativ getesteten Kalber nach Transfusion von
BNP-Serum die gleichen hamatologischen Veranderungen entwickelten wie die im DFZM-
Allo-AK-Bindungstest positiven Tiere, wurde diese Gruppe 2 nachfolgend mit Letzteren auf-
gefullt. Da Kéalber mit negativer Reaktivitat Allo-AK-Reaktivitat in der Population relativ selten
vorkommen, konnten dariiber hinaus von diesen der Gruppe zuzuordnenden Probanden bis
Studienende nur neun Tiere aufgenommen werden (davon 6 fir die Versuchsgruppe, 3 flr
die Kontrollgruppe).

Ubersicht 2: Ablauf des Versuchsvorhabens und die Gruppenzuordnung

Beprobung von Kalbern im Bestand zwischen dem 3. u. 5. Lebenstag

|

| Testung der Proben auf Leukozyten- sowie MHC-I-Reaktivitit gegenliber BNP-Serum-Alloantikérpern

|

Auswahl und Stratifizierung von 36 Probanden entspr. den
Testergebnissen

~ N

12 Kalber mit tibereinstimmend negativer
Reaktivitat gegen Leukozyten u. MHC |

12 Kalber mit iibereinstimmend positiver
Reaktivitat gegen Leukozyten u. MHC |

12 Kalber mit pos. Reaktivitat gegen Leukozyten
aber neg. (od. nur schwach 5305.} Reaktivitat

gegen MHC
Transfusionsversuch l l Transfusionsversuch
6 Kélber: 6 Kalber: ) 6 Kélber: 6 Kélber:
BNP- Kontroll- Transfusionsversuch BNP- Kontroll-
Serum Serum 6 Kilber: 6 Kalber: Serum Serum
BNP- Kontroll-
Gruppe 1 Serum Serum Gruppe 3
Gruppe 2

Die in diese Studie einbezogenen Kalber wurden vor, wahrend und nach der Serumtransfu-
sion zunachst in kurzen Abstanden (1 - 4stliindig), ab dem 2. Tag nach Serumtransfusion in
Tagesabstanden bzw. Zweitagesabstanden beprobt. Vor sowie 48 Stunden nach Serum-
transfusion und abschlieRend am 30. Lebenstag (hier Euthanasie und Sektion) wurde zu-
satzlich eine Knochenmarksbiopsie durchgefiihrt (an Femur od. Humerus). Die entnomme-
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nen Proben wurden zur weiteren Untersuchung an andere Arbeitsgruppen weitergeleitet (AG
Bauerfeind: Allo-AK-Bindung; AG Moritz / Bauer: Knochenmarkszytologie, Hamatologie u.
klinische Chemie; AG Reinacher: pathologische Untersuchung, Immunhistologie). Dieses
Tierversuchsvorhaben wurde vom Regierungsprasidium Gieflen genehmigt (Geschéaftszei-
chen Gl 18/15-Nr.35/2012).

B) Hyperimmunisierungsversuche

Zum Vorbereitung dieser Studie wurden zunachst umfangreiche Untersuchungen in drei
Milchviehbestanden durchgefihrt, in denen zuvor nicht gegen BVDV geimpft worden war.
Insgesamt wurden 60 Kiihe beprobt und anhand definierter Kriterien kategorisiert (BNP-AI-
loantikdrper-Reaktivitat von Zelloberflichen-Antigenen; siehe hierzu Ausfihrungen der AG
Bauerfeind). Davon wurden dann 32 Kiihe ausgewahlt und auf die Versuchs- (PregSure®
BVD-Impfung) und Kontrollgruppen (Bovidec®-Impfung) randomisiert. Auf die zusatzliche
Einbeziehung einer Placebo-Gruppe wurde verzichtet, da es sich anhand der Ergebnisse
von Bestandsbeprobungen gezeigt hat, dass Rinder in nicht mit PregSure® BVD geimpften
Herden keine oder nur marginale Alloantikorper-Titer aufweisen (siehe hierzu die Ausfuhrun-
gen der AG Bauerfeind).

Im Laufe der vorbereitenden Arbeiten hatte allerdings die Fa. Pfizer auf die Zulassung von
PregSure® BVD verzichtet. Daraufhin hat die zustindige Landesbehérde im Benehmen mit
dem Paul-Ehrlich-Institut die zur Durchfihrung solcher Feldversuche erforderliche Genehmi-
gung nach §17 c Tierseuchengesetz versagt, so dass diese Untersuchungen nicht wie ge-
plant durchgefuhrt werden konnten.

3. Ergebnisse

3.1 Ausfihrliche Darstellung der wichtigsten Ergebnisse

Nachdem nach intravendéser Transfusion von gepooltem BNP- respektive Kontrollserum zwi-
schen Gruppe 1 (Ubereinstimmend positive Reaktivitdt gegen Leukozyten und MHC 1) und
Gruppe 2 (positive Reaktivitat gegen Leukozyten, keine MHC I-Reaktivitat) keine Unter-
schiede hinsichtlich der hamatologischen Befunde erkennbar waren, werden nachfolgend
diese beiden Gruppen zusammen abgehandelt (Tab. 1). Die im Vergleich zu den Beitragen
der Arbeitsgruppen Bauerfeind sowie Moritz / Bauer teilweise divergierenden Fallzahlen er-
klaren sich durch unterschiedliche Auswertungszeitpunkte im Rahmen der noch bis Ende
Februar 2013 laufenden Untersuchungen.
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Tabelle 1: Hamatologische Werte in den Versuchs- und Kontrollgruppen am Ende der
24-stindigen Serumtransfusion

Gruppe n Leukozyten Lymphozyten Thrombozyten
(G110 (G110 (G171
Versuchs- | 12 75+£3,5 1,5+0,6 261 + 193
1+ 2 | gruppe p=0,07 p <0,001 p <0,001

Kontroll- 12 1 10,6 £4,0 39+1,1 579 + 148
gruppe
Versuchs- | 6 8,3+1,0 26+28 285 + 245

3 gruppe p=09 p=0,7 p <0,05
Kontroll- 3 8,8+3,9 28+29 741 + 220
gruppe

Zwischengruppenvergleiche, zweiseitig, Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test

Ergebnisse in Gruppen 1 + 2

Schon wahrend der Serumtransfusion kam es in diesen Versuchsgruppen zu einem deutli-
chen Abfall der Thrombozytenzahlen, in 10/12 Fallen auf unter 300 G/I, davon in 7 Fallen auf
unter 200 G/l (Min. 27 G/l). Diese transiente Thrombozytopenie hatte sich allerdings bei allen
Probanden innerhalb 48 Stunden nach Transfusion wieder weitgehend normalisiert. Im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe war in der mit BNP-Serum transfundierten Gruppe im selben Zeit-
raum auch ein deutlicher Rickgang der Leukozytenzahlen zu beobachten — was insbeson-
dere auf eine Abnahme der Lymphozyten zurlickzuflihren war, doch lagen nur bei 3/12 Kal-
bern die Werte voriibergehend unter 4,0 G/I (Min. 2,4 G/I). Auffallend war jedoch die be-
trachtliche interindividuelle Variation der hamatologschen Befunde trotz der standardisierten
Bedingungen.

Ergebnisse in Gruppe 3

Die Kalber dieser Gruppe zeichneten sich dadurch aus, dass ihre Leukozyten in der Vortes-
tung (AG Bauerfeind, AG Rumenapf / Thiel) keinerlei Alloantikérper-Reaktivitat erkennen
lieRen.

Trotzdem entwickelten 4 / 6 der mit BNP-Serum transfundierten Probanden eine deutliche
Thrombozytopenie (< 300 G/I); bei drei Tieren sank die Thrombozytenzahl im Laufe der
Transfusion unter 200 G/I (Minimum 38 G/I). Nach Transfusion von Kontrollserum war dieser
Effekt nicht zu beobachten. Innerhalb von 48 bis 72 Stunden nach Ende der Transfusion
hatten sich die erniedrigten Werte aber weitgehend normalisiert. Spontanblutungen waren in
dieser Versuchsgruppe nicht zu beobachten.
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Im Gegensatz dazu — und auch kontrar zu den Befunden in den Gruppen 1 und 2, hatte in
dieser Gruppe 3 die Transfusion von BNP-Serum keine Auswirkungen auf den Leukozyten-
und Lymphozytengehalt des Blutes (Tag. 1). Eine mégliche hierfir Erklarung ware, dass die
im BNP-Serum verschiedene Alloantikérper vorhanden sind, von denen die einen an Leuko-
zyten / Lymphozyten binden, die anderen an Thrombozyten — wobei in dem Vortest die Bin-
dung an Thrombozyten nicht gepriift wurde.

In allen Gruppen hatte die Serumtransfusion keine signifikanten Auswirkungen auf die Zahl
der neutrophilen Granulozyten im Blut. Und nur bei einem Kalb (aus Gruppe 2) waren vor-
bergehend Blutbeimengungen im Kot festzustellen. Knochenmarksveranderungen konnten
bei keinem dieser Kalber festgestellt werden (s. Ausflihrungen der AG Reinacher).

Am Ende dieser eigentlichen Studie wurden drei weiteren Kalber mit positiv getesteter Allo-
reaktiviat ihrer Leukozyten eine nochmals erhéhte Dosis BNP-Serum aus dem selben Se-
rumpool verabreicht (900 ml / 50 kg KM). Das Resultat war ein noch wesentlich deutlicherer
und etwas langer anhaltender (Uber 4-5 Tage) Riickgang der Thrombozytenzahlen, mit der
Folge einer verlangerten Blutungszeit (> 6 Minuten) und leichtgradigen Spontanblutungen.
Bei einem dieser drei Kélber war auch die Leukozytenzahl voribergehend deutlich erniedrigt
(Minimum 2,6 G/I).

3.2 Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse

Mittels des hier entwickelten Serum-Transfusionsmodells ist es moéglich, unter standardi-
sierten Bedingungen und unabhangig vom Alter der Probanden die Auswirkungen solcher
Serum-Alloantikdrper auf unterschiedliche Zellpopulationen zu untersuchen. Dabei kdnnen
zuklnftig auch gezielt bestimmte Antikorper aus dem Serum entfernt werden (etwa durch
Adsorption) oder zugesetzt werden. Dies ist notwendig bei der Erforschung der in Frage
kommenden Zielantigene, aber auch zur Uberpriifung der funktionellen Relevanz der mitt-
lerweile entwickelten und noch weiter zu entwickelnden In-vitro-Tests. Solchen Tests kommt
insbesondere im Zusammenhang mit der Impfstoff-Entwicklung und —Zulassung erhebliche
Bedeutung zu. Die Ergebnisse dieser Transfusionsstudien kdnnten darauf hindeuten, dass
zum einen nicht allen der mittels durchflusszytometrischer oder ELISA-Methoden erfassten
Alloantikérper auch eine solche zellzerstérende Wirkung zukommt. Daraus kénnen falsche
Schlisse abgeleitet werden, etwa wenn nach Vakzinierung mit einem bestimmten Impfstoff
festgestellt wird, dass alle Impflinge Alloantikdrper gebildet hatten (Kasonta et al, 2013).
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4. Zusammenfassung

Mittels des entwickelten Serum-Transfusionsmodells lassen sich die Wirkungen der nach
Impfung mit PregSure® BVD von bestimmten Kilhen gebildeten Alloantikérpern auf
hamatologische Zellen und auf deren Vorlauferzellen im Knochenmark untersuchen. Den
Ergebnissen zufolge besteht hierbei eine gewisse Dosis-Wirkungsbeziehung, wobei sich
dieses Geschehen erst bei relativ hohen Dosen klinisch in Form erhdhter Blutungsneigung
manifestiert. Die im Vergleich zu Leukozyten erhdhte Empfindlichkeit der Thrombozyten
kénnte darauf hindeuten, dass das Zielantigen auf unterschiedlichen Zelllinien different ex-
primiert wird, oder dass hierbei verschiedene zellspezifische Oberflachenantigene eine Rolle
spielen. Der weiteren Aufklarung dieses Geschehens kommt insbesondere bei der zuklnfti-
gen Entwicklung und Zulassung von Impfstoffen erhebliche Bedeutung zu.

5. Gegenuberstellung der urspringlich geplanten zu den tatséchlich erreichten Zielen;
ggf. Hinweise zu weiterfihrenden Fragestellungen

Die erste Teilaufgabe — Entwicklung eines Serum-Transfusionsmodells — konnte erfolgreich
realisiert werden, wobei es sich gezeigt hat, dass die aufgrund der Ergebnisse einer Pilotstu-
die gewahlte Serumdosis nicht ausreicht, eine deutliche Knochenmarkschadigung und klini-
sche Wirkungen zu induzieren. Versuchsweise wurde deshalb begonnen, héhere Dosen zu
applizieren, doch konnten diese Studien im Rahmen dieses bisherigen Projekts nicht abge-
schlossen werden. Des weiteren sollten in nachfolgenden Studien gezielt bestimmte Alloan-
tikbrper — bzw. davon depletiertes Serum — transfundiert werden, um die funktionelle Rele-
vanz der in Frage kommenden Zielantigen validieren zu kénnen.

Die als zweite Aufgabe vorgesehene Hyperimmunisierungsstudie konnte trotz der umfang-
reichen, zeit- und kostenaufwandigen Vorbereitungen aufgrund fehlender tierseuchenrechtli-
cher Genehmigung nicht durchgefuhrt werden. Solche Impfversuche sind aber unabdingbar,
um die genaue Ursache mdglicher Nebenwirkungen erforschen zu kénnen. Dies betrifft ins-
besondere die Rolle von Fremdproteinen in Impfstoffen und die Auswirkungen bestimmter
Adjuvanzien.
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1. Ziele und Aufgabenstellung des Vorhabens

Im Rahmen des Projektes entnommene Knochenmarksbiopsien und Knochenmarksgewebe
sowohl von BNP-Sektionstieren als auch Studienkalbern sollten histologisch und immunhis-
tologisch untersucht werden. Des Weiteren wurden die Studienkalber selbst ebenfalls im
Institut fur Veterinar-Pathologie der JLU Giel3en seziert und gegebenenfalls Proben fur wei-
terfihrende diagnostische Untersuchungen genommen. Das Hauptziel stellte der immunhis-
tologische Nachweis der Bindung von Alloantikérpern von BNP-Muttern an Zellen dar (For-
schungsschwerpunkt 5, Arbeitspaket 3). Der Weg dorthin erforderte die Gewinnung und
Markierung von Alloantikdrpern, die Entnahme von Probenmaterial zur Anfertigung immun-
histologischer Schnitte und schlieRlich die Etablierung einer geeigneten Methode zur Dar-
stellung der Antikérperbindungen an Zellen im Gewebe mittels eines immunhistologischen
Verfahrens.

1.1. Planung und Ablauf des Vorhabens

Die Entnahme von Knochenmarksbiopsien und das Durchfihren von Sektionen der Ver-
suchstiere sind zeitlich abhangig von den jeweiligen Versuchsplanungen gewesen. Am An-
fang stand die Gewinnung von Alloantikdrpern sowohl aus Kolostrum als auch aus Serum im
Vordergrund. Nach einer Kopplung an die immunhistologischen Marker Biotin oder Meerret-
tichperoxidase wurde mittels einer Inkubation mit MDBK-Zellen auf deren Bindung und Sig-
nalstarke selektiert. Eine zeitliche Verzdogerung trat dadurch ein, dass sich routinemafig
Formalin-fixiertes Gewebe als unbrauchbar fir den immunhistologischen Bindungsnachweis
herausstellte. Ebenfalls gab es im Rahmen der immunhistologischen Untersuchungen Prob-
leme bei der Gewinnung eines negativen Kontrollserums, so dass eine erfolgreiche, repro-
duzierbare immunhistologische Methodik erst relativ spat im Frihjahr 2012 etabliert werden
konnte. Trotzdem wurden samtliche geplante Arbeitsziele im Laufe der zur Verfligung ste-
henden Zeit bearbeitet und erreicht.

1.2. Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknlpft wurde

Schon in den ersten Beschreibungen der plétzlich vermehrt auftretenden Falle von hamorr-
hagischer Diathese bei wenige Tage alten Kalbern wurde auf eine lichtmikroskopisch diag-
nostizierte Panmyelophthise, einem Schwund samtlicher Reihen der Knochenmarkszellen,
hingewiesen (Friedrich et al., 2009b). Unterschiedliche Atiologien, sowohl viraler, toxischer
und auch hereditarer Natur, fir diese pathologischen Veranderungen im Knochenmark wur-
den diskutiert und durch geeignete Nachweisverfahren widerlegt. So konnte zum Beispiel
weder porcines Circovirus-Genom (Willoughby et al., 2010) noch BVD-Virus-Genom (Kappe
et al., 2010) mittels molekularbiologischer Tests in betroffenen Tieren nachgewiesen werden.
Toxine wie Furazolidon und Dichlorovinylcystein (DCVC), welche in Zusammenhang mit
Knochenmarksschadigungen stehen kdnnen, wurden bei keinem erkrankten Tier gefunden
(Friedrich et al., 2009b). Des Weiteren verliefen Untersuchungen auf vererbte Gendefekte,
z.B. in Hinsicht auf den Gerinnungsfaktor XI (Krappmann et al., 2011), mit einem negativen
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Ergebnis. Schliel3lich wurde ein Zusammenhang zur eingesetzten BVD-Vakzine Pregsure®
von Pfizer erkannt, so dass eine immunvermittelte Pathogenese der Erkrankung als Ursache
in den Vordergrund ruckte. In darauffolgenden Studien konnte eine klinische Erkrankung von
Kalbern mittels einer Kolostrumgabe von geimpften, bereits als Blutermitter aufgefallenen
Kidhen reproduziert werden (Friedrich et al., 2011). Eine Bindung von Alloantikérpern, ge-
wonnen aus Serum oder Kolostrum von Blutermittern, sowohl an MDBK-Zellen als auch an
bovine Leukozyten aus dem Blut konnte durch verschiedene Arbeitsgruppen nachgewiesen
werden (Bastian et al., 2011; Bridger et al., 2011; Pardon et al., 2011). Im Speziellen waren
jedoch bisher keine immunhistologischen Untersuchungen zum Nachweis solcher Antikoér-
perbindungen an Zellen erfolgt, so dass diesbezlglich auf keinerlei Erkenntnissen aus vorhe-
rigen Studien aufgebaut werden konnte. Des Weiteren konnten aufgrund des unbekannten
Antigens zum immunhistologischen Nachweis von Zielepitopen auf Zellen in bovinem Ge-
webe keine kommerziellen AntikOrper eingesetzt werden. Es galt daher, gentigend Alloanti-
korper des Typs IgG fir einen Einsatz in immunhistologischen Untersuchungen aus Pro-
benmaterial zu gewinnen. Protein G ist dafur bekannt, eine hohe Affinitat fir die Fc-Region
von Immunglobulinen des Isotyps IgG zu besitzen und so konnte eine ausreichende Anzahl
dieser Molekile mittels einer Protein G-Saule gewonnen werden. Biotin und Meerrettichpe-
roxidase sind die gangigsten immunhistologischen Marker und lassen sich mittels moderner
Kopplungs-Kits in wenigen Schritten an Proteine, in unserem Fall die isolierten IgG-Antikor-
per, konjugieren. Ein direktes immunhistologisches Verfahren am Gewebeschnitt und auch
an MDBK-Zellen sollte es dann ermdglichen, eine Bindung solcher markierter Antikérper an
Zellen darzustellen.

2. Material und Methoden
2.1. Ausgangsmaterial
Gewebe

Es wurden Knochenmarksproben von Kalbern bis zu einem Alter von einem Monat aus dem
Femur gewonnen und untersucht. Die Proben stammen von Tieren, welche entweder im In-
stitut fur Veterinar-Pathologie der Justus Liebig Universitat Giellen seziert, der TierkOrperbe-
seitigung zugefuhrt oder im Rahmen der Serumubertragungsstudie beprobt wurden. Dabei
wurden etwa erbsengrofRe Gewebestiicke umgehend ins Fixiermedium Uberfihrt. Bei einigen
Tieren wurden neben der Knochenmarksprobe auch gleichartige Proben aus parenchyma-
tésen Organen gewonnen.

Zellen

Eine Population von MDBK-Zellen wurde in 25 cm?- Kulturflaschen im Brutschrank bei 37 °C
und 0,5 % CO,-Begasung kultiviert. Das Nahrmedium bestand aus 5 ml RPMI 1640 pro Kul-
turflasche, dem 10 % fetales Kalberserum und 1 % Penicillin/Streptomycin zugesetzt wurde.
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Isolierte Leukozyten aus dem Blut von Studienkalbern wurden vom Institut fir Hygiene und
Infektionskrankheiten der Tiere der JLU Gielen zur Verfligung gestellt.

Seren und Kolostren

BNP-Mischkolostrum von nachgewiesenen Blutermutterkiihen wurde vom Institut fur Tier-
zucht und Genetik der TiHo Hannover zur Verfugung gestellt.

BNP-Mischserum von nachgewiesenen Blutermutterkiihen wurde von der Klinik fiir Wieder-
kaduer und Schweine der JLU Gie3en zur Verfigung gestellt. Ebenfalls wurde sowohl das
Negativ-Kolostrum als auch das Negativ-Serum aus der Sammlung der Klinik fir Wieder-
kaduer und Schweine erhalten. Beide Kontrollen stammen von einem nicht gegen BVD-ge-
impften Tier und wurden sowohl vom Institut fiir Virologie als auch vom Institut fir Hygiene
und Infektionskrankheiten der Tiere mit negativem Ergebnis auf BNP-Alloantikdrper getestet.

Blut zur Herstellung des Organpulvers

Das Blut zur Adsorbtion des Negativ-Serums stammt von einer nachgewiesenen Blutermut-
terkuh, welche in der Rinderklinik der JLU GieRen aufgestallt war (,Berta“, VT215, DE
0579977134).

2.2. Methoden

Fixierungen

Zum einen erfolgte eine Fixierung von Gewebeproben in 10%igem Formalin fir mindestens
24 Stunden. Nach einer routinemafigen, automatisierten Prozessierung im Einbettautoma-
ten und darauffolgender Ausbettung in Paraffin dienten die Proben der Herstellung von Ge-
webeschnitten flr eine lichtmikroskopische Untersuchung. Zum anderen wurden Gewebe-
stiicke nach dem Protokoll des Herstellers in HOPE-L&sung® (Hepes-glutamic acid buffer
mediated Organic solvent Protection Effect, DCS Innovative Diagnostik-Systeme, Hamburg)
fixiert und in niedrig schmelzendes Paraffin eingebettet, wobei hier Gewebeschnitte sowohl
lichtmikroskopischen als auch immunhistologischen Untersuchungen dienten.

Gewinnung der 1gG-Antikorper aus Kolostrum und Serum

Zur Gewinnung der IgG-Fraktion wurde eine Affinitdtschromatografie mittels einer Protein-G
Saule (GE Healthcare) nach dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Zur Fallung des
Caseins und zur Entfernung der oben schwimmenden Fettschicht wurde das Kolostrum zu-
nachst mit 1 M HCI angesauert, fir 15 Minuten bei 4 °C stehen gelassen und schlief3lich bei
gleicher Temperatur zentrifugiert. Nach Neutralisation der mittleren Phase wurde diese Ko-
lostrum-Losung, parallel zur Serum-Aufbereitung, verdinnt, sterilfiltriert und anschlieBend
nach Anleitung Uber eine aquilibrierte Protein G-Saule gegeben. Das gewonnene Immunglo-
bulin G wurde zum Schluss mittels einer PD-10 Entsalzungssaule (GE-Healthcare) in eine
phosphatgepufferte Salzlésung (PBS, pH = 7,4) umgepuffert. Photometrische Daten ergaben
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Werte von etwa 10 mg IgG in einem Milliliter PBS, deren Korrektheit durch eine Proteinbe-
stimmung nach Lowry Uberprift wurde.

Kopplung des IgGs an immunhistologische Marker (Biotin, Meerrettichperoxidase)

Um eine grundsatzliche Bindung von Alloantikérpern an MDBK-Zellen nachzuweisen, wur-
den Zellen zunachst mit ungekoppeltem IgG (Verdinnung: 1: 50 in PBS) vital fir 30 Minuten
bei 4 °C inkubiert. Zuvor waren die MDBK-Zellen in gekammerten Objekttragern (Lab Tek Il
Chamber Slides®, Fisher Scientific) ausgesat und Uber Nacht zur Anheftung im Brutschrank
bei 37 °C und 5 % CO, belassen worden. Im nachsten Schritt erfolgte eine Inkubation mit
einem Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikdrper (Kaninchen anti-Rind, Firma Cappel,
Verdiinnung: 1: 100 in PBS), ebenfalls fiir 30 Minuten bei 4 °C. Mittels des Chromogens DAB
(3,3‘-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid) konnte eine Bindung von Alloantikérpern an MDBK-
Zellen schlieBlich farblich nachgewiesen werden. Die IgG-Antikorper unterschiedlicher Aus-
gangsseren (gewonnen aus BNP-Serum, BNP-Kolostrum, Negativ-Serum, Negativ-Kolost-
rum) wurden jeweils mit Hilfe eines Protein Labeling Kits (Roche) entsprechend der Anlei-
tung des Herstellers an den immunhistologischen Marker Biotin gekopppelt. AuBerdem er-
folgte eine Kopplung an Meerrettichperoxidase (HRP) mittels des Lightning Link HRP
Conjugation Kits nach Anleitung der Firma Novus. Sowohl die Biotin-konjugierten als auch
die HRP-konjugierten Antikdrper wurden zur Uberpriifung der erfolgreichen Kopplung vital
mit MDBK-Zellen inkubiert und die Bindung der markierten Antikdrper mittels DAB nachge-
wiesen, wobei fir den Nachweis der gebundenen, Biotin-gekoppelten Antikdrper ein Avidin-
Biotin-Komplex (Vector Laboratories, Burlingame) als Sekundarantikdrper eingesetzt wurde.
In den folgenden Versuchen wurden aufgrund deutlicherer Signalwiedergabe die HRP-kon-
jugierten Antikérper fur einen direkten immunhistologischen Nachweis verwendet.

Immunhistologischer Nachweis der Bindung von Alloantikbrpern am Gewebeschnitt

Die HRP-gekoppelten Antikérper wurden zuerst auf Gewebeschnitten aus formalinfixiertem
Material inkubiert. Trotz zahlreicher Versuche mittels unterschiedlicher Antigen-Retrieval-
Techniken konnte keinerlei Bindung von Antikérpern im Gewebe dargestellt werden. Die
Vermutung, dass das Formalin zu einer irreversiblen Konformationsanderung der relevanten
Epitope flhrt, konnte mittels der Anfertigung von Gefrierschnitten aus unfixiertem Material
untermauert werden. Hierzu wurde im nachsten Schritt frisches Kalberknochenmark aus dem
Femur in OCT (Tissue-Tek®) eingebettet. Im Anschluss daran wurden am Kryotom Gewe-
beschnitte hergestellt und auf Objekttrager aufgezogen. Eine Inkubation mit den HRP-mar-
kierten Antikorpern erbrachte eine deutliche Braunfarbung eines Grofteils der Zellen im
Knochenmark, wobei jedoch auch die Inkubation mit den Negativseren eine ahnlich starke
Anfarbung erzeugte. Zur leichteren Handhabung und Verbesserung der Zellmorphologie er-
folgten die nachsten immunhistologischen Versuche mit HOPE-fixiertem Material, welches
nach befolgen des Herstellerprotokolls eine ebenso deutliche Signalwiedergabe der gebun-
denen Antikdrper zeigte. Trotz verschiedener Veranderungen des Versuchsprotokolls, wie
zum Beispiel das Wechseln von Blocking-Seren, wiesen die Negativkontrollen zunachst
weiterhin ebenfalls eine starke Braunfarbung eines Groldteiles der Zellen im Knochenmark
auf.
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Adsorption von Antikdrpern an Blutpulver

Eine Adsorption von Antikérpern an Blutpulver einer Blutermutterkuh sollte dazu fihren, dass
unerwinschte Antikorper, welche neben den spezifischen BNP-Alloantikdrpern auch noch im
Gewebe binden, weggefangen wirden. Danach sollte Gewebe nach einer Inkubation mit
adsorbiertem Negativserum weitestgehend negativ sein, da sich im verbleibenden Uberstand
nur noch wenige nicht-adsorbierte Alloantikdrper befinden dirften. Fir die Adsorption wurde
500 ml geronnenes Blut einer nachgewiesenen Blutermutterkuh bis zur breiigen Konsistenz
zerkleinert und mit dem 4-fachen Volumen an Aceton aufgegossen. Nach einer Stunde wur-
den die festen Bestandteile abzentrifugiert und das Sediment 3-mal in Leitungswasser ge-
waschen. Danach erfolgte abermals eine Entwasserung des Sediments mit Aceton (3x) und
eine Ausbreitung desselben in Petrischalen. Anschliellend wurden diese zum Trocknen bei
37 °C Uber Nacht in den Brutschrank gestellt. Am darauffolgenden Tag wurden die getrock-
neten Blutbrocken zu Pulver gemahlen und feuchtigkeitsgeschitzt gelagert. In ein 2,2 ml
grolies Eppendorfgefal® wurden 150 mg des Pulvers zunachst mit Tris-gepuffertem Kochsalz
(TBS) fur 5 Minuten rehydriert und im Anschluss daran noch einmal mit TBS gewaschen.
Dann wurden sowohl das BNP-Serum als auch das Negativserum in einer Verdinnung von
1:400 in TBS jeweils in solche vorbereiteten Eppendorfgefalie pipettiert und nach ausflihrli-
chem Mischen fir mindestens 2 Stunden im Kuhlschrank inkubiert. Nach dieser Zeit wurde
das Sediment abzentrifugiert und der Uberstand als adsorbierte Antikdrperlésung in der Im-
munhistologie auf HOPE-fixiertem Gewebe (Knochenmark, Milz, Thymus, Leber, Niere, Zell-
pellet aus Blutleukozyten) eingesetzt.

3. Ergebnisse
3.1. Ausfiuhrliche Darstellung der wichtigsten Ergebnisse

Es wurden sowohl aus Kolostrum als auch aus Serum Immunglobulin G-Antikérper gewon-
nen und erfolgreich an immunhistologische Marker gekoppelt. Im nachsten Schritt konnte
eine Bindung von solchen markierten Antikdrpern mittels einer Vitalinkubation an MDBK-
Zellen nachgewiesen werden. Ein direkter immunhistologischer Nachweis mit der ge-
brauchsfertigen Antikérperldsung gelang jedoch nicht auf standardmaRig Formalin-fixiertem
Material, erst die Anfertigung von Gefrierschnitten aus unfixiertem Gewebe und die Fixierung
in HOPE-L6sung machten einen Nachweis von Antigen-Antikdrperbindungen im Gewebe-
schnitt moglich. Auf das lebende Tier Ubertragen heil3t das, dass eine BNP-Kuh Antikorper
des Typs IgG gegen mindestens ein Antigen, welches auch auf MDBK-Zellen exprimiert
wird, bildet. Im weiteren Verlauf des Projektes konnte eine immunhistologische Methode zur
Darstellung der Bindung von gewonnen Antikdérpern in Gewebeschnitten, im Speziellen
Knochenmark, etabliert werden. Dabei zeigten Knochenmarkszellen verschiedener Kalber
quantitative Unterschiede in der Bindung markierter Alloantikdrper, was flir eine individuell
unterschiedliche Empfanglichkeit der Kalber gegen die BNP-Antikdrper ihrer Matter spricht.
Auch exprimierten verschiedene Zelltypen des Knochenmarks das Antigen in unterschiedli-
chem Ausmal}, wobei Uber eine diesbezugliche Abhangigkeit vom Reifestadium der Zellen
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bisher nur gemutmaft werden kann. Es traten jedoch auch Falle auf, bei denen im gleichen
Gewebeschnitt nicht bei allen Megakaryozyten eine Antikorperbindung nachgewiesen wer-
den konnte, so dass von Antigenexpressionsunterschieden auch innerhalb derselben Zellpo-
pulation ausgegangen werden muss. Allein der Nachweis einer Bindung von Alloantikdrpern
an Megakaryozyten widerlegt jedoch auch die Beobachtung von Pardon et al. (2011), dass
keinerlei Zellen dieses Typs Alloantikérper binden. Des Weiteren wies die Mehrheit der Zell-
pellets aus isolierten Leukozyten von Studienkalbern eine Braunfarbung nach der Inkubation
mit der Antikérperlésung auf, so dass davon ausgegangen werden kann, dass in einem
empfanglichen Kalb auch die Zellen im strdmenden Blut zu einem Grofteil Alloantikbrper
binden. Somit muss das Antigen, zumindest in einer gewissen Menge, auch innerhalb des
Gefalsystems von einigen Zellen weiterhin exprimiert werden. Im Gegensatz dazu wiesen in
peripheren immunologischen Organen, wie Milz und Thymus, nur wenige Einzelzellen bzw.
kleine Zellinseln eine positive Braunfarbung auf. Dies deutet auf keine bis lediglich eine ge-
ringe Expression des vermuteten Antigens hin. Mit einem komplett negativen Ergebnis ver-
liefen die immunhistologischen Untersuchungen von anderen Organen wie Leber und Niere,
welche im physiologischen Zustand konstitutiv keine Wanderzellen des Immunsystems auf-
weisen. Hier konnte in keinem Gewebeschnitt eine Antikdrperbindung an Zellen nachgewie-
sen werden. Auch kam es vor, dass in Einzelfallen an Knochenmarkszellen keine Antikor-
perbindung nach Inkubation mit den gekoppelten Alloantikérpern nachweisbar war. Diese
Tiere scheinen das Antigen Uberhaupt nicht zu exprimieren und sind somit als prospektive
BNP-Mutterkiihe anzusehen.

Bezlglich der untersuchten Biopsien im Rahmen der Serumibertragungsstudie war festzu-
stellen, dass sowohl 3 Tage nach erfolgter Transfusion von 300 ml BNP-Serum/50 kg Kor-
pergewicht als auch nahezu 3 Wochen spater das Knochenmark keine sichtbaren pathologi-
schen Veranderungen in Form einer Panmyelophthise aufwies. Samtliche Zelllinien waren in
normaler Anzahl vorhanden.

3.2. Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse

Das direkte immunhistologische Verfahren am Gewebeschnitt ermdglichte es, eine Bindung
von markierten Alloantikbrpern an Zellen darzustellen und somit postulierte Theorien Gber
das vermeintliche Antigen bzw. die vermuteten Zielzellen zu unterstiitzen oder aber auch
abzuschwachen. So konnte eine Bindung der Antikdrper an sowohl MDBK-Zellen, bovinen
Knochenmarkszellen als auch Blutleukozyten gezeigt und damit bestatigt werden. Des Wei-
teren spricht das negative Ergebnis der Inkubation mit Gewebeschnitten von Leber und
Niere daflir, dass sich die Bindung solcher Alloantikérper auf Knochenmarks- und Blutzellen
beschrankt. Bei MHC | als Antigen ware prinzipiell eine Reaktivitdt der Alloantikbrper mit
samtlichen kernhaltigen Zellen zu erwarten. Die Untersuchungen deuten demnach darauf
hin, dass noch Folgestudien zum genaueren Verstandnis der pathogenetischen Vorgénge
durchgefuhrt werden mussen. Ebenfalls weisen die sehr individuellen immunhistologischen
Ergebnisse der Kalber auf die Komplexitadt der mdglichen Reaktionen nach Aufnahme von
Alloantikérper-enthaltendem Kolostrum hin, was sowohl eine Voraussage bei Einzeltieren als
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auch eine grundsatzliche Theorie in Hinsicht auf stattfindende pathogenetische Vorgange
der Erkrankung erschwert. Das/ die BNP-Epitope kénnen derzeit allerdings nur auf nativem
oder spezialfixiertem Gewebe dargestellt werden, was eine routinemaflige Durchfihrung
einer immunhistologischen Untersuchung impraktikabel macht.

4. Zusammenfassung

Zusammenfassend wurden die Ziele in dem vorgegebenen Zeitraum detailliert bearbeitet
und erreicht. Die immunhistologischen Untersuchungen tragen zu einer naheren Charakteri-
sierung von Zielzellen der BNP-Alloantikbrper bei und erweitern das Verstandnis fur die Pa-
thogenese dieser immunpathologischen Erkrankung. Die Ergebnisse verdeutlichen die kom-
plexe Genese derselben und unterstreichen die Notwendigkeit weitergehender Studien, wel-
che helfen kénnen, zukiinftige, mit Impfstoffen assoziierte Zwischenfalle zu verstehen und zu
vermeiden.

5. Gegenuberstellung der urspringlich geplanten zu den tatsachlich erreichten
Zielen; ggf. mit Hinweisen auf weiterfuhrende Fragestellungen

Die unter dem Punkt eins genannten Ziele wurden umfangreich mit den zu Verfliigung ge-
stellten Mitteln bearbeitet, so dass ein immunhistologischer Nachweis der Bindung von Al-
loantikdrpern mittels einer etablierten Methode erfolgen konnte. Zielzellen im Knochenmark
und im Blut wurden dargestellt. Zur genauen Charakterisierung der Zielzellen im Knochen-
mark bedarf es weiterer Untersuchungen, welche Leukozyten und Vorlauferzellen deutlich
voneinander differenzieren kénnen und zum Beispiel ebenfalls eine Aussage Uber den Rei-
fegrad einer Zelle zulassen. In Anbetracht der komplexen Ergebnisse der immunhistologi-
schen Untersuchungen ware es sinnvoll, sowohl den genetischen Hintergrund als auch das
Alter der Tiere in die Untersuchungen mit einzubeziehen.
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2.

Laut Arbeitsplan geplante Arbeitsschritte wahrend des abgelaufenen Berichtszeit-
raums

Ausgangspunkt unserer Untersuchungen war die Arbeitshypothese, dass es sich bei der
BNP um ein durch Allo antikérper (Allo-AK) vermitteltes, immunpathologisches Gesche-
hen handelt, welches in direktem Zusammenhang mit dem Einsatz der Vakzine Preg-
Sure® BVD steht. Wesentliches Ziel war die Identifizierung des Zielantigens der Allo - AK
im Impfstoff PregSure® BVD und in Zielzellen.

Durchgefihrte Arbeitsschritte und erreichte Ziele.

Sowohl BNP-Muttertiere als auch ein GrofRteil der mit PregSure® BVD geimpften Mutter-
tiere ohne Bluterkalb haben Allo - AK im Serum, die sich im indirekten Immunfluores-
zenz-Test gegen Oberflachenproteine von bovinen Kulturzelllinien (MDBK- und BL-3-
Zellen) richten.

Mit den Allo-AK PregSure® BVD immunisierter Tiere wurden aus einem Lysat von
oberflachenbiotinylierten MDBK-Zellen zwei Proteinspezies mit einer apparenten mole-
kularen 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 an-
dere BVD-Impfstoffe eingesetzt worden waren. Die Allo-AK gegen die 12 und 44 kDa
Proteine waren auch im Kolostrum PregSure geimpfter Tiere nachweisbar. Durch Mas-
senspektrometrie und Immunoblotanalysen wurde das 44 kDa Protein als Haupt-
Histokompatibilitats-Komplex Klasse | (MHC 1), das 12 kDa Protein als B,-Mikroglobulin
(B2M) identifiziert.

BNP-Muttertierserum zeigte eine Reaktivitat gegen MHC | und .M von PBMCs von
empfanglichen Kalbern und von anderen adulten Tieren. Keine Bindung von Allo-AK aus
BNP-Muttertierseren erfolgt an die eigenen Leukozyten des Muttertieres. Eine Reaktivitat
von Allo-AK gegen (3;M kann ausgeschlossen werden, da es sich um ein hochkonser-
viertes Protein handelt, von dem beim Rind nur eine Variante bekannt ist. Es handelt sich
bei BoM um ein Koprazipitat von MHC |, das durch die Probenaufbereitung als eigenstan-
dige Bande im WB erscheint.

In PregSure® BVD ist bovines MHC | eindeutig nachweisbar; dabei handelt es sich um
MHC-1 Varianten, die von BNP Allo-Ak erkannt werden. MHC | spezifische Allo-AK sind
daher auf die Immunisierung mit PregSure® BVD zuriickzufilhren Nach einer Auf-
frischungsimpfung mit diesem Impfstoff konnte ferner gezeigt werden, dass Allo-AK-Titer
deutlich ansteigen.
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- Fur das Auftreten von BNP beim Kalb ist vermutlich auch der Allo-AK-Titer des Muttertie-
res entscheidend. Hierzu wurde ein ELISA entwickelt, der die Quantifzierung der Allo-AK-
ermdglicht. Alle BNP-Muttertiere wiesen hdhere Allo-AK-Titer auf als PregSure® BVD
geimpfte Tiere, bei deren Kalbern BNP nicht aufgetreten ist.

3. Vergleich des Vorhabensstandes mit dem verbindlichen Arbeits- und Zeitplan

Die wesentlichen Ziele des Arbeitsplans fir das Jahr 2011 wurden im Zeitrahmen erreicht
und mit dem Titel ,Vaccine-induced antibodies linked to Bovine Neonatal Panzytopenie
(BNP) recognize cattle Major Histocompatibility Complex class | (MHC 1),“ am 31.07.2011
publiziert (Deutskens F., Lamp B., Riedel C., Wentz E., Lochnit G., Doll K., Thiel H.-J., R{-
menapf T. (2011). Veterinary Research. 42:97). Daruber hinaus wurden Ergebnisse der bis-
herigen Arbeit als Dissertationsschrift von Herrn Fabian Deutskens mit dem Titel ,Untersu-
chungen zur Atiologie der Bovinen Neonatalen Panzytopenie (BNP)“ veréffentlicht (Fachbe-
reich Veterinarmedizin der JLU Gielden, 2013).

Die im Erweiterungsantrag fur das Jahr 2012 vorgesehen Arbeiten zu Klonierung und Ex-
pression von bovinen MHC-1 Varianten, die von BNP spezifischen Allo-AK erkannt werden,
konnten teilweise erfullt werden. Zur Analyse der BNP-spezifischen Reaktivitaten von Anti-
korpern aus den BNP-Mutterkuhseren und zur Bestimmung der reaktiven Epitope auf bovi-
nen MHCI-Molekiilen (BoLa) sollten die MHCI-Varianten der Ursprungszelllinie (MDBK) klo-
niert und exprimiert werden. Es gelang die Klonierung der Gene von insgesamt 5 MHCI-Va-
rianten (N1101, N1201, N2101, N2301 und N5001) und des passenden bovinen R2-Mikro-
globulins. In Zusammenarbeit mit Frau PD Dr. Kitlhn wurden ferner MDBK Zellen hinsichtlich
Ihres MHC-1 Repertoirs durch ,Deep sequencing“ analysiert; die Ergebnisse stehen aber
noch aus. Die Expression der verschiedenen MHC-I Allele in heterologen Zelllinien (z.B.
BHK) wurde untersucht. Dazu wurden die Proteine mit einem sog. FLAG-Tag markiert und
exprimierende Zellen in der Immunfluoreszenz und im Western-Blot mit FLAG-Tag spezifi-
schen Antikérpern und einem kreuzreaktiven Antikérper gegen bovine MHC-I Molekiile ge-
testet. Das Ergebnis der Experimente zeigte, dass eine heterologe Expression der bovinen
MHC-I Molekile mdglich ist, aber die erzielbaren Proteinmengen fiir die geplante Depletion
von Rinderseren und Affinitatsreinigungen von Antikérpern zu gering sind.

Expression von MHC | in Prokaryonten

Als weiterer Ansatz mit dem Ziel der Aufreinigung reaktiver Antikdrper wurde die Expression
der Ektodomane der BoLa in Bakterien (E. coli) durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurde ein
Expressionsplasmid konstruiert, das die Sequenz des bovinen [32-Mikroglobulins, eines
GSGSGS-Linkers und der betreffenden MHCI-Variante enthielt. Die Expression des single-
chain R2M-MHC | in Bakterien konnte mittels eines C-terminalen Polyhistidin-Tags detektiert
werden. Das Expressionskonstrukt konnte allerdings nicht unter nativen Bedingungen gerei-
nigt werden, da es nicht in der I8slichen Fraktion des Bakterienlysates aufgefunden wurde.
Die Behandlung mit chaotropen Substanzen (8M Harnstoff) erlaubte jedoch die Reinigung
des single-chain R2M-MHC |. Da die Bindung der BNP-spezifischen Antikdrper aus Mutter-
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kuhseren an nicht-linearen Epitopen erfolgt, mussten die single-chain R2M-MHCI-Konstrukte
durch Entzug des Harnstoffs in einen nativen Zustand zuriickgefaltet werden. Die Riickfal-
tung der single-chain R2M-MHC I-Variante pFD39 wurde untersucht. Dabei konnten nach
optimierter Expression, Reinigung und Rickfaltung ca. 250 ug des l6slichen MHC | Proteins
gewonnen werden. Es wurde kovalent an eine NHS-Sdule gebunden und zur Reinigung von
Antikdrpern aus 0,5 ml BNP-Mutterkuhserum genutzt. Nach Elution wurden 50ug gebunde-
ner Antikdrper erhalten. Diese hatten die gewiinschte Spezifitdt, denn in der anschlieRenden
Immunprazipitation konnte bovines MHCI dargestellt werden. Die angestrebte Fraktionierung
von Rinderseren ist mit dieser Methode mdglich, allerdings ist die Effizienz noch zu gering,
um die entscheidenden Tierversuche mit definierten anti MHC-I IgG bzw MHC-| IgG deple-
tierten Rinderseren durchzufiihren. Die dazu bendtigten Mengen liegen bei ca. 500mg IgG,
also der 10.000-fachen Menge. Dies verdeutlicht, dass noch erhebliche Optimierungsarbei-
ten notwendig sind.

Immortalisierte bovine B Zellen mit anti MHC | Spezifitéat

Zur Prifung der Hypothese, dass die MHC | Antikérper in Seren von BNP Muttertieren direkt
fur die Krankheitsentstehung verantwortlich sind, wurde versucht, monoklonale Rinderanti-
kérper gegen MHCI zu erzeugen. Monoklonale Antikérper haben den Vorteil, unbegrenzt zur
Verfigung zu stehen und dadurch gro3e Mengen an IgG erzeugen zu kénnen. Zu diesem
Zweck wurden bei der Schlachtung eines hyperimmunisierten BNP-Muttertieres (AG Doll)
Milzzellen gewonnen, die mit murinen Myelomzellen fusioniert wurden. Ausgehend von die-
ser Zellfusion konnten voribergehend zwei spezifisch reagierende Hybridome isoliert wer-
den. Leider waren die Hybridome nicht stabil und gingen nach wenigen Passagen verloren.
Dieser Ansatz wird wiederholt und weiter verfolgt, da es grundsatzlich mdglich ist, chimare
Hybridomzellen zu erzeugen.

4. Wichtige Ergebnisse

Das wichtigste Ergebnis war die Identifizierung von bovinem MHC-1 als dem dominanten
Antigen, das von Allo - AK der BNP Muttertiere erkannt wird (Deutskens F., Lamp B., Riedel
C., Wentz E., Lochnit G., Doll K., Thiel H.-J., Rimenapf T. (2011) Vaccine-induced antibo-
dies linked to Bovine Neonatal Panzytopenie (BNP) recognize cattle Major Histocompatibility
Complex class | (MHC 1). Veterinary Research. 42:97). Der Ursprung der Allo-Ak ist zwei-
felsfrei auf die Vakzine PregSure® BVD zuriickzufiihren. Die Daten wurden im Wesentlichen
durch eine Publikation einer anderen, von der Fa. Pfizer unterstitzten Arbeitsgruppe besta-
tigt (Foucras, G., F. Corbiere, C. Tasca, C. Pichereaux, C. Caubet, C. Trumel, C. Lacroux, C.
Franchi, O. Burlet-Schiltz, und F. Schelcher (2011) Alloantibodies against MHC class I: a
novel mechanism of neonatal pancytopenia linked to vaccination. J Immunol 187, 6564-70).
Aus diesen Befunden Iasst sich ein grundsatzliches Problem bei der Herstellung von inakti-
vierten Impfstoffen erkennen, die im Produktionsprozess Zellkultursysteme der gleichen Tie-
rart verwenden, die auch Empfanger des Impfstoffs ist. Zusatzlich gibt es Hinweise, wonach
das bei PregSure® BVD verwendete Adjuvans eine wichtige Rolle bei der Entstehung von
Allo- Ak spielt.
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Die im Erweiterungsantrag geplanten Experimente sollten vor allem der Bestatigung / Wi-
derlegung der oben beschriebenen Arbeitshypothese dienen. Da es eindeutig fest steht,
dass Immunglobuline an der Entstehung von BNP beteiligt sind, gilt es die Spezifitdt der
betreffenden Antikorper zu bestimmen. Ob tatsachlich allelspezifische MHC -I Antikorper flr
die Panzytopenie verantwortlich sind , lieRe sich in einem Tierversuch bestimmen, in dem
empfangliche Kalber mit solchen Antikorpern belastet werden. Wir haben Methoden entwi-
ckelt, die - wenn auch mit groRem Aufwand - die praparative Darstellung von MHC-I spezifi-
schem IgG mit Hilfe bakteriell exprimierter MHC | Proteine aus Rinderseren erlauben. Au-
Rerdem sehen wir die Mdglichkeit, stabile monoklonale Rinderantikdrper zu erzeugen, die
von BNP Muttern gegen die "fremden" MHC-I Antigene gebildet.

PregSure® BVD Impfstoff
BNP- ohne Allo-AKs Alle BNP* und BNP- mit Allo-AKs
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Nicht empfangliches Kalb Empfangliches Kalb
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 Alloantikorpern (BNP* und BNP™ mit Allo-
AKS). Ob bei einem Kalb durch die Alloantikdrper BNP induziert wird, hidngt davon ab, ob das Kalb durch das

Vatertier vererbte MHC | Varianten in seinem Phénotyp hat, gegen die Alloantikdrper im Muttertier vorliegen.

Seite 86 von 110



Bundesministerium flr Erndhrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz (BMELV)

Ursachenermittlung bei der
Bovinen Neonatalen Pancytopenie

Projekttrager: Bundesanstalt fir Landwirtschaft und Ernahrung (BLE)
Forderkennzeichen: 2809HS025
Laufzeit: 01.09.2010 — 28.02.2013

Berichtszeitraum: 01.09.2010 — 28.02.2013

SCHLUSSBERICHT
der Arbeitsgruppe Distl

Institut fur Tierzucht und Vererbungsforschung der Stiftung Tier-

arztliche Hochschule Hannover

Prof. Dr. med. vet. Ottmar Distl, Institut fir Tierzucht und Vererbungsforschung
Bunteweg 17p, 30559 Hannover
Tel: 0511/953-8875, Fax: 0511/953-8582, E-Mail: ottmar.disti@tiho-hannover.de

Weitere Projektbeteiligte: Prof. Dr. M. Kaske (Klinik fur Rinder), Prof. Dr. M. Ganter (Klinik fur
kleine Klauentiere), Prof. Dr. L. Haas und Prof. Dr. Beatrice Grummer (Zentrum fur Infekti-
onsmedizin, Institut fur Virologie), Prof. Dr. W. Baumgartner (Institut fiir Pathologie)

Seite 87 von 110



Forschungsschwerpunkt 2: Reproduktion der Krankheit

1. Geplante Arbeitsschritte
Etablierung des Kalbermodells:
Auswahl der Betriebe, Charakterisierung der Kolostren einschlieRlich deren Spender

Negative Kontrolle fir das Kalbermodell

2. Tatséchlich durchgefiihrte Arbeitsschritte und erreichte Ziele
2.1. Auswanhl der Betriebe

Insgesamt wurden im Umkreis von Hannover 20 Milchviehbetriebe eruiert, die nachweislich
BVD und IBR frei sind und bei denen in den letzten Jahren weder BVD-Impfungen noch

BVD-Falle nachweislich waren.

2.2. Charakterisierung von Kolostren und deren Spenderinnen

Bisher wurden ca. 120 | Kolostrum von 30 Kihen gesammelt, die nachweislich ein mit BNP-
betroffenes Kalb hatten. Das Kolostrum stammt jeweils von der nachfolgenden Abkalbung, in
der das BNP-Kalb festgestellt wurde. Die BNP wurde mittels klinischer Symptomatik,
Thrombo- und Leukozytopenie sowie Depletion des Knochenmarks (Biopsie und
histopathologische Untersuchungen) festgestellt.

Fur die Charakterisierung der Kolostren wurden von den Kolostrenspendern EDTA-Blutpro-
ben genommen, die DNA extrahiert und auf eine Konzentration von 50ng/ul eingestellt. Alle
DNA-Proben wurden auf Qualitat Gberprift. Von allen bisherigen Kolostrumspenderkiihen
konnte DNA in ausreichender Menge und Qualitat isoliert werden. An diesen DNA-Proben
wurden ca. 770.000 SNPs (single nucleotide polymorphisms) mittels des bovinen lllumina
HD Beadchips genotypisiert. Die Ergebnisse der Genotypisierungen von 636 Tieren liegen

inzwischen vor.

2.3 Kalbermodell

Bisher wurden im Kalbermodell 79 Kalber fir das Auftreten klinischer BNP-Symptome, Blut-
bild- und Knochenmarkveranderungen getestet (Tabelle 1). Die Ergebnisse zeigten, dass
BNP anhand von Kolostrum von Kuhen mit BNP-Vorgeschichte auslésbar ist und BNP mit
klinischen oder subklinischen Symptomen auftreten kann. Der Verlauf kann unabhangig von
der klinischen Symptomatik letal sein. Insgesamt wurden zwolf experimentelle Kalbergrup-
pen unterschieden. Acht Gruppen erhielten BNP-Kolostrum, zwei Gruppen subklinisches
BNP-Kolostrum und zwei Gruppen Kolostrum aus BNP-Risikobestanden, jedoch BNP-freien
Kidhen. Bei den Kalbergruppen mit BNP-Kolostrum erfolgte die Zuteilung des Kolostrums in

der Weise, dass vier Gruppen jeweils das Kolostrum einer Kuh, zwei Gruppen ein Mischko-
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lostrum von je zwei Kilhen und eine Gruppe das Mischkolostrum von zehn Kiihen erhielten.
Bei den Kalbergruppen mit subklinischem Kolostrum wurde jeweils nur das Kolostrum je ei-
ner Kuh verwendet. Bei den Kalbergruppen mit BNP-freien Kolostrum wurde flr eine Gruppe
ein Mischkolostrum von zwei Kiihen und einmal ein Mischkolostrum von 16 Kiihen verwen-
det. Letale BNP konnte nur mittels BNP-Kolostrum ausgeldst werden. Klinische BNP trat bis
auf eine Ausnahme (Versuchsgruppe 12) nur dann auf, wenn BNP-Kolostrum verwendet
wurde. Subklinische BNP kann sowohl mit BNP-Kolostrum, subklinischem BNP-Kolostrum
wie auch BNP-freiem Kolostrum aus Risikobestanden ausgeldst werden. Die Erklarung daftr
ist darin zusehen, dass nicht alle Kiihe mit BNP-Kolostrum als solche erkannt werden und
dadurch die Rate der Kiihe mit BNP-Kolostrum durch falsch negative Diagnosen nach unten
verzerrt ist.

Die Mortalitatsrate wird durch das Kolostrum der Kuh bestimmt. Wenn ein Mischkolostrum
das Kolostrum einer Kuh enthalt, das mit einer sehr hohen Mortalitat assoziiert ist, dann be-
wirkt das Mischkolostrum ebenfalls eine hohe Mortalitat. Die geringe Anzahl an BNP-freien
Kalbern bei den BNP-Kolostrumkalbergruppen zeigt, dass das BNP auslésende Antigen sehr
selten ist und deshalb der GrofRteil der Kalber auf BNP-Kolostrum mit BNP reagiert. Dagegen
ist die Variabilitdt in der Schwere und Dauer der BNP-Verlaufe von vielen Faktoren abhan-
gig. Diese Faktoren kdnnen sowohl in dem alloreaktiven Antikdrperspektrum der Mdutter,
kalbspezifischen Faktoren und der Behandlung des Kolostrums liegen. Es ist also davon
auszugehen, dass das Reaktionsspektrum der Kalber auf BNP-Kolostrum von kalbspezifi-
schen Faktoren und weniger von immungenetischen Faktoren abhangt und andererseits die
Kihe ein weites Reaktionsspektrum in der Produktion alloreaktiver Antikdrper zeigen. Die

letztgenannte These wird durch die hohe Bandbreite subklinischer BNP-Falle gestutzt.

2.4 Negative Kontrolle fiir das Kalbermodell

In einem Feldversuch auf einem Milchviehbetrieb mit nachgewiesenen BNP-Fallen Uber
mehrere Jahre sollte gezeigt werden, ob ein Austausch des Kolostrums der Mutter des Kal-
bes gegen ein Kolostrumersatzpraparat der Firma Milkivit das Auftreten von BNP verhindert.
In dem Versuch wurden insgesamt 60 weibliche Kalber miteinbezogen sowie alle weiteren
gleichzeitig im Betrieb geborenen Kalber (n=113) auf BNP-Anzeichen kontrolliert. Die Ver-
suchsgruppe von 30 weiblichen Kalbern erhielt das Kolostrumersatzpraparat (5 1) im An-
schluss an die Geburt und kein Kolostrum oder Vollmilch der Mutter oder einer anderen Kuh
aus dem Betrieb. Danach erfolgte die Tranke mit Milchaustauscher. Die Kontrollgruppe er-
hielt 5 | Kolostrum von der eigenen Mutter und danach Milchaustauscher. In der Versuchs-
gruppe konnte kein Fall von BNP ermittelt werden, wahrend in der Kontrollgruppe 8 Kalber
Anzeichen von BNP zeigten, jedoch daran nicht verstarben. Von diesen acht Kalbern hatten

sieben Tiere keine klinischen Anzeichen fiir BNP und wurden deshalb als subklinische BNP
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Falle klassifiziert. Nur ein Kalb zeigte zusatzlich klinische BNP-Symptome. Von den Ubrigen
113 gleichaltrigen Kélbern hatten elf Tiere klinische Anzeichen von BNP begleitet von ernied-
rigten Thrombozyten- und Leukozytenzahlen und vier dieser Kalber starben aufgrund von
BNP.

2.5 Molekulargenetische Analysen

Die Kalber aus dem Kalbermodell sowie ein Teil der Kalber und Kiuhe aus dem Feldversuch
werden auf dem bovinen lllumina HD Beadchip genotypisiert. Die Genotypisierungs-
ergebnisse liegen insgesamt vor und die Auswertungen sind abgeschlossen. Die Ergebnisse
konnten Genom-weit signifikante Assoziationen fur die Tiere aus dem Kalbermodell sowie fur
die BNP-Kuhe nachweisen. Die Ergebnisse werden an weiteren Proben validiert. Dafur

werden auch Proben der anderen Arbeitsgruppen erbeten.

3. Vergleich des Vorhabenstandes mit dem verbindlichen Arbeits- und Zeitplan

Der Vorhabenstand ist im geplanten Zeitrahmen der Planungen.

4. Wichtige Ergebnisse

Das Kalbermodell kann BNP zuverlassig reproduzieren. Die Versuche lassen die Beteiligung
einer komplexen Anzahl von kolostralen Alloantikdrpern erwarten. Ein immungenetisches
Geschehen infolge eine geringen Anzahl genetischer Varianten ist fiir die klinische und/oder
letale BNP wahrscheinlich, wahrend flir die subklinischen Falle eine grofiere Anzahl von ge-
netischen Varianten eher wahrscheinlich ist. Ein Aussetzen von Kolostrum von allen Kihen
aus Herden mit BNP-Vorgeschichte eliminiert das Auftreten von BNP. Die BNP persistiert in
den Herden weiter, solange Kolostrum von BNP-Kiuhen an neugeborene Kalber weiterver-
futtert wird. Ungeklart ist, welche Auswirkungen BNP auf die Mast- und Milchleistung sowie

Lebensleistung der Tiere hat.

5. Zusammenfassung

Das Kalbermodell liefert brauchbare Ergebnisse zur immungenetischen Aufklarung der BNP.
BNP kann zuverldssig reproduziert werden und es erscheint moglich, die einzelnen immun-
genetischen Faktoren mittels molekulargenetischen Methoden charakterisieren und quantifi-

zieren zu konnen.
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Tabelle 1. Ergebnisse des Kalbermodells nach BNP-Symptomen und der Mortalitat fir jede

Versuchsgruppe und insgesamt

Versuchs- Kolostrumklassifikation n BNP-Anzeichen BNP-Mortalitat
gruppe BNP-n-Kihe
frei | subklinisch klinisch | Todliche | Uberlebende
Falle

1 BNP-1 6 0 3 3 1 5
2 BNP-1 6 2 0 4 4 2
3 BNP-1 5 0 0 5 3 2
4 BNP-1 6 0 5 1 5 1
5 BNP-1 10 1 0 9 9 1
6 BNP-2 6 2 3 1 2 4
7 BNP-2 6 0 1 5 6 0
8 BNP-10 10 0 0 10 8 2
9 Sub BNP-1 5 1 4 0 0 5
10 Sub BNP-1 5 5 0 0 0 5
11 BNP-frei-2 5 5 0 0 0 5
12 BNP-frei-16 9 6 2 1 0 9
1-12 79 | 22 18 39 38 41
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1. Ziele und Aufgabenstellung des Vorhabens

Die Ziele und Aufgabenstellung unseres Vorhabens war die ldentifikation des Zielantigens
der BNP-lbertragenden Antikérper. Dies wollten wir mit Western Blots und einer Kandidaten-
Identifikation Uber Massenspektrometrie erreichen. Ein weiteres Ziel war die ndhere immu-

nologische Charakterisierung der BNP-lbertragenden Antikorper.

1.1 Planung und Ablauf des Vorhabens

Geplant war eine Erstellung von Proteinlandkarten von Rinder-Leukozyten, Knochen-
markszellen und Thrombozyten mit zweidimensionaler Gelelektrophorese. Diese Landkarten
sollten auf Blots transferiert werden, um dann die Bindung von Kolostren und Seren von
BNP-Ubertragenden Rindern im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren zu testen. 2D-Gele
haben den Vorteil, auch targetierte Proteinmodifikationen anzuzeigen und ermdglichen durch
die zusatzliche Information Uber die Ladung des Proteins eine bessere Zuordnung des tat-
sachlich gebundenen Proteins, als es bei standardmaRig mit SDS-Page getrennten Protein-
Gemischen der Fall ist. Ein methodischer Nachteil ist aber die mangelhafte Auftrennung von
Membranproteinen, die in 2D-Gele haufig gar nicht einwandern (Rabilloud, 2002). Aus die-
sem Grund hatten wir als zusatzliche Methode eine Anreicherung von Zellmembranproteinen
und anschlieRende eindimensionale Western Blots vorgeschlagen (Hauck et al.,, 2010;
Swadzba et al., 2012). Von BNP-Ubertragern selektiv gebundene Kandidaten sollten dann
per Massenspektrometrie (LC-MS/MS) identifiziert werden. Anschliefiend sollte die Immun-
reaktion gegen das Kandidatenprotein mit einer weiteren Methode bestatigt werden (Western
Blot und/oder Enzyme linked immunosorbent Assay) mit gereinigtem Protein. Fiir die nahere
Charakterisierung der Pathophysiologie wollten wir auRerdem den Isotyp des BNP-Antikor-
pers bestimmen. Die Experimente wurden wie geplant durchgefihrt, wobei mit der Validie-
rung begonnen wurde, diese aber aufgrund der Fulle der identifizierten Antigene und deren
Besonderheiten in diesem Zeitraum nicht fertiggestellt werden konnte. Dies hatten wir aber
bei der Antragstellung fur diese Aufgabe (3.3) schon entsprechend prognostiziert, sollte es

sich um nicht kommerziell erhaltliche Kandidatenproteine handeln.

Aufgabe Monat

3.1 Identifikation der Spezifitat der Autoantikdrper von BNP-Ubertragern
Herstellung der Proteinlandkarten von Rinder-PBL, Knochenmarkszellen

und Thrombozyten, Mastergele flr die Massenspektrometrie 0-9
2D Blots zum Screening 0-18
Erstellung der Membranproteinpraparation, 1D Western Blots 9-15
3.2 Identifikation der Kandidatenantigene mittels Massenspektrometrie 6- 24

3.3 Validierung der identifizierten Autoantigene mit
gereinigten Kandidatenproteinen, funktionelle Assays 6-24
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1.2 Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknupft wurde

Der wissenschaftliche Stand zu Beginn des Projektes war, dass Antikérper aus dem Kolost-
rum bestimmter Pregsure-geimpfter Tiere die BNP auf gesunde Empfangerkalber transferie-
ren kénnen (Friedrich et al., 2011). Unsere Vorarbeiten zeigten, dass die Antikdrper von
BNP-Ubertragern an mehrere Zellarten binden. Mit der Identifikation unbekannter Zielanti-
gene mitels 2D Western Blots und spezieller Membranproteinaufbereitungen hatten wir Er-

fahrung aus anderen Tier- und Erkrankungsmodellen (Deeg et al., 2006).

2. Material und Methoden

Proteinlandkarten wurden von gesunden Kalbern im BNP-Erkrankungsalter und adulten Rin-
dern angefertigt. Fur die 2D Gele haben wir breite pH Gradienten (pH 3-11) gewahlt, da die
Proteome viele Spots im pH-Bereich aulierhalb von 4-7 aufwiesen, so dass eine Fokussie-
rung auf einen pH-Bereich von 4-7 zu einer schlechten Separation dieser Kandidaten gefiihrt
hatte. Im Proteommuster haben wir nach der Proteomanalyse von Kalbern verschiedener
Rassen, Altersstufen und Geschlechts keine bedeutenden inter-individuellen Unterschiede
festgestellt. Die Methode der Thrombozytenpraparation von (Garcia, 2007) liel3 sich erfolg-
reich auf Rinderblut adaptieren und flihrte zu einer sehr reinen Thrombozytenpraparation.
Bei der Praparation von Kalber-PBL mussten wir einige Modifikationen an der
Dichtezentrifugationsmethode vornehmen, die wir ansonsten fir die Separation von Pferde-
PBL verwenden, um eine zufriedenstellende Ausbeute der gewilinschten Zellen zu erzielen.
Die Membranproteinanreicherung konnte dagegen direkt erfolgreich fir die Rinderzellen
verwendet werden, wie die massenspektrometrische Analyse zeigte.

Die ldentifikation der Kandidatenproteine stellte kein Problem dar, alle submitteten Spots
oder Banden konnten klar identifiziert werden und wurden auch als Rinderproteine und nicht
als Orthologe identifiziert. Die Blots wurden mit enhanced Chemilumineszenz auf Rontgen-
filmen entwickelt und sind digitalisiert. Die Mastergele wurden mit kolloidalem Coomassie
und Silber gefarbt. Der Isotyp des BNP-Antikérpers wurde mit Rinder-lg spezifischen sekun-
daren Antikérpern gegen die schweren Ketten von IgA, IgM, IgG1 und IgG2 ermittelt. Dabei
erwiesen sich die kommerziell vertriebenen monoklonalen Antikérper gegen IgG1 und IgG2
des Rindes als untaugliche Reagenzien und mussten durch polyklonale Antikdrper ersetzt

werden (weitere Alternativen waren nicht auf dem Markt).
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3. Ergebnisse
3.1 Ausfihrliche Darstellung der wichtigsten Ergebnisse

Die 2D-Blots, bei denen wir die Antikérperspezifitdt von Kolostren und Seren gesunder Rin-
der und BNP-l'JbertrégerkUhe verglichen haben, wurden zunachst so titriert und modifiziert,
dass erste Unterschiede im Bindungsmuster beider Gruppen deutlich wurden. Insgesamt
konnten wir 10 Kandidatenspots mit den 2D Blots identifizieren, gegen die BNP-Ubertrager-
tiere IgG Antikdrper aufweisen (Abb 1, links).
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Abb. 1, links: 2D Master-Gel, aufgetrennt sind die Proteine einer Thrombozyten-Praparation eines
gesunden Fleckvieh-Kalbes. Horizontale Trennung der Proteine nach ihrer Ladung, verwendet wurde
ein grofitmoglicher pH-Gradient (3-11, Immobiline Dry Strips von GE Healthcare). Die vertikale Auf-
trennung erfolgte Giber Standard SDS-Page, oben Proteine mit hohem Molekulargewicht, Trennung bis
ca. 10 kD; rechts: Membranproteinpraparation von Thrombozyten. Die Gele wurde mit kolloidalem
Coomassie gefarbt. Kandidatenproteine, die im Blot nur von BNP-Ubertragern gebunden wurden sind
rot markiert und nummeriert.

Sechs BNP-Antigene wurden aus den Membranproteinblots identifiziert (Abb. 1 rechts). Die
Identifikation dieser Kandidaten mittels Massenspektrometrie erfolgte aus entsprechenden
Mastergelen und der Anfarbung der Blots mit kolloidalem Gold nach einer speziellen, Pro-
tein-freien Blockade. Die Spots und Banden wurden mit einem Skalpell ausgeschnitten,
tryptisch verdaut und mit LC-MS/MS identifiziert (Tabelle 1 und 2).
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10466 Thrombospondin-1 n=1 Tax=Bos taurus RepID=TSP1_BOVIN

10467 Integrin alpha 2b n=1 Tax=Bos taurus ReplD=Q58DK0_BOVIN

10468 Integrin alpha 2b n=1 Tax=Bos taurus RepID=Q58DK0_BOVIN

10469 Zyxin n=1 Tax=Bos taurus ReplD=Q08DQ6_BOVIN

10470 Fructose-bisphosphate aldolase n=2 Tax=Bos taurus ReplD=Q3ZBY4_BOVIN
10471 Serum albumin n=1 Tax=Bos taurus ReplD=ALBU_BOVIN

Alpha-enolase (EC 4.2.1.11) (2-phospho-D-glycerate hydro-lyase) (Non- neural enolase)
10472 (NNE) (Enolase 1) (Phosphopyruvate hydratase) (HAP47). N=1 Tax=Bos taurus
ReplD=UPI0000614F27

10473 Kandidat 1; Tax=Bos taurus
10474 PDZ and LIM domain 1 n=1 Tax=Bos taurus RepID=A6H7E3_BOVIN
10475 Peroxiredoxin-6 n=1 Tax=Bos taurus RepID=PRDX6_BOVIN

Tabelle 1: Massenspektrometrische Identifikation der Kandidatenproteine aus 2D Blots.

10476 Kandidat 2; Tax=Bos taurus

10477 Kandidat 3; Tax=Bos taurus

10478 Integrin alpha 2b n=1 Tax=Bos taurus ReplD=Q58DK0_BOVIN
10479 Fibrinogen alpha chain n=1 Tax=Bos taurus RepID=A5PJE3_BOVIN

NADH-cytochrome b5 reductase 3 soluble form n=2 Tax=Bos taurus

10480 ReplD=NB5R3_BOVIN

10481 Integrin alpha 2b n=1 Tax=Bos taurus ReplD=Q58DK0_BOVIN

Tabelle 2: Massenspektrometrische Identifikation der Kandidatenproteine aus Membran-Blots.

Bei den Validierungsexperimenten konnten die Kandidaten Thrombospondin 1 und Integrin
alpha 2b (=CD41) nicht bestatigt werden. Thrombospondin 1 ist nicht auf allen Zellpopulatio-
nen exprimiert, an die die BNP-Antikoérper binden und das zellulare Expressionsmuster deckt
sich in der Immunzytologie nicht mit dem der BNP-Seren (das Bindungsmuster Uberlagert
nicht; die Seren zeigen eine deutlich membranstindige, aber auch eine
intrazytoplasmatische Farbung (s. Abb. 2 links, Immunfluoreszenz auf MDBK-Zellinie; BNP-
Antikorper grun, Zelloberflache rot gefarbt). Um die Liste einengen zu kdnnen, charakteri-
sierten wir parallel dazu die Eigenschaften des BNP-Alloantigens mit immunzytologischen
Methoden auRerdem ohne Doppelfarbung mit potenziellen Kandidatenproteinen (Abb. 2,

Bindungsmuster eines BNP-Kolostrums auf MDBK-Zellen).
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Abb. 2, links: Immunzytologie auf MDBK Zellen (Bovine Nierenzelllinie, mit der der BNP-assoziierte
Impfstoff hergestellt wurde). Inkubation mit BNP-Ubertragerkolostrum (angefarbt mit anti Rinder 1gG1-
FITC Antikdrper, griin) und WGA-Lektin (rot angefarbt) zur Markierung der Zelloberflache. Uberla-
gernde Farbung an der Zellmembran (gelb), weitere positive Reaktionen im Zytoplasma (grtin), Abb 2,
rechts: Inkubation mit BNP-Ubertragerkolostrum (angefarbt mit anti Rinder IgG1-FITC Antikorper,
grun) und CD41 (rot angefarbt). Keine vollstandig Uberlagernde Farbung zwischen BNP-Antikdrper
und Kandidat.

Die Bindung an CD41 konnte auf gereinigtem Protein (CD41 des Menschen) nicht bestatigt
werden, da BNP-Ubertragertiere bei diesem Screening nicht signifikant haufiger an CD41
banden als Negativkontrollen. Auf’erdem konnten wir CD41 zwar auf den MDBK-Zellen
nachweisen (Abb. 2 rechts, CD41: rot), aber nicht in Pregsure detektieren. Das Expressi-
onsmuster von CD41 Uberlagerte zudem nicht vollstdndig mit dem Bindungsmuster der BNP-
Alloantikdrper (Abb. 2 rechts; CD41 rot; BNP-Antikdrper griin, Uberlagerung gelb).

Die weitere Charakterisierung und Phanotypisierung der Alloantikbrper mit Durchflusszyto-
metrie bestatigte unsere immunzytologischen Daten (Assad et al.,, 2012), wonach die
Alloantikérper unterschiedlich stark an verschiedene Lymphozytenpopulationen binden. Am
haufigsten werden B-Zellen gebunden, am seltensten CD4+ T-Zellen bei den PBL, sowie alle

Thrombozyten.
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Der Isotyp des Alloantikdrpers ist IgG1 (Assad et al., 2012), (das nach einer Th2-Antwort bei
Rindern gebildet wird, s. Abb. 3) und der Antikdrper wird nicht erst in der Milchdruse gebildet,
sondern findet sich auch im peripheren Blut der BNP-Rinder (Pardon et al., 2011). Das
Zielantigen wird gleichbleibend exprimiert, weil die Bindung an Zellen junger Kalber (Abb.
3C) und adulter Rinder (Abb. 3D) gleich haufig und mit gleicher Intensitat erfolgt. In unseren

Assays kam es im Durchschnitt zu einer Bindung an 70 % der PBL und 100 % der Thrombo-

zyten.
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Abb. 3. Der Isotyp des BNP-Alloantikérpers ist IgG1. Das BNP-Alloantigen ist auf Zellen von Kélbern
und erwachsenen Rindern gleich exprimiert (Assad et al., 2012).

Die drei Kandidaten 10473, 10476 und 10477 (Abb. 1) kbnnen momentan noch nicht verifi-
ziert werden, weil keine entsprechenden Antigene zur Verfligung stehen, diese missen also
zunachst kloniert werden. Um zu entscheiden, welche kloniert werden, werden wir
Genomdaten heranziehen, die vorher eine entsprechend vorhandene Isoform bei den BNP-
Ubertragern anzeigen kdnnen und das Vorhandensein der kanonischen Sequenz bei nicht
betroffenen Rindern und der MDBK-Zellinie.

Nach Absprache im Konsortium haben wir zusatzlich zu den geplanten Western Blots noch
eine IP durchgeflihrt, nach der von der AG Rimenapf beschriebenen Methode. Aus diesem
Ansatz erhielten wir eine grofle Zahl weiterer Kandidaten, die wir jetzt nach ihrer Funktion,
dem Expressionsmuster und dem Abgleich mit den im Impfstoff von uns identifizierten Pro-

teinen auf drei interessante Kandidaten einengen konnten.
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3.2 Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse

Mit unseren Untersuchungen konnten wir klar zeigen, dass die Immunisierung von Rindern
mit einem mit einer autologen Zelllinie kontaminierten Impfstoff bei einigen pradisponierten
Rindern eine langlebige und aggressive Immunantwort gegen mehrere Alloantigene ausge-
I6st hat. Der Ausloser fur diese Alloantikérperbildung ist die Zusammensetzung des verursa-
chenden BVD-Impfstoffes. Zum einen wurde fiir die Produktion eine autologe Zelllinie ver-
wendet und der Impfstoff bei der Herstellung hochgradig mit dieser Rindernierenzelllinie
kontaminiert kontaminiert (Euler et al., 2013), zum anderen enthielt der Impfstoff ein neues,
vorher noch nicht eingesetztes Adjuvans. Die Impfstoffentwicklung ist haufig eine Gratwan-
derung zwischen einer erwlinschten Aktivierung des Immunsystems, verbunden mit der Ver-
abreichung eines Adjuvans, das dem Immunsystem ,Gefahr* signalisieren soll und der Ver-
meidung unerwinschter, gefahrlich Uberschiellender Immunreaktionen. Die hier aufgetre-
tene Pathogenese ist ein warnendes Beispiel fur die Impfstoffentwicklung in der Tiermedizin,
hat aber als translationales Modell unserer Meinung nach auch eine gro3e Bedeutung fur die
Humanmedizin. Eine dort auftretende, ahnliche Pathophysiologie hatte noch fatalere Auswir-
kungen fur die geimpften Menschen. Wir haben mit unseren Studien nachgewiesen, dass die
Alloantikérper IgG1 Isotypen sind und im peripheren Blut der Mutterkuh zirkulieren (und nicht
lokal im Euter gebildet und von dort ins Kolostrum abgegeben werden). Das Kalb ist im Ute-
rus vor diesen Antikdrpern geschiitzt, weil es ohne IgG geboren wird und diese erst in den
ersten beiden Lebenstagen Uber das Kolostrum supplementiert werden. Beim Menschen
passieren IgGs problemlos die Plazentaschranke und wirden das hamatopoetische System
des Kindes in einer Phase im Mutterleib angreifen, in der kaum eine Chance bestlinde the-
rapeutisch einzugreifen. Da Menschen sehr langfristige immunologische Gedachtnisantwor-
ten produzieren, konnten solche Allo-Antikdrper Uber Jahrzehnte bestehen und noch lange
nach einer Schutzimpfung im Kindesalter schwerwiegende Komplikationen bei Schwanger-
schaften oder Bluttransfusionen verursachen. Fur die Sicherheit bei der weiteren Impfstoff-
entwicklung und -herstellung ist es deshalb jetzt essenziell wichtig festzustellen, welche
Faktoren (Impfstoffkomponente, Genetik und Immunreaktion empfanglicher Tiere) diese t6d-
liche Alloantikorperbildung ausgeldst haben und welches targetierte Antigen letztlich zur
BNP-Pathogenese fihrt, nicht zuletzt um das Vertrauen in den Nutzen von Impfungen zu

erhalten.
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4. Zusammenfassung

Die BNP wird durch Alloantikérper aus dem Kolostrum verursacht, die manche Rinder nach
einer Impfung mit dem Pregsure BVD-Impfstoff bildeten. Diese Alloantikérper binden an
Proteine, die auf Thrombozyten und Leukozyten vieler Kalber vorhanden sind (kanonische
Sequenz) und bei den Ubertragern nicht oder als Isoform. Die Antikérper sind sehr langlebig,
auch im Plasma dieser Muttertiere vorhanden und vom Isotyp IgG1. Zum jetzigen Zeitpunkt
ist noch unklar, ob die Kontamination des Impfstoffes mit der verwendeten autologen Nieren-
zelllinie MDBK oder die Verwendung des zum ersten Mal eingesetzten Adjuvans zur fehlge-
leiteten Immunreaktion mancher Rinder fihrte. Die exakte Aufklarung der Pathogenese der
Erkrankung ist nétig, um die BNP zu verstehen und solche Impf-assoziierte Erkrankungen
bei Rindern, anderen Tieren und auch beim Menschen in Zukunft verhindern zu kénnen.
Dabei steht auch die Akzeptanz von Schutzimpfungen auf dem Spiel. Ein Schlissel zum
Verstandnis der BNP ist die Identifikation des pathogenetisch relevanten Zielantigens. Mit
Untersuchungen zur Spezifitdt der gebildeten Antikérper bei BNP-Ubertragenden Rindern
konnten wir jetzt sechs potenzielle BNP-Antigen-Kandidaten identifizieren. Auflerdem haben
wir die entstehende Immunreaktion naher charakterisiert und damit weitere Hinweise zu den
Eigenschaften des targetierten Proteins erhalten (Membranstandige und intrazytoplasma-
tische Expression, prozentuale Verteilung auf PBL und Thrombozyten, Expression in der

Hamatopoese).

5. Gegenuberstellung der urspringlich geplanten zu den tatsachlich erreichten Zielen;

ggf. mit Hinweisen zu weiterfihrenden Fragestellungen

Die Identifikation potenzieller Alloantigene ist mit den vorgeschlagenen Methoden und in der
geplanten Zeit erreicht worden, erste Kandidaten (Thrombospondin-1 und CD41) hielten
aber einer kritischen Uberpriifung nicht stand. Die geplante immunologische Charakterisie-
rung der Antikdrperantwort ist gelungen. Jetzt missen die weiteren Proteine getestet wer-
den, diese mussen jedoch fur die Etablierung der entsprechenden Tests erst hergestellt wer-
den. Eine enger Abgleich mit den jetzt vorliegenden genetischen Daten hilft jetzt bei der Se-
lektion der vielversprechendsten Kandidaten und dem mdglichen Sequenzunterschied, denn
die Lésung liegt ja in der Abweichung der Proteinsequenz bei den BNP-Ubertrédgern und
nicht in der kanonischen Sequenz. Wesentliche Fragen zur Pathophysiologie sind noch un-
geklart, zum Beispiel wie die Antikdrper die Zielzellen schadigen oder eliminieren. Es gibt
drei Moéglichkeiten, zum einen eine erhéhte Eliminierung der Zielzellen aus der Zirkulation;
eine Stérung der Thrombozytenfunktion durch die Antikérperbindung oder ein negativer Ein-

fluss auf die Thrombozytenbildung. Aus den bisher im Konsortium in verschiedenen Arbeits-
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gruppen gewonnenen Daten ist die erhdhte Elimination unwahrscheinlich und es bleibt zu
klaren, ob die Thrombozytenfunktion oder die Produktion durch die Antikérperbindung ge-
stért werden. Die Etablierung eines Zellkulturmodells ware winschenswert, denn es wirde
auch schnelle funktionelle Tests bezuglich des Zielantigens ermdglichen. Dabei wirde man
das Zielantigen in Kultur targetieren (mit einem Protein-spezifischen Antikérper) und die
Auswirkungen auf die Thrombozyten, Leukozyten oder Knochenmarkzellfunktion zeigen,
oder die Proteinexpression des Kandidaten reduzieren (z.B. mit siRNA) und die Rettung der

Zellen zeigen.
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Ziele

Planung und Ablauf des Vorhabens

Eine detaillierte Umfrage unter Fallbetrieben sollte dazu beitragen, die mdglichen Grinde fir
die Unterschiede in der BNP-Inzidenz zwischen betroffenen Betrieben aufzudecken. Des
Weiteren sollte geklart werden, ob sich Anderungen im Management auf die Inzidenz von
BNP auswirken. Dazu sollten 100 Fall-Betriebe ausfihrlich befragt werden. In einem ersten
Schritt wurden dazu alle Betriebe aus der Datenbank (n = 246) telefonisch nach dem Verlauf
der Krankheit, der Gesamtanzahl der BNP-(Verdachts)falle und dem Impfschema der letzten
Jahre im Betrieb befragt. Auf der

Basis dieser Informationen wurden die Betriebe in solche mit hoher Inzidenz (geplant: die
50 Betriebe mit der héchsten Inzidenz) und solche mit niedriger Inzidenz eingeteilt (n=50;
wozu auch Betriebe gezahlt wurden, die nur Einzelfalle von BNP beobachteten). In einem
zweiten Schritt wurden die Betriebe sehr detailliert mit einem Fragebogen zu Impfungen,
Impfschemata, Versorgung der Kalber mit Kolostrum, und anderen Managementfaktoren
befragt (geplant: persdnliche Interviews mit den Landwirten; da jedoch viele Details bezlg-
lich des Impfschemas und der verwendeten Impfstoffe nur dem Tierarzt bekannt waren,
wurde der Fragebogen postalisch an die Landwirte geschickt und telefonisch mit dem Hof-
tierarzt und wenn nétig mit dem Landwirt noch offene Fragen beantwortet). Die Landwirte
erteilten Zugang zur HI-Tier-Datenbank, wodurch objektive Zahlen zur Mortalitdt im Betrieb
erhalten werden konnten.

Gemal einer Fall-Kontroll-Studie sollten die zwei Inzidenz-Gruppen miteinander verglichen
werden.

Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknipft wurde

Vorausgegangene epidemiologische Erhebungen zeigten erhebliche Unterschiede in der
Inzidenz der BNP zwischen betroffenen Betrieben. Wahrend in der Mehrzahl der Betriebe
nur einzelne Falle registriert wurden, waren in anderen bis zu 70 Kalber betroffen. Es war
jedoch zum damaligen Zeitpunkt nicht klar, wodurch diese Unterschiede bedingt sein kdnn-
ten.

Material und Methoden

Die erste telefonische Befragung von insgesamt 253 Betrieben, deren Daten in der Daten-
bank der Klinik fir Wiederkduer gespeichert waren, fand von 1.12.2010 bis 30.3.3011 statt.
Die meisten Betriebe hatten nur einen Fall (n=81) oder zwei Falle (n=52) in den vorangegan-
genen Jahren. Es gab jedoch auch Betriebe, die mehr als 15 betroffene Kalber hatten. Nach
Berechnung der Inzidenz aller befragten Betriebe ergab sich eine Einteilung in 54 Betriebe
mit hoher Inzidenz (> 6,5 %) und 197 Bestédnde mit niedriger Inzidenz (< 6,5 % oder Einzel-
falle). Fur die Studie wurden die 50 Betriebe mit der hdchsten Inzidenz und 50 zuféllig aus-
gewahlte Betriebe mit niedriger Inzidenz ausgewahlt. Da der Fragebogen sehr ausfihrlich
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war, bedeutete dies fur die Landwirte einen hohen zeitlichen Aufwand (bis zu 4 Stunden pro
Betrieb), weshalb den Landwirten eine Aufwandsentschadigung zugesagt wurde. Nur da-
durch war eine einigermalfien akzeptable Beteiligung der Landwirte zu gewahrleisten. Letzt-
lich waren nur 35 Betriebe mit hoher Inzidenz bereit, den ausfiihrlichen Fragebogen auszu-
fullen. Somit wurden 35 Betriebe mit hoher BNP-Inzidenz und 49 Bestande, die eine niedrige
BNP-Inzidenz aufwiesen, hinsichtlich der BVD-Impfung, des Kolostrummanagements und
der Kalbergesundheit vergleichend untersucht.

In den naher untersuchten 84 BNP-Betrieben wurden zwischen 2005 und 31.08.2011 insge-
samt 521 BNP-/BNP-Verdachtsfalle dokumentiert. Bei 298 wurde BNP durch eine Blutunter-
suchung und/oder Sektion bestatigt. Die restlichen Verdachtsfalle waren nicht untersucht.

Ergebnisse
Ausfuhrliche Darstellung der wichtigsten Ergebnisse

Nachdem eine Publikation Uber die Ergebnisse in dieser Studie in Vorbereitung ist, mdchten
wir Sie bitten, die folgenden Ergebnisse nicht auf Ihrer Homepage zu verdoffentlichen.

Insgesamt ist von einem hohen ,Underreporting’ auszugehen, da die Anzahl der ,BNP’-Falle,
die von den Landwirten in der telefonischen Befragung genannt wurde, wesentlich hoher
war, als die tatsachlich bis dahin an die Klinik oder ans Paul-Ehrlich-Institut gemeldeten
Falle.

Kalber verschiedener Rassen und beider Geschlechter waren betroffen.

Insgesamt 8,6 % der von den Landwirten beobachteten ,.BNP’-Kalber Uberlebten die Erkran-
kung. Der Anteil der BNP-Mdtter betrug in Betrieben mit niedriger Inzidenz zwischen 1 und
16 %, in Bestdanden mit hoher Inzidenz zwischen 7 und 40 %. In beiden Inzidenzgruppen
hatte der GroRteil der BNP-Mutter lediglich ein Kalb, das an BNP erkrankte. Dies kénnte da-
ran liegen, dass auf Grund der Altersstruktur der Herden die Kiihe oft nur noch 1-3 Kalber in
der Herde produzieren. Die meisten BNP-Kalber wurden zwischen der ersten und vierten
Kalbung geboren. Aufgrund des Auftretens von BNP wurden bis zu 15 Kihe pro Bestand
geschlachtet.

Landwirte aus Betrieben mit hoher Inzidenz setzten das Erstkolostrum haufiger und Gber
eine gréRere Anzahl von Mahlzeiten ein als Landwirte der Gruppe mit niedriger Inzidenz. Ein
erhohtes Risiko fur eine hohe BNP-Inzidenz entstand auch durch die Verfutterung von
Mischkolostrum. Das Volumen pro Mahizeit und die Dauer der Biestmilchversorgung (Erst-
kolostrum und nachfolgende Gemelke) unterschieden sich zwischen den beiden Inzidenz-
gruppen nicht voneinander.

In 30 der 35 Betriebe mit hoher Inzidenz wurde das Kolostrummanagement dahingehend
umgestellt, dass BNP-Kolostrum entsorgt und Nachkommen der BNP-Mutter mit Biestmilch
anderer Kihe aus dem eigenen Bestand oder in Einzelfallen aus einem Nachbarbetrieb ver-
sorgt wurden. In acht dieser Betriebe wurden seitdem keine neuen BNP-Falle beobachtet,
22 Betriebsleiter registrierten erneut Féalle von BNP. Drei Landwirte hatten alle BNP-Mutter
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verkauft und zwei, die weiterhin BNP-Kolostrum einsetzten, registrierten keine neuen Falle
mehr. 16 Betriebsleiter der Gruppe mit niedriger Inzidenz hatten alle BNP-Mutter aus dem
Bestand entfernt. Von 19 Betriebsleitern, die eine Veranderung der Kolostrumversorgung
eingefiihrt hatten, beobachteten elf keine weiteren BNP-Kalber mehr. 14 verfitterten weiter-
hin BNP-Kolostrum an Kalber, woraufhin in vier Betrieben erneut BNP-Falle von bereits be-
kannten BNP-Muttern auftraten.

Das Schema der BVD-Impfung unterschied sich zwischen den Inzidenzgruppen dahinge-
hend, dass in Betrieben mit niedriger Inzidenz haufiger keine Grundimmunisierung durchge-
fuhrt wurde, der Abstand der beiden Impfungen der Grundimmunisierung haufig grélier war
als in Betrieben mit hoher Inzidenz und dass ein hoherer Anteil der Landwirte aus der
Gruppe mit niedriger Inzidenz Rinder bereits ab einem Alter von drei Monaten grundimmuni-
sieren lieR. In Bestanden mit hoher Inzidenz wurde PregSure® BVD tendenziell langer ein-
gesetzt und BNP-Mutter aus diesen Betrieben waren haufiger mit der Vakzine geimpft als
solche aus Betrieben mit niedriger Inzidenz. Es wurden BNP-Mutter registriert, die vier Jahre
nach der letzten Impfung mit PregSure®BVD das erste BNP-Kalb geboren hatten.

Es ergaben sich Hinweise, dass nicht nur aufgrund des Totalverlustes verendeter BNP-Kal-
ber, sondern auch infolge der Zunahme der Inzidenz von Kalberkrankheiten und deren not-
wendige Behandlungen, den Landwirten aus BNP-Betrieben ein nicht unerheblicher Scha-
den entstehen kann.

Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse

Das Ergebnis, dass es ein erhebliches Underreporting der Falle gab, lasst darauf schlief3en,
dass die offiziellen Zahlen Uber das Auftreten von nicht-meldepflichtigen Krankheiten wie
BNP keine zuverlassigen Angaben sind, und demzufolge auch keine Rickschllisse auf die
tatsachliche wirtschaftliche Bedeutung flr die Landwirtschaft zulassen.

Betriebe mit hoher Inzidenz verzeichneten seit dem Auftreten von BNP eine hohere Anzahl
von Behandlungen bei Kélbern bis zu einem Alter von vier Wochen. Dies lasst darauf schlie-
Ren, dass wirtschaftliche Einbuf3en in betroffenen Betrieben nicht nur durch den Verlust von
an BNP verendeten Kalbern entstehen, sondern auch durch eine erhéhte Erkrankungsinzi-
denz aufgrund der subklinischen Form der BNP, sowie den daraus folgenden Behandlungs-
kosten und durch die vorzeitige Ausmerzung der betroffenen Kihe.

Die gefundenen Unterschiede in den verwendeten Impfschemata zwischen der Betriebs-
gruppe mit hoher im Vergleich zur Betriebsgruppe mit niedriger BNP-Inzidenz deuten darauf
hin, dass die wiederholte Impfung mit PregSure® BVD einen erheblichen Einfluss auf die
Entstehung von BNP hat.
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Abgrenzung zu anderen Publikationen zum Thema BNP

Anfang 2012 wurde eine Publikation aus der Klinik far Wiederkduer mit dem Titel ,Case
control study to investigate risk factors for bovine neonatale pancytopenia in young calves in
southern Germany“ (Sauter-Louis et al., 2012) veréffentlicht. Dabei handelt es sich um die
schon im Antrag beschriebene Studie, die von der Firma Pfizer Animal Health finanziert
wurde. Im Antrag unter 4.4. auf Seite 16/17 steht: ,In unserer Datenbank sind derzeit 396 als
gesichert angesehene Falle aus 246 Betrieben gespeichert. Zur Ermittlung weiterer poten-
zieller Risikofaktoren wurde eine von der Pfizer GmbH unterstutzte Fall-Kontrollstudie durch-
gefuhrt, in deren Rahmen die Leiter von 56 betroffenen Betrieben und von 100 Kontrollbe-
trieben interviewt wurden (Auswertung lauft). Die Daten aus der Datenbank waren die
Grundvoraussetzung fur die Durchfuhrbarkeit der beantragten Studie. Ohne die Adressen
und die Informationen zum Vorliegen von BNP in den einzelnen Betrieben hatte man keine
Fall-Kontroll-Studie dieser Art durchfiihren kénnen.

Eine Mitbeteiligung an der Publikation von Kasonta et al. (2012) ergab sich durch die raumli-
chen Auswertungen der BNP-Falle, die auch von der Klinik fur Wiederkauer, aber auch von
den Tierarzten und Landwirten an das Paul-Ehrlich-Institut gemeldet wurden.

Darstellung und Anwendung der Ergebnisse fur Zwecke des BMELV

Aus den Ergebnissen der Studie konnen folgende Punkte als Empfehlungen fiir betroffene
Landwirte abgeleitet werden:

Kolostrum von Kiihen, die schon einmal ein BNP-Kalb hatten, sollte nicht mehr verfittert
werden, sondern verworfen werden. Nachfolgende Kéalber von BNP-Kuhen sollten mit Kolost-
rum von Kiihen, die nicht mit PregSure® BVD geimpft wurden, versorgt werden.

Mischkolostrum sollte bei der Versorgung von Kalbern vermieden werden, da sich dadurch
das Risiko fur das Auftreten von BNP erhdht.

Zusammenfassung

Eine Fall-Kontroll Studie wurde mit 35 Betrieben mit hoher BNP-Inzidenz (>6,5 % der Kalber
betroffen) und 49 Betrieben mit niedriger BNP-Inzidenz (< 6,5 % der Kalber betroffen; letz-
tere wurden zuféllig ausgewahlt) durchgeflihrt. Die Betriebe wurden zwischen dem 01.02.
und dem 31.08.2011 mittels eines detaillierten Fragebogens zu den auftretenden BNP-Fal-
len, zu Impfungen gegen BVD, den Impfschemata und zu allgemeinen Managementfaktoren
befragt. Der Fragebogen wurde den Landwirten zugesandt und offene Fragen nach Erhalt
des Fragebogens noch telefonisch abgeklart. Daten zu Impfungen und Impfschemata wur-
den ebenfalls beim Hoftierarzt telefonisch erfragt.

Landwirte aus Betrieben mit hoher Inzidenz setzten das Erstkolostrum haufiger und Gber
eine groflere Anzahl von Mahlzeiten ein als Landwirte aus Betrieben mit niedriger Inzidenz.
Auch wurde in den Betrieben mit hoher Inzidenz haufiger Mischkolostrum eingesetzt als in
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Betrieben mit niedriger Inzidenz. Betriebsleiter aus Betrieben mit hoher Inzidenz lieRen hu-
figer eine Grundimmunisierung gegen BVDV bei ihren Tieren durchfiihren als Betriebsleiter
von Betrieben mit niedriger Inzidenz, wobei der zeitliche Abstand zwischen den zwei Impfun-
gen der Grundimmunisierung bei Betrieben mit niedriger Inzidenz haufiger groRer war als in
Betrieben mit hoher Inzidenz. In Betrieben mit hoher Inzidenz wurde PregSure® BVD ten-
denziell langer eingesetzt.

Aus diesen Ergebnissen ergibt sich ein weiterer Hinweis auf die Beteiligung von PregSure®
BVD an der Entstehung von BNP, und es lassen sich Empfehlungen fir die Versorgung von
Kalbern von bereits betroffenen BNP-Kiihen ableiten: diese Kélber sollten mit Kolostrum von
nicht-PregSure® BVD-geimpften Kiihen versorgt werden, und der Einsatz von Mischkolost-
rum sollte vermieden werden.

Gegenuberstellung der urspriinglich geplanten zu den tatséchlich
erreichten Zielen, ggf. mit Hinweisen auf weiterfiuhrende Fragestel-
lungen

Die vorgegebenen Ziele wurden erreicht — aus der Studie ergeben sich direkt keine zusatzli-
chen Fragestellungen.

Geplante Ziele Erreichte Ziele

Vergleich von Betrieben mit hoher BNP- | Alle Punkte wurden ausgewertet, sowohl

Inzidenz mit solchen mit niedriger BNP- bei den Impfungen, als auch beim Ko-
Inzidenz bezlglich Impfschemata, Imp- lostrum-Management ergaben sich Un-
fungen, Versorgung der Kalber mit Ko- terschiede zwischen den zwei Betriebs-
lostrum und allgemeiner Management- gruppen.

faktoren
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