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1 Einleitung

MilchkUhe erbringen heutzutage sehr hohe Leistungen, die den Stoffwechsel und auch
das Immunsystem erheblich beanspruchen. Ein erhebliches praktisches Problem sind
Euterentziindungen, fur deren Prophylaxe innovative Bekadmpfungsstrategien entwi-
ckelt werden missen (Sordillo et al., 1997). In diesem Zusammenhang scheint die
Starkung der angeborenen Abwehrmechanismen eine sinnvolle Strategie zu sein (Rai-
nard, 2003), wobei die Erndhrung einen der wichtigsten Einflussfaktoren darstellt. Auch
bei Schweinen stellt die Verbesserung der Tiergesundheit eine stete Herausforderung
dar. Ein relevantes Problem bei Ferkeln ist, dass sich das Immunsystem in den ersten
Lebenswochen dynamisch von einer passiv vermittelten Ausgangssituation in Richtung
einer zunehmend aktiven Immunantwort entwickelt und daraus Risiken fir Erkrankun-
gen resultieren. Der Gesundheitsstatus beim Ferkel kann durch temporéare Dysfunktio-
nen der Immunabwehr und durch die verédnderte mikrobielle Kolonisation des Darmes
negativ beeinflusst werden, besonders durch den Wechsel von Muttermilch auf Festfut-
ter im Zuge des Absetzprozesses.

In mehreren Studien konnte nachgewiesen werden, dass ein Mangel an Selen zur Be-
eintrachtigung des Immunsystems fihrt (Boyne und Arthur, 1986). Neben direkten Ef-
fekten auf die Immunfunktion ermdéglicht eine adaquate Se-Versorgung eine verbesser-
te Eliminierung von reaktiven Sauerstoffradikalen und eine bessere Infektionsabwehr
(Hoffmann und Berry, 2008).

Selen wird in der Tierernahrung in Form anorganischer oder organischer Verbindungen
eingesetzt. Die Effekte unterschiedlicher Se-Verbindungen auf Parameter des Se-
Stoffwechsels sowie mdgliche Wirkungen auf immunologische Prozesse sind bei Rin-
dern und Schweinen nur wenig untersucht worden. Bislang liegen auch keine Untersu-
chungen zur Bioverflgbarkeit des Selens aus Milch von Kihen vor, die mit unter-
schiedlichen Se-Verbindungen gefittert worden sind.

Ziel der Arbeit war die Untersuchung ausgewahlter Effekte von Natriumselenit und Se-
Hefe auf immunologische Parameter im peripheren Blut und in der Milch bei Milchku-
hen und bei ihren Kélbern. Zudem sollte an Absatzferkeln untersucht werden, wie sich
die Verfltterung der Milch von Kihen, welche zuvor mit unterschiedlichen Se-Quellen
geflttert worden waren, auf ausgewahlte immunologische Parameter auswirkt.



2 Literatur

2.1 Selen

Selen ist ein fir Mensch und Tier essenzielles Spurenelement. Es kommt ubiquitar in
Bakterien, Archaea und Eukaryoten vor. Jéns Jakob Berzelius hat im Jahr 1817 Selen
(Se) im Bleikammerschlamm einer Schwefelsdurefabrik entdeckt und es nach der grie-
chischen Mondgéttin Selene (oeAfjvn) benannt. Zunachst galt Selen als ein toxisches
Element, das bei Tieren zu akuten oder chronischen Vergiftungen (Alkali-Krankheit,
Ataxie bzw. Sehstdérungen, sog. Blind Stagger-Syndrom) fihrt (Franke und Painter,
1935). Erst 1957 entdeckten Schwarz und Foltz (1957), dass Selen einer nekrotischen
Leberdegeneration bei Ratten vorbeugen kann.

Selen wird aus dem Darm passiv oder aktiv aufgenommen. Anorganisch gebundenes
Selen wird sowohl als Selenit oder Selenat Uber eine passive Diffusion in die Mukosa
aufgenommen und konkurriert hierbei mit anorganischem Sulfat (Simonova und Pfann-
hauser, 2008). Organisch gebundenes Selen, z. B. Se-Methionin, wird tber ein Trans-
portersystem aktiv resorbiert. Es handelt sich um das gleiche System wie bei Methio-
nin, wodurch es mit dem an Methionin gebundenen Schwefel konkurriert (Simonova
und Pfannhauser, 2008). Im Blut wird Selen in den Erythrozyten mithilfe der Glutathion-
reduktase reduziert, um dann in verschiedene Proteine eingebaut zu werden. Hierbei
kann es sich um selenspezifische, wie z. B. die Glutathion-Peroxidase, oder um un-
spezifische Proteine handeln. Die Ausscheidung erfolgt hauptsachlich Gber Urin und
Kot (Suzuki, 2005; Simonova und Pfannhauser, 2008).

2.2 Selen in der Tiererndhrung

Selen ist in den (blichen Futtermitteln wie z. B. Grinfutter und daraus hergestellten
Konservaten, Getreide und den meisten eiweiBreichen Futtermitteln nur in geringen
Konzentrationen von 0,05 - 0,10 mg/kg Trockenmasse (TM) enthalten (Combs und
Combs, 1986). Nach den Empfehlungen der Gesellschaft fir Erndhrungsphysiologie
belduft sich der Bedarf von Milchkihe auf Werte von mind. 0,2 mg/kg Futter-TS und
Schweine 0,15-0,25 mg Selen/kg Futter-TS, um Mangelerscheinungen vorzubeugen
(GfE, 2001; GfE, 2006).

Maximal tolerierbare Konzentration fir Selen sind beim Schwein 4 mg/ kg TS und bei
Rindern 5 mg/ kg TS, bei héheren Dosierungen kénnen Intoxikationen auftreten (NRC,
2005).

In anorganisch gebundener Form ist Selen als Natriumselenit und Natriumselenat far
alle Tierarten oder Tierkategorien als Futtermittelzusatzstoff zugelassen. Die erlaubte
Héchstmenge betrégt dabei insgesamt 0,5 mg Selen pro kg Alleinfutter. AuBerdem ist
Selen in organischer Form aus Saccharomyces cerevisiae CNCM [-3060, als Se-
Methionin aus Saccharomyces cerevisiae NCYC R397 und als Se-Methionin aus Sac-
charomyces cerevisiae CNCM 1-3399 zugelassen. Bei allen drei Verbindungen handelt
es sich um inaktivierte Se-Hefe. Die zugelassenen Se-Verbindungen werden als Zube-
reitung in Verkehr gebracht, die im Mittel einen Gehalt von 97 - 99 Prozent Se aufwei-
sen. Die zulassigen Héchstgehalte entsprechen denen der anorganischen Se-Quellen
(0,5 mg Selen pro kg Alleinfuttermittel mit einem Feuchtigkeitsgehalt von 12% (BVL,
2008; BVL, 2010)).



2.2.1 Auswirkungen von Selen auf das Immunsystem von verschiedenen Tier-
arten

Durch die Supplementation von 0,1 ppm Selen konnte bei Mausen eine verbesserte
Féhigkeit zur Eliminierung von Candida albicans durch neutrophile Granulozyten im
Gegensatz zu Mausen mit einer Se-Mangeldiat (<0,01 ppm Selen) erreicht werden
(Boyne und Arthur, 1986). Die zytotoxische Aktivitat von natdrlichen Killerzellen in der
Milz und von T-Lymphozyten im peritonealen Zellexudat wurde gesteigert, wenn eine
adaquate Futtermischung (0,1 ppm Selen) mit einer hohen Konzentration (4 ppm) Se-
len angereichert wurde (Petrie et al. 1989).

Bei Ratten kam es in Folge eines Se-Mangels (<0,01 ppm Selen) nach Stimulierung
der Lymphozyten mit Mitogenen zu einer verminderten Proliferation. Ein Effekt einer
Mangeldiat auf alveolare Makrophagen konnte nicht nachgewiesen werden (Eskew et
al. 1985). Bei einem adaquaten Se-Haushalt von Ratten wurde durch die zusatzliche
Fltterung von Selen (0,5 oder 2 ppm Selen) eine gesteigerte Aktivitat der NK-Zellen
der Milz erreicht, wahrend die Density-Type-Hypersensitivity-Reaktion deutlich unter-
drickt wurde. Die Futterung einer sehr hohen Se-Dosis von 5 ppm fiihrt zusatzlich zu
einer geringeren Antikdrperproduktion und einer verminderten Prostaglandin E2 Aktivi-
tat. Unabhangig von der Se-Dosierung ist die Interleukin1 Aktivitat (Koller et al., 1986).

Die Gabe von 0,22 ppm Selen rief bei Ponys eine héhere Glutathionperoxidaseaktivitét
sowie eine héhere IgG-Konzentration im Blut hervor. Zudem wurde die primare Im-
munantwort nach Injektion von Schaferythrozyten gesteigert (Knight und Tyznik 1990).
Die gleiche Beobachtung mit der Supplementation von 0,2 ppm Selen wurde bei Scha-
fen gemacht, die sowohl vor als auch nach einer Infektion mit Parainfluenzaviren eine
gesteigerte Glutathionperoxidaseaktivitat aufwiesen (Reffett et al., 1988).

Auch Huhner zeigten als Reaktion auf 1 ppm Selen eine verbesserte Antikdrperantwort
auf eine Injektion mit Salmonellen bzw. Injektion bei gleichzeitiger Aflatoxinbelastung
(Hegazy und Adachi, 2000). Wurde Huhnerfutter mit anorganisch oder organisch ge-
bundenem Selen (= 0,1 ppm Selen) supplementiert, fihrte dies bei den Hiihnern zu ei-
ner gesteigerten Glutathionperoxidaseaktivitdt im Vergleich zu Tieren, die einen Se-
Mangel im Futter (< 0,1ppm Selen) hatten. Zwischen den beiden Varianten konnte
aber kein Unterschied in der Aktivitdt der Glutathionperoxidase festgestellt werden
(Omaye und Tappel, 1974).

2.2.2 Auswirkungen von Selen auf immunologische Parameter bei Rindern

Selen ist an der Regulierung physiologischer Reaktionen auf oxidativen Stress, Redox-
reaktionen und anderen wichtigen zellularen Prozessen in nahezu allen Geweben und
auch im angeborenen und erworbenen Immunsystem involviert (Hoffmann und Berry,
2008). Verschiedene Studien an landwirtschaftlichen Nutztieren zeigten bei steigender
Se-Aufnahme eine Reaktion der zellularen und humoralen Immunabwehr (Hoffmann
und Berry, 2008). Eine Ubersicht von Studien bei Rindern zu immunologischen Auswir-
kungen von Selen ist in Tabelle 1 zusammengefasst.



Tabelle 1: Ubersicht (iber Studien zum Einfluss von Selen auf das Immunsystem von

Rindern
Zellen/Gewebe Beobachtete Effekte durch Selengabe Referenz
B-Zellen In vitro, gesteigerte IgM Produktion der B- Stabel et al., 1991
Zellen (Durch Selenomethionin war die
Steigerung héher als durch Natriumsele-
nit)
Lymphozyten Proliferation nach Stimulierung mit CON A Cao et al., 1992
erhéht bei Se-Supplementation
Monozyten Keine Auswirkung auf die Proliferation- Sordillo et al., 1993
santwort auf Mitogene
Neutrophile Verbesserte Einwanderung und intrazellu- Hogan et al., 1993
Granulozyten lare Eliminierung von Bakterien
Lymphozyten In vitro-Proliferation verbessert Ndiweni et al., 1995
Neutrophile Gesteigerte Aktivitdt nach Zymosanstimu- Malbe et al., 1995

Granulozyten
Isolierte Tumorzellen
aus der Milchdrlise

Neutrophile  Granu-
lozyten
Neutrophile  Granu-
lozyten

Neutrophile  Granu-
lozyten

CD8, CD2B-, NK-
Zellen im Thymus

Neutrophile
Granulozyten

Neutrophile
Granulozyten

lus

In vitro: Wachstumshemmung der Tumor-
zellen durch Zugabe von Selen in das
Medium

Verbesserte Einwanderung in die Milch-
drise

Verbesserte Migration der neutrophilen
Granulozyten durch Se-Gabe

Se-Defizit reduzierte die Effizienz der in-
trazellularen Eliminierung von Pathogenen
Reduzierung der Anzahl von CD8-, CD2§3-
und NK-Zellen durch Se-Mangeldiat bei
Kélbern

Adhasionsfahigkeit und Produktion von

Superoxid wurde bei héheren Se-
Konzentrationen im Blut gesteigert
Schutz durch GSH-Px vor oxidativen

Schéden

Hwang et al., 1996

Ndiweni et al., 1996

McKenzie et
1998

Spears, 2000

al.,

Dylewski et al., 2002

Cebra et al., 2003

Arthur et al., 2003

Die Auswirkungen von Selen auf die immunologischen Parameter der Milchdriise bzw.
der Milch waren in den letzten 20 Jahren verschiedentlich Gegenstand tierexperimen-
teller Untersuchungen. Der Gehalt an somatischen Zellen in der Milch bei mit Selen
supplementierten Milchkihen reduzierte sich im Vergleich zu nicht supplementierten
Kihen (Weiss et al., 1990; Hemingway, 1999; Malbe et al., 2006). In vitro-
Untersuchungen an neutrophilen Granulozyten in der Milch zeigten eine Verbesserung
der Phagozytoserate, eine induzierte Aktivitat (durch Zymosan stimuliert) sowie eine
schnellere Einwanderung in die Milch und intrazelluldre Eliminierung (Grasso et al.,
1990; Hogan et al.,, 1993; Malbe et al., 1995). Grasso et al. (1990) konnten bei
neutrophilen Granulozyten keinen Einfluss auf die Viabilitat und die intrazellulare Elimi-
nierung von Staphylococcus aureus und E. coli durch die Zulage von 2 mg Natriumse-
lenit pro Kuh pro Tag feststellen. Weiss (2005) beobachtete, dass die Zellzahl, die
Phagozytoseaktivitdt und der prozentuale Anteil der eliminierten Bakterien durch
neutrophile Granulozyten nicht durch Supplementation mit 0,3 ppm Natrium-Selenat
oder Se-Hefe im Futter beeinflusst wurden. Die Untersuchung der Phagozyten in der
Milch zeigte eine schnellere Einwanderung in die Milch und eine Steigerung der bakte-
riziden Wirkung durch 0,2 ppm Selenit oder Se-Hefe im Futter (Ali Vehmas et al.1997).
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Bei polymorphen Zellen wurde in vitro eine gesteigerte Produktion von neutrophilem
Chemotaxin durch die Stimulierung von Makrophagen mit Staphylococcus aureus fest-
gestellt. AuBerdem wurde eine verbesserte Phagozytoseaktivitdt beobachtet (Ndiweni
et al., 1996). In vivo konnte ein schnelleres Einwandern der polymorphkernigen
Neutrophilen in die Milchdriise und eine Optimierung der intrazellularen Eliminierung
von Staphylococcus aureus und E. coli beobachtet werden, wenn 0,14 ppm Selen zu-
geflttert wurde (Smith et al., 1997). Eine in vitro Studie zeigte eine vermehrte Produk-
tion von Chemokinen durch Makrophagen, die flr die Attraktion neutrophiler Granulo-
zyten bedeutsam sind, wenn Natriumselenit in die Zellkulturen gegeben wurde (Ndiwe-
ni et al., 1995). Die Analyse von B-Zellen zeigte, dass deren IgM Produktion gesteigert
war, wobei die Anreicherung der Zellkultur mit Se-Methionin zu einer héheren Produk-
tion flhrte als bei Verwendung von Natriumselenit (Stabel et al., 1991).

2.2.3 Auswirkungen von Selen auf die Selenkonzentration und weitere Parame-
ter im Blut von Schweinen

Bei einer Diat ohne Se-Supplementation betrug die Se-Konzentration im Blut von
Schweinen weniger als 0,05 ug/ml. Durch die Se-Mangeldiat konnte keine Auswirkung
auf das Differenzialblutbild der Schweine, ausgenommen ein erhéhendes Verhaltnis
von Myeloidzellen zu Erythrozyten, festgestellt werden. Dies wurde als Anzeichen fir
eine reduzierte Erythropoese interpretiert (Fontaine et al., 1977). Ebenso konnte bei
einer Fitterung von 0,3 bis 20 ppm Selen, sowohl in Form von Natriumselenit als auch
von Se-Hefe, im Futter von Sauen kein Einfluss auf den Hamoglobin- oder Hama-
tokritwert bei Absetzferkeln und Sauen beobachtet werden. Bei Absetzferkeln wurde
mit zunehmender Se-Aufnahme der Sauen ein geringerer Hamatokrit festgestellt (Kim
und Mahan, 2001a; Kim und Mahan, 2001b). Zudem stieg mit zunehmender Se-Menge
im Futter (0,3 — 10 ppm) die Se-Konzentration im Plasma und in der Milch der Sauen
sowie im Plasma der Ferkel, insbesondere wenn organisch gebundenes Selen gefiit-
tert wurde (Kim und Mahan, 2001b). Nach Fitterung mit 0,15 und 0,30 mg/kg Selen als
Se-Hefe oder Natriumselenit konnte bei Sauen ein Anstieg der Se-
Plasmakonzentration festgestellt werden, ohne dass das organische oder anorgani-
sche Selen einen Vorteil gegenliber dem anderen aufwies. Im Vergleich dazu wurde
bei Ferkeln der mit organisch gebundenem Selen gefltterten Sauen nach 14 Tagen ein
héherer Se-Wert im Plasma beobachtet als bei Ferkeln von mit anorganisch gebunde-
nem Selen gefltterten Sauen (Mahan, 2000). Wurde eine Diat mit 0,2 mg/kg Selen,
welches als Natriumselenit hinzugefugt wurde, mit einer Se-Mangeldiat, die weniger als
0,02 mg/kg Selen enthielt, verglichen, so war die Se-Konzentration im Blutplasma der
Tiere mit der Se-Mangeldiat erwartungsgeman signifikant niedriger, als bei Tieren mit
einer adaquaten Fltterung (Lessard et al., 1991).

Bei dem Vergleich der Se-Konzentration im Serum bei neugeborenen Ferkeln konnte
kein Unterschied zwischen einer mit 0,1 mg/kg Selen als Natriumselenit supplementier-
ten Sauengruppe (Versuchsgruppe) und einer Sauengruppe ohne zusatzliche Supple-
mentation (Se-Gehalt 0,03 ppm) festgestellt werden. Im Alter von drei bzw. sechs Wo-
chen zeigte sich ein signifikant héherer Se-Wert im Serum in der Se-Gruppe (Mahan et
al. 1975). Der Se-Gehalt im Blut von Ferkeln direkt nach der Geburt war unabhangig
davon, ob die Sauen mit 0,3 mg/kg Natriumselenit oder Se-Hefe gefiittert wurden.
Beim Absetzen der Ferkel war allerdings ein signifikant hdherer Se-Blutspiegel bei Fer-
keln derjenigen Sauen festzustellen, die organisch gebundenes Selen geflttert be-
kommen hatten (Quesnel et al., 2008).



2.2.4 Auswirkungen von Selen auf das Imnmunsystem bei Schweinen

Die Futterung einer Selen- und Vitamin E-Mangeldiat mit 29 mg Vitamin E und
0,089 mg Selen/kg Futter flhrte bei Schweinen zu keinem Unterschied in der Prolifera-
tion von Lymphozyten nach Stimulierung mit den Mitogenen PWM, PHA-M und CON A
(Wuryastuti et al., 1993). Nach einer Injektion von Salmonellen konnte eine geminderte
Reaktion der Lymphozyten auf die Mitogene PWM, PHA-M und CON A beobachtet
werden, wenn die Lymphozyten mit autologem Serum kultiviert wurden. Wurde das au-
tologe Serum gegen fetales Kalberserum ausgetauscht, konnte dieser Effekt nicht be-
obachtet werden (Lessard et al., 1991).

Schweine, denen intraperitoneal Schaferythrozyten injiziert wurden, wiesen durch die
Gabe von Selen einen gesteigerten Hamagglutinationstiter als Reaktion auf. Dabei er-
hielten die Schweine entweder 0,5 mg Selen/kg Futter oder ihnen wurden 6 mg Selen
intramuskular injiziert. Hierbei erreichte der Titer von Tieren, die Selen oral erhielten,
einen héheren Wert als bei den Tieren, die Selen als Injektion erhielten (Peplowski et
al., 1980).

Absetzferkel, die zu ihrer Futterration ein oder finf Gramm Kolostrum von Kihen pro
Tier erhielten, zeigten einen Anstieg der CD3-Zellen in den Peyerschen Plaques des
lleums (iPP). Bei héherer Aufnahme konnte zudem ein Anstieg der CD4-positiven und
eine signifikante Abnahme der CD21-positiven Zellen zwischen Versuchsbeginn und
Versuchende in den iPP festgestellt werden. CD8-Zellen waren nicht beeinflusst. Die
Phanotypisierung der Lymphozyten in Blut, Milz und in den mesenterialen Lymphkno-
ten wies keinen Unterschied zwischen den Gruppen auf. Weiterhin erfolgte eine Stimu-
lierung der mononukledren Zellen aus Blut, mesenterialen Lymphknoten, iPP und der
Milz mit PHA, CON A und LPS. Die Ergebnisse wurden mit dem Stimulationsindex (SI)
angegeben. Bei der mit fiunf Gramm Kolostrum pro Tier gefiitterten Gruppe war der Si
fur alle Gewebe signifikant héher als in der Kontrollgruppe. Innerhalb der Ko-
lostrumgruppe lag der Sl bei Zellen aus dem iPP héher als bei den anderen Geweben
(Boudry et al., 2007).

2.2.5 Verfugbarkeit von Selen aus der Kuhmilch bei Schweinen und anderen
Tierarten

Der Zusatz von Milchpulver in Rattenfutter mit 280 pg Selen/kg bzw. von Milchpulver,
welches 60 ug Selen/kg enthielt und zusatzlich mit Natriumselenit versetzt wurde, bis
es ebenfalls 280 ug Selen/kg aufwies, reduzierte das Auftreten von Lebernekrosen und
Todesfallen bei Ratten. Allerdings wurde dieser Effekt nicht dem Selen, sondern den
hochwertigen Milchproteinen zugeordnet (Mathias et al. 1967). Hihner verendeten bei
einem gleichen Versuchsansatz wie bei den Ratten seltener an den Folgen einer exsu-
dativen Diathese, wenn ihrem Futter Milchpulver mit einem hohen Se-Gehalt von 280
Hg/kg zugesetzt wurde (Mathias et al. 1967).

Saugferkel, die Milch (1070 pg Selen/kg TM) von Kiihen erhielten, die mit Se-Hefe ge-
flttert worden waren, zeigten im Plasma und in der Muskulatur einen héheren Se-
Gehalt als Ferkel, die mit Kontrollmilch (135 pg Selen/kg TM) gefittert wurden. Gleich-
zeitig wurden zwei Gruppen von Ferkeln mit der Kontrollmilch geflttert, die mit Se-Hefe
oder Natriumselenat auf den gleichen Se-Gehalt wie die natirlich angereicherte Milch
gebracht wurde. Beide Gruppen hatten eine niedrigere Se-Konzentration im Plasma
und in der Muskulatur als die Saugferkel, die die natirlich angereicherte Milch beka-
men (Uglietta et al., 2008).



2.3 Prinzipieller Aufbau des Immunsystems

Das Immunsystem schitzt den Kérper vor Umwelteinflissen und insbesondere patho-
genen Mikroorganismen. Diese Aufgabe wird durch die angeborene, unspezifische
Abwehr und von der adaptiven spezifischen Abwehr erfUllt.

Die angeborene oder auch unspezifische Abwehr stellt die erste Verteidigungslinie ge-
genuber Infektionen dar und drangt eindringende Erreger zurtck. Zum unspezifischen
Abwehrsystem gehdren die Haut bzw. Schleimh&ute als physikalische Barrieren. Wenn
die Erreger diese durchbrochen haben, kommt es mithilfe der zellularen und humoralen
angeborenen Abwehr im Normalfall zur Einddmmung der Infektion (Janeway et al.,
2005). Zur zellularen Abwehr gehéren die Makrophagen, die eosinophilen, basophilen
und neutrophilen Granulozyten, die natlrlichen Killerzellen (NK) und die dendritischen
Zellen, welche die Erreger durch Bindung von pathogen-assoziierten Molekulen, wie
z. B. Molekule der Toll-like Rezeptorfamilie, erkennen kénnen (Saalmdller, 2006). Die
humorale Abwehr setzt sich aus Antikérpern, dem Komplementsystem und verschie-
denen Zytokinen und Chemokinen zusammen, die von Immunzellen abgesondert wer-
den, um verschiedene Reaktionen, wie z. B. Entziindungskaskaden, zu induzieren. Die
humorale Abwehr und die antigenpréasentierenden Zellen (APZ) stellen zudem die Ver-
bindung zur adaptiven Immunabwehr dar (Janeway et al., 2005).

Die adaptive Immunabwehr unterscheidet sich von der angeborenen durch ihre Fahig-
keit, eingedrungene pathogene Mikroorganismen gezielt zu bekdmpfen und im wieder-
holten Fall auf spezifische, erworbene Immunmechanismen zuriickgreifen zu kénnen.
Allerdings erfordern diese Reaktionen einen Zeitraum von vier bis sieben Tagen. Die
Immunantwort teilt sich in die T-Zell-vermittelte und in die durch B-Zellen gekennzeich-
nete humorale Immunantwort auf. Beide Immunantworten interagieren im Sinne eines
Netzwerks (Saalmdller, 2006).

T-Lymphozyten kénnen in zwei Untergruppen aufgeteilt werden, die zytotoxischen T-
Zellen und die T-Helferzellen (Saalmdller, 2006).

T-Zellen kénnen Antigene von Erregern erkennen, wobei hierbei der Major Histocom-
patibility Complex (MHC) eine wichtige Rolle spielt. Alle kernhaltigen Kérperzellen und
Thrombozyten kdnnen Peptide an der Zellenoberflache mittels

MHC Klasse |-Molekllen préasentieren. Diese Peptide stammen von dem Abbau von
Proteinen, die im Zytoplasma vorliegen. Es handelt sich entweder um zelleigene oder
mikrobielle Proteine. Oft sind virale Proteine beteiligt, aber auch Peptide, die von bak-
teriellen Antigenen stammen und durch Membranfusionsvorgange in das Zytoplasma
gelangt sind (Saalmdiller, 2006).

Die zytotoxischen T-Zellen erkennen die veranderten MHC |-Molekdile und reagieren,
indem sie die Lyse der Zelle auslésen. Hierzu schitten sie auf die Oberflache der infi-
zierten Zellen Uber Granula verschiedene Substanzen, z. B. Serinproteasen, Perforin
oder Granzyme aus. Ebenso ist die zytotoxische Zelle in der Lage, Interferon-y (IFN-y)
zu produzieren und zu sezernieren, wodurch andere Zellen zur Differenzierung und
Proliferation angeregt werden (Janeway et al., 2005, Saalmller, 2006).

Die MHC Klasse Il-Molekiile befinden sich auf APZ, Monozyten, Makrophagen und auf
B-Zellen. Die von diesen Molekiilen prasentierten Antigenpeptide stammen von Protei-
nen aus Endosomen ab, die Gber den Mechanismus der Endozytose aus dem Extra-
zellularraum aufgenommen wurden (Janeway et al., 2005). Die das Peptid prasentie-
renden MHC Il-Moleklle werden von den T-Helferzellen erkannt, wodurch diese Che-
mokine und Zytokine bilden und sezernieren, die wiederum andere Zellen zur Prolifera-
tion oder Sekretion anregen (Janeway et al., 2005, Saalmller, 2006).

Anhand der Zytokinbildung kénnen die T-Helferzellen in die Untergruppen T0, TH1 und
TH2 eingeteilt werden. Wé&hrend T0-Zellen sowohl IFN-y, Interleukin 2 (IL-2), IL-4 und
IL-5 bilden, produzieren die TH1-Zellen IL-2 und IFN-y, wahrend die TH2-Zellen IL-4
und IL-5 produzieren (Saalmdiller, 2006; Janeway et al., 2005).
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Die von den T-Helferzellen gebildeten Zytokine haben einen unterschiedlichen Einfluss
auf andere Zellen. IFN-y fungiert in erster Linie als Aktivator von Makrophagen, wah-
rend IL-2 die Synthese von IgM und IgG2 durch B-Zellen férdert. IL-4 begunstigt die
Produktion von IgG1 und IgE durch Plasmazellen und IL-5 erhéht die Aktivitat eosi-
nophiler Granulozyten. Gleichzeitig bilden die T-Helferzellen Zytokine, die die andere
Untergruppe regulieren. TH2-Zellen sezernieren IL-10 und Transforming growth

factor — B (TGF-B), welche die Aktivierung und das Wachstum von TH1-Zellen hem-
men, gleichzeitig hemmt das gebildete IFN-y der TH1-Zellen die Proliferation der TH2-
Zellen (Saalmdller, 2006; Janeway et al., 2005).

Welche Untergruppe der T-Helferzellen gebildet wird, hangt von der Umgebung der T-
Zelle ab und wird auch durch Zytokine, die von anderen Zellen gebildet worden sind,
beeinflusst. So fordert z. B. IL-12, welches vor allem von Makrophagen und Monozyten
gebildet wird, die Differenzierung zu TH1-Zellen (Janeway et al., 2005).

Eine weitere Gruppe der T-Zellen stellen die T-Suppressorzellen dar, welche die Im-
munantwort herunterregulieren sollen (Kramer, 1997).

Die humorale Immunabwehr wird Uber die reife, naive B-Zelle oder lber die von der B-
Zelle abstammenden Plasmazellen vermittelt. Die B-Zellen kdnnen Antigene mittels ih-
res B-Zell-Rezeptors (BZR) direkt erkennen oder werden durch Zytokine der aktivierten
TH2-Zellen aktiviert. Die Aktivierung durch die T-Zellen fihrt bei B-Zellen zur Weiterbil-
dung in Antikdrper bildende Plasmazellen (Saalmdller, 2006).

Reife, noch ruhende B-Zellen haben an ihrer Oberflache die monomeren Immunglobu-
line M und D als spezifische Antigenrezeptoren. Binden hieran Antigene, werden diese
mittels Endozytose aufgenommen. Dieses flhrt zur Aktivierung der B-Zelle. Es kommt
zur verstarkten Expression von MHC Il-Molekilen, von kostimulatorischen Molekiilen
und von Membranrezeptoren fur bestimmte Zytokine, wodurch die Bedingungen zur In-
teraktion mit TH2-Zellen optimiert werden. Die Peptide des Proteinanteils werden im
Komplex mit einem MHC II-Molekll an der Zelloberflache prasentiert. Der Antigen-
MHC II-Komplex interagiert mit dem T-Zell-Rezeptor der aktivierten TH2-Zellen und
fihrt zu deren Zytokinausschittung, die die klonale Expansion und die Differenzierung
zur Plasmazelle zur Folge hat. Zudem fuhren die sezernierten Zytokine der TH2-Zellen
zum Klassenwechsel, das heiBt, dass von der Plasmazelle statt IgM IgG, IgA oder IgE
gebildet und sezerniert wird. Welche Immunglobuline gebildet werden, hangt wiederum
von der Art der Zytokine ab. Diese neu gebildeten Immunglobuline zeichnen sich durch
spezifische Effektorfunktionen aus (Janeway et al., 2005).

Gleichzeitig werden bei einem Erstkontakt mit einem Antigen durch die Anregung der
T-Zell-Zytokine sogenannte Gedéachtniszellen gebildet. Bei einem erneuten Kontakt
kommt es zu einer schnellen Sekundarantwort, wobei die Gedachtnis-B-Zellen ausrei-
chen, um die T-Zellen zu reaktivieren. Die antigenprésentierenden dendritischen Zellen
sind nicht mehr notwendig, sodass es zu einer schnelleren Eliminierung kommt (Jane-
way et al., 2005).

Die von den T-Zellen unabhangige Aktivierung der B-Zellen ist nur durch Antigene
moglich, die keine Peptide enthalten, wie beispielsweise Lipide oder Polysaccharide,
die auf Bakterienoberflachen zu finden sind. Voraussetzung hierfir ist, dass diese An-
tigene eine Kreuzvernetzung der membrangebundenen Immunglobuline herbeifhren.
Durch diese Art der Aktivierung kommt es zur IgM-Freisetzung. Ein Klassenwechsel
der Immunglobuline und die Bildung von Gedéachtniszellen ist nicht mdéglich (Janeway
et al., 2005).

2.4 Differenzierungsantigene der Lymphozyten beim Rind

Die einzelnen Lymphozytenpopulationen kénnen aufgrund von immunphéanotypischen
Oberflachenmarkern, die von den meisten Kérperzellen produziert werden, unterschie-
den werden. Hierbei handelt es sich um Glykoproteine, die unter anderem bei Rezep-
tor- und Signalfunktionen sowie bei Zell-Zell-Interaktionen eine Rolle spielen. Diese
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Oberflachenmarker lassen sich mit Hilfe von Antikérpern identifizieren. Es hat sich eine
einheitliche Nomenklatur, basierend auf so genannten Cluster of Differentiation (CD),
entwickelt (Janeway et al., 2005). Die Nomenklatur beginnt bei CD1 und ist numerisch
fortlaufend bis zurzeit CD350. Die in diesem Versuch genutzten Differenzierungsanti-
gene fir die Kihe und Kalber sind in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: Ubersicht Uiber die Expression bestimmter Oberflaichenmolekiile von Immun-
zellen zur Detektion spezifischer Leukozytenpopulationen des Rindes

CD Expression

Nachweis

Referenz

CD4*CD8 T-Helferzellen Park et al., 1992; Saalmdiller, 2006
CD4CD8* Zytotoxische T-Zellen Park et al., 1992; Saalmuller, 2006
CD25"MHCII aktivierte T- und B-Zellen Isaacson et al., 1998
CD25 MHCII* antigenprasentierende Zellen, ak- Isaacson et al., 1998;
tivierte T- und B-Zellen Saalmiiller, 2006
CD25'"MHCII*  Aktivierte T- und B-Zellen Isaacson et al., 1998
CD4*CD25 T-Helferzellen Saalmdller, 2006
CD4CD25* aktivierte T- und B-Zellen Isaacson et al., 1998
CD4*CD25" aktivierte T-Helferzellen Saalmdller et al., 2002
CD14°CD5 Makrophagen und Monozyten Sopp et al., 1996; Berthon und
Hopkins, 1996
CD14°CD5" T-Zellen und teilweise B-Zellen Haas und Estes, 2001
CD14*"MHCII Makrophagen und Monozyten Sopp et al., 1996; Berthon und
Hopkins, 1996
CD14'MHCII* Monozyten und Makrophagen, Riollet, et al., 2001
teilweise B-Zellen
CD14*MHCII*  aktivierte =~ Makrophagen und Riollet, et al., 2001
Monozyten

CD = Cluster of Differentiation

2.5 Differenzierungsantigene der Lymphozyten beim Schwein

Die in der vorliegenden Studie untersuchten Lymphozyten der Schweine sind mit Hilfe
der in Tabelle 3 angegebenen Differenzierungsantigene detektiert worden.



Tabelle 3: Ubersicht iiber Oberflichenmolekiile von Immunzellen zur Detektion spezifischer
Leukozytenpopulationen beim Ferkel

CD Expression  Nachweis Referenz
CD2*CD5 NK-Zellen Duncan et al., 1989; Yang und
Parkhouse, 1996; Gerner et al., 2009
CD2 CD5" B-Zellen und CD2-v8-T-Zellen Saalmuller und Bryant, 1994;
Charerntantanakul und Roth, 2007
CD2*CD5* ap-T-Zellen (gesamt), CD2+-y3-T- Charerntantanakul und Roth, 2007
Zellen
SWC3'CD21°  Myeloide Zellen  (Monozyten, Piriou-Guzylack und Salmon, 2008
Makrophagen, Granulozyten,
dendritische Zellen)
SWC3CD21"  B-Zellen Butler et al. 2006; Piriou-Guzylack
und Salmon, 2008
CD14* Makrophagen und Monozyten Piriou-Guzylack und Salmon, 2008
TCR1"CD8a v8-T-Zellen Yang und Parkhouse, 1996
TCR1CD8a* zytotoxische T-Zellen, Pauly et al., 1996; Arriéns et al.,
CD8a"-yd-T-Zellen, NK-Zellen 1998; Saalmdller et al., 2002;
Charerntantanakul und Roth, 2007
TCR1"CD8a*  TCR-y8-T-Zellen Gerner et al., 2009
CD8a”* zytotoxische T-Zellen, Pauly et al., 1996; Arriéns et al.,
CD8o+-y8-T=Zellen, NK-Zellen 1998; Saalmdller et al., 2002;
Charerntantanakul und Roth, 2007
CD4*CD8p’ T-Helferzellen Saalmdller et al., 2002;
Charerntantanakul und Roth, 2007
CD4CD8p* zytotoxische T-Zellen Denyer et al., 2006;
Piriou-Guzylack und Salmon, 2008
CD4*CD8p"* zytotoxische T-Zellen Denyer et al., 2006;
Piriou-Guzylack und Salmon, 2008
CD4*CD25 T-Helferzellen Saalmiller et al., 2002
CD4*CD25" aktivierte T-Helferzellen, regulato- Saalmdller et al., 2002;
rische T-Zellen Gerner et al., 2009
CD5"MHCII B-Zellen, antigenprasentierende Appleyard und Wilkie, 1998;
Zellen, NK-Zellen Butler et al., 2006
CD5'MHCII* antigenprasentierende Zellen, NK- Saalmuller, 2006;
Zellen Gerner et al., 2009
CD5*MHCII* B-Zellen, ggf. T-Zellen (ruhende Butler et al. 2006
CD8+-Zellen)
CD45RC* Aktivierte T-Helferzellen herunter- Saalmiiller et al., 2002;
reguliert; auch Expression auf NK- Gerner et al., 2009
Zellen und y3-T-Zellen mdéglich
CD14'CD21" Makrophagen und Monozyten Piriou-Guzylack und Salmon, 2008
CD14CD21* B-Zellen Butler et al. 2006
CD2'CD16 v6-T-Zellen Charerntantanakul und Roth, 2007
CD2CD16* NK-Zellen, Granulozyten, Piriou-Guzylack und Salmon, 2008
Makrophagen, dendritische Zellen
CD2*CD16" NK-Zellen Piriou-Guzylack und Salmon, 2008

CD = Cluster of Differentiation, modifiziert nach PaBlack (2010)
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2.6 Abwehrmechanismen der Milchdriise beim Rind

Der erste Abwehrmechanismus gegniber Keimen bei der Milchdrlse ist der Strichka-
nal, der eine physikalische Barriere darstellt, wenn er geschlossen ist. Keime, die in die
Milchdriise eindringen, missen zunachst den M. sphincter papillae am distalen und
den Furstenbergischen Venenring am proximalen Ende des 1 cm langen Strichkanals
Uberwinden, um Uber die folgende Zitzenzisterne in die DrlUsenzisterne zu gelangen.
Nach dem Melken dauert es ca. zwei Stunden, in denen Bakterien leichter eindringen
kénnen, bis der M. sphincter papillae den Strichkanal wieder fest verschlossen hat
(Targowski, 1983; Rainard und Riollet, 2006). Zwischen den Melkzeiten und in der Tro-
ckenstehzeit ist der Strichkanal durch einen Keratinpfropfen verschlossen. Keratin ist in
der Lage, kapsellose Bakterien, die eine Mastitis verursachen kénnen, zu binden und
so ein Einwandern in die Drisenzisterne zu verhindern (Rainard und Riollet, 2006;
Sordillo et al., 1997). Ebenso lbernehmen gesattigte und nicht gesattigte Fettsduren
die Funktion von Bakteriostatika und sind mit dem Keratin des Strichkanals assoziiert
(Miller et al., 1992).

Ist der Strichkanal Uberwunden, werden die angeborenen humoralen und zelluléaren
Abwehrmechanismen der Milchdrlse aktiviert, um die pathogenen Keime zu bek&mp-
fen. Hierzu gehdren bei der humoralen Abwehr neben dem Komplementsystem die
Proteine Lakto- und Transferrin. Beide Proteine sind eisenbindend und schiitzen vor
oxidativen Radikalen, die mit Hilfe von freien Eisen katalysiert wurden (Legrand, et al.,
2004). Sie sind aber nur in geringen Konzentrationen in der Milch vorhanden. Das En-
zym Xanthinoxidase kommt in der Membran von Milchfetttropfen vor und wandelt an-
organisches Nitrit, das von Bakterien gebildet werden kann, in Stickstoffmonoxid um.
Dadurch zeigt Xanthinoxidase nach der Zugabe von Nitrit eine bakteriostatische Wir-
kung gegenulber E. coli-Bakterien in Milch (Hancock et al., 2002). Ebenso sind natrli-
che Antikérper mit Toxin-neutralisierender Wirkung und Fahigkeit zur Opsonierung,
hier insbesondere IgM, in der Milch vorhanden (Hill et al., 1983; Rainard und Riollet,
2006).

Zur zellularen Abwehr der Milchdriise gehéren neben den Makrophagen, den
neutrophilen Granulozyten und den NK auch die Epithelzellen in der Milch (MEZ). In-
wieweit die MEZ bei der Mobilisierung von Leukozyten und der lokalen Abwehr mitwir-
ken, ist noch nicht erforscht (Rainard und Riollet, 2006). Im Gewebe der gesunden
Milchdrise findet man eine geringe Anzahl von T- und B-Lymphozyten sowie einige
Makrophagen und einzelne Zellen, die die Form von dendritischen Zellen haben. Zu-
satzlich findet man im subepithelialen Gewebe, insbesondere im Bereich der Zitze,
Plasmazellen (Nickerson et al., 1984; Leitner et al., 2003).

Als Hauptzellen in der Milch wurden friiher die MEZ angesehen (Schalm et al. 1971).
Eine spatere Studie zeigte allerdings, dass MEZ nur vereinzelt in der Milch zu finden
waren, wahrend die Makrophagen den Hauptzelltyp im Gewebe und im Sekret der
Milchdrise darstellten (McDonald und Anderson, 1981).

2.7 Somatische Zellzahl (SCC)

Die somatische Zellzahl setzt sich aus Makrophagen, Lymphozyten, neutrophilen Gra-
nulozyten und Epithelzellen zusammen (Pillai et al., 2001). Des Weiteren kénnen eosi-
nophile und basophile Granulozyten vorkommen. In der Tabelle 4 ist das Zelldifferenzi-
albild von Kuhmilch dargestellt.

Die routinemé&Bige Bestimmung der somatischen Zellzahl ist der schnellste und gén-
gigste Test, mit dem die Gesundheit der Milchdrlse Uberprift werden kann. Bei der
gesunden Milchdriise einer Kuh kann die somatische Zellzahl unter 20.000 Zellen pro
ml Milch liegen, wobei der Grenzwert bei bis zu 100.000 Zellen pro ml Milch liegt. Bei
Zahlen Uber diesem Wert geht man von einer Entzindung in der Milchdrise aus (DVG,
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2000). Rainard und Riollet (2006) berichten, dass die SCC in nicht infizierten und nicht
entziindeten Eutervierteln unter 100.000/ ml Milch liegen.

Bei Sekretionsstérungen kommt es aufgrund der geringeren Verdinnung zu einer er-
héhten Zellzahl, wohingegen der Anstieg der SCC bei einer Entziindung durch die in-
tensive Einwanderung der neutrophilen Granulozyten in die Milch bedingt ist.

Tabelle 4: Zelldifferenzialbild von Milch gesunder Kiihe (in % der Gesamtzellzahl)

Makrophagen  Lymphozyten PMN Epithelzellen Referenz

0’ 5 95 0 Paape et al., 1979

3? 22 75 0 Paape et al., 1979

80 16 3 1 Lee et al., 1980

60 28 10 2 Paape et al., 1981

63 1,5 34 2,4 Kurzhals et al.,
1985

48 15 37 - Wever u. Emanuel-
son, 1989

30 24 26 19 Miller et al., 1991

74 14 12 - Ostensson, 1993

13 29 45 Leitner et al., 2000

6° 77 12 5 Dosogne et al.,
2003

10* 59 27 4 Dosogne et al.,
2003

14 78 9 Hamed et al., 2010

PMN = neutrophile Granulozyten, 1 = Klihe, 2 = Farsen; 3 = frlhe Laktation, 4 = mitt-
lere Laktation; modifiziert nach Schréder (2003)

Insgesamt soll in gesunden Milchdrisen nur eine geringe Anzahl an Neutrophilen vor-
kommen, die sich aber zur Trockenstehzeit um 40% erhéhen kann (Rainard und Rio-
lett, 2006). Bei Verteilung der Lymphozyten kommen in der gesunden Milchdrlse
hauptsachlich CD8" Lymphozyten vor, wahrend bei Entziindungen hauptséchlich CD4*
Zellen zu finden sind. Diese werden durch antigenprasentierende B Lymphozyten und
Makrophagen aktiviert (Park et al., 2004). Zu finden sind die CD8" Zellen im Bereich
der Alveolen, wahrend die CD4" Zellen hauptsachlich im interalveolaren Gewebe der
Milchdrise vorkommen (Leitner et al., 2003).

2.8 Die Auswirkungen der unterschiedlichen Laktationsphasen auf die Inmun-
zellen im peripheren Blut von Milchkiihen

Bei Vergleich der verschiedenen Laktationsphasen tritt wahrend der peripartalen Pha-
se die relativ niedrigste Zahl der T-Lymphozyten in der Milch auf. In der spaten Laktati-
onsphase kann dann ein deutlicher Anstieg des prozentualen Anteils der T-
Lymphozyten festgestellt werden. Im Gegensatz dazu sind die B-Zellen und
Makrophagen am starksten in der peripartalen Phase vertreten und sinken in der spa-
ten Laktationsphase deutlich ab (Hurley et al., 1990, Park et al., 1992).

Im Blut variiert der prozentuale Anteil der Subpopulationen der T-Zellen wahrend der
peripartalen Phase, insbesondere um den Zeitpunkt der Geburt. MHC Il-positive B-
Zellen bleiben bis nach der Geburt relativ konstant, bevor sie dann auf ein niedrigeres
Niveau abnehmen. Bei tragenden Tieren ist der prozentuale Anteil an MHC ll-positiven
B-Zellen vergleichbar mit dem von gesunden nicht tragenden Tieren. Tragende Tiere
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haben allerdings zu fast allen Zeitpunkten einen geringeren prozentualen Anteil an al-
len T-Zell-Subpopulationen als nicht tragende Tiere, was durch den physikalischen und
metabolischen Stress verursacht werden soll (van Kampen und Mallard, 1997).

2.9 Die Besonderheiten der Entwicklung des Immunsystems bei jungen Fer-
keln

Eine anatomische Besonderheit bei Schweinen ist der reverse Aufbau der Lymphkno-
ten. Im Gegensatz zu allen anderen Saugetieren befindet sich das Markgewebe im pe-
ripheren Bereich, wahrend das Rindenparenchym zentral liegt. Dieser Aufbau wird als
Typus inversus bezeichnet (Kénig und Liebich, 2008).

Die zugefuhrte Lymphe wird in der zentralen Zysterne gemischt und dann tber das ge-
samte Lymphgewebe verteilt (Nickel et al., 1996).

Aufgrund der epithelio-chorialen Plazenta beim Schwein kénnen keine mutterlichen An-
tikérper auf den Fetus Ubertragen werden. Die Ferkel kommen dadurch mit einem un-
vollstandigen Immunsystem auf die Welt. Damit das Immunsystem sich vollstandig
entwickeln kann, sind die Ferkel zum einen davon abhéngig, die maternalen Antikérper
Uber die Milch aufzunehmen, und zum anderen mussen sie externen Reizen ausge-
setzt sein. Das intestinale Immunsystem erreicht seine volle Funktionsfahigkeit im Ab-
setzalter, d. h. mit friihstens acht Wochen. Kommt es zu keiner oder nur zu einer limi-
tierten externen Stimulation, resultiert das in reduzierten T-Zellzahlen (Sinkora et al.,
1998; Sinkora et al., 2005, Lalles et al., 2007). Dagegen differenzieren sich die Thymus
CD4*CD8"-Zellen bereits ab dem 70. Tag der Trachtigkeit zu CD4*CD8 oder CD4
CD8"-Zellen (Sinkora et al., 2000).

Die Lymphozyten werden nach Ausbildung des T-Zell-Rezeptors in - und y3-T-Zellen
unterteilt (Yang und Parkhouse, 1996; Charerntantanakul und Roth, 2007). Die
CD4*CD8" naiven T-Helferzellen, CD4*CD8,,,, T-Gedachtniszellen, CD4 CD8g, zytoto-
xische T-Zellen und CD4 CD8,.,-T-Zellen mit bisher noch ungeklarter Funktion bilden
Subpopulationen der of-T-Zellen. CD4 CD8y,q, und CD4'CD8y,,, Zellen werden meis-
tens als CD4'CD8" Zellen zusammengefasst. Die CD4*CD8" Zellen findet man bei an-
deren Tierarten lediglich im Thymus, insofern weist das Schwein hier eine Spezifitat
auf (Pescovitz et al., 1985; Saalmdiller et al., 1987, 1989, Saalmdiller und Bryant, 1994).

Die y5-T-Zellen werden durch die CD2*-y3-T-Zellen und durch die CD2-y5-T-Zellen
reprasentiert. CD2"-y3-T-Zellen sind in der Lage, MHC II- und CD80/CD86-Co-
stimmulierende Molekile zu exprimieren und dadurch eine antigenprasentierende
Funktion Ubernehmen (Takamatsu et al., 2002). Zusatzlich weist die Subpopulation
CD2*CD4°CD8,-yo-T-Zellen eine antigenunspezifische zytotoxische Aktivitat auf
(Saalmdller et al., 1994; Pauly et al., 1996). Die CD2-y5-T-Zellen scheinen keine im-
munologische Effektorfunktion aufzuweisen, da sie weder durch Antigen, noch durch
Mitogene stimuliert werden kénnen (Hammerberg und Schurig, 1986; Binns, 1994).
Andere Funktionen, die diese Zellen Glbernehmen, sind bisher noch nicht bekannt.

Der prozentuale Anteil der y3-TCR-Zellen an der T-Zellpopulation in den Lymphknoten
bleibt, unabhangig vom Alter der Ferkel, konstant, wahrend im Blut und in der Milz ein
Anstieg mit zunehmendem Alter zu verzeichnen ist. Hierbei ist das Verhéltnis der
CD8*/CD8-Zellen der y3-TCR Lymphozyten im Blut und in der Milz konstant, in den
Lymphknoten findet eine altersabhangige Vermehrung statt. Gleichzeitig wird mit zu-
nehmendem Alter ein signifikanter Anstieg der CD4*/CD8" doppelt positiven Zellen im
Blut und in Geweben gefunden (Stepanova et al., 2007). Im Alter von 12 — 17 Tagen
nehmen die intraepithelialen Lymphozyten im Darm deutlich zu und erfahren bis zum
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dritten Lebensmonat einen weiteren Anstieg. Zwischen Tieren im Alter von einem Jahr
und Tieren mit viereinhalb Jahren war keine Zunahme mehr zu verzeichnen (Rothkot-
ter et al., 1999).

2.10 Fragen, die durch die Studie beantwortet werden sollen

Die Bioverfligbarkeit von anorganisch bzw. organisch gebundenem Selen ist nicht voll-
standig geklart. Bei dem ersten Teil des Versuches (V1) sollte Gber einen Zeitraum von
sechzehn Wochen die Auswirkung von Selen auf immunologische Parameter in der
Milch von Kihen untersucht werden. Hierbei erhielten die Kiihe 4 mg Selen pro Tag
wéahrend der Trockenstehzeit und 6 mg Selen pro Tag wahrend der Laktation. Es wur-
den die Effekte verschiedener Se-Quellen auf die lymphozytare und phagozytare Im-
munantwort der Milch und des Blutes von Kihen und ihren Kalbern im ersten Drittel
der Laktation untersucht.

Im zweiten Teil des Versuches (V2) sollten die Bioverfligbarkeit bzw. der Carry-Over
von Selen aus den unterschiedlichen Milchqualitdten aus V1 bei abgesetzten Ferkeln
untersucht werden. Weiterhin sollten als funktionelle Aspekte ausgewahlte Immunpa-
rameter erfasst werden. Die Ferkel wurden hierzu am Lebenstag 35-37 eingeschlafert.
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Flr die erste Halfte des Versuches (V.1) wurden insgesamt 16 Milchkihe, die sich in
ihrer ersten bis vierten Laktation befanden, und 14 Kélber (Holstein Friesian am Bun-
desinstitut fur Risikobewertung (BfR), Berlin) genutzt. Die Abkalbungen erfolgten zwi-
schen Juni 2008 und Méarz 2009. In diesem Zeitraum wurden die Kihe auf drei Grup-
pen aufgeteilt (Kontrollgruppe (Kontrolle): 5 Kiihe, 5 Kalber; Versuchsgruppe mit Natri-
umselenitzufitterung (AS): 5 Kihe, 4 Kélber; Versuchsgruppe mit Se-Hefezufltterung
(OS): 6 Kihe, 5 Kalber), wobei darauf geachtet wurde, dass die Gruppen gleichmaBig
Uber das Jahr verteilt waren. Eine Kuh aus der AS-Gruppe hatte nach der Geburt eine
Labmagenverlagerung, so dass sie fir einen Tag tagsiber in der Klauentierklinik
stand. Die Kuh wurde noch am selben Tag zuriick zum BfR gebracht und hat weiterhin
am Versuch teilgenommen.

In der zweiten Halfte des Versuchs (V.2) wurden 9 Sauen (Topigs-SNW) und 30 Ferkel
(Topigs x Piétrain) verwendet. Die Ferkel wurden mit 23 + 1 Tagen abgesetzt und
gleichmaBig auf drei Gruppen aufgeteilt, die mit Milch der Kiihe des Versuchsab-
schnitts V1 gefittert wurden (Kontrollgruppe (Milch aus V1 Kontrolle), Versuchsgruppe
AS (Milch aus V1 AS), Versuchsgruppe OS (Milch aus V1 OS).

3.2 Haltung

V.1 Kihe und Kalber

Die Kiuhe wurden auf dem Versuchsgut des Bundesinstitutes fir Risikobewertung in
einem Laufstall (befestigter Boden mit Blattscheideschieber) mit Liegebuchten, der
durch Absperrungen in zwei Abteile unterteilt werden konnte, gehalten. Abkalbeboxen
befanden sich im gleichen Stallgebdude, von dem dem Liegeboxenstall durch einen
Treib- und Versorgungsgang getrennt. Die trockenstehenden und die laktierenden Ki-
hen waren jeweils getrennt voneinander in einem der Laufstélle untergebracht. Zusétz-
lich hatten die Tiere bei trockenem Wetter tagsiiber Zugang zu einem Sandpaddock.
Das Umstallen in die Abkalbeboxen erfolgte eine Woche vor dem errechneten Geburts-
termin. Die Kihe verblieben dort bis zum siebten Tag nach der Geburt.

Morgens und abends wurden die Kihe im Melkstand gemolken. In den Abkalbeboxen
wurden die Kiihe mithilfe einer mobilen Melkganlage gemolken. Frisches Wasser stand
den Tieren jederzeit Uber einen Wassertrog zur Verfigung. Die Futterung des Milch-
leistungsfutters erfolgte Uber einen Automaten, an dem die Kiihe Uber den Tag hinweg
ihre Ration in mehreren kleineren Portionen mithilfe eines Transponders individuell ab-
rufen konnten. Die Fltterung der Totalen Mischration (TMR) erfolgte ad libitum Cber ei-
nen durch ein Fressgitter abgegrenzten Futtertisch. Die Kalber wurden nach der Ge-
burt in einem abgesonderten Bereich in einer Kélberbox, welche mit Stroh eingestreut
war, untergebracht. Die Milchtranke, in Form von einer Warmtranke, erfolgte dreimal
taglich mithilfe eines Saugeimers, wahrend Wasser zur freien Verfligung stand.

V.2 Sauen und Ferkel

Die Sauen wurden bis drei Tage vor der Geburt in Boxen mit planbefestigtem Boden
gehalten. Sieben Abferkelboxen waren mit Stroh ausgelegt und hatten einen Ferkel-
schlupf, Gber dem eine Rotlichtlampe hing, die durchgehend eingeschaltet war. Zwei
Abferkelboxen waren mit einem Metallgitter zur Fixierung der Sauen ausgestattet. Der
Boden war zum Teil mit einem Ferkelspaltenboden versehen und zum Teil planbefes-
tigt. Beide Boxen hatten ebenfalls einen Ferkelschlupf mit Rotlichtlampe. Bis zur Ge-
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burt wurden die Sauen zweimal, nach der Geburt dreimal téglich Uber einen Futtertrog
gefuttert. Frisches Wasser stand den Tieren Uber eine Nippeltranke ad libitum zur Ver-
figung. Die Ferkel wurden nach dem Absetzen zu jeweils drei Tieren in Boxen mit
Gummimatten oder befestigtem Boden und Stroh gehalten. Zusatzlich war im hinteren
Bereich der Box eine Rotlichtlampe als Warmequelle angebracht, welche 24 Stunden
am Tag eingeschaltet war. Die Fltterung erfolgte tber einen Futtertrog dreimal taglich,
wéahrend frisches Wasser Uber eine Nippeltrdnke oder einen Trog zur freien Verfligung
stand.

3.3 Versuchsfutter und Fitterung

V.1 Kihe und Kalber

Als Grundfutter wurde eine von dem Versuchsgut selbst hergestellte TMR gefittert, die
vom 15.083. bis zum 14.06.2008 und vom 07.10.2008 bis zum 04.06.2009 zusatzlich mit
Futterrlben angereichert war (Tabelle 5). Die TMR hatte einen Gehalt von 0,15 — 0,20
mg Selen pro kg Trockenmasse. Die tagliche Trockenmasseaufnahme wurde mit 10 kg
angenommen. Die laktierenden Kihe erhielten ein kommerzielles Kraftfutter als Milch-
leistungsfutter, welches ohne zusatzliche Se-Beimischung hergestellt wurde. Durch die
TMR war rechnerisch die bendétigte Energie fir den Erhaltungsbedarf und fir ca. 12 Li-
ter Milch pro Kuh abgedeckt. Die Kiihe erhielten ein Aquivalent von 1 kg Kraftfutter fir
zwei Liter Milch. Die Kontrollgruppe V.1 erhielt ein Maisschrot ohne Se-Beimischung.
Bei Versuchsgruppe V1.AS wurde dem Maisschrot Natriumselenit und bei Versuchs-
gruppe V.1.0S Se-Hefe (Sel-Plex 1000; Batch No. 71658-2, CNCM-1 3060) zugesetzt,
sodass eine Se-Menge von 200 mg pro kg Maisschrot eingestellt war. Der Se-Gehalt
der Maisschrotmischung wurde mithilfe der Atomabsorptionsspektrophotometrie (AAS)
Uberprift. Die Se-haltige Maisschrotmischung wird im weiteren Verlauf als Versuchsfut-
ter bezeichnet. Jeden Morgen zur Melkzeit wurden den Kihen vor der Geburt 20
Gramm und wahrend der Laktation 30 Gramm des Versuchsfutters geflttert, sodass
sie 4 mg Selen pro Tag wahrend der Trockenstehzeit und 6 mg Selen pro Tag wahrend
der Laktation erhalten haben. Auf das Gesamtfutter umgerechnet, wéare dies mit 0,4
ppm Selen versetzt gewesen, was zwischen der Empfehlung der GfE fir Milchkihe
(0,2 ppm Selen) und der gesetzlich erlaubten Héchstmenge fur Selen (0,5 ppm Selen)
liegt. Die Kalber wurden ausschlieBlich mit dem Kolostrum bzw. mit der Milch ihrer Mut-
ter geflttert. Dreimal taglich bekamen die Kélber mit Hilfe eines Trankeeimers je zwei
Liter Kolostrum bzw. Milch.
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Tabelle 5: Zusammensetzung und Selengehalt der Totalen Mischration
(TMR) sowie Nahrstoffzusammensetzung und Energiegehalt des
Kraftfutters fir die Milchkiihe

Futterkomponente %TMR (FM) Selen (ug/kg FM) £SE n
Maissilage

75,6 12,2 0,001 2
Heu 4,44 20,6 400 2
Stroh 4,44 27,0 0,05 6
Rlben 4,44 153 16,7 5
Sojaextraktionsschrot 2,22 227 15,0 3
Rapsschrot 4,44 87,6 9,00
Vitaminiertes Mineralfutter ' 4,44 1681 110 5
Kraftfutter 2 178 102 9
Nahrstoffzusammensetzung und
Energiegehalt der TMR
Trockenmasse % 49,5 0,89 6
Rohprotein (%TS) 10,7 0,01 6
Rohfett (%TS) 2,66 0,01 6
Rohasche (%TS) 5,29 0,02 6
Rohfaser (%TS) 17 0,15 6
Neutral-Detergenzien-Fasern 4
(%TS) 53,1 4,05
Séaure-Detergenzien-Fasern 4
(%TS) 17,3 0,28
Starke (%TS) 13,1
Zucker (%TS) 0,69
nRp (%TS)* 13,6
RNB® -0,11
NEL (MJ/kg)® 6,31

'5,5% Ca, 1,5% P, 2,5% Mg, 4,20% Na; 460.000 IU Vitamin A, 33.500 IU Vitamin D3,
500 IU Vitamin E und 490 mg CuS0O,.5H.0 je kg, Energiegehalt 3,6 MJ NEL/kg
20,78% Ca, 0,5% P, 0,3% Na; 10000 IU Vitamin A, 800 IU Vitamin D3, 90 IU Vitamin E
und 13 mg CuS0O,.5H,0 je kg, Energiegehalt 7 MJ NEL/Kg. Ab 12 | Milch wurden je 2 |
Milch 1 kg von dem Kraftfutter zuséatzlich gegeben.

® Diese Angaben wurden rechnerisch ermittelt

V.2

Die Sauen erhielten wahrend der Trachtigkeit und nach der Geburt jeweils eine kom-
merzielle Futtermischung auf Basis von Gerste, Weizen und Sojaextraktionsschrot
(Tabelle 6). Das Futter wurde ohne eine zusatzliche Se-Supplementierung hergestellt
und enthielt 184 bzw. 180 pg Selen pro kg lufttrockene Substanz (88% TM), sodass es
den Empfehlungen der GfE (2006) fir Sauen entsprach. Die Ferkel erhielten nach dem
Absetzen die Milch aus V.1 (Tabelle 7), der zuséatzlich noch eine selenfreie Spuren-
element - Ergdnzungsmischung untergemischt wurde, um den Bedarf der Ferkel zu
decken.
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Tabelle 6: Zusammensetzung des Mischfutters fir die Sauen sowie
Nahrstoff- und Energiegehalte des Sauenfutters

Trachtigkeitsfutter Laktationsfutter

Komponenten (% FM) (% FM)
Gerste 46,5 45,0
Weizen 18,0 29,0
Sojaextraktionsschrot, 6,00 17,0
dampferhitzt

Weizenkleie 14,0 2,00
Calciumcarbonat 0,65 1,30
Sojadl 1,50 1,00
Monocalciumphosphat 0,65 1,00
Melasse 1,00 1,00
Melasseschnitzel 4,00 1,00
Natriumchlorid 0,50 0,60
WeizengrieBkleie 0,50
Magnesiumoxid 0,10
Zusatzstoffe1 1,20 0,50
Nahrstoff-

und Energiegehalte des

Sauenfutters

ME (MJ/kg) 11,6 13,0
Rohprotein (%TS) 13,5 17,0
Rohfett (%TS) 3,50 2,40
Rohfaser (%TS) 7,50 4,50
Rohasche (%TS) 4,56 6,00
Lysin (%TS) 0,68 1,00
Calcium (%TS) 0,68 0,80
Phosphor (%TS) 0,65 0,60
Natrium (%TS) 0,22 0,25

'Zusatzstoffe: 9.600 IE Vitamin A, 1.440 IE Vitamin D3, 96 mg Vitamin E,
12 mg Kupfer (als Kupfer-(ll)-Sulfat, Pentahydrat) L-Lysin-HCL

Die Milch der Kiihe wurde im Zeitraum zwischen der neunten und zwoélften Laktations-
woche an drei bis funf aufeinander folgenden Tagen von den Kihen aller Versuchs-
gruppen mit dem Ziel gesammelt, diese Milch spater an Ferkel zu verfiittern. Die Milch
wurde in Flachbeuteln aus Aluminium-Verbundfolie (Long Life for Art, Eichstetten,
Deutschland) zu je 1,5 — 2 Liter Milch abgefullt, Vakuum verschweiBt und bei minus
20°C bis zur Verfitterung an die Ferkel eingefroren. Wéhrend des Versuches V2 wurde
die jeweils benétigte Zahl an Aluminiumbeuteln am Abend vor dem Verfuttern aus der
Gefrierzelle geholt und bei Raumtemperatur aufgetaut. Die Ferkel erhielten grundséatz-
lich Gemische aus Milchen von jeweils zwei Kihen entsprechend der Versuchsanord-
nung, die in einem Eimer gemischt und mit einem Tauchsieder auf 38°C erwarmt wur-
den. Mit einem Messbecher wurde die entsprechende Milchmenge pro Box abgemes-
sen und dann das Spurenelement - Erganzungsfutter (Tabelle 8) eingemischt.

Die Ferkel erhielten in der ersten Woche téglich 1,5 Liter, in der zweiten Woche zwei
Liter Milch pro Tier und Tag. In die Milch wurden 60 g eines Spurenelement - Ergén-
zungsfutters pro Ferkel und Tag zugegeben, um den Bedarf der Tiere zu decken. Da-
bei erhielt die Gruppe V.2.Kontrolle die Milch aus der Gruppe V.1.Kontrolle, V.2.AS
Milch aus der Gruppe V.1.AS und V.2.0S Milch aus der Gruppe V.1.0S. Die Inhalts-

-18 -



stoffe der Milch fiir die jeweiligen Gruppen sind in Tabelle 7, die Zusammensetzung
des Spurenelement - Erganzungsfutters ist in Tabelle 8 angegeben.

Tabelle 7: Angaben zu den mittleren Nahrstoff- und Se-Gehalten in der Kuh-
milch in Abh&ngigkeit von dem Fitterungsregime, die die Ferkel der
verschiedenen Gruppen erhielten

Inhaltsstoffe V.2 Kontrolle V.2 AS V.2 0S
(9/1) (9/1) (9/1)
Fettgehalt 40 40 40
EiweiB 30 30 30
Laktose 50 50 50
Trockenmasse 130 130 140
Selen (ug/l) 18,4 21,4 25,6

Tabelle 8: Mittlere Zusammensetzung des fir die Ferkel eingesetzten Spuren-
element - Ergénzungsfutters

Komponenten (9/kg)
Maisstérke 831
Zellulose (kristallin) 166
Zinkchlorid (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 0,83

Deutschland)

Mangan-II-Sulfat-Monohydrat ~ (Carl Roth 0,28
GmbH, Karlsruhe, Deutschland)

Eisen-3-chlorid-hexahydrat (Carl Roth GmbH, 1,99
Karlsruhe, Deutschland)
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3.4 Versuchsdurchfiuhrung

V.1 Se-Fitterung an Milchkihe

Die tragenden Kiihe aus der Herde des Versuchgutes wurden nach ihrem voraussicht-
lichen Abkalbetermin einer von drei Gruppen zugeteilt. Dem Versuch vorgeschaltet
wurde eine Fltterungsperiode von acht Wochen, in der die Kihe einheitlich mit einer
vergleichsweise Se-armen TMR gefuttert wurden. Sechs Wochen vor dem errechneten
Geburtstermin erhielten die Tiere dann ihre jeweilige Versuchsration. Um sicherzustel-
len, dass jede Kuh nur ihr eigenes Versuchsfutter aufnehmen konnte, wurden sie mor-
gens mit Hilfe des Fanggitters jeweils an einem Futterplatz fixiert, bis sie ihre Ration
aufgefressen hatten. Eine Gesundheitskontrolle erfolgte bei den Kihen vor der Geburt
taglich beim Flttern, wahrend die laktierenden Kihe taglich beim Melken kontrolliert
wurden.

V.2 Verflitterung von Se-haltiger Kuhmilch an Ferkel

Die Sauen wurden wéahrend der Trachtigkeit mit dem Trachtigkeits- und nach der Ge-
burt mit dem Laktationsfutter dreimal taglich gefttert und alle zwei Tage auf ihre Ge-
sundheit kontrolliert. Eine W&gung erfolgte vor dem Einstallen und beim Absetzen der
Ferkel. Zwischen dem ersten und dritten Lebenstag erhielten die Ferkel einen ml Ei-
sendextran 20 (Bremer Pharma GmbH, Deutschland) pro Tier. Die Ferkel wurden zwi-
schen dem 23. und 25. Tag abgesetzt und anhand ihres Geschlechts und der Kérper-
masse in eine von drei Gruppen zufallig aufgeteilt und in Dreiergruppen in den jeweili-
gen Buchten gehalten. Die Futterung der Ferkel erfolgte an einem Rundtrog dreimal
taglich. Die Milch wurde vor dem Verfittern auf 38 °C erwarmt und anschlieBend mit
dem untergerihrten Spurenelement - Erganzungsfutter verfittert. Die Futteraufnahme
wurde bei jeder Mahlzeit pro Box erfasst und notiert. Eine Gesundheitskontrolle der
Ferkel erfolgte taglich, wahrend sie vor dem Absetzen wdchentlich und nach dem Ab-
setzen zweimal wdéchentlich gewogen wurden. Insgesamt erstreckte sich die Fitte-
rungsphase auf 13 - 15 Tage, wobei an jedem dieser Tage je drei Ferkel aus zwei und
vier aus einer Gruppe getétet wurden. Die Fitterung am Toétungstag erfolgte ca. zwei
Stunden vor der Tétung.

3.5 Probengewinnung und Sektionsgang

V.1

Den Kiihen wurde zur Feststellung des Se-Gehaltes sechs und drei Wochen vor dem
errechneten Geburtstermin, am Tag der Geburt, sowie eine und 12 Wochen p. p. Blut
abgenommen. Flr die immunologischen und hdmatologischen Untersuchungen wurde
eine Woche und 12 Wochen p. p. gewonnenes Blut genutzt. Das Blut wurde aus der
Vena jugularis mit Hilfe einer Kanule (Strausskantle, Dispomed Witt ohG, Gelnhausen,
Deutschland) entnommen und fur die Se-Untersuchungen in jeweils vier 8 ml Serum-
réhrchen (S-Monovette® 8 ml Serum Z, Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland) Gberfiihrt.
Fdr die immunologischen Untersuchungen wurde Lithium-Heparin-Blut in zwei 8 ml
Plasmaréhrchen (S-Monovette® 8 ml Lithium-Heparin, Sarstedt, Nimbrecht, Deutsch-
land) und fir die hAmatologischen EDTA — Blut in einem 8ml Réhrchen (S-Monovette®
8 ml Kalium-EDTA, Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland) verwendet.

Bei den Kalbern wurde eine Woche nach dem Abkalben Blut entnommen, um immuno-
logische und hamatologische Parameter sowie den Se-Gehalt zu untersuchen. Dar-
Uber hinaus wurde der Se-Status zusatzlich am Tag der Geburt erhoben. Die Proben-
entnahme erfolgte auch hier aus der Vena jugularis. Das Blut wurde in jeweils zwei Se-
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rumréhrchen und in je einem EDTA- bzw. Lithium-Heparin-Plasmaréhrchen gefillt. Die
Milchproben wurden beim téglichen Melken gewonnen und in 1 | Weithalsflaschen
HDPE (Nalgene Labware, Roskilde, Danemark) aufbewahrt. Bis zur Analyse wurden
diese bei 4°C gekihlt gelagert. Fir die Erhebung der immunologischen Parameter
wurden Milchproben neun und 12 Wochen p. p. gewonnen. Flr die Bestimmung des
Se-Status, der fir eine parallel durchgefiihrte Dissertationsarbeit erhoben wurde (Sal-
mann, 2010), wurden eine und 12 Wochen p. p. Milchproben gezogen.

V.2

Von den Sauen wurde am siebten und 13. Tag p. p. Milch gewonnen, um den Se-
Gehalt zu ermitteln. Hierzu wurde den Sauen morgens beim Fittern flinf Minuten vor
dem Melken 3 ml Oxytocin (Depotocin, Veyx Pharma GmbH, Schwarzenborn,
Deutschland) gespritzt. Pro Sau wurden 10 — 15 ml Milch gewonnen und bis zur Analy-
se bei -20°C eingefroren. Den Ferkeln wurde am Tag des Absetzens (22. +
1Lebenstag) Blut aus der Vena jugularis entnommen. Am 36. £ 1 Lebenstag wurden
sie mit Ketaminhydrochlorid (Ursotamin®, 10%ig, Serumwerk Bernburg AG Deutsch-
land) und Azaperon (Stresnil®, Jansen-Cilag, Neuss, Deutschland) intramuskular (0,2
ml/ 0,1 ml pro kg KM) sediert. Danach wurden sie durch eine intrakardiale Gabe eines
Kombinationspraparates bestehend aus Tetracainhydrochlorid, Mebezoniumiodid und
Embutramid (T61®, Intervet, Deutschland) eingeschlafert.

3.6 Futtermitteluntersuchung

Nach den Vorschriften der Weender Analyse (Naumann und Bassler, 2004) wurden die
Rohnéhrstoffgehalte der Futtermischungen analysiert. Die genauen Angaben der Gera-
te und Chemikalien befinden sich in Tabelle 9 und 10.

3.6.1 Rohnahrstoffe (Weender Analyse)

Trockensubstanz (TS)

Das Probenmaterial wurde zur Bestimmung der Trockensubstanz in einem Porzellan-
tiegel eingewogen und bei 105°C im Trockenschrank bis zur Gewichtskonstanz ge-
trocknet. Nach Abkihlung im Exsikkator auf Zimmertemperatur wurden die Proben er-
neut gewogen und der TS-Gehalt berechnet, der in Prozent der urspringlichen Sub-
stanz (uS) angegeben wurde.

Rohasche (Ra)

Die Ermittlung der Rohasche erfolgte unmittelbar nach der TS-Bestimmung. Hierfur er-
folgte eine Veraschung der Proben Uber neun Stunden im Muffelofen bei 600°C und
eine Wagung nach dem Abkulihlen im Exsikkator.

Rohprotein (Rp)
Uber die Messung des Stickstoffgehaltes mit Hilfe eines Makro-Elementaranalysators
wurde das Rohprotein der Probe bestimmt.

Rohfett (Rfe)

Fir die Rohfettanalyse wurde eine Extraktion des Fettes fir sechs Stunden mit Petrol-
ether nach Soxhlet durchgefuhrt. Um den Petrolether anschlieBend abzudampfen,
schloss sich eine Trocknung bei 80°C im Trockenschrank fiir eine Stunde an. Durch
die Gewichtsbestimmung des ProbengefaBes mit und ohne Rohfett wurde die Menge
an Rohfett rechnerisch ermittelt.
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Auf den Saureaufschluss wurde verzichtet, da sich daraus keine Unterschiede der
Analyse ergeben.

Rohfaser (Rfa)

Der Rohfasergehalt wurde mittels eines Rohfaser-Analysators bestimmt. Hierzu wur-
den die Proben in 1,25 %iger Schwefelsaure gekocht, die flissige Phase abgesaugt,
1,25 %ige Natronlauge hinzugeflgt und danach mit heiBem destilliertem Wasser ge-
spult. Die Glasfiltertiegel wurden nach der Entnahme aus dem Analysator im Trocken-
schrank bei 105°C getrocknet, gewogen und dann bei 500 °C im Muffelofen verascht.
Durch die Subtraktion des Gewichtes der Rohasche vom Gewicht des getrockneten In-
halts der Glasfiltertiegel wird der Rohfasergehalt berechnet.

Tabelle 9: Fir die Futtermitteluntersuchung genutzte Gerate

Gerat, Bezeichnung Hersteller Ort

Exsikkator: Typ Novus NS  Schott/Duran Mainz, Deutschland
24/29

Heraeuse Trockenschrank Heraeus electronic Hanau, Deutschland

T5042

Makro-Elemetaranalysator Elementar Analysesystem Hanau, Deutschland
vario max CN GmbH

Muffelofen: Heraeus® Thermo Scientific Karlsruhe, Deutschland
Thermicon®P

Rohfaser-Analysator Ankom Technology Macedon, USA
Ankom®* Fibre Analyser

Tabelle 10: Fir die Futtermitteluntersuchung genutzte Chemikalien

Bezeichnung Hersteller Ort

Natronlauge Carl Roth GmbH & Co. KG  Karlsruhe, Deutschland
Petroleumbenzin, reinst. Merck, KGaA Darmstadt, Deutschland
Schwefelsaure (95-97 %) J.T.Baker Griesheim, Deutschland

3.7 Analyse der Milch

Inhaltstoffe der Milch

Die Inhaltsstoffe der Milch wurden am BfR untersucht. Zur Bestimmung von Fett-, Ei-
weiB3- und Laktosegehalt wurde das Gerat Milco-Scan 133 B der Firma Foss Deutsch-
land GmbH, Hamburg, genutzt.

Zellzahl (SCC)

Die Zellzahl der Milch wurde mit einem DelLaval Zellzahimessgerat DCC der Firma De-
Laval International AB, Tumba, Schweden, am BfR ermittelt. Bei dem Gerat werden 60
ul Milch in eine Kassette angesaugt. Hier werden die Zellkerne mit einem DNA-
spezifischen fluoreszierenden Material eingefarbt, von einer Digitalkamera fotografiert
und dann vom Gerat gezahit.
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3.8 Immunologische Parameter
3.8.1 Differenzialblutbild

V.1

Im Laufe des Versuches wurden den Kihen zweimal und den Kalbern einmal Blut fur
ein Differenzialblutbild entnommen. Eine Woche nach der Geburt wurden sowohl der
Kuh als auch dem Kalb, 12 Wochen p. p. nur dem Muttertier, mit einer EDTA- und ei-
ner Lithium-Heparin-Monovette (S-Monovette® 8 ml Kalium-EDTA bzw. Lithium-
Heparin, Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland) Blut aus der Vena jugularis enthommen.
Die EDTA-R&hrchen wurden an das Labor der Klinik fir Klauentiere der Freien Univer-
sitét Berlin weitergegeben und dort einer Differenzialblutbildanalyse unterzogen. Das
Lithium-Heparinblut wurde an beiden Probetagen fir die Phanotypisierung der mono-
nuklearen Zellen, der Untersuchung der Proliferationskapazitat der Lymphozyten und
der Bestimmung der Phagozytoseaktivitat der Granulozyten und Monozyten genutzt.

V.2

Bei den Ferkeln wurde am Tag des Absetzens das Blut mit einer EDTA- und Lithium-
Heparin-Monovette aus der Vena jugularis enthommen. Am Tétungstag wurde Blut bei
den anasthesierten Ferkeln kurz vor der Euthanasie entnommen. Ebenso wie bei den
Rindern erfolgte die Weitergabe der EDTA-R&hrchen an ein externes Labor, wahrend
das Heparin-Blut fir die Phanotypisierung der mononukleéren Zellen und der Bestim-
mung der Phagozytoseaktivitat der Granulozyten und Monozyten genutzt wurde.

3.8.2 Zelldifferenzialbild in der Milch

V.1

Das Zelldifferenzialbild der Milch wurde mit Hilfe des Kieler Sedimentausstriches unter-
sucht. Diese Ausstrichmethode geht auf Selemann et al. (1936) zurlick. Die Milch wur-
de flir 1 Minute bei 85°C inkubiert und dann bei 1350xg fiir 30 min bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Das Fett wurde abgeschépft und der Uberstand dekantiert. Mit Hilfe einer
Ose wurde das Sediment auf einem Objekitrager tbertragen und an der Luft getrock-
net. Der Ausstrich wurde fir 10 min mit Methylenblau (siehe Anhang) abgedeckt und
danach unter flieBendem Wasser gewaschen, bis alle Uberstande entfernt waren. Da-
nach erfolgte eine erneute Lufttrocknung, bevor der Ausstrich unter einem Lichtmikro-
skop Axiostar plus (Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland) mit Immersionsél (Carl
Zeiss, Oberkochen, Deutschland) bei 1000facher VergrdBerung ausgewertet wurde.

3.8.3 Durchflusszytometrie (FACS) zur Untersuchung der immunologischen Pa-
rameter

Das Verfahren der Durchflusszytometrie wurde fiir die Phanotypisierung der Immunzel-
len und zur Bestimmung der Phagozytoseleistung aus dem peripheren Blut der Kihe,
Kélber und Schweine und aus der Milch der Kihe verwendet. Ebenso wurde es ge-
nutzt, um die Proliferation der Immunzellen aus dem peripheren Blut der Versuchstiere
zu bestimmen.

Die FACS-Methode (,Fluorescent-Activated Cell Sorting”“) ermdglicht das Zahlen, die
Differenzierung und das Sortieren von Zellen, die mit fluoreszierenden Stoffen markiert
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wurden. Das Prinzip beruht auf der Emission von optischen Signalen seitens der Zellen
einer Probe, die in einer Flusskammer einzeln einen Laserstrahl im rechten Winkel
passieren. Das von den Zellen gestreute Licht wird mittels Photodetektor erfasst und
mit einem Photomultiplier verstérkt. Die Menge des abgestrahlten Lichts korreliert mit
der GrdBe der Zelle und mit ihrer Granularitat. Der Forward Scatter misst die Strahlung
in Vorwartsrichtung (180°) und ist das MaB fir das Volumen der Zelle. Die im 90° Win-
kel gemessene Seitwartsstreuung (Sideward Scatter) ist das MaB fiir die Granularitat
der Zelle. Gleichzeitig wird das emittierte Fluoreszenzsignal registriert, welches durch
die Anregung der Farbstoffmarkierungen auf den Zellen durch den Laser entsteht.

Mit dem Computerprogramm CellQuest pro® (Becton Dickinson Bioscience, San Jose,
USA) wurden die gemessenen Daten ausgewertet. Zur Darstellung wurden das Streu-
diagramm (density plot) und das Histogramm gewéhlt. Die einzelnen Zellpopulationen
kénnen mithilfe des Streudiagramms anhand verschiedener Merkmale wie Morphologie
und Bindung von Antikérpern voneinander abgegrenzt und mit Hilfe eines Rahmens
weiter untersucht werden. Mit dem Histogramm wurde die Phagozytoserate von Granu-
lozyten und Monozyten ausgewertet.

Die verwendeten Geréate und Materialien sind in Tabelle 11 zusammengefasst.
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Tabelle 11: Fir die durchflusszytometrischen Analysen eingesetzte Gerate und Materialien

Bezeichnung Hersteller Ort, Staat
Bromdeoxyuridin Sigma-Aldrich ~ Biochemie Hamburg, Deutschland
GmbH

Brutschrank
CellQuest pro®

Cellstar® 96-Well-Microplates

CO,-Inkubator:biocenter
BC170

Concanavalin A
DNAase

Ethanol (96 %)
FACS Calibur®

FACS Clean
FACS Rinse

FACS-Ro6hrchen

Ficoll

Greiner Réhrchen 50 ml
Greiner Réhrchen 15 ml
Heraeus®Megafuge®1.0R

Neubauer Zahlkammer

PBS
Perm2Puffer

Phythamagglutinin

Pokeweed mitogen

S-Monovette® 7,5ml
Li-Heparinat

Testkit Phagotest®

Trypanblau, 0,5 %

Heraeus Instruments
Becton Dickinson Bioscien-
ce

Greiner bio-one
SalvisLab
Sigma-Aldrich  Biochemie
GmbH
Sigma-Aldrich
GmbH

Fa. Roth

Becton Dickinson Bioscien-
ce

Biochemie

Becton Dickinson
Bioscience
Becton Dickinson
Bioscience

Falcon (Becton Dickinson)
Biochrom AG

Greiner bio-one

Greiner bio-one

Thermo Scientific

Paul Marienfeld GmbH &
Co. KG

Biochrom AG
Becton
Bioscience
Sigma-Aldrich
GmbH
Sigma-Aldrich
GmbH
Sarstedt

Dickinson
Biochemie

Biochemie

Orpegen Pharma

Biochrom AG

Osterode, Deutschland
San José, USA

Frickenhausen, Deutschland
Rotkreuz, Schweiz

Hamburg, Deutschland
Hamburg, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland
San José, USA

San José, USA
San José, USA

Franklin Lake, USA

Berlin, Deutschland
Frickenhausen, Deutschland
Frickenhausen, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland

Lauda-Konigshofen,
Deutschland

Berlin, Deutschland
San José, USA

Hamburg, Deutschland

Hamburg, Deutschland

NUmbrecht, Deutschland

Heidelberg, Deutschland

Berlin, Deutschland
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3.8.3.1 Isolierung der Immunzellen aus dem peripheren Blut, der Kuhmilch und
der Schweinemilz

Periphere Blutzellen
A

Die Isolierung der Immunzellen aus dem Rinderblut erfolgte mit Hilfe von frisch ange-
setztem Gey’s Lysepuffer (siehe Anhang). Daflir wurde frisches heparinisiertes Vollblut
mit dem sterilen eisgekihlten Lysepuffer 1:5 gemischt, funf Minuten auf Eis gekuUhit
und fir 10 Minuten bei 450xg und 4°C zentrifugiert. Dadurch lagern sich die mono-
nuklearen Zellen und die Granulozyten als Pellet am Boden des GefaBes ab. Nach
Verwerfen des Uberstandes wurde das Sediment zweimal in sterilem PBS (Phosphate
Buffered Saline) mit Zentrifugation fir 10 min bei 4°C und 450xg gewaschen und dar-
aufhin mit einem ml Zellkulturmedium resuspendiert. Von dieser Zellsuspension wur-
den 10 pl mit 90 pl Trypanblau verdinnt und mit 10 pl dieser Verdinnung eine Neu-
bauer-Zahlkammer beschickt. Es erfolgte die Z&hlung von 16 Kleinstquadraten (Volu-
men 1 pl) und mithilfe folgender Formel die Konzentration der Zellen in einem ml der
Zellsuspension zu bestimmen:

Zellen in 1 ml = Anzahl der gezé&hlten lebenden Zellen x Kammerfaktor (104)
x Volumen der Zellsuspension (1) x Verdinnung in Trypanblau (10)

Anhand der berechneten Zellzahl wurde mit sterilem Zellkulturmedium eine Zellsus-
pension fiir die Phanotypisierung mit der Konzentration von 1 x 10 und fiir die Prolife-
ration von 4 x 10° Zellen pro ml hergestellt und bis zur Weiterverarbeitung auf Eis ge-
lagert.

V.2

Durch eine Gradientenzentrifugation mit Ficoll, ein aus Epichlorhydrin und Saccharose
synthetisch hergestelltes Polysaccharid, konnten die mononuklearen Zellen aus dem
peripheren Schweineblut isoliert werden. Hierfir wurde frisch enthommenes Hepa-
rinblut 1:2 mit PBS verdinnt und im folgenden Schritt auf Ficoll geschichtet. Es erfolgte
eine Zentrifugation fir 30 min bei 400xg und Raumtemperatur. Der Dichtegradient fuhrt
zu einer Phasentrennung der einzelnen Blutbestandteile. Die leichteren mononuklea-
ren Zellen sammeln sich in der Interphase, wéahrend die durch Aggregation mit den
Granulozyten schweren Erythrozyten sich am Boden befinden. Nach Uberflihrung der
Interphase in eiskaltes PBS wurde mit den Zellen wie bei V1 ab dem Waschschritt wei-
ter verfahren.

Mononukleare Milchzellen (V1)

Gekuhlte Milch (600 ml) vom Abendgemelk wurden 1:2 mit eisgeklhlter PBS verdinnt
und fir 15 min bei 1000xg und 4°C zentrifugiert. Hierbei lagerte sich das Milchfett im
oberen Bereich des Réhrchens ab, wahrend sich die Zellen am Boden befanden. Nach
Entfernen des Milchfettes und erneutem Waschen der Zellen mit PBS wurde das
Zentrifugat in 6 ml PBS resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde tber 3 ml Ficoll ge-
schichtet und fir 30 min bei 1350xg und Raumtemperatur zentrifugiert. Durch den
Dichtegradienten sammelten sich auch hier die mononukleédren Zellen in der Interpha-
se, wahrend die Granulozyten sich in der unteren Phase befanden. Nach zweimaligem
Waschen der Zellen mit eiskaltem PBS wurde der Uberstand verworfen und das Zentri-
fugat in 1 ml RPMI, welches mit Kalberserum versetzt war, aufgenommen. Aus dieser
Zellsuspension wurden 10 pl mit 10 pl Trypanblau verdunnt. Mittels der Neubauer
Zahlkammer wurde die Konzentrationen der Zellen bestimmt und auf die Konzentration
auf 1 x 107 Zellen/ml eingestellt. Bei einer niedrigeren Konzentration wurden alle vor-
handenen Zellen der Suspension genutzt.
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Isolierung der Leukozyten aus der Milz (V2)

Von der Milz wurde ein ca. 5 x 5 x 2 cm groBes Stlick entnommen und mit Skalpellklin-
gen in ca. 2 mm kleine Stiickchen zerschnitten. Diese wurden in RPMI aufgenommen
und die Suspension anschlieBend durch eine Gaze mit einer MaschengréBe von
200 pm filtriert. Nach einer Zentrifugation tGber 10 min bei 320xg und 4°C wurden die
Zellen in 7 ml RPMI aufgenommen. Im Folgenden wurde 1 ml der Zellsuspension in
5 ml Puffer, der zur Auflésung der Erythrozyten diente (Erythrozyten-Lyse-Puffer), ge-
geben und fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Leukozyten befanden sich
nach erneuter Zentrifugation im Sediment, welches in 1 ml RPMI resuspendiert wurde
und zur Zahlung der Zellen mit der Neubauer Zahlkammer genutzt wurde.

3.8.3.2 Phanotypisierung der peripheren mononukledren Zellen, der mono-
nuklearen Zellen aus der Milch und der Milz

Mononukledre Zellen tragen auf ihrer Oberflache populationsspezifische Zelloberfla-
chenproteine (Cluster of Differentiation, CD). An die CD binden spezifische primare An-
tikérper (monoklonale Antikdrper mAKk), die wiederum spezifische sekundare Antikérper
(sAk), die einen fluoreszierenden Farbstoff tragen, binden und so markiert werden
kénnen. Fir die durchgeflhrten Versuche wurden Phycoerythrin (PE) und Fluoreszei-
nisothiocyanat (FITC) als Farbstoff verwendet, da bei einer Anregung mit einer Wellen-
lange von 488 nm beide das Licht in einer unterschiedlichen Wellenlange emittieren.
Phycoerythrin ergibt mit einer Wellenlange von 570 — 600 nm eine Rotfluoreszenz,
wahrend Fluoreszeinisothiocyanat eine Grinfluoreszenz im Wellenlangenbereich von
500 — 570 nm abstrahlt. Dadurch ist eine Doppelfarbung der einzelnen Zellen mdglich,
da mithilfe der Durchflusszytometrie beide Farbstoffe gleichzeitig gemessen werden
kénnen.

Durchflihrung der Phanotypisierung

Fur die Phanotypisierung wurden fir jede Farbung 100 pl aus der auf 1 x 107 Zellen/ml
eingestellter eisgekihlter Zellsuspension entnommen, jeweils 50 pl der entsprechen-
den priméren Antikérpersuspension (siehe Tabelle 12 und 13) hinzugeflgt und der An-
satz fur 25 Minuten auf Eis inkubiert. Daraufhin wurden die Probenréhrchen mit 2 ml
FACS-Puffer (siehe Anhang) beflllt und fir 5 min bei 4°C und 450xg zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Proben mit je 50 pl der benétigten sekundaren An-
tikérpersuspension (Tabelle 14) versetzt, bevor sie weitere 25 Minuten unter Lichtab-
schluss auf Eis inkubiert wurden. Nach einem erneuten Hinzugeben von 2 ml FACS-
Puffer und einer Zentrifugation (5min, 4°C, 450xg) wurde das Sediment in 300 ml
FACS-Puffer resuspendiert und bis zur durchflusszytometrischen Messung auf Eis und
vor Licht geschiitzt gelagert. Die Messung erfolgte mit dem Gerat FACS Calibur® (Bec-
ton Dickinson Bioscience, San José, USA).
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Tabelle 12: Verwendete primare Antikérper zur Phanotypisierung der mononukleéren
Zellen aus dem peripheren Blut der Kiihe und teilweise der Kélber sowie aus

der Milch

Primare . .

o Isotyp Hersteller Verdlnnung Sekundare Antikérper
Antikorper
Mouse Anti- Serotec, _

_ lgG1 1:200 Anti-Mouse IgG1 RPE
Bovine CD4 Deutschland
Mouse Anti- Serotec, Anti- Mouse IgG2a

, lgG2a 1:200
Bovine CD8 Deutschland FITC
Mouse Anti-

_ Serotec, ,
Equine MHC lgG1 1:100 Anti-Mouse IgG1 RPE

Deutschland

class Il
Mouse Anti- Dunn, _

_ lgG2a 1:50 Anti-Mouse IgG2a FITC
Bovine CD25 Deutschland
Mouse Anti- Serotec, _

. lgG1 1:100 Anti-Mouse IgG1 RPE
bovine CD 5 Deutschland
Mouse Anti- _ _

. lgG2a Biolegend, USA 1:4 Anti-Mouse 1gG2a FITC
bovine CD 14

CD = Cluster of Differentiation
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Tabelle 13: Verwendete primare Antikdrper zur Phanotypisierung der mononukledren Zellen
der Ferkel aus dem peripheren Blut und der Milz

Primare Antikdrper Isotyp Hersteller Verdlnnung Sekundare
Antikbrper

Mouse Anti-pig lgG2b Becton Dickinson, 1:200 Anti- Mouse 1gG2b

SWeC3 USA FITC

Mouse Anti porcine 1gG1 Southern Biotech, 1:100 Anti-Mouse IgG1

cD21 USA RPE

Mouse Anti porcine 1gG2b Serotech, 1:100 Anti- Mouse IgG2b

cD14 Deutschland FITC

Mouse Anti porcine 1gG1 VMRD, USA 1:200 Anti-Mouse IgG1

TCR1 RPE

Mouse Anti porcine Southern Biotech. 1:100 Selbst konjugiert mit

CDSa. USA RPE

Mouse Anti porcine 1gG2a VMRD, USA 1:100 Anti- Mouse IgG2a

CD8p PE

Mouse Anti porcine 1gG1 Acris, Deutschland 1:100 Anti-Mouse IgG1

CD25 RPE

Mouse Anti-pig lgG2a Vet. Med. Universitat  Unverdinnt Anti- Mouse IgG2a

cD2 Wien, Osterreich (33ul) FITC

Mouse Anti-pig lgG1 Vet. Med Universitat  Unverdinnt Anti-Mouse 1gG1

CD5 Wien, Osterreich (33ul) RPE

Mouse Anti-pig Southern Biotech., 1:50 Selbst konjugiert mit

CD4 USA FITC

Mouse Anti porcine 1gG2a VMRD, USA 1:200 Anti- Mouse IgG2a

MHCII FITC

Mouse Anti-pig lgG1 Vet. Med Universitat  Unverdinnt Anti-Mouse IgG1

CD45RC Wien, Osterreich (33ul) RPE

Mouse Anti porcine 1gG1 Acris, BRD 1:100 Anti-Mouse IgG1

CD16

RPE

CD= Cluster of Differentiation
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Tabelle 14: Verwendete sekundéare Antikérper

Sekundare Anti-
Kbrper Hersteller Farbstoff Verdinnung
Anti-Mouse 1gG1  Southern Phycoerythrin (PE) 1:200
RPE Biotechnology Ass.,

USA
Anti-Mouse IgG2a Southern Fluoreszeinisothiocyanat 1:100
FITC Biotechnology Ass., (FITC)

USA

Auswertung der Phanotypisierung

Mithilfe des Computerprogramms CellQuest pro® (Becton Dickinson Bioscience, San
José, USA) wurde der prozentuale Anteil der Zellen, die CD4*CD8" (T-Helferzellen),
CD4CD8" (zytotoxische Zellen) und CD4"CD8" (aktivierte T-Helferzellen), CD14+
(Makrophagen), CD21" (B-Zellen), TCR1* (y3-T-Zellen), TCR1°CD8a" (y3-T-Zellen mit
nachgewiesener zytotoxischer Aktivitat), CD2*CD5" (T-Zellen gesamt), CD2*'CD5" (NK-
Zellen), CD2°'CD5" (B-Zell Subset), CD45RC* (wird in aktivierten T Zellen herunter re-
guliert), CD2'CD16" (yd-T-Zellen), CD2CD16" (NK-Zellen, Granulozyten, Makropha-
gen, dendritische Zellen), CD2"CD16" (NK-Zellen) sind, bestimmt. Dazu wurden zu-
nachst die morphologischen Parameter Granularitat (sichtbar im Sideward Scatter,
SSC-H) und GréBe (sichtbar im Forward Scatter, FSC-H) gegeneinander aufgetragen.
Aus den sich daraus ergebenden Punktwolken wurden dann die einzelnen Populatio-
nen von Lymphozyten, Granulozyten, Makrophagen und Zellresten (Debris) identifiziert
(Abbildung 01). Uber den so identifizierten Bereich der Lymphozytenpopulation wurde
ein Gate gelegt, welches als Grundlage fur eine weitere Auswertung diente. Die Zell-
population aus dem Gate wurde in das Diagramm FITC gegen PE eingefligt, um mit
Hilfe von gebildeten Quadranten den relativen Anteil an FITC-positiven, PE-positiven
und PE und FITC- doppelt positiven Zellen zu ermitteln (Abbildung 01).
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Abbildung 1: Zweiparameterdarstellung im Density Plot nach Festlegung einer Region
um die Lymphozyten am Beispiel von CD4 und CD8 markierten T-

Lymphozyten
a) Es wurde eine Region (R2) um die Punkte gelegt, die aufgrund der Fluores-
zenzmarkierung im PE/FITC-Diagramm als Lymphozyten identifiziert worden
waren.
b) In diesem PE/FITC-Diagramm wurden nur die Zellen aus Region 2 zugelassen

und mithilfe der Quadranten der prozentualen Anteile der naiven T-Helferzellen
(CD47CD8) und der zytotoxischen T-Zellen (CD4'CD8") bestimmit.

3.8.3.3 Proliferation der peripheren mononukleédren Zellen (V1)

Die mononuklearen Zellen wurden mit verschiedenen Mitogenen stimuliert, um die Zel-
len aus dem Blut zu einer Proliferation anzuregen. In der vorliegenden Arbeit wurden
hierzu Pokeweed Mitogen (PWM), Concanavalin A (CON A) und Phythdmagglutinin
(PHA-M) als Mitogene verwendet. Aufgrund der Zugabe von dem Thymidin - Analogon
Bromdeoxyuridin (BrdU), welches sich anstelle von Thymidin in die neu synthetisierte
DNA einlagert, ist es moglich, mit einem sekundéaren Antikdrper die Anzahl der prolife-
rierten Zellen mithilfe der Durchflusszytometrie darzustellen. Fir eine genauere Dar-
stellung der stimulierten Zellen durch PWM, CON A und PHA-M wurde ein CD5-
Antikérper eingesetzt, der hauptsachlich T-Zellen, aber auch ein geringes Mal3 an B-
Zellen markiert (Haas und Estes, 2001)

Durchfthrung der Lymphozytenproliferation

Von der auf 4 x 10° eingestellten Suspension der mononukleédren Blutzellen wurden
100ul in eine Kavitat einer 96 Well-Platte (Cellstar®, Greiner bio-one, Deutschland) pi-
pettiert. Zu diesen wurden 25 pl der vorverdiunnten Mitogene hinzugegeben, sodass far
PWM eine Endkonzentration von 2,5 pug/ml, fir CON A von 5 pg/ml und fir PHA-M ei-
ne Endkonzentration von 10 pg/ml pro Kavitét erreicht wurde. Fir die Negativkontrolle
wurden 25 pl Zellkulturmedium verwendet. Je nach Ausbeute wurden pro Tier und Mi-
togen bis zu sechs Kavitaten beflllt und dann fiir 48 Stunden im Brutschrank bei 37°C
und 5% CO, Anteil inkubiert. Danach wurden 12 ul BrdU hinzugegeben, sodass eine
Konzentration von 60 pM/ Kavitét erreicht und fir weitere 24 Stunden inkubiert wurde.
Die jeweiligen Ansatze wurden nach der Inkubation in ein FACS-Réhrchen tberflhrt,
mit 2 ml FACS-Puffer aufgeflllt und zentrifugiert (5 min, 4 C, 450xg). Nach Entfernen
des Uberstandes wurde das Sediment mit 250 pl vorverdiinntem Perm2-Puffer re-
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suspendiert und fir weitere 18 - 24 Stunden auf Eis bei 4°C im Kuhlschrank inkubiert.
Daraufhin wurden jedem Ansatz 2 ml FACS-Puffer hinzugefigt. Um eine mégliche un-
spezifische Fluoreszenz, die in einer nicht gefarbten Probe zu sehen wére, auszu-
schlieBen, wurden aus dem Kontrollréhrchen 300 pl entnommen und im weiteren Ver-
lauf nicht mit Farbstoffen behandelt (ungeféarbte Kontrolle) und fur eine spater Kom-
pensation am Durchflusszytometer genutzt. Nach einer Zentrifugation fiir 5 min bei 4°C
und 450xg wurde der Uberstand verworfen und allen Probenrdhrchen bis auf die unge-
farbte Kontrolle mit 50 pl vom vorverdiinnten CD5 Antikérper versetzt und fur 25 min
auf Eis inkubiert. Das Pellet der ungefarbten Kontrolle wurde mit 500 ul FACS-Puffer
resuspendiert und bis zur Messung auf Eis belassen. Die Proben wurden mit 2 ml
FACS-Puffer gewaschen, zentrifugiert (5 min, 4 C, 450xg), der Uberstand anschlie-
Bend verworfen und mit 50ul des sekundaren Antikérpers mit PE-Farbstoff fir weitere
25 min auf Eis unter Lichtschutz belassen. Nach zweimaligem Waschen und Zentrifu-
gieren (5 min, 4°C, 450xg) wurde das Sediment mit 500 pl Fixierldsung (siehe Anhang)
resuspendiert und unter Lichtschutz fir 15 min auf Eis inkubiert. Es erfolgte eine weite-
re Waschung, bevor das Zentrifugat mit 250 ul einer DNAase | -Verdinnung (DNAase
10 mg/ml 1:10 verdinnt mit DNAase-Puffer siehe Anhang) resuspendiert und far
30 min unter Lichtausschluss im Brutschrank bei 37°C inkubiert wurde. Durch die
DNAase wurde die DNA der Proben zersetzt, sodass sie nach der Inkubation in Form
von Mono- und Oligonukleotiden vorlag. Danach wurden die Proben gewaschen, das
Pellet mit 50ul vorverdiinntem FITC-konjungiertem anti-BrdU-Antikérper, der zur Mar-
kierung des eingelagertem BrdU der frei vorliegenden Nukleotide eingesetzt wurde, re-
suspendiert und 30 min abgedunkelt auf Eis inkubiert.
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Tabelle 15: Fir die Lymphozytenproliferation verwendete Antikdrper

Antikorper Hersteller Farbstoff Verdinnung
primar Mouse Anti- Serotec, Dussel- Phycoerythrin (PE) 1:100
bovine IgG1 dorf, Deutschland
CD5
sekundéar Anti-Mouse  Southern Phycoerythrin (PE) 1:200
lgG1 RPE Biotechnology

Ass.,

Birmingham, USA
Mouse anti- BD Biosciences Fluoreszeinisothiocyanat 1:5
BrdU FITC  Pharmingen, (FITC)

San Diego, USA

Auswertung der Lymphozytenproliferation

Zur Auswertung der Lymphozytenproliferation wurde ebenfalls das Computerprogramm
CellQuest pro® (Becton Dickinson Bioscience, San José, USA) genutzt. Bei der Unter-
suchung der durch PWM, CON A oder PHA-M stimulierten T- bzw. B-Lymphozyten
wurde die Oberflache dieser zusétzlich durch den Antikérper CD5 markiert. Die Lym-
phozyten wurden anhand ihrer GréBe (FSC-H) und Granularitat (SSC-H) identifiziert
und mit einem Gate umschlossen. Die in dem Gate enthaltenen Zellen wurden in ein
Diagramm FITC gegen PE Ubertragen und mittels Quadranten der Anteil der FITC po-
sitiven (BrdU enthaltenden) Zellen ermittelt (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Zweiparameterdarstellung im Density Plot der mit CON A stimulierten
peripheren mononukledren Blutzellen

a) Es wurde eine Region (R3) um die Punkte gelegt, die aufgrund der Fluores-
zenzmarkierung im PE/FITC-Diagramm als T- (und B-) Lymphozyten identifi-
ziert worden waren.

b) Die Zellen der R3 wurden in ein FL1-H/FL2-H- Diagramm Ubertragen, um mit-
hilfe der Quadrantenbildung den Anteil der BrdU positiven Zellen (Quadrant
oben rechts) zu ermitteln.

3.8.3.4 Lymphozytenproliferation mit anschlieBender Phanotypisierung

Durchfihrung der Lymphozytenproliferation mit anschlieBender Phanotypisierung
Ebenso wie bei der oben beschriebenen Lymphozytenproliferation wurden 100ul von
der auf 4 x 10° Zellen/ ml eingestellten Suspension der mononukleéren Blutzellen in
eine Kavitat einer 96 Well-Platte (Cellstar®, Greiner bio-one, Deutschland) pipettiert.
Zu diesen wurden 25 pl der vorverdinnten Mitogene hinzugegeben, sodass fir CON A
eine Endkonzentration von 5ug/ml und fur PHA-M eine von 10 pg/ml pro Kavitat er-
reicht wurde. Far die Negativkontrolle wurden 25 pl Zellkulturmedium verwendet. Je
nach Ausbeute wurden pro Tier und Mitogen bis zu sieben, fiir die Negativkontrolle
acht Kavitaten befullt und dann fir 72 Stunden im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO,
Anteil inkubiert. Nach der Inkubation wurden jeweils zwei identische Ansatze in ein
FACS-R&hrchen Gberfihrt und mit einem Milliliter PBS aufgeflillt. Zur spateren Kom-
pensation der Farbung mit Fluoreszeinisothiocyanat am FACS wurde eine Kavitat vom
Ansatz mit CON A und flr die PE-Farbung eine Kavitdt vom Ansatz mit PHA-M in ein
Réhrchen Gberfiihrt und ebenfalls mit einem Milliliter PBS aufgefillt. Die Proben wur-
den fir 5 min bei 4°C und 450xg zentrifugiert, der Uberstand verworfen und allen Pro-
berbhrchen bis auf die ungeféarbte Kontrolle wurden 50 pl von den vorverdinnten pri-
maren Antikdrpern zugesetzt und fur 25 min auf Eis unter Lichtschutz inkubiert. Dar-
aufhin wurden die Probenréhrchen mit 1 ml PBS beflllt und erneut zentrifugiert (5 min,
4°C, 450xg). Der Uberstand wurde verworfen und die Proben mit je 50 ul der benétig-
ten sekundaren Antikérpersuspension (siehe Tabelle 13) versetzt, bevor sie weitere 25
Minuten unter Lichtabschluss auf Eis inkubiert wurden. Nach einem erneuten hinzuge-
ben von 2 ml FACS-Puffer und einer Zentrifugation (5min, 4°C, 450xg) wurde das Se-
diment in 300 ml FACS-Puffer resuspendiert und bis zur durchflusszytometrischen
Messung auf Eis und vor Licht geschiitzt gelagert. Die Messung erfolgte mit dem Geréat
FACS Calibur® (Becton Dickinson Bioscience, San José, USA)
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Auswertung der Lymphozytenproliferation mit anschlieBender Phanotypisierung

Der prozentuale Anteil der durch CON A oder PHA-M stimulierten Zellen wurde wie
folgt differenziert: CD4*CD8 (T-Helferzellen), CD4CD8" (zytotoxische Zellen) und
CD4*CD8" (aktivierte T-Helferzellen), CD4*CD25  (T-Helferzellen), CD4 CD25" (akti-
vierte T- und B-Zellen), CD4*CD25" (aktivierte T-Helferzellen), CD25"MHCII" (aktivierte
T- und B-Zellen), CD25MHCII* (antigenpréasentierende Zellen, aktivierte T- und B-
Zellen) und CD25*"MHCII* (aktivierte T- und B-Zellen). Zur Auswertung diente das
Computerprogramm CellQuest pro® (Becton Dickinson Bioscience, San José, USA).
Die Lymphozyten wurden anhand ihrer GréBe (FSC-H) und Granularitat (SSC-H) iden-
tifiziert und mit einem Gate umschlossen. Die in dem Gate enthaltenen Zellen wurden
in ein Diagramm FITC gegen PE eingefligt, um mit Hilfe von gebildeten Quadranten
den relativen Anteil an FITC-positiven, PE-positiven und PE und FITC- doppelt positi-
ven Zellen zu ermitteln.

3.8.3.5 Phagozytoseaktivitat von Monozyten und Granulozyten im peripheren
Blut und in der Milch

Es wurde ein Testkit (Phagotest®, Orpegen Pharma, Heidelberg, Deutschland) zur Un-
tersuchung der Phagozytoseleistung der Granulozyten und Monozyten verwendet. Als
Probenmaterial wurden 300 ul heparinisiertes Vollblut genutzt, woraus drei Ansatze
hergestellt wurden. Ein Ansatz diente hierbei als Negativkontrolle. Zu den drei Ansét-
zen wurde jeweils 20 pl eisgekihlte FITC-markierte E. coli-Suspension hinzugegeben
und gut durchmischt. Wahrend die Negativkontrolle auf Eis verblieb, wurden die ande-
ren beiden Proben fir 10 min (Blutproben) bzw. 15 min (Milchproben) in einem 37°C
warmen Wasserbad inkubiert. Zur Unterbrechung der Phagozytoseaktivitat wurden die
Proben hiernach sofort auf Eis gestellt und zu jedem Ansatz 100 pl eisgekuhlte
Quenchlésung hinzugegeben. Danach wurden die Proben zweimal mit 3 ml einer eis-
geklhlten Waschlésung versetzt, zentrifugiert (5 min, 4°C, 250xg) und der Uberstand
dekantiert. Mit einer Lyselésung wurden die in den Proben enthaltenen Erythrozyten
Uber eine 20minutige Inkubation bei 37°C im Brutschrank lysiert. Nach erneutem Wa-
schen und Zentrifugieren (5 min, 4°C, 250xg) wurde den Ansatzen von einer DNA-
Farbelésung 200 pl zugegeben und fir 10 Minuten inkubiert. Dann wurden die Proben
durchflusszytometrisch gemessen.

Auswertung der Phagozytoseaktivitat

Auch hier wurde die Analyse der Phagozytoseleistung der Granulozyten und Monozy-
ten mit dem Computerprogramm CellQuest pro® (Becton Dickinson Bioscience, San
José, USA) ausgewertet. Hierzu wurden zuerst die Bereiche der Monozyten, Granulo-
zyten, Lymphozyten und Zellreste anhand der GréBe (FSC-H) und Granularitéat (SSC-
H) identifiziert (Abbildung 03). Daraufhin wurden die Regionen der Monozyten und
Granulozyten festgelegt und einzeln in einem Histogramm (FITC positive Zellen/ An-
zahl der gez&hlten Zellen) ausgewertet.
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Abbildung 3: Zweiparameterdarstellung im Histogramm (a) und im Density Plot (b) zur
Identifizierung der Granulozyten und Monozyten

a) Es wurde eine Region 1 (R1) um die Lymphozyten gelegt, die durch das Pro-
gramm als Spitze dargestellt wurden.

b) Die Granulozyten und Monozyten wurden aufgrund ihrer Fluoreszenzmarkie-
rung identifiziert. Die Granulozyten wurden mit der Region 2 (R2) und die Mo-
nozyten mit der Region (R3) umschlossen. Diese wurden fir weitere Analysen
im Histogramm genutzt.

Da die Kontrollproben immer eine gewisse FITC-Fluoreszenz aufwiesen, wurden zu-
nachst die Histogramme flir diese Proben gebildet und deren Eigenfluoreszenz mit
dem Marker M1 gekennzeichnet (Abbildung 04). Dieser Marker wurde in die
Histogramme der Versuchsansatze Ubertragen und ein zweiter Marker Uber den Be-
reich der starkeren Fluoreszenzintensitat, die als Phagozytoseaktivitat interpretiert
wurde, gelegt. Mithilfe dieser Auswertung konnten der prozentuale Anzahl der phago-
zytierenden Zellen als auch die mittlere Fluoreszenzstérke, die Auskunft Gber die An-
zahl der aufgenommenen Bakterien pro Leukozyt gibt, ermittelt werden.

i Granulozyten

Granulozyten
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Abbildung 4: Zweiparameterdarstellung im Histogramm zur Beurteilung der Phagozy-
toseaktivitét der Granulozyten und Monozyten

a) In dem Histogramm wurde die FITC-Fluoreszenzstérke gegen die Anzahl der
gezahlten Zellen einer Kontrollrobe fur die Granulozyten aufgetragen. Mit M1
wurde der Bereich festgelegt, bis zu welcher Fluoreszenzstarke noch nicht von
einer phagozytosebedingten Fluoreszenz ausgegangen wurde.

b) Das Histogramm (FITC-Fluoreszenzstarke/ Anzahl der gezéhlten Félle) zeigt
die Ergebnisse einer Versuchsprobe fir die Granulozyten. Die phagozytieren-
den Granulozyten wurden unter M2 zusammengefasst.
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3.9 Zusatzuntersuchungen der Blut- und Milchproben

3.9.1 Untersuchungen des Serums der Kithe und Kélber auf den Selenstatus
und der antioxidativen Kapazitat

Im Rahmen des hier beschriebenen Versuches wurden bei einer anderen Arbeit auch
der Se-Status und die antioxidative Kapazitat im Blut der Kilhe und Kélber untersucht.
Hierzu wurden den Kihen sechs und drei Wochen a. p., am Tag der Kalbung sowie ei-
ne und 12 Wochen p. p. Blut abgenommen. Das Blut der Kalber wurde innerhalb von
12 Stunden nach der Geburt und eine Woche p. n. gewonnen.

Zu Beginn des Versuches unterschieden sich die Kuhe in ihrem Se-Gehalt im Serum
nicht. In der Kontrollgruppe sank der Se-Gehalt von Beginn des Versuches bis zur Ge-
burt von 47,9 £5,94 ug/l auf 30,6 pg/l bis es nach der Geburt ein Plateau von 35ug/l er-
reichte. Sowohl bei Fitterung von anorganisch gebundenem Selen (AS) als auch in der
Fltterung mit organisch gebundenem Selen (OS) zeigten die Tiere bei der Geburt ei-
nen ebenfalls kurzfristigen fallenden Se-Gehalt im Serum. Beide Gruppen hatten zu al-
len Zeitpunkten einen signifikant héheren Se-Gehalt im Serum als die Kontrollgruppe.
Nur die AS-Gruppe unterschied sich zum Zeitpunkt der Abkalbung nicht von den bei-
den anderen Gruppen. Die AS- und die OS- Gruppe unterschieden sich zu den ande-
ren Zeitpunkten nicht signifikant voneinander (Salman, 2010).

Die antioxidative Kapazitat wurde mit Hilfe der Trolox Equivalent Antioxidative Capacity
(TEAC) zu verschiedenen Zeitpunkten im Serum gemessen. Zeitliche signifikante Un-
terschiede konnten in keiner der drei Gruppen ermittelt werden. Zwischen den Gruppen
hatte die OS-Gruppe mit 577 umol TE/I einen signifikant héheren Wert als die anderen
beiden Gruppen und auch die AS-Gruppe lag mit 570 umol/l héher als die Kontroll-
gruppe mit 566umol TE/l. Im Gegensatz zu den Kiihen, kam es bei den Kalbern neben
einem signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen, auch zu einer signifikanten
Abnahme der TEAC-Werte eine Woche nach der Geburt innerhalb der Gruppen
(Salman, 2010).

3.9.2 Untersuchungen der Kuhmilch auf den Selenstatus und deren antioxidati-
ven Kapazitat

Ebenfalls wurden wahrend des Versuches der Se-Status und die antioxidative Kapazi-
tat in der Milch der Kuhe bei einer parallel laufenden Arbeit untersucht (Salman, 2010).
Hierbei zeigte sich, dass der Se-Gehalt im Kolostrum bei der Kontrollgruppe bei 35,3
+1,08 ug Selen/l, bei der AS-Gruppe bei 39,1 +2,56 ug Selen/I und bei der OS -Gruppe
bei 67,7 £+4,11ug Selen/l lag. Bei dem Se-Gehalt in der Milch zeigte sich insgesamt
niedrigere Gehalte fir Selen bei der Kontroll-, der AS- und der OS-Gruppe mit 11,6
+1,55, 14,4 £3,24 und 28,3 +6,84 ug Selen/l. Sowohl beim Kolostrum als auch bei der
Milch war der Se-Gehalt bei der OS-Gruppe signifikant héher als bei den anderen bei-
den Gruppen (Salman, 2010).

Die antioxidative Kapazitat wurde mit Hilfe der Trolox Equivalent Antioxidative Capacity
(TEAC) zu verschiedenen Zeitpunkten der Laktation in der Milch gemessen. Im Durch-
schnitt konnte die TEAC bei der Kontrollgruppe mit 540 +0,64 pmol/l, bei der AS-
Gruppe mit 557+0,97 pumol/l und bei der OS-Gruppe mit 586 + 0,95 pmol/l ermittelt
werden. Die TEAC Werte der Kontrollgruppen lagen somit signifikant niedriger als bei
der AS- und der OS-Gruppe und die Werte der OS-Gruppe waren signifikant héher als
die der AS-Gruppe (Salman, 2010).

Insgesamt zeigten sich gering gradige Unterschiede in den TEAC-Werten der Milch in
Abhé&ngigkeit von dem Laktationsstadium (Salman, 2010).
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3.10 Atomabsorptionsspektrometrie zur Bestimmung von Selen

Die Atomabsorptionsspekirometrie ist eine Analysenmethode zur quantitativen Be-
stimmung einzelner Elemente in einer Probe. Eine Lichtquelle emittiert Licht verschie-
dener Wellenlangen in einer bestimmten Intensitat vor einer Atomisierungseinrichtung.
Ziel der Atomisierungseinrichtung ist es, mdoglichst viele freie Atome im Grundzustand
und moglichst wenig angeregte oder ionisierte Atome zu erzeugen und diese moglichst
lange im Absorptionsvolumen zu halten. Bei den Messungen im Rahmen der vorlie-
genden Aarbeit wurde die Hydridtechnik zur Atomisierung verwendet, da einige Ele-
mente, wie auch Selen, mit Natriumborhydrid gasférmige Hydride bilden. Diese Hydri-
de sind bei Raumtemperatur stabil, zerfallen aber bei Temperaturen von 800 — 1000°C
relativ schnell in ihre Atome. Dazu werden die Hydride durch Argon (ein Inertgas) aus
ihrer Lésung getragen und in eine beheizbare Gaskuivette Uberflhrt, in der sie dann bei
den entsprechenden Temperaturen in Wasserstoff und in das hier zu bestimmende
Element Selen zerfallen. Nach Schwéchung des Lichtstrahls durch die Absorption in
der Atomwolke wird die Intensitat hinter der Atomisierungseinrichtung gemessen und
mit der Intensitat des ungeschwachten Lichtstrahls gemessen. Es wird detektiert, wie
viel des eingestrahlten Lichtes einer bestimmten Wellenlange durch das Selen absor-
biert wurde. Mit steigender Se-Konzentration in der Probe steigt die Schwachung des
eingestrahlten Lichtes (Extinktion) proportional. Um die Konzentration bestimmen zu
kénnen, muss die Extinktion von Kalibrierungsstandards bekannter Konzentrationen
aufgenommen, eine Kalibrierkurve erstellt und Proben mit unbekannter Konzentration
gegen diese Kalibrierung aufgenommen und die Konzentration durch die Computer-
software Win AAS 3.15.0 (Analytik Jena AG) ausgewertet werden.

3.10.1 Messung der Selenkonzentrationen in der Kuhmilch, die als Futter fur die
Ferkel diente, und im Plasma der Ferkel

Milch und Plasma

Von den aufgetauten Proben werden jeweils 0,5 ml in ein Quarz-Probengefa3 gegeben
und mit 3 ml Salpetersaure (Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland) und 0,5 ml Per-
chlorsdure (Rotipuram® Supra, 70%, Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland) versetzt. Die ProbengefaBe wurden in einen programmierbaren Heiz-
block gestellt, der auf 140°C aufgeheizt wurde und bei dieser Temperatur fir 30 min
verblieb. Nach dieser Zeit wurden zu den Proben jeweils 0,5 ml Schwefelsdure (Baker
B.V., Deventer, Holland) hinzugegeben und diese fir weitere 15 min bei 140°C inku-
biert. Im weiteren Verlauf wurde der Heizblock auf 210°C, 250°C und auf 300°C aufge-
heizt, wobei die Proben fir 20 min auf der jeweiligen Temperaturstufe inkubiert wur-
den. Nach dieser Prozedur blieben die GefaBe Uber Nacht zum Auskihlen stehen und
wurden am nachsten Tag mit 20 ml Salzsaure (6 M) versetzt und erneut im Heizblock
bei 100°C fur 30 min gekocht. Die Flussigkeit wurden in ein 25 ml Erlenmeyerkolben
Uberflhrt und mit Aqua bidest. auf 25 ml aufgefillt. Hiervon wurden 15 ml in ein AAS-
MeBgefaB gegeben und fur die Untersuchung genutzt.

3.11 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Statistikprogramm SPSS 15.0 (SPSS
Inc., Chicago, lllinois, USA). Es wurde der arithmetische Mittelwert sowie der Standard-
fehler als MaB fur die Streuung berechnet. Die Daten wurden mittels Kolmogorov-
Smirnov-Test auf Normalverteilung getestet. Fir nicht normalverteilte Daten wurde der
Kruskal-Wallis Test verwendet. Bei normalverteilten Daten wurde eine Varianzanalyse
(ANOVA) durchgefiihrt und bei einem positiven Ergebnis der Bonferroni-Test zum

-38 -



Gruppenvergleich angewandt. Bei Varianzungleichheit wurde der Tamhane2-Test ver-
wendet. Fiur die Vergleiche von zwei Zeitpunkten wurde der T-Test flr unabhangige
Parameter angewandt. Zusatzlich wurde eine zweifaktorielle ANOVA durchgefihrt, um
eine Zeit-Gruppen-Interaktion auszuschlieBen. Die Uberschreitungswahrscheinlichkeit
(p-Wert) wurde mit p < 0,05 als signifikant angesehen.
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4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse aus V.1
4.1.1 Entwicklung der Lebendmasse der Kiihe und der Kalber

Die Lebendmassen der Kihe wiesen Uber den Versuchszeitraum keine fltterungsbe-
dingten Unterschiede auf (Tabelle 16).

Tabelle 16: Mittlere Lebendmasse (kg) der Kihe der drei Versuchsgruppen wéhrend
der Versuchszeit

Gruppe Versuchsbeginn Kalbung 1 Woche p. p. Versuchsende
(6 Wochen a. p.) (12 Wochen p. p.)

antrolle 655 (605/690) 671 (607/759) 644 (582/745) 552 (352/713)
(n'=5)

AS 704 (618/762) 684 (627/741) 654 (566/714) 631 (522/686)
(n=5)
oS 651 (540/714) 663 (553/765) 635 (524/714) 615 (498/659)
(n=6)

' Anzahl der gultigen Félle; Alle Daten sind arithmetische Mittelwerte (Min/Max),
p>0,05

Die Kalber der verschiedenen Gruppen unterschieden sich in ihrer Lebendmasse wah-
rend des Versuches nicht (Tabelle 17).

Tabelle 17: Mittlere Lebendmasse (kg) der Kalber der drei Ver-

suchsgruppen
Gruppe Tag der Geburt 1. Woche p. p.
Kontrolle (n'=5) 43,3 (38,0/51,0) 49,5 (42,0/57,0)
AS (n=4) 43,2 (39,6/47,0) 49,7 (43,0/57,8)
OS (n=5) 45,9 (43,3/49,0) 52,4 (47,0/59,2)

' Anzahl der giiltigen; Falle Alle Daten sind arithmetische Mittelwerte
(Min/Max), p>0,05

4.1.2 Erkrankungen der Kiihe

In der Tabelle 18 sind die Anzahl der medikamentellen Behandlungen der Kiihe zu se-
hen. Hierbei ist der Behandlungsgrund eingeteilt in Mastitis und andere Erkrankungen,
unter die Klauenerkrankungen, Nachgeburtsverhalten, Labmagenverlagerung, Metritis
und Abszesse fallen. Die Kélber erkrankten wahrend des Versuchszeitraumes nicht.
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Tabelle 18: Anzahl der medikamentellen Behandlungen der Kiihe, aufge-
teilt nach Erkrankung

Gruppe Mastitiserkrankungen Andere Erkrankungen
Behandlungen/ Behandlungen/
Anzahl Kiihe Anzahl Kiihe
Kontrolle (n'=5) 13/ 4 Kiihe 19/ 4 Kiihe
AS (n=5) 5/ 3 Kithe 30/ 5 Kiihe
OS (n=6) 15/ 3 Kiihe 28/ 4 Kiihe

' Anzahl der giiltigen Falle

4.1.3 Ergebnisse der Blutuntersuchungen aus V.1

4.1.3.1 Differenzialblutbild

Zwischen den drei Versuchsgruppen kam es zu keinen Unterschieden im Differenzial-
blutbild (Tabelle 19).
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Tabelle 19: Differenzialblutbild der Kiilhe zu den verschiedenen Zeitpunkten

WBC G/
RBC T/l

HGB g/l

HCT %

MCV um?®
MCH pg/Zelle
MCHC %
PLT G/L

Lym %

Seg %

Stab %
Eosinophile %
Monozyten %
Basophile %

Kontrolle (n'=5)

AS (n=5)

1. Woche p. p.

Gruppe

OS (n=6)

Kontrolle (n=5)

AS (n=5)

12 Wochen p. p.

OS (n=6)

6,00 (4,70/7,60)
6,00 (5,50/6,50)
101 (94,0/106)

29,7 (27,4/31,8)
50,0 (49,0/52,0)
17,0 (16,1/17,6)
34,1 (33,0/35,1)
549 (417/701)

53,4 (46,0/63,0)
38,2 (17,0/50,0)
4,60 (0,00/15,0)
2,60 (0,00/6,00)
1,00 (0,00/3,00)
0,20 (0,00/1,00)

5,50 (4,30/7,90)
6,84 (6,60/7,30)
113 (108/121)
32,8 (30,6/34,6)
48,0 (46,0/51,0)
16,6 (16,2/17,0)
34,6 (33,3/36,3)
471 (266/748)
71,6 (65/78)
19,0 (10/31)
4,80 (0,00/13,0)
2,60 (0,00/4,00)
1,38 (0,00/5,00)
0,20 (0,00/1,00)

8,00 (5,70/13,3)
6,21 (5,80/6,90)
107 (100/113)
31,1 (29,4/33,6
50,2 (45,0/55,0
17,3 (15,8/19,5
34,5 (32,4/35,6
506 (74,0/833)
56,2 (28,0/75,0)
34,5 (20,0/49,0)
5,00 (0,00/18,0)
2,17 (0,00/5,00)
( )
)

~—~ — — —

1,33 (0,00/3,00
0,50 (0,00/1,00

7,30 (6,20/8,60)
6,11 (5,30/6,80)
101 (83,0/108)

29,5 (25,0/32,4)
48,4 (46,0/52,0)
16,6 (15,8/17,6)
34,4 (33,1/36,7)
565 (515/631)

50,8 (31,0/64,0)
42,6 (27,0/67,0)
1,20 (0,00/4,00)
2,60 (1,00/6,00)
0,80 (0,00/2,00)
1,20 (0,00/4,00)

6,08 (4,60/7,60)
6,17 (5,30/7,00)
94,0 (85,0/101)
28,0 (24,1/32,0)
45,6 (41,0/48,0)
15,4 (13,6/17,0)
33,7 (31,3/36,9)
379 (326/414)

61,2 (54,0/72,0)
33,2 (23,0/40,0)
0,40 (0,00/1,00)
4,60 (3,00/7,00)
0,60 (0,00/2,00)
0,00 (0,00/0,00)

6,78 (5,30/8,00)
6,08 (5,30/6,80)
98,3 (84,0/116)
28,2 (24,1/31,6)
46,5 (43,0/49,0)
16,3 (14,4/18,1)
34,9 (33,2/37,2)
461 (133/704)

58,0 (45,0/65,0)
39,0 (29,0/51,0)
1,00 (0,00/2,00)
3,17 (1,00/5,00)
0,33 (0,00/2,00)
0,67 (0,00/3,00)

' Anzahl der giiltigen Falle; Alle Daten sind arithmetische Mittelwerte (Min/Max), p>0,05
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Bei allen Kélbern wurde im Differenzialblutbild eine Anisozytose festgestellt. Fitte-
rungsbedingte Unterschiede zwischen den Gruppen gab es nicht (Tabelle 20).

Tabelle 20: Differenzialblutbild der Kélber aus den drei Versuchsgruppen

Kontrolle (n'=5)

Gruppe
AS (n=4)
1. Woche p. n.

0S (n=5)

WBC G/
RBC T/
HGB g/!
HCT %

MCV pum?

MCH pg/
MCHC %
PLT G/L
Lym %
Seg %
Stab %
Eosinoph

Zelle

ile %

Monozyten %
Basophile %

8,30 (5,30/10,5)
7,23 (5,00/9,00)
91,2 (62,0/107)
28,2 (17,6/34,2)
38,4 (35,0/41,0)
12,6 (12,0/14,0)
32,6 (31,0/34,9)
732 (9,3/1194)

61,2 (53,0/65,0)
35,2 (30,0/45,0)
0,60 (0,00/2,00)
0,40 (0,00/1,00)
1,40 (0,00/4,00)
1,60 (1,00/3,00)

6,38 (4,70//8,30)
6,73 (5,90/8,00)
87,0 (74,0/100)
26,4 (23,1/29,9)
39,3 (37,0/41,0)
12,9 (13,0/14,0)
32,9 (31,9/34,3)
742 (699/786)
65,5 (60,0/73,0)
30,3 (23,0/37,0)
1,50 (0,00/2,00)
0,75 (0,00/1,00)
0,75 (0,00/2,00)
1,25 (0,00/3,00)

8,22 (6,80/9,30)
6,68 (5,30/8,60)
84,4 (71,0/107)
25,7 (20,6/33,7)
38,4 (38,0/39,0)
12,7 (11,0/14,0)
33,0 (30,0/35,5)
899 (564/1348)
57,8 (50,0/70,0)
38,8 (26,0/48,0)
1,20 (1,00/2,00)
0,80 (0,00/2,00)
1,00 (0,00/3,00)
0,40 (0,00/2,00)

' Anzahl der giiltigen Falle; Alle Daten sind arithmetische Mittelwerte

(Min/Max), p>0,05

4.1.3.2

In der Untersuchung zur Phénotypisierung der Lymphozyten konnte keine signifikante

Phanotypisierung der peripheren mononukleéaren Blutzellen (PBMC) der

Kiihe

Abweichung zwischen den Gruppen festgestellt werden (Tabelle 21).
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Tabelle 21: Relativer Anteil der CD4-, CD8-, CD25- und MHCII-Lymphozyten (%) des peripheren Blutes der Kihe in der ersten und 12. Woche
post partum

Gruppe

AS (n=5) OS (n=6)

Kontrolle (n'=5) AS (n=5)

1. Woche p. p.

OS (n=6) Kontrolle (n=5)

12 Wochen p. p.

CD4'CD8
CD4CD8"
CD25"MHCII

CD25MHCII*
CD25"MHCII
CD4'CD25"

52,3 (36,8/60,9)
16,9 (6,74/22,4)
11,2 6,32/15,3)

41,0 (19,8/48,4)
2,07 (0,01/5,17)

n.m.

30,9 (19,3/44,8)
16,0 (11,5/22,9)
9,59 (5,61/13,9)

38,1 (32,0/44,9)
1,56 (0,67/2,34)

n.m.

30,4 (1,44/54,9)
12,5 (9,35/16,3)
11,3 (3,94/14,5)

37,3 (5,62/59,6)
2,82 (0,01/7,27)

n.m.

43,4 (24,1/64.6)
14,1 (7,40/17,9)
17,0 (7,33/52,9)

35,9 (3,47/46,1)
2,14 (0,67/3,98)
4,67 (2,57/6,62)

46,8 (31,8/61,1)
16,9 (11,2/20,8)
12,5 (6,40/30,7)

29,9 (1,82/44,0)
2,00 (1,49/2,41)
7,66 (3,50/16,1)

49,0 (29,6/58,5)
13,9 (12,3/19,5)
12,5 (1,65/47,3)

35,0 (0,99/52,8)
2,34 (1,06/6,08)
5,55 (1,95/13,5)

' Anzahl der gulltigen Félle; CD = Cluster of Differentiation; n.m. = nicht gemessen; alle Daten sind arithmetische Mittelwerte (Min/Max), p>0,05
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4.1.3.3 Phéanotypisierung der PBMC der Kélber

Im Blut der Kélber konnte kein Unterschied zwischen den drei Gruppen beim relativen

Anteil der lymphozytaren Subpopulationen festgestellt werden (Tabelle 22).

Tabelle 22: Relativer Anteil der lymphozytaren Subpopulationen (%) des peripheren
Blutes der Kalber

Kontrolle (n'=5)

Gruppe
AS (n=4)
1. Woche p. n.

0S (n=5)

CD4'CD8
CD4°CD8*
CD25"MHCII

CD25MHCII*
CD25'MHCII*

42,8 (27,0/55,5)
17,4 (12,1/21,3)
24,6 (17,2/35,1)

14,8 (7,62/24,1)

2,31 (0,32/6,22)

35,6 (21,4/49,4)
20,2 (13,1/31,7)
18,5 (14,1/24,9)

15,8 (5,88/20,2)

1,37 (0,23/2,56)

31,9 (16,6/40,6)
18,8 (12,1/25,0)
20,3 (13,5/27,7)

19,4 (11,8/33,2)

0,89 (0,46/1,45)

' Anzahl der gulltigen Falle; CD = Cluster of Differentiation; n.m. = nicht gemessen; alle

Daten sind arithmetische Mittelwerte (Min/Max), p>0,05
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4.1.3.4 Phagozytoseleistung der Granulozyten und Monozyten im Blut

Zwischen den Gruppen zeigten sich keine futterungsbedingten Unterschiede in der
Phagozytoseleistung der Granulozyten und Monozyten. Innerhalb der Gruppe AS war
der prozentuale Anteile der phagozytierenden Monozyten 12 Wo p. p. signifikant nied-
riger (p=0,05) als eine Wo p.p. (Tabelle 23).
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Tabelle 23: Prozentualer Anteil der phagozytierenden Granulozyten und Monozyten im Blut der Kiihe ein und 12 Wochen post
partum

Gruppe
Kontrolle (n'=5) AS (n=5) OS (n=6) Kontrolle (n=5) AS (n=5) OS (n=6)
1. Woche p. p. 12 Wochen p. p.

Granulozyten 87,3 (80,3/94,8) 80,5 (65,9/95,0) 84,9 (66,1/94,1) | 78,6 (63,3/90,2) 77,1(71,1/83,0) 81,8 (76,2/88,9)

Monozyten 68,6 (45,4/83,8) 75,1 (65,3/87,3) 56,4 (27,3/74,2) | 59,4 (50,2/67,2) 57,5 (42,1/73,0° 61,4 (50,1/69,5)

' Anzahl der giiltigen Falle; Alle Daten sind arithmetische Mittelwerte (Min/Max); a, b: Signifikanz innerhalb einer Gruppe,
p<0,05
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Das Blut der Versuchskalber wies bei der Phagozytoseaktivitat der Granulozyten und
Monozyten keine Unterschiede auf (Tabelle 24).

Tabelle 24: Prozentualer Anteil der phagozytierenden Granulozyten und Monozyten im
peripheren Blut der Kalber

Gruppe
Kontrolle (n = 5") AS (n=4) OS (n=5)
1. Woche p. n.
Granulozyten 81,2 (63,5/93,1) 88,7 (82,7/96,4) 89,5 (85,5/97,4)
Monozyten 64,7 (54,5/75,5) 66,8 (62,1/70,7) 68,5 (+61,5/73,8)

' Anzahl der giiltigen Félle; alle Daten sind arithmetische Mittelwerte (Min/Max), p>0,05

Die Betrachtung der Fluoreszenzintensitat der phagozytierenden Granulozyten und
Monozyten der Kiihe eine und zwélf Wochen p.p. zeigte ebenfalls keine Unterschiede
auf (Tabelle 25).
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Tabelle 25: Mittlere Fluoreszenzintensitat der phagozytierenden Granulozyten und Monozyten im peripheren Blut der Kiihe

Gruppe
Kontrolle (n'=5) AS (n=5) 0S (n=6) Kontrolle (n=5) AS (n=5) OS (n=6)
1. Woche p. p. 12 Wochen p. p.

F..Gran 1254 (590/2799) 1016 (373/2314) 1040 (582/2415) | 1295 (610/2290) 1175 (658/2255) 976 (710/1229)

F..Mon 614 (272/1367) 518 (266/1067) 379 (138/854) 541 (333/986) 485 (272/904) 430 (353/534)

' Anzahl der giiltigen Falle; FI = Fluoreszenzintensitat (dimensionslos); alle Daten sind arithmetische Mittelwerte (Min/Max), p>0,05
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Bei der Fluoreszenzintensitat der phagozytierenden Granulozyten und Monozyten der
Kélber konnten keine Signifikanzen zwischen den Gruppen festgestellt werden (Tabelle
26).

Tabelle 26: Mittlere Fluoreszenzintensitat der phagozytierenden Granulozyten und
Monozyten im peripheren Blut der Kélber

Kontrolle (n = 5") AS (n = 4) OS (n=5)
Zeitpunkt 1. Woche p. n.
F.I. Gran 975 (427/2031) 1197 (643/2344) 1048 (507/2518)
F.I. Mon 595 (292/1202) 518 (312/954) 464 (297/883)

' Anzahl der giiltigen Falle; FI = Fluoreszenzintensitat (dimensionslos); alle Daten sind
arithmetische Mittelwerte (Min/Max), p>0,05

4.1.3.5 Lymphozytenproliferation

Bei der Lymphozytenproliferation wurde bei keinem der verwendeten Mitogene ein fit-
terungsbedingter Unterschied zwischen den drei Gruppen nachgewiesen (Tabelle 27).
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Tabelle 27: Relativer Anteil proliferierter Lymphozyten (%) im peripheren Blut der Kilhe nach Behandlung mit den Mitogenen PHA-M,
CON A und PWM

Gruppe
Kontrolle (n'=5) AS (n=5) OS (n=6) Kontrolle (n=5) AS (n=5) OS (n=6)
1. Woche p. p. 12 Wochen p. p.
PWM . 18,2 (2,94/29,1) 25,9 (12,5/42,8)  11,5(0,06/24,0) | 10,7 (4,98/14,9) 14,7 (0,55/28,0) 14,8 (5,37/23,8)
ggil+BArdU+ 25,3 (1,16/32,1) 27,6 (17,4/40,2) 12,7 (0,06/28,1) | 16,5 (3,71/25,8) 21,8 (4,47/34,5) 13,3 (6,91/22,1)
EEZ\E{:E 7,00 (3,67/14,8) 12,9 (1,49/27,0) 5,58 (0,01/18,9) | 5,13 (0,92/13,2) 12,1 (5,43/32,0) 5,75 (0,59/12,3)
*BrdU*

' Anzahl der giiltigen Félle; Alle Werte sind arithmetische Mittelwerte (Min/Max), p>0,05
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Unabhangig vom Mitogen konnte kein Unterschied bei dem relativen Anteil der prolife-
rierten Zellen zwischen den Gruppen der Kalber beobachtet werden (Tabelle 28).

Tabelle 28: Relativer Anteil proliferierter Lymphozyten (%) im peripheren Blut der Kélber
nach Behandlung mit den Mitogenen PHA-M, CON A und PWM

Gruppe
Kontrolle (n'=5) AS (n=4) OS (n=5)
1 Woche p. n.
PWM CD5"BrdU* 12,7 (2,38/25,7) 17,5 (1,53/38,8) 16,5 (2,29/53,0)
CON A CD5"BrdU* 9,87 (2,45/15,9) 24,6 (1,51/48,1) 19,9 (2,47/60,1)
PHA-M CD5*BrdU* 3,12 (0,80/5,82) 9,11 (0,37/26,1) 5,97 (0,08/25,5)

' Anzahl der giiltigen Félle; Alle Werte sind arithmetische Mittelwerte (Min/Max), p>0,05
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4.1.3.6 Lymphozytenproliferation mit anschlieBender Phanotypisierung der

Lymphozytensubpopulationen

Bei der Proliferation ohne Mitogen konnten bei der anschlieBenden Phanotypisierung
der Lymphozytensubpopulation keine versuchsbedingter Abweichungen zwischen den
Gruppen festgestellt werden (Tabelle 29).

Tabelle 29: Relativer Anteil der lymphozytédren Subpopulationen (%) nach Proliferation

ohne Mitogen im peripheren Blut der Kiihe 12 Wochen post partum

Kontrolle (n'=5)

Gruppe
AS (n=5)

OS (n=6)

CD4'CD8
CD4°CD8*
CD4*CD25"
CD25"MHCII
CD25'MHCII*

CD25"MHCII*

24,4 (15,4/35,1)
13,9 (8,42/16,1)
2,88 (0,48/5,76)
3,63 (1,10/8,08)
30,1 (19,1/43,8)

5,13 (1,15/8,51)

29,1 (21,3/41,3)
17,1 (11,2/22,7)
3,53 (0,77/6,88)
3,25 (1,13/5,24)
35,8 (28,3/41,0)

6,24 (5,83/6,67)

23,1 (13,3/37,1)
14,9 (6,41/33,1)
3,83 (0,01/9,36)
9,49 (1,16/22,9)
38,0 (7,09/52,7)

3,81 (0,02/5,80)

' Anzahl der giiltigen Falle; CD= Cluster of Differentiation; alle Werte sind arithmetische

Mittelwerte (Min/Max), p>0,05
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Zwischen den drei Gruppen wurde kein signifikanter Unterschied bei den untersuchten
Subpopulationen unter der Verwendung des Mitogens CON A bei der Proliferation be-
obachtet (Tabelle 30).

Tabelle 30: Relativer Anteil der lymphozytaren Subpopulationen (%) nach Stimulation
mit dem Mitogen CON A im peripheren Blut der Kiilhe 12 Wochen post

partum
Gruppe
Kontrolle (n'=5) AS (n=5) OS (n=6)
CD4'CD8 26,4 (20,3/36,6) 31,1 (25,2/38,7) 20,8 (13,9/38,1)
CD4CD8" 24,9 (11,9/37,4) 22,8 (15,5/33,8) 19,5 (8,38/33,2)
CD4*CD25* 12,9 (4,55/19,7) 13,4 (2,36/18,8) 9,02 (1,31/17,9)
CD25*MHCII 251 (17,4/37,1) 31,8 (26,6/44,5) 20,1 (12,9/41,3)
CD25'MHCII* 20,0 (12,6/29,6) 20,9 (17,4/24,2) 27,5 (5,70/36,6)
CD25"MHCII* 12,9 (3,68/17,6) 15,3 (7,50/25,4) 15,4 (8,19/22,5)

' Anzahl der giiltigen Falle; CD = Cluster of Differentiation; alle Werte sind arithmeti-
sche Mittelwerte (Min/Max), p>0,05

Die Daten von der der Proliferation mit dem Mitogen PHA-M in den Lymphozytensub-
populationen zeigten keine futterungsbedingten Unterschiede zwischen den Versuchs-
gruppen auf (Tabelle 31).
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Tabelle 31: Relativer Anteil der lymphozytaren Subpopulationen (%) nach Stimulation
mit dem Mitogen PHA-M im peripheren Blut der Kilhe 12 Wochen post

partum
Gruppe
Kontrolle (n'=5) AS (n=5) OS (n=6)
CD4*CD8 23,1 (17,0/29,2) 28,4 (20,3/39,2) 25,0 (15,5/37,7)
CD4CD8"* 14,4 (8,74/17,3) 16,4 (12,1/18,2) 15,9 (8,08/41,4)
CD4*CD25" 3,95 (0,47/6,91) 4,88 (0,69/9,54) 3,97 (0,27/6,56)
CD25"MHCII 7,59 (4,17/16,6) 9,66 (3,15/16,0) 10,8 (4,71/24,5)
CD25MHCII* 295 (11,3/56,2) 35,0 (26,5/46,9) 37,2 (12,2/50,1)
CD25"MHCII* 3,18 (1,02/5,79) 6,82 (1,97/14,7) 6,51 (3,92/9,22)

' Anzahl der giiltigen Falle; CD = Cluster of Differentiation; alle Werte sind arithmeti-
sche Mittelwerte (Min/Max), p>0,05

Bei Verwendung des Mitogens CON A kam es bei allen Gruppen zu einer signifikanten
Vermehrung der CD25- und MHCII-positiven Zellen (p<0,03) im Vergleich zum Ansatz
mit dem Mitogen PHA-M und beim Ansatz ohne Mitogen. Bei der Kontroll- und der AS-
Gruppe nahmen zuséatzlich die CD4- und CD25-positiven Zellen bei Verwendung des
Mitogens CON A im Vergleich zu keinem Mitogen und bei der Kontrollgruppe zusatz-
lich im Vergleich zu PHA-M signifikant zu (p<0,01). Bei der OS-Gruppe kam es hierbei
nur zu einer numerischen Vermehrung, die nicht signifikant war. Die CD25-positiven
Zellen waren fir das Mitogen CON A im Vergleich zu den anderen Ansétzen in allen
Gruppen numerisch erhéht. Ein abzusichernder Unterschied zeigte sich aber nur in der
Kontrollgruppe ohne Mitogenzusatz (p<0,05) und in der Gruppe AS ohne Mitogenzu-
satz bzw. nach PHA-M (p<0,01). Bei den CD8-positiven Zellen konnte eine numerische
Erhéhung in allen Gruppen fur das Mitogen CON A gesehen werden, die aber nur bei
Vergleich zum Ansatz ohne Mitogen in der Kontrollgruppe signifikant (p<0,05) war.

4.1.4 Ergebnisse der Milchanalysen aus V1

4.1.41 Milchleistung

Bei der Milchleistung konnte bei den erhobenen Daten keine signifikanten Abweichun-
gen zwischen den Gruppen festgestellt werden (Tabelle 32).
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Tabelle 32: Durchschnittliche Milchmenge der Kihe sowie Angaben zu den
mittleren Mengen der Inhaltsstoffe und der Zellzahl der Milch

Gruppe Kontrolle (n'=5) AS (n=5) OS (n=6)
@ Milchmenge/Tag und Tier 26,0 22,5 27,0
(M/T) (kQ) (20,4/31,6) (7,78/32,0) (9,04/35,4)
Fettmenge (kg pro M/T) 0,97 0,99 1,08
(0,89/1,02) (0,36/1,59) (0,39/1,57)
EiweiBmenge (kg pro M/T) 0,84 0,72 0,84
(0,69/1,01) (0,26/0,98) (0,29/1,08)
Laktosemenge (kg pro M/T) 1,41 1,14 1,37
(1,05/2,02) (0,39/1,59) (0,48/1,77)
TM (kg pro M/T) 3,22 3,36 3,48
(2,87/3,46) (2,26/4,38) (1,22/4,67)
@ Somatische Zellzahl 166 85,9 157
(x 1000/ ml) (20,2/480) (28,6/140) (29,2/293)

' Anzahl der giiltigen Falle; Alle Daten sind arithmetische Mittelwerte
(Min/Max), p>0,05

4.1.4.2 Milchausstrich

Bei dem Differenzialbild wurde eine signifikant h6here Anzahl an mononukleéren Zel-
len in der AS-Gruppe im Gegensatz zur OS- (p<0,01) und Kontroll- (p=0,01) Gruppe
gefunden. Bei den anderen Zellen konnte kein futterungsbedingter Unterschied aus-
gemacht werden (Tabelle 33).
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Tabelle 33: Differenzialbild in den Milchausstrichen (%)

Kontrolle (n'=5)

AS (n=5)
9 Wochen p. p.

Gruppe
OS (n=6)

Kontrolle (n=5)

AS (n=5)
12 Wochen p. p.

OS (n=6)

Mononukleére
Zellen
Lymphozyten
Neutrophile
Granulozyten
Basophile
Granulozyten
Eosinophile
Granulozyten

3,20 (0,00/6,00)°

59,6 (17,0/87,0)
36,6 (12,0/83,0)

1,00 (0,00/2,00)

0,60 (0,00/1,00)

10,2 (5,00/16,0)°

66,8 (48,0/76,0)
20,0 (7,00/46,0)

1,80 (0,00/5,00)

1,20 (0,00/5,00)

2,67 (0,00/5,00)*

58,8 (20,0/84,0)
37,3 (10,0/78,0)

0,17 (0,00/1,00)

1,00 (0,00/3,00)

3,80 (0,00/7,00)

57,2 (20,0/74,0)
39,0 (21,0/77,0)

0,00 (0,00/0,00)

0,00 (0,00/0,00)

10,2 (2,00/32,0)

64,8 (53,0/73,0)
23,2 (3,00/41,0)

0,40 (0,00/1,00)

1,40 (0,00/3,00)

3,17 (0,00/9,00)

55,0 (20,0/77,0)
42,3 (20,0/79,0)

0,00 (0,00/0,00)

0,33 (0,00/1,00)

" Anzahl der giiltigen Falle; Alle Daten sind arithmetische Mittelwerte (Min/Max); a, b: signifikante Unterschiede in einer Zeile fir
9 Wo. p.p., p<0,01
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4.1.4.3 Phanotypisierung der mononuklearen Milchzellen

Bei der Untersuchung der Milch konnten keine Unterschiede in den relativen Anteilen
der Subpopulationen der mononukledren Zellen festgestellt werden (Tabelle 34).
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Tabelle 34: Relativer Anteil der Subpopulationen (%) der mononukleéren Zellen aus der Kuhmilch 9 und 12 Wochen post partum

Kontrolle (n'=5)

AS (n=5)
9 Wochen p. p.

Gruppe
OS (n=6)

Kontrolle (n=5)

AS (n=5)

12 Wochen p. p.

OS (n=6)

CD4*CD25
CD4CD25"
CD4*CD25*
CD14*"MHCII
CD14 MHCII*
CD14*"MHCII
CD14*CD5
CD14CD5"

4,17 (0,21/8,74)
11,0 (0,05/23,1)
1,32 (0,24/2,91)
43,3 (15,0/62,6)
3,65 (0,50/9,11)
19,1 (7,25/31,0)
64,7 (54,4/75,0)
8,41 (2,41/14,4)

8,33 (2,46/20,5)
16,4 (5,20/23,7)
2,29 (0,65/4,40)
41,2 (13,4/94,0)
4,85 (2,83/6,48)
21,9 (1,09/49,0)
54,7 (24,8/79,8)
12,3 (4,53/24,1)

4,42 (0,71/13,1)
7,01 (0,24/16,8)
1,56 (0,19/3,49)
30,2 (0,11/80,7)
6,53 (0,40/14,6)
10,8 (0,42/27,0)
37,5 (0,03/85,3)
6,20 (2,02/17,9)

| 7,71 (2,85/14,8)
| 7,34 (0,95/13,5)
| 2,24 (1,35/4,12)
| 31,0 (0,82/56,6)
| 4,34 (0,03/9,47)
| 23,5 (9,15/35,5)
| 37,7 (9,15/81,3)
| 8,70 (0,76/25,9)

3,88 (1,37/6,43)
10,9 (2,20/22,6)
1,66 (0,44/4,29)
42,5 (7,30/75,8)
5,63 (2,82/7,30)
25,0 (6,26/35,6)
43,6 (9,19/77,5)
6,77 (1,01/12,3)

3,20 (1,62/7,45)
11,0 (3,31/22,6)
1,26 (0,00/3,60)
18,9 (4,77/47,3)
5,24 (2,13/6,55)
18,8 (4,47/42,5)
32,3 (15,9/62,9)
4,45 (0,32/25,9)

' Anzahl der giiltigen Falle; CD = Cluster of Differentiation; alle Daten sind arithmetische Mittelwerte (Min/Max), p>0,05
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4.1.44 Phagozytoseleistung der phagozytierenden Zellen in der Milch

Bei der Untersuchung der Phagozytoseleistung zeigten sich zwischen den Gruppen
keine fltterungsbedingten Unterschiede. Innerhalb der AS-Gruppe war die Phagozyto-
seleistung in der ersten Laktationswoche signifikant niedriger (p<0,01) als in der 12.
Woche (Tabelle 35 und 36).
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Tabelle 35: Prozentualer Anteil der phagozytierenden Zellen in der Milch

Gruppe
Kontrolle (n'=5) AS (n=5) 0OS (n=6) Kontrolle (n=5) AS (n=5) OS (n=6)
9 Wochen p. p. 12 Wochen p. p.

Phagozytie-
rende Zellen 1,46 (0,65/4,01) 0,68 (0,35/1,06)° 5,68 (0,06/28,8) | 5,50 (0,32/24,5) 2,85 (1,21/5,26)° 2,37 (0,04/6,12)

' Anzahl der giiltigen Falle; Alle Daten sind arithmetische Mittelwerte (Min/Max); a, b: signifikante Unterschiede innerhalb einer Grup-
pe, p<0,01

Tabelle 36: Mittlere Fluoreszenzintensitat der phagozytierenden Zellen in der Milch

Gruppe
Kontrolle (n'=5) AS (n=5) OS (n=6) Kontrolle (n=5) AS (n=5) OS (n=6)
9 Wochen p. p. 12 Wochen p. p.
F.l. 546 (196/766) 658 (274/1028) 630 (307/1063) 657 (383/981) 549 (434/777) 779 (304/2506)

' Anzahl der gltigen Félle; F.I. = Fluoreszenzintensitat (dimensionslos); alle Daten sind arithmetische Mittelwerte (Min/Max), p>0,05
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4.2 Ergebnisse aus V2
4.2.1 Sauenmilch

In Tabelle 37 sind die Se-Gehalte der Sauenmilch wahrend der Aufzuchtsphase der
Ferkel aufgezeigt. Die Gehalte stellen Momentaufnahmen dar und sind durch tierindivi-
duelle Unterschiede, insbesondere bei Sau Nr. 7, gepragt.

Tabelle 37: Selengehalt (ug/l) der Sauenmilch wahrend der

Aufzuchtsphase
Sau 7. Laktationstag 13. Laktationstag
1 41,7 52 1
2 37.4 39,8
3 451 34,7
4 46,8 405
5 39,2 30,9
6 335 346
7 102 33,1
8 50,2 27.6
9 19.6 353
%) 46,2 36,5

4.2.2 Lebendmasse der Ferkel

Bei der Lebendmasse der Ferkel konnten wahrend des Versuchzeitraumes keine signi-
fikanten Abweichungen zwischen der Kontroll- und der AS- und OS-Gruppe festgestellt
werden (Tabelle 38).

-62 -



Tabelle 38: Mittlere Lebendmasse (kg) der Ferkel der drei Versuchsgruppen wahrend
der 14tagigen Versuchszeit

Gruppe Absetzen Tag 4 Tag 7 Tag 14 £ 1

Kontrolle

(n‘=10) 7,74 (6,75/8,97) 8,45 (7,45/9,56) 9,33 (8,40/10,4) 10,8 (9,80/11,3)
AS (n=10) 7,45 (5,16/9,10) 8,15 (5,74/10,0) 8,93 (6,40/10,9) 10,9 (9,70/12,2)
OS (n=10) 7,55 (6,14/9,23) 8,19 (6,75/9,62) 8,85 (7,30/10,3) 10,1 (8,30/12,0)

'Anzahl der giiltigen Falle Alle Daten sind arithmetische Mittelwerte (Min/Max), p>0,05

4.2.3 Ergebnisse der Blutuntersuchungen

4.2.3.1 Differenzialblutbild

Das Differenzialblutbild der Ferkel zeigte altersentsprechende Werte im physiologi-
schen Bereich (Tabelle 39).
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Tabelle 39: Differenzialblutbild der Ferkel aus den drei Versuchsgruppen zum

Ende des Versuches

Kontrolle (n'=10)

Gruppe
AS (n=10)

OS (n=10)

WBC G/l

RBC T/l

HGB g/l

HCT %

MCV pm?
MCH pg/ Zelle
MCHC %

PLT G/L

Lym %

Seg %

Stab %
Eosinophile %
Monozyten %
Basophile %
Normoblasten %

12,0 (9,80/15,6)
6,83 (6,12/7,98)
114 (103/125)

33,1 (29,1/37,6)
48,2 (44,0/53,0)
16,6 (14,4/17,8)
34,3 (32,8/36,0)
675 (504/850)

65,8 (56,0/77,0)
32,0 (18,0/43,0)
1,70 (0,00/5,00)
0,20 (0,00/1,00)
0,10 (0,00/1,00)
0,10 (0,00/1,00)
0,20 (0,00/1,00)

13,2 (8,30/21,7)
7,02 (6,29/8,17)
123 (104/155)

34,3 (30,1/37,6)
49,0 (45,0/53,0)
16,9 (15,9/18,8)
34,6 (33,3/37,0)
606 (489/752)

67,1 (51,0/84,0)
29,7 (13,0/48,0)
2,60 (1,00/5,00)
0,20 (0,00/1,00)
0,00 (0,00/0,00)
0,40 (0,00/2,00)
0,20 (0,00/2,00)

12,2 (8,10/16,5)
6,93 (6,01/8,15)
116 (97,0/131)

33,4 (27,4/40,3)
48,1 (45,0/52,0)
16,8 (16,1/18,3)
34,9 (32,3/36,4)
602 (424/791)

62,9 (43,0/80,0)
33,6 (20,0/54,0)
2,50 (0,00/5,00)
0,30 (0,00/2,00)
0,20 (0,00/1,00)
0,50 (0,00/3,00)
0,30 (0,00/1,00)

'Anzahl der giiltigen Falle (n'=10)Alle Daten sind arithmetische Mittelwerte (Min/Max),
p>0,05

4.2.3.2 Messung der Selenkonzentrationen im Blutplasma der Ferkel

Bei Beginn des Versuches gab es zwischen den Gruppen keine Unterschiede in der
Se-Konzentration im Blutplasma (Tabelle 40). Beim Versuchsende hatte die Gruppe
OS eine signifikant héhere Se-Konzentration im Plasma als die Tiere der Gruppe AS

(P=0,005) und der Kontrollgruppe (P=0,004). Gleichzeitig war die Se-Konzentration
zum Versuchsende in der Gruppe OS signifikant hdher als zum Absetzen (P=0,002).

Tabelle 40: Mittlere Selenkonzentrationen (ug/l) im Blutplasma der Ferkel
der drei Versuchsgruppen wahrend der 14tégigen Versuchszeit

Gruppe
AS (n=10)

Kontrolle (n'=10)

Absetzen 76,6 (59,5/107) 84,8 (67,1/127) 85,5 (59,6/126)

Tag 14 + 1 84,3 (71,6/112)* 84,7 (63,5/124)* 109 (94,7/118)°
'Anzahl der giiltigen Féalle Alle Daten sind arithmetische Mittelwerte
(Min/Max); a, b: signifikante Unterschiede innerhalb der Zeile, p<0,01

OS (n=10)
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4.2.3.3 Phanotypisierung der PBMC

Es konnten bei den SWC3*CD21-, SWC3'CD21*- und SWC3"CD21"-Zellen keine Dif-
ferenzen zwischen den Gruppen festgestellt werden (Tabelle 41).

Tabelle 41: Relativer Anteil der SWC3- und CD21-Leukozyten (%) des
peripheren Blutes der Ferkel beim Absetzen

Gruppe
Kontrolle (n'=10) AS (n=10) OS (n=10)

SWC3'CD21" 2,63 (1,39/4,38) 3,17 (0,63/11,3) 2,14 (0,38/5,55)
SWC3CD21* 21,4 (16,0/29,2) 22,8 (14,2/37,7) 20,4 (13,7/29,6)
SWC3*CDh21* 0,78 (0,25/1,82) 0,67 (0,11/2,61) 0,38 (0,11/0,70)
CD14" 3,09 (1,79/5,12) 3,85 (0,73/9,48) 2,65 (0,80/5,10)
'Anzahl der giiltigen Falle; CD = Cluster of Differentiation; alle Daten sind
arithmetische Mittelwerte (Min/Max), p>0,05

Zwischen den drei Gruppen konnten im Rahmen des Versuches keine Signifikanzen
bei dem Anteil der TCR1- und CD8o— Lymphozyten festgestellt werden (Tabelle 42).
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Tabelle 42: Relativer Anteil der TCR1- und CD8a-Lymphozyten (%) des peripheren Blutes der Ferkel
Gruppe

Kontrolle (n'=10) AS (n=10) OS (n=10) Kontrolle (n=7) AS (n=7) OS (n=6)
Absetzen Tag 14 1

TCR1°CD8a” 16,3 (6,61/35,0) 12,0 (6,10/34,5) 12,6 (7,84/18,2) 15,1 (7,97/31,4)  15,5(7,82/30,3) 14,1 (9,21/20,3)
TCR1CD8a" 22,2 (16,3/29,3) 23,6 (14,4/32,2) 25,4 (15,1/39,5) 22,3 (11,9/37,9) 18,3 (12,6/32,8) 20,2 (11,9/29,1)
TCR1°CD8a* 3,70 (1,89/5,05) 3,56 (1,73/8,69) 3,79 (2,39/6,61) 2,60 (1,10/4,51) 3,00 (1,20/4,84) 3,45 (2,11/5,36)
CD8a*

(n=10) n.m. n.m. n.m. 22,2 (13,0/41,6) 221 (15,1/35,8) 22,3 (15,3/41,1)
"Anzahl der giiltigen Falle; CD = Cluster of Differentiation; n.m. = nicht gemessen; alle Daten sind arithmetische Mittelwerte (Min/Max),
p>0,05
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Ein Unterschied zwischen der Kontroll-, AS- und OS-Gruppe konnte durch die hier auf-
gefuhrten Ergebnisse nicht dargestellt werden. Innerhalb der Gruppen war der relative
Anteil der CD4"CD8p-und der CD4*CD25 -positiven Zellen am Tag des Absetzens
signifikant héher (P<0,02) als am Versuchsende. In der den Gruppen AS und OS war
der Anteil der CD4'CD8fB"-positiven Zellen beim Absetzen signifikant niedriger
(P<0,014) als am Versuchsende (Tabelle 43).
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Tabelle 43: Relativer Anteil der CD4- und CD83-, sowie der CD4- und CD25-positiven Lymphozyten (%) des peripheren Blutes der
Ferkel

Gruppe
Kontrolle (n'=10) AS (n=10) OS (n=10) Kontrolle (n=10) AS (n=10) OS (n=10)
Absetzen Tag 14 £ 1

CD4°CD8B 25,4 (14,4/43.2)° 23,9 (18,8/36,6)° 22,0 (11,0/32,7)7 12,6 (6,09/20,8)° 9,58 (2,11/15,5)° 9,06 (1,36/16,9)°
CD4CD8B* 9,60 (5,29/27,3) 7,40 (3,72/10,6) 9,11 (3,93/18,7) 8,94 (4,64/24,3) 11,4 (3,46/24,2) 9,92 (3,06/24,7)
CD4*CD8B* 2,02 (0,19/6,51) 1,17 (0,30/2,93)* 1,20 (0,23/4,28)° 3,51 (1,48/8,31) 3,05 (1,16/4,97)° 2,82 (1,54/5,03)°
CD4*CD25 20,2 (11,3/27,6) 20,0 (12,1/30,0) 18,6 (9,23/27,9) 9,27 (4,09/16,2) 9,20 (2,77/16,8) 9,27 (1,66/17,3)
( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( )
( ) ) )

CD4CD25" 15,3 (9,38/21,6 15,2 (10,6/24,0 16,2 (8,32/23,1 19,3 (5,84/28,2 19,2 (5,51/30,6) 20,1 (6,65/34,6
CD4'CD25" 3,34 (2,05/4,51 3,51 (2,32/5,11) 3,19 (2,13/4,33) 2,68 (0,90/4,17) 2,87 (0,85/6,19) 2,91 (0,66/5,16
'Anzahl der giiltigen Falle; CD = Cluster of Differentiation; n.m. = nicht gemessen; alle Daten sind arithmetische Mittelwerte (Min/Max);
a, b geben signifikante Unterschiede innerhalb einer Zeile wieder, p<0,02
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Beim Absetzen der Ferkel gab es keine Unterschiede zwischen den Gruppen. Am letz-
ten Versuchstag hatte die Gruppe AS eine signifikant héhern Anzahl an CD2CD5*-
positiven Zellen (B-Zellen und CD2-y5-T-Zellen) als die Kontrolltiere (P=0,03) und die
Gruppe OS (P=0,02). Die CD2"CD5- und die CD2"CD5"-positiven Zellen wiesen kei-
nen Unterschied zwischen den Gruppen auf. Zu den verschiedenen Zeitpunkten konn-
te in allen Gruppen ein tendenziell héherer Anteil (P=0,05) an CD2*CD5"-positiven
Lymphozyten am Tag des Absetzens als am letzten Versuchstag festgestellt werden.
Bei der Gruppe AS zeigt sich zudem ein signifikant héherer (P=0,01) Anteil an
CD2CD5"-positiven Lymphozyten am 14. Versuchstag im Gegensatz zum Versuchs-
beginn (Tabelle 44).
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Tabelle 44: Relativer Anteil der CD2- und CD5-Lymphozyten (%) des peripheren Blutes der Ferkel

Gruppe
Kontrolle (n'=10) AS (n=10) OS (n=10) Kontrolle (n=10) AS (n=10) OS (n=10)
Absetzen Tag 14 +1

CD2°'CD5 21,9 (15,4/33,6) 23,6 (16,6/32,9) 24,5 (15,8/37,8) 25,9 (12,3/46,4) 23,2 (16,027,8) 28,0 (17,5/51,0)
CD2CD5* 2,21 (0,55/4,26) 2,06 (0,67/4,40)® 2,55 (0,92/8,75) 2,69 (1,65/4,41)° 4,99 (1,19/10,2)** 2,57 (1,70/4,20)"
CD2'CD5" 45,5 (38,6/52,9)° 45,3 (41,8/54,5) 43,7 (33,5/56,1)* 37,2 (30,6/47,0° 33,9 (23,2/40,8)° 35,5 (18,1/47,7)°

'Anzahl der giiltigen Falle, CD = Cluster of Differentiation; n.m. = nicht gemessen; alle Daten sind arithmetische Mittelwerte (Min/Max);
a, b zeigen signifikante Unterschiede innerhalb einer Zeile an, P<0,03; A,B geben Unterschiede innerhalb einer Gruppe an, p<0,01
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Die Ergebnisse der CD5"MHCII-, CD5MHCII*- und den CD5"MHCII*-positiven Lym-
phozyten zeigten keine fltterungsbedingten Unterschiede zwischen der Kontroll- und
den beiden Versuchsgruppen (Tabelle 45).

Tabelle 45: Relativer Anteil der CD5- und MHCII-Lymphozyten (%) des
peripheren Blutes der Ferkel

Gruppe
Kontrolle (n'=10) AS (n=10) OS (n=10)
Tag 14 £ 1
CD5'MHCIIT 45,3 (35,4/52,0) 44,8 (38,6/49,6) 44 1 (32,5/63,3)
CD5MHCII* 19,6 (15,9/26,0) 21,0 (11,3/32,4) 18,0 (11,7/25,4)
CD5*MHCII* 6,89 (4,61/11,3) 10,0 (5,37/13,1) 7,57 (4,17/16,2)

'Anzahl der giiltigen Falle, CD = Cluster of Differentiation; alle Daten sind arith-
metische Mittelwerte (Min/Max), p>0,05

Die CD45RC*-Zellen, die Makrophagen und Monozyten (CD14) sowie die B-Zellen
(CD21) wiesen keine Signifikanzen zwischen den Gruppen auf. Bei der Gruppe OS war
der Anteil der CD45RC"-Zellen am Versuchsbeginn signifikant héher (P=0,04) als am
Versuchsende (Tabelle 46).
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Tabelle 46: Relativer Anteil der 45RC-, CD14- und CD21-Lymphozyten(%) des peripheren Blutes der Ferkel beim Absetzen und am

Versuchsende
Gruppe
Kontrolle (n'=10) AS (n=10) OS (n=10) Kontrolle (n=10) AS (n=10) OS (n=10)
Absetzen Tag 14 £ 1
CD45RC* 89,3 (85,2/93,3) 87,8 (77,1/93,0) 90,4 (86,1/95,5)° 90,5 (83,1/95,7) 87,7 (79,5/92,0) 86,7 (81,0/94,6)°
CD14'CD21" n.m. n.m. n.m. 2,47 (1,29/4,56) 3,57 (1,56/5,56) 3,27 (0,81/6,19)
CD14CD21" n.m. n.m. n.m. 28,4 (19,4/40,7) 30,9 (23,1/44,1) 29,6 (19,4/46,1)

'Anzahl der giiltigen Félle CD = Cluster of Differentiation; n.m. = nicht gemessen; alle Daten sind arithmetische Mittelwerte (Min/Max); a, b ge-
ben signifikante Unterschiede innerhalb einer Gruppe an, p=0,04
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4.2.3.4 Phagozytoseleistung der Granulozyten und Monozyten im Blut

Bei der Phagozytoseaktivitdt der Granulozyten und Monozyten konnte zu beiden
Messzeitpunkten kein signifikanter Unterschied zwischen den drei Gruppen beobachtet
werden (Tabelle 47).
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Tabelle 47: Prozentualer Anteil der phagozytierenden Granulozyten und Monozyten im Blut der Ferkel wahrend der 14téagigen

Versuchszeit

Kontrolle (n'=10)

AS (n=10)

Gruppe
OS (n=10)

Kontrolle (n=10)

AS (n=10) 0S (n=10)
Tag 14 + 1

Granulozyten 78,3 (70,1/86,5)

ivionozyien 46,7 (30,7/61,2)

81,8 (69,1/90,1)

49,3 (32,2/63,9)

78,2 (63,4/86,9)

44,8 (30,5/57,3)

70,9 (44,2/85,0)

42,8 (34,7/50,4)

75,5 (43,3/89,0) 81,1 (66,9/97,9)

42,9 (22,2/59,5) 49,5 (38,5/58,8)

'Anzahl der gliltigen Félle Alle Daten sind arithmetische Mittelwerte (Min/Max), p>0,05
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Die mittlere Fluoreszenzintensitét ist eine dimensionslose GrdBe, die die Anzahl der
aufgenommenen Bakterien pro Zelle darstellt. Fltterungsbedingte Unterschiede zwi-
schen den Gruppen konnten nicht festgestellt werden. In der Kontrollgruppe war zu
Versuchsbeginn die Fluoreszenzintensitat signifikant héher als beim Versuchsende

(Tabelle 48).
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Tabelle 48: Mittlere Fluoreszenzintensitat der phagozytierenden Granulozyten und Monozyten im Blut der Ferkel

Gruppe
Kontrolle (n'=10) AS (n=10) 0OS (n=10) Kontrolle (n=10) AS (n=10) OS (n=10)
Absetzen Tag 14 £ 1

F.. Gran 899 (501/1477)® 869 (551/1520) 833 (503/1217) 665 (468/1111)® 745 (453/1127) 684 (493/863)
F..Mon 249 (143/453) 284 (95,0/477) 262 (138/447) 254 (182/391) 297 (198/451) 278 (151/405)

'Anzahl der giiltigen Falle. Alle Daten sind arithmetische Mittelwerte (Min/Max); a, b: signifikante Unterschiede innerhalb einer
Gruppe, p<0,05
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4.2.4 Phanotypisierung der mononuklearen Zellen der Milz

Bei den T-Helferzellen, dargestellt durch die CD4-positiven Zellen, und den zytotoxi-
schen Zellen, welche CD8B— oder CD4- und CD8B—positiv sind, konnten keine durch
die Fitterung hervorgerufenen Unterschiede festgestellt werden (Tabelle 49).

Tabelle 49: Relativer Anteil der CD4- und CD8B-Lymphozyten (%) der Milz der Ferkel

am Tag 14 + 1
Gruppe
Kontrolle (n'=10) AS (n=10) 0S (n=10)
CD4'CD8B 12,8 (6,33/17,5) 13,3 (7,34/19,3) 13,7 (7,50/18,1)
CD4CD8p* 6,73 (3,68/11,2) 9,54 (2,86/20,4) 7,48 (0,73/23,6)
CD4*CD8p"* 1,33 (0,08/3,18) 1,65 (0,09/6,03) 0,91 (0,04/2,31)

'Anzahl der giiltigen Falle, CD = Cluster of Differentiation; alle Daten sind arithmetische
Mittelwerte (Min/Max), p>0,05

Die CD2-positiven Zellen, (yd-T-Zellen), die CD16- (NK Zellen) sowie die CD2- und
CD16- (NK-Zellen, dendritische Zellen, Granulozyten und Makrophagen) positiven Zel-
len wiesen keine signifikanten Abweichungen zwischen den Gruppen auf (Tabelle 50).

Tabelle 50: Relativer Anteil der CD2- und CD16-Lymphozyten (%) der Milz der Ferkel

am Tag 14 + 1
Gruppe
Kontrolle (n'=10) AS (n=10) 0OS (n=10)
CD2'CD16°  31,5(22,2/53,7) 31,9 (18,1/40,6) 33,0 (26,0/41,8)
Ccb2CD16" 21,8 (8,37/29,1) 21,7 (12,9/30,4) 20,4 (11,3/27,7)
CD2'CD16" 10,8 (5,28/26,8) 12,3 (4,88/19,3) 12,2 (6,55/18,5)

'Anzahl der giiltigen Falle, CD = Cluster of Differentiation; alle Daten sind arithmetische
Mittelwerte (Min/Max), p>0,05

Der relative Anteil der B-Zellen (CD21%) und der Makrophagen und Monozyten (CD14")
an den Lymphozyten in der Milz zeigten keine futterungsbedingten Unterschiede (Ta-
belle 51).

Tabelle 51: Relativer Anteil der CD14- und CD21-Lymphozyten (%) der Milz der Ferkel

am Tag 14 + 1
Gruppe
Kontrolle (n'=10) AS (n=10) OS (n=10)
CD14°CD21" 5,44 (2,66/7,52) 6,91 (2,77/10,2) 6,39 (3,72/10,3)
CD14CD21* 33,6 (25,2/41,0) 30,1 (24,4/40,9) 27,4 (18,1/38,4)

'Anzahl der giiltigen Falle, CD = Cluster of Differentiation; alle Daten sind arithmetische
Mittelwerte (Min/Max), p>0,05
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5 Diskussion

5.1 Hintergrund und Ziel der Arbeit

V.1

Die Qualitat von Kuhmilch spielt eine wichtige Rolle in der Jungtiererndhrung und fur
den Konsumenten. Milch kann nur dann sicher fur das Jungtier und den menschlichen
Verzehr sein, wenn das Euter effektiv vor mikrobiellen Infektionen geschiitzt wird, und
zwar Uber seine Abwehrmechanismen, die nicht zuletzt von der Ernahrung der Tiere
beeinflusst werden kénnen. Unter den verschiedenen Nahrstoffen, die das Immunsys-
tem beeinflussen, spielt das Spurenelement Selen eine besondere Rolle. Es ist essen-
ziell fur viele biochemische Prozesse. Selen hat zudem Einfluss auf die Tiergesundheit
Uber das Immunsystem und durch seine Mitwirkung an antioxidativen Prozessen. So
ist Selen essenziell fir die Glutathionperoxidase, einem wichtigen Enzym zur Bekamp-
fung oxidativer Prozesse, und einiger anderer Enzyme sowie verschiedener Selenopro-
teine, deren Funktion oft nicht vollstdndig geklart ist.

Die bedarfsdeckende Supplementierung von Rationen fir Milchkiihe mit Selen kann
die Abwehr von Infektionen unterstiitzen und so einen Beitrag zur Sicherheit des Fut-
ter- und Lebensmittels Milch zu leisten. Neben den funktionalen Aspekten ist es auf der
anderen Seite ein wesentliches Ziel, den Se-Gehalt der Milch zu erhéhen und damit die
marginale Versorgung der Jungtiere und der menschlichen Bevdlkerung mit diesem
Spurenelement zu verbessern. Die Empfehlungen zur Versorgung der Milchkuh mit Se-
len liegen in den USA zwischen 0,1 und 0,3 mg Selen/kg Futtertrockensubstanz (NRC,
2001), die deutsche Gesellschaft flr Ernahrungsphysiologie (GfE) empfiehlt Se-
Gehalte von 0,15-0,2 mg/kg TS (GfE, 2001). Die Se-Bioverfugbarkeit aus den unter-
schiedlichen Verbindungen ist von aktuellem Interesse, da in letzter Zeit immer haufi-
ger organische Se-Verbindungen verwendet werden. Diese verhalten sich anders als
anorganische, sowohl was ihre Verflgbarkeit betrifft als auch ihren Metabolismus und
den Carry-over in die Milch.

V.2

Saug- und Absetzferkel sind aufgrund des zunéchst unreifen Immunsystems beson-
ders anféllig fir Erkrankungen, die zu hohen Verlusten fihren kénnen. Eine Moglichkeit
zur Verhinderung von Erkrankungen ist die Optimierung der Immunfunktion, wobei Se-
len auch hier eine vielversprechende Mdglichkeit darstellt. Positive Effekte einer Se-
Supplementation auf das zelluldre und humorale Immunsystem bei Tieren stellen sich
als sehr komplex dar. Jedoch ist eine Bedeutung von Selen in diesen Prozessen nicht
von der Hand zu weisen, da in Studien nachgewiesen werden konnte, dass ein Se-
Defizit die Infektanfélligkeit bei Tieren erhéht, da es zu einer verminderten Immunant-
wort des Koérpers nach Erregerexposition kommt (Dhur et al., 1990; Lessard et al.,
1991).

Untersuchungen zur Auswirkung organischer und anorganischer Se-Quellen auf das
Immunsystem, den Metabolismus und die Gewebeakkumulation zeigen, dass orga-
nisch gebundene Se-Quellen besser verwertet werden und in Form von Selenoprotei-
nen eingebaut werden, wohingegen anorganische Se-Quellen eine héhere biologische
Verfugbarkeit fir die Biosynthese von Peroxidasen aufweisen sollen (Mahan und Par-
rett, 1996).

Die Thematik wurde bisher beim Ferkel unter der Beachtung anderer Einflussfaktoren
bearbeitet. Daten zu der Bedeutung der Milch als selenangereichertes Futter- bzw.
Nahrungsmittel liegen nur in sehr begrenztem Umfang vor.
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5.2 Diskussion der Versuchsbedingungen und des Studiendesigns

V.1

Die Futterungsversuche wurden auf dem Versuchsgut des BfR durchgeflhrt. Die Kiihe
wurden bis auf eine Woche vor und nach der Geburt in identischen Laufstallen gehal-
ten und erhielten, wenn es das Wetter zulieB, die Mdglichkeit zum taglichen Gang auf
einen Sandauslauf. In dem Zeitraum des Abkalbens waren die Tiere in einer mit Stroh
eingestreuten Einzelbox, die sich im gleichen Stallraum wie die Laufboxen befand, so-
dass die sonstigen Bedingungen fir alle Kihe gleich waren. Die Kélber wurden inner-
halb der ersten 12 Stunden in eine Kéalberbox mit Stroh verbracht und mit einem Saug-
eimer dreimal taglich gefittert. Die Kélberboxen befanden sich im gleichen Stallgebau-
de wie die Laufboxen, waren aber durch eine Tir abgetrennt.

Die Herstellung der Se-Mischung fand am Institut fiir Tiererndhrung statt, wobei die in
dem Versuch angegebenen Se-Mengen in Maisschrot eingemischt und den Tieren
nach dem Melken zum Fressen vorgelegt wurden. Um zu gewéahrleisten, dass jede
Kuh nur die ihr zustehende Ration frisst, wurden sie hierflr kurzfristig in das Fressgitter
eingespertrt.

Zu Beginn und zum Ende des Versuches traten bei einigen Kiihen Akzeptanzprobleme
auf. Um die Aufnahme zu gewéhrleisten, wurde deswegen ein Teil der taglichen TMR
mit dem Se-haltigen Maisschrot gemischt, wodurch die Tiere wieder zum Fressen ani-
miert wurden. Bei den Kalbern wurde die Muttermilch mittels Saugeimer ohne Proble-
me aufgenommen.

Es wurden in der Kontroll- und AS-Gruppe jeweils funf Kiilhe und funf bzw. vier Kéalber
und in der Gruppe OS sechs Kiihe und fiinf Kélber untersucht. Die Kélberdifferenz be-
ruht auf zwei Totgeburten, wobei ein Kalb eine nicht geschlossene Bauchdecke auf-
wies, wahrend bei dem anderen Kalb keine Ursache offensichtlich war. Aussagen Uber
Leistungsdaten sind mit dieser Tierzahl nur eingeschrénkt mdglich und lagen auch
nicht im Fokus dieser Untersuchung.

V.2

Die Sauen befanden sich bis eine Woche vor dem Abferkeltermin in Einzelboxen in
zwei verschiedenen Raumen. Aufgrund der rdumlichen Gegebenheiten im Versuchsgut
konnten die Sauen danach nicht in véllig identischen Abferkelboxen stehen. Zwei Sau-
en standen in Abferkelboxen mit einer Fixierungsmdglichkeit, in denen der Boden zum
Teil planbefestigt, zum Teil mit Spaltenboden versehen war. Die anderen sieben Sauen
hatten planbefestigte Abferkelboxen mit Stroh zur Verfigung. In allen Abferkelboxen
gab es einen Bereich fur die Ferkel mit Warmelichtlampe.

Ebenfalls aufgrund der rdumlichen Gegebenheiten konnten die drei x finf Ferkelgrup-
pen nicht in vollig identischen Boxen gehalten werden. Die Ferkel wurden in Boxen mit
Gummimatten oder befestigtem Boden und Stroh gehalten.

Sowohl die Boxen der Sauen als auch die der Ferkel befanden sich im gleichen Stall-
gebaude, sodass wiederum die sonstigen Bedingungen (Raumtemperatur, Luftfeuch-
tigkeit) gleich waren.

Die Milch aus V.1 war bis zum Verfiittern bei -20°C auf dem Versuchsgut eingefroren
und wurde erst am Abend vorher bei Raumtemperatur aufgetaut und kurz vor dem Ver-
futtern auf 38°C angewarmt. Die Herstellung des Spurenelement —Erganzungsfutters
fand am Institut flr Tiererndhrung statt. Nach dem Erreichen der vorgesehenen Tem-
peratur wurde dieses in die Milch eingemischt.

Sowohl bei den Sauen als auch bei den Ferkeln gab es keine Akzeptanzprobleme. Das
Futter wurde jeweils restlos aufgenommen.

Es wurden pro Gruppe 10 Tiere untersucht. Aussagen Uber Leistungsdaten sind mit
dieser Tierzahl nur eingeschrankt méglich und lagen wiederum nicht im Fokus dieser
Untersuchung.
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5.3 Diskussion der Ergebnisse
5.3.1 Effekte von Selen auf die Leistungsparameter der Tiere

V1

Die nicht signifikant voneinander abweichenden Lebendmassen der Kihe sowie die
vergleichbaren Milchmengen und deren Zusammensetzung der drei Gruppen zeigen,
dass alle Tiere, auch die der Kontrollgruppe, ausreichend mit Selen versorgt wurden
und ein Se-Mangel nicht auftrat. Das etwas geringere Gewicht von 352 kg in der Kon-
troligruppe stammt von der Kuh mit der Kennnummer 352. Beim Wiegen wurde gleich-
zeitig eine Adspektion durchgefiihrt, wobei die Kuh Nr. 352 nicht als zu mager oder als
Eingefallen aufgefallen war. Das geringere Gewicht ist deswegen eher durch eine Ver-
wechslung der Anzeigen an der Waage zu interpretieren.

Ebenso waren die Kélber Uber die Milch ihrer Mitter mit gentigend Selen versorgt, so-
dass die erhobenen Leistungsparameter im Versuchszeitraum vergleichbar waren.

V.2

Die Sau Nr. 7 hatte am 7. Laktationstag mit 102 ug Selen/ | Milch einen doppelt so ho-
hen Se-Gehalt als die anderen Sauen, wahrend sie am 14. Tag mit den anderen Sau-
en in einem Bereich lag. Mahan (2000) findet in seinem Versuch, nach einer Supple-
mentierung von 0,15 ppm Natriumselenit im Futter, Se-Gehalte von 32-61 ug Selen/|
Milch bzw. Kolostrum. Bei der gleichen Dosierung, aber bei Verwendung von organisch
gebundenem Selen, findet er Gehalte von 77 bzw. 133 ug Se/l Milch bzw. Kolostrum.
Hiermit lage die Sau Nr. 7 noch im normalen physiologischen Bereich, was den Se-
Gehalt der Milch angeht. Allerdings erhielten die Sauen im hier durchgefiihrten Ver-
such anorganisch gebundenes Selen. Eine weitere Mdglichkeit fir den héheren Se-
Gehalt kdnnte eine geringere Milchbildung sein, die zu einer Aufkonzentration flhrte.
Da die Milchmenge nicht mit erfasst wurde, kann dies aber nicht bestatigt werden.
Insgesamt war der Se-Gehalt von der Sauenmilch aller Sauen ausreichend, um die
Ferkel mit Selen zu versorgen. Somit sind die Ferkel ohne einen Se-Mangel und mit
den gleichen Voraussetzungen in den Versuch gegangen. Dies wurde auch durch die
vergleichbaren Se-Werte der Ferkel am Versuchsbeginn bestétigt. Die erhobenen Leis-
tungsdaten der Ferkel Uber den gesamten Versuchszeitraum zeigten keine Unter-
schiede auf. Alle Ferkel hatten festen Kot und es gab keine Anzeichen einer Erkran-
kung.

5.3.2 Effekte von Selen auf immunologische Parameter im peripheren Blut von
Kiihen und ihren Kélbern

Die Frage, ob Selen eine Auswirkung auf das Immunsystem hat, wurde anhand von
ausgewahlten immunologischen Parametern im peripheren Blut untersucht. Die Analy-
se des Differenzialblutbildes erfolgte bei den Kihen nach einer und nach 12 Wochen
nach der Kalbung und bei den Kalbern eine Woche nach der Geburt. Ebenfalls zu die-
sen Zeitpunkten wurde untersucht, inwieweit Selen einen Einfluss auf das Verhaltnis
der verschiedenen Subpopulationen von T-Zellen und B-Zellen hatte. Dieses wurde
mithilfe eines etablierten Verfahrens zur Phanotypisierung durchflusszytometrisch er-
fasst. Die funktionellen Auswirkungen wurden mittels Lymphozytenproliferationstests
und durch die Messung der phagozytotischen Aktivitat der Granulozyten und Monozy-
ten im peripheren Blut untersucht.
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Die durchgefihrte Blutuntersuchung zeigte im Differenzialblutbild sowohl bei den K-
hen als auch bei den Kélbern keinen Unterschied zwischen den Gruppen auf. In der
AS-Gruppe konnte eine Woche nach der Kalbung eine Lymphozytose festgestellt wer-
den, die durch eine Kuh mit einer Labmagenverlagerung verursacht wurde. Bei der
zweiten Probeentnahme waren alle Werte im Referenzbereich. Bei den Kélbern konn-
te, unabhangig von der Gruppenzugehdrigkeit, ein geringeres Volumen (MCV) und ein
geringerer Hamoglobingehalt (MCH) der Erythrozyten im Vergleich zu den Referenz-
werten fir Kélber beobachtet werden (Dirksen et al., 2002). Gleichzeitig hatten bis auf
zwei Tiere alle Kélber eine Anisozytose, die auch die niedrigen MCV- und MCH-Werte
erklaren kann. Bei keinem der Kalber konnten dabei Symptome einer Erkrankung oder
Anzeichen fur Blutungen beobachtet werden. Somit kann die Anisozytose der Kéalber
vermutlich als eine bei Rindern nattirlich vorkommende Anisozytose eingeordnet wer-
den, die nicht mit einer Krankheit in Verbindung gebracht werden kann (Jain, 1993).

5.3.2.1 Effekte von Selen auf die Phanotypisierung der Immunzellen im periphe-
ren Blut der Kiihe und Kalber

Die durchflusszytometrischen Untersuchungen ermdglichen eine Identifizierung der
Zellen anhand ihrer morphologischen und antigenen Eigenschaften. Dadurch konnten
die Immunzellen phanotypisch charakterisiert und ihr Verhéltnis im peripheren Blut er-
fasst werden. Es sollte untersucht werden, inwieweit Selen einen Einfluss auf die Zel-
len des peripheren Blutes hat und ob sich dies durch den relativen Anteil der Immun-
zellen widerspiegelt. Insgesamt konnte bei der Untersuchung eine sehr hohe tierindivi-
duelle Schwankung festgestellt werden.

Van Kampen und Mallard (1997) konnten bei einem Kuhversuch ohne Se-Zulage nach
der Geburt eine Steigerung des Anteils von CD4- und CD8-positiven Zellen im Blut von
Kuhen sehen. MHCII-positive Zellen hatten nach der Geburt zunéchst einen geringeren
Anteil im Blut als vor der Geburt, bis sie 16 Wochen p.p. auf den Ausgangswert zu-
rickkehrten. Die gleichen Beobachtungen konnten fiir den Anteil der CD4-positiven T-
Helferzellen im peripheren Blut fir die Gruppen AS und OS in dieser Arbeit gemacht
werden. Dieser lag am ersten Probezeitpunkt bei 30% und nach 12 Wochen p. p. bei
43-49%. Die Kontrollgruppe wies einen Wert von 50% eine Woche p.p. auf, welcher
aber gegentber den Vergleichsgruppen nicht abzusichern war. Dadurch konnte hier
keine Steigerung des Anteils von CD4-T-Helferzellen beobachtet werden. In allen drei
Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Probeentnahme-
punkten beobachtet werden. Bei dem durchschnittlichen relativen Anteil der CD8-
positiven zytotoxischen T-Zellen fand bei allen Versuchsgruppen keine Steigerung
wéahrend des Versuchzeitraumes statt, sodass hier frihere Beobachtungen von van
Kampen und Mallard (1997) nicht bestatigt wurden. Bei den aktivierten T-, B- und anti-
genprasentierenden Zellen, gekennzeichnet als MHCII-positive Zellen, kam es im Ver-
suchszeitraum zu einer Abnahme von 37-41% auf 30-36% in der Kontroll- AS- und OS-
Gruppe, was wiederum mit den Ergebnissen der oben genannten Studie Uberein-
stimmt. Das hier verwendete Selen, unabhangig von der eingesetzten Verbindung, hat-
te somit anscheinend keinen Einfluss auf die Verteilung der Subpopulationen im peri-
pheren Blut von den Kiihen. Dies wird auch durch die hohen tierindividuellen Schwan-
kungen bestatigt, die auf einen gréBeren Einfluss von Tier- und Umweltfaktoren schlie-
Ben lassen.

Studien zu den Auswirkungen von natirlich angereicherter Se-Milch durch unterschied-
liche Se-Quellen auf die Verteilung der lymphozytéaren Subpopulationen bei Kalbern
liegen zurzeit noch nicht vor. Bei den Kalbern konnte zwischen den drei Versuchsgrup-
pen kein Unterschied bei dem Anteil der T-Helferzellen und der zytotoxischen T-Zellen
ermittelt werden. Ebenso wiesen die Ergebnisse zum Anteil an MHCII- und/oder CD25-
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positiven Zellen keinen signifikanten Unterschied zwischen der Kontroll-, AS- und OS-
Gruppe auf. Der relative Anteil der doppelt positiven aktivierten T- und B-Zellen war bei
den Kalbern im Alter von einer Woche mit 1-2 % so niedrig, dass sie hinsichtlich der
Immunfunktion zu diesem Zeitpunkt keine groBe Auswirkungen haben duirften.
Insgesamt hatte in den vorliegenden Untersuchungen die mit unterschiedlichen Se-
Quellen natdrlich angereicherte Kuhmilch in den untersuchten Kélbern keinen Einfluss
auf die Subpopulationen der Lymphozyten.

5.3.2.2 Effekte von Selen auf die Proliferation der Lymphozyten des peripheren
Blutes der Kiihe und Kalber und anschlieBende Phanotypisierung bei
den Kiithen

Der Lymphozytenstimulationstest ist eine etablierte ex vivo Methode und dient zur Ein-
schatzung der zellularen Proliferationskapazitat. Die antigenspezifischen Lymphozyten
mussen proliferieren, bevor sie zu funktionalen Effektorzellen ausdifferenzieren. Da-
durch steht fir die verschiedenen funktionellen Aufgaben eine ausreichende Zellzahl
zur Verfligung (Janeway et al., 2005). Spezifische Antigene stimulieren jeweils nur ei-
nen kleinen Anteil an Lymphozyten, daher werden fir Labortests polyklonale Mitogene
fur die Proliferationsinduktion eingesetzt. Diese kdnnen bei Lymphozyten unterschiedli-
cher Spezifitdt und klonaler Herkunft eine Mitose auslésen, die dem gleichen Prinzip
der durch andere Proteinantigene induzierten Proliferation entspricht und einen Ruck-
schluss auf die Lymphozytenreaktivitdt moglich macht. In den meisten Studien wird der
Einbau von ®H-Thymidin in die zellulare DNA als MaB fir die Zellvermehrung herange-
zogen (Janeway et al., 2005). In dieser Arbeit wurde stattdessen BrdU, das in die DNA
der proliferierten Zellen eingebaut wird, als Marker genutzt. Eine Detektion erfolgte
durch Markierung mit einem anti-BrdU-mAk und einer Quantifizierung mittels FACS.

Es wurden die Mitogene Phytohdmagglutinin (PHA-M), Concanavalin A (CON A) und
Pokeweed mitogen (PWM) eingesetzt. PHA und CON A stellen typische T-Zell-
Mitogene dar. Dagegen wurde PWM als B- und T-Zell-Mitogen eingesetzt. Dargestellt
wurde die funktionelle Proliferationsleistung im prozentualen Anteil der BrdU-positiven
Lymphozyten an der Gesamtlymphozytenpopulation.

Aufféllig war, dass die Reaktion der Zellen auf das Mitogen PWM numerisch geringer
war als bei den anderen beiden Mitogenen. AuBerdem war die Proliferation beim ers-
ten Untersuchungspunkt in der Kontrollgruppe bei allen Mitogenen numerisch héher als
in der Gruppe OS, doch konnte aufgrund der tierindividuellen Gegebenheiten kein sig-
nifikanter Unterschied festgestellt werden.

Parallel wurde zur Lymphozytenproliferation 12 Wochen p. p. eine Variante des Prolife-
rationstests angesetzt, um die Verteilung der Lymphozytenpopulation zu untersuchen.
Da BrdU sich teilweise negativ auf die Bindung der primaren Antikérper an die Zellen
auswirkt, wurde es bei diesem Ansatz nicht hinzugegeben, sodass die Anzahl der Zel-
len, die proliferiert und dabei BrdU eingebaut haben, nicht mit angegeben werden
kann. Es wurden die Mitogene PHA-M und CON A zur Stimulierung der T-Zell-
Population verwendet und zum Vergleich ein Ansatz ohne Mitogen angesetzt. Zur Mar-
kierung der Lymphozyten wurden die gleichen mAk wie bei der Phanotypisierung im
peripheren Blut genutzt.

Die Verteilung der proliferierenden Subpopulationen der Lymphozyten ohne Mitogen
unterschied sich nicht von der generellen Proliferation der Lymphozyten nach Stimulie-
rung mit dem Mitogen PHA-M im peripheren Blut. Wenn das Mitogen CON A verwen-
det wurde, konnte eine Verschiebung der lymphozytaren Subpopulationen im periphe-
ren Blut im Vergleich zu den Ansatzen ohne Mitogen und mit PHA-M gesehen werden.
Der relative Anteil der CD8-positiven zytotoxischen Zellen, der CD4- und CD25-
positiven aktivierten T-Helferzellen, der CD25-positiven aktivierten T- und B-Zellen, der
CD25- und MHCII- positiven aktivierten T-, B- und antigenprasentierenden Zellen nahm
zu. Ein futterungsbedingter Unterschied konnte nicht ermittelt werden.
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Die Zufltterung von Selen zeigte unabhéangig von der Quelle keinen signifikanten Ein-
fluss auf die Proliferationsleistung der Lymphozyten im peripheren Blut der Kihe und
ihrer Kalber, was die Ergebnisse von Sordillo et al. (1993) bestatigt. Diese konnten
ebenfalls keinen Einfluss von Selen auf die Proliferationsaktivitat der PBMC ermitteln.
Die starkere Proliferation von Lymphozyten bei Verwendung des Mitogens CON A
nach Supplementation mit Selen konnte bei der Untersuchung der funktionellen Prolife-
rationsleistung in der hier vorliegenden Arbeit nicht nachvollzogen werden (Cao et al.
1992). Betrachtet man hingegen die Verteilung der lymphozytaren Subpopulationen,
konnte bei Verwendung des Mitogens CON A eine deutliche Zunahme der einzelnen
Populationen mit Ausnahme der MHCII-positiven und der CD4-positiven Zellen beo-
bachtet werden. Eine mégliche Erklarung, warum dieses nicht in der Untersuchung der
funktionellen Proliferationsleistung reflektiert wurde, kénnte zum einen sein, dass das
BrdU von einigen Zellen trotz Proliferation nicht eingebaut wurde. Eine andere M&g-
lichkeit wéare, dass andere Anteile der Subpopulation im Ansatz mit CON A verringert
und in den Ansatzen mit PWM und PHA-M vermehrt wurden, die hier nicht ermittelt
wurden, sodass bei der funktionellen Proliferationsleistung kein Unterschied ausge-
macht werden konnte. Somit konnten die Ergebnisse von Cao et al. (1992) zwar nicht
hinsichtlich der Proliferationsleistung, aber im Hinblick auf die Zunahme einzelner Sub-
populationen bestétigt werden, allerdings unabhangig von der Se-Ftterung.

Eine verminderte Proliferationsleistung von T-Zellen auf die Mitogene PHA-M und CON
A war bei Ratten mit Se-Mangelernéhrung festzustellen (Eskew et al., 1984). Entspre-
chendes konnte in dieser Studie nicht beobachtet werden. Die Kiihe in der Kontroll-
gruppe erhielten allerdings keine Mangeldiat, sodass eine verminderte Proliferations-
leistung nicht zu erwarten war. Obwohl die zuséatzliche Supplementierung von Selen zu
héheren TEAC-Werten im Blut flhrte (Salman, 2010), konnte keine verbesserte Lym-
phozytenantwort auf Mitogene beobachtet werden. Inwieweit es bei einer Infektion zu
einer unterschiedlichen Reaktion kommen wirde, misste als nachster Schritt in einem
Infektionsversuch erforscht werden.

Insgesamt konnte sowohl bei den Kiihen als auch bei den Kélbern eine sehr hohe tier-
individuelle Schwankung festgestellt werden, was vermuten |&sst, dass die Einfllisse
der Umwelt- und Tierfaktoren bei den gesunden Tieren gréBer waren, als die der un-
terschiedlichen Fltterung.

5.3.2.3 Effekte von Selen auf die Phagozytoseaktivitat der Granulozyten und
Monozyten im peripheren Blut der Kiihe und Kalber

Die ex vivo Untersuchung der Phagozytoseaktivitat der Granulozyten und Monozyten
wurde mit dem Testkit Phagotest® untersucht, welches (iberwiegend in der Human-
medizin zur klinischen Diagnostik eingesetzt wird. Hierbei wird sowohl die Phagozyto-
seaktivitdt (Anzahl der phagozytierten E. coli Bakterien pro Zelle) als auch die Anzahl
der phagozytierenden Granulozyten und Monozyten untersucht. Wiederum zeigten
sich, wie auch bei den anderen immunologischen Parametern, starke tierindividuelle
Schwankungen. Zwischen den unterschiedlichen Fitterungsgruppen konnte kein Un-
terschied an den beiden Untersuchungspunkten ausgemacht werden. Allerdings konn-
te in der AS-Gruppe eine signifikant niedrigere (p<0,05) Anzahl an phagozytierenden
Monozyten 12 Wochen p. p. im Vergleich zum ersten Messzeitpunkt ermittelt werden.
Referenzwerte fir die Phagozytoseaktivitat bei Kilhen und Kélbern fir den Zeitraum
nach der Geburt und wahrend der Laktation sind nicht etabliert. Die Beurteilung, ob die
Ergebnisse physiologisch flr diesen Zeitraum sind, kann deswegen nicht ausreichend
abgesichert werden. Die erhéhte Anzahl der phagozytierenden Monozyten im periphe-
ren Blut in der AS-Gruppe ist wahrscheinlich durch eine Erkrankung einer Kuh verur-
sacht. Diese hatte kurz nach der Geburt eine Labmagenverlagerung, wodurch eine
Lymphozytose in der AS-Gruppe zu sehen war. Daflr spricht auch, dass die Werte 12
Wochen p. p. niedriger waren, als diese Kuh wieder gesund war.
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Die Beobachtung von Weiss und Hogan (2005), dass Selen, unabhangig von der Quel-
le, keinen Einfluss auf die Aktivitat der neutrophilen Granulozyten im Blut hat, konnte in
diesem Versuch ebenfalls beobachtet werden. Obwohl bei den TEAC-Werten im Blut
ein Unterschied zwischen den Gruppen zu sehen war (Salman, 2010), fihrte der dar-
aus zu erwartende Schutz der Granulozyten und Monozyten vor Radikalen im Blut der
Se-Gruppen zu keinem Unterschied in deren Phagozytoseleistung oder -aktivitat, wie
es Arthur et al. (2003) feststellen konnte. Eine Méglichkeit dafiir ist, dass Radikale erst
bei einer Infektion vermehrt auftreten. Zudem erhielt die Kontrollgruppe eine relativ ho-
he Se-Versorgung. Diese kdnnte bei den gesunden Kontrolltieren ausgereicht haben
um die Phagozytoseleistung nicht zu vermindern. Und somit hat es dazu geflhrt, dass
kein Unterschied zu den Kihen der beiden Versuchsgruppen, die eine wesentlich ho-
here Se-Versorgung erhielten, aufgetreten ist. Die gleiche Untersuchung bei einem In-
fektionsversuch und einer nicht so hohen Se-Versorgung der Kontrolltiere kénnte somit
andere Ergebnisse bringen und waére als nachster Schritt anzudenken.

Insgesamt lassen die hohen tierindividuellen Schwankungen bei den Kihen und den
Kélbern vermuten, dass die Einfliisse der Umwelt- und Tierfaktoren bei den gesunden
Tieren groBer waren als die der unterschiedlichen Fitterung.

5.3.3 Effekte von Selen auf immunologische Parameter in der Kuhmilch

Ebenso wie im Blut wurde die Frage, ob Selen eine Auswirkung auf das Immunsystem
der Milchdrise hat, anhand von ausgewdhlten immunologischen Parametern in der
Milch untersucht. Die Analyse des Differenzialmilchbildes erfolgte neun und 12 Wo-
chen p. p.. Ebenfalls wurde zu diesen Zeitpunkten untersucht, inwieweit Selen einen
Einfluss auf das Verhéltnis der Subpopulationen von Immunzellen hat. Dies wurde mit-
hilfe der durchflusszytometrischen Phanotypisierung erfasst. Die funktionellen Auswir-
kungen wurden durch die Messung der phagozytotischen Aktivitat von Zellen in der
Milch untersucht.

Die durchgefiihrte Milchuntersuchung zeigte bei der Ermittlung der somatischen Zell-
zahl in der AS-Gruppe eine numerisch niedrigere Zellzahl als in den beiden anderen
Gruppen. Dieser Unterschied kam durch jeweils ein Tier in der entsprechenden Gruppe
zustande. In der Kontrollgruppe war eine Milchkuh, die eine Mastitis in der vorherigen
Laktation hatte. Sie wurde trotzdem fir die Studie verwendet, da sie zum entsprechen-
den Datum klinisch unaufféllig war und zu einem geeigneten Zeitpunkt abkalbte. Wah-
rend des Versuchs zeigte es sich, dass diese Kuh eine chronische Mastitis manifestier-
te. In der OS-Gruppe befand sich eine zugekaufte Kuh, von deren Vorgeschichte nichts
bekannt war. Dieses Tier entwickelte eine immer wiederkehrende Mastitis, die durch
eine jeweilige Behandlung gut therapiert werden konnte, sodass die Kuh somit tber
langere Zeitrdume symptomlos war. Als Ursache konnte ein nicht richtig schlieBender
M. sphincter papillae identifiziert werden. Durch diese beiden Kihe entstanden die
durchschnittlich hohen somatischen Zellzahlen in den jeweiligen Gruppen.

Im Differenzialmilchbild der Kiihe konnte kein Unterschied zwischen den Gruppen, au-
Ber bei den mononukledren Zellen, festgestellt werden. Die Kontrolltiere (p=0,01) und
die OS-Gruppe (p=<0,01) hatten signifikant weniger mononukleére Zellen in der Milch
als die AS-Gruppe.

In einer von der gesunden Milchdriise produzierten Milch finden sich als vorherrschen-
de Zellart des Immunsystems mononukleare Zellen. Kommt es zu einer Infektion, an-
dert sich das Differenzialbild und die neutrophilen Granulozyten werden die vorherr-
schenden Zellen in der Milch und der prozentuale Anteil der mononukledren Zellen
nimmt ab (Pillai et al., 2001). Die beiden Kiihe aus der Kontroll- und OS-Gruppe, die fiir
die numerische Erhéhung der somatischen Zellzahl verantwortlich waren, kénnten
auch fir die signifikant niedrigere Anzahl an mononuklearen Zellen verantwortlich sein.
Hierflr spricht auch die kompensatorische numerische Erhdhung der neutrophilen
Granulozyten in den beiden Gruppen im Vergleich zur AS-Gruppe.
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5.3.3.1  Effekte von Selen auf die Phanotypisierung der Immunzellen in der
Milch

Ebenso wie im Blut wurde die Durchflusszytometrie zur phanotypischen Charakterisie-
rung der Immunzellen fir die Ermittlung ihres relativen Anteils in der Milch eingesetzt.
Der relative Anteil der T-Helferzellen lag bei 4-8%, wéhrend die doppelt positiven akti-
vierten T-Helferzellen einen Anteil von 1-2% ausmachten. Die CD25 positiven aktivier-
ten T- und B-Zellen hatten einen relativen Anteil von 7-16% bzw. 7-11% in der neunten
bzw. 12. Laktationswoche. Die Untersuchung des relativen Anteils der Makrophagen
und Monozyten, der aktivierten Makrophagen und Monozyten und teilweise der B-
Zellen wurde mittels der mAk CD14 und MHCII durchgefuhrt. Der relative Anteil der
CD14 positiven Makrophagen und Monozyten lag 9 Wochen p. p. bei 30-43% und 12
Wochen p. p. bei der Kontroll- und der AS-Gruppe bei 31-43%, wéhrend er bei der OS-
Gruppe bei 19% lag. Doppelt positive aktivierte Monozyten und Makrophagen hatten
bei der ersten Untersuchung in der Kontroll- und in der AS-Gruppe einen relativen An-
teil von 19-22% und in der OS-Gruppe von 11%. Zum zweiten Untersuchungspunkt lag
der relative Anteil in allen Gruppen bei 19-25%. Die MHCII-positiven Zellen markieren
den relativen Anteil der Makrophagen, Monozyten und teilweise B-Zellen und hatten
einen relativen Anteil von 4-7% wéahrend des Futterungszeitraumes. Mithilfe der mAk
CD14 und CD5 sollte der relative Anteil der Makrophagen und Monozyten und der T-
und teilweise B-Zellen untersucht werden. Der relative Anteil der Makrophagen und
Monozyten lag bei der ersten Untersuchung bei der Kontroll- und der AS-Gruppe bei
55-65%, wahrend die Gruppe OS 38% aufwies. Zum zweiten Untersuchungspunkt lag
der relative Anteil bei 32-43%. Der Anteil der T- und teilweise B-Zellen lag bei den
Gruppen zwischen 6 und 12%.

Aufgrund der hohen tierindividuellen Schwankungen konnte trotz der groBen numeri-
schen Unterschiede des relativen Anteils kein Unterschied zwischen den Gruppen und
den Zeitpunkten ausgemacht werden.

Untersuchungen zur Auswirkung von Selen auf die Verteilung der lymphozytaren Sub-
populationen in der Milch gibt es bisher noch nicht. Die Aussage, dass Makrophagen
und Monozyten den gréBten Anteil der Zellen in der Milch einer gesunden Milchdriise
ausmachen (Lee et al., 1980), konnte in dieser Studie ebenfalls beobachtet werden.
Durch das Differenzialzellbild konnte dieses Ergebnis bestatigt werden, das einen gro-
Beren Anteil an Lymphozyten aufzeigt als die Phanotypisierung. Eine Erklarungsmég-
lichkeit daflr ist, dass der mAk CD5 an allen T-Zellen aber nur teilweise an B-Zellen
bindet, wodurch eine Verschiebung der Ergebnisse im Differenzialmilchbild erklart wer-
den kann. Insgesamt hatte die Se-Fitterung, unabhangig von der Quelle, keinen Ein-
fluss auf die Subpopulationen in der Milch. Zudem lassen die hohen tierindividuellen
Schwankungen vermuten, dass Umwelt- und Tierfaktoren eine gréBere Rolle spielten.

5.3.3.2 Effekte von Selen auf die Phagozytoseaktivitiat der Immunzellen in der
Milch

Die ex vivo Untersuchung der Phagozytoseaktivitat der phagozytierenden Zellen in der
Milch wurden wie im Blut mit dem Testkit Phagotest® untersucht. Hierbei wird sowohl
die Phagozytoseaktivitdt (Anzahl der phagozytierten E. coli Bakterien pro Zelle) als
auch die Anzahl der phagozytierenden Zellen in der Milch untersucht. Eine Unterschei-
dung der phagozytierenden Zellen in Granulozyten und Monozyten konnte hierbei nicht
erfolgen, da die geringe Zellzahl der Milchproben nicht erlaubte, die Zellen sicher zu
unterscheiden. Ebenso wie bei der Phanotypisierung zeigten sich starke tierindividuelle
Schwankungen, insgesamt konnte aber eine sehr niedrige Rate an phagozytierenden
Zellen bei beiden Untersuchungen beobachtet werden. Zwischen den unterschiedli-
chen Fatterungsgruppen konnte kein signifikanter Unterschied an beiden Untersu-
chungspunkten ausgemacht werden, auch wenn die Anzahl der phagozytierenden Zel-
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len in der AS-Gruppe numerisch niedriger war als in den beiden anderen Gruppen.
Dieses ist durch die bereits oben erwéhnten Kilhe mit der chronischen bzw. mit der
akuten Mastitis zustande gekommen. Dass kein Unterschied zwischen den Gruppen
zustande gekommen ist, zeigt, dass die Kiihe, mit Ausnahme der beiden oben erwahn-
ten, aus der Kontroll- und OS-Gruppe ebenfalls eine sehr niedrige Anzahl an phagozy-
tierenden Zellen hatten. In der AS-Gruppe konnte zudem eine signifikant niedrigere
(p=0,01) Anzahl an phagozytierenden Zellen eine Woche p. p. im Vergleich zu 12 Wo-
chen p. p. ermittelt werden.

Bei gesunden Kuhen ist eine geringe Zahl an Immunzellen und phagozytierenden Zel-
len physiologisch, so dass die Ergebnisse bestatigen, dass die Kiihe, ausgenommen
die beiden bereits erwadhnten Tiere, Uber den Versuchszeitraum unter keinen schwer-
wiegenden Erkrankungen gelitten haben. Die Zunahme der phagozytierenden Zellen in
der AS-Gruppe kénnte als Reaktion auf die fortschreitende Laktation und einer ver-
mehrten Auseinandersetzung der Milchdrise mit Keimen sein. Die Anzahl der Zellen
lag immer noch in einem niedrigen Bereich und unterschied sich nicht von den anderen
Gruppen, sodass man davon ausgehen konnte, dass die Gesundheit der Milchdrise,
abgesehen von den bereits oben erwahnten Tieren, die die hdhere Behandlungsinzi-
denz in den jeweiligen Gruppen verursacht haben, nicht beeinflusst war (DVG, 2000;
Leitner et al., 2000; Pilla et al., 2001).

5.3.4 Effekte von natirlich Selen angereicherter Kuhmilch auf die Selenkon-
zentration im Plasma von Absetzferkeln

Durch die Verfutterung von der Milch aus V1.0S konnte bei den Ferkeln aus der
V.2.0S-Gruppe ein signifikant h6herer Se-Gehalt im Serum festgestellt werden als bei
den anderen beiden Gruppen. Die Milch aus der Gruppe V.1.0S enthielt im Vergleich
zu den beiden anderen Gruppen aus V.1 einen signifikant héheren Se-Gehalt in der
Milch. Zwischen der V.2.Kontroll- und der V.2.AS-Gruppe kam es durch die Verfltte-
rung der jeweiligen Milch zu keinen Unterschieden in der Se-Konzentration im Serum.
Dies ist dadurch zu erklaren, dass die V.1.AS-Gruppe nur einen numerisch héheren
Se-Gehalt als die V.1.Kontrollgruppe in der Milch hatte und keinen Signifikanten. Somit
konnten die Ergebnisse von Ulgietta et al. (2008) bestétigt werden, die bei Verflitterung
von mit Selen angereicherter Milch durch organisch gebundenes Selen einen héheren
Se-Gehalt im Plasma gefunden hatte im Vergleich zu Milch, die mit anorganisch ge-
bundenem Selen versetzt wurde. Die Vermutung, dass Selen aus angereicherter Milch
eine héhere Verflgbarkeit hat als eine Milch, die mit Selen versetzt wurde, kann durch
die Ergebnisse mit Se-Hefe als Futterzusatz bestéarkt werden. Bei der Milch, die von
Kihen stammte, die mit Natriumselenit gefittert worden waren, konnte keine verbes-
serte Verflgbarkeit festgestellt werden. Inwieweit die héhere Se-Konzentration im
Plasma der Ferkel der OS-Gruppe durch eine bessere Bioverfligbarkeit zustande
kommt oder durch den héheren Se-Gehalt in der Milch im Vergleich zur AS-Gruppe
bewirkt wurde, missen weitere Untersuchungen zeigen.

5.3.5 Effekte von Selen auf immunologische Parameter im peripheren Blut von
Ferkeln

Die Frage, ob Selen eine Auswirkung auf das Immunsystem der Ferkel hat, wurde an-
hand von ausgewahlten immunologischen Parametern im peripheren Blut untersucht.
Die Analyse des Differenzialblutbildes erfolgte am Ende des Versuches. Die Untersu-
chungen, inwieweit Selen einen Einfluss auf das Verhaltnis der Subpopulationen von
Immunzellen hat, wurden mit Proben von den Tagen des Absetzens und am Versuch-
sende durchgefihrt. Dieses wurde mithilfe der Phanotypisierung durchflusszyto-
metrisch erfasst. Die funktionellen Auswirkungen wurden durch die Messung der pha-
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gozytotischen Aktivitat der Granulozyten und der Monozyten im peripheren Blut unter-
sucht.

Im Differenzialblutbild konnte kein fltterungsbedingter Unterschied zwischen den
Gruppen festgestellt werden. Insgesamt befanden sich die unterschiedlichen Zellarten
im physiologischen Bereich fir Schweine (Kixmdller, 2004), was durch die klinische
Unauffélligkeit der Schweine bestéatigt wird. Insgesamt waren keine Verédnderungen im
Differenzialblutbild wie bei Fontaine et al. (1977) zu erwarten, da es sich weder um ei-
ne Se-Mangeldiat handelte noch Selen in toxischen Dosen verabreicht wurde.

5.3.5.1 Effekte von Selen auf die Phanotypisierung der Imnmunzellen im periphe-
ren Blut und in der Milz der Ferkel

Ebenso wie bei den Milchkiihen erméglicht die durchflusszytometrischen Untersuchung
eine Identifizierung der Zellen anhand ihrer morphologischen und antigenen Eigen-
schaften. Dadurch kénnen Immunzellen phanotypisch charakterisiert und ihr Verhaltnis
im peripheren Blut und in der Milz der Ferkel erfasst werden. Es sollte untersucht wer-
den, inwieweit Selen aus der Kuhmilch als immunmodulierende Substanz wirkt und
sich dies in dem relativen Anteil der Immunzellen darstellt.

Im peripheren Blut wurden die mAk SWC3 und CD21 genommen, um den relativen An-
teil der myeloiden Zellen und B-Zellen zu Beginn des Futterungszeitraumes zu unter-
suchen. Der mAk CD14 wurde bei Versuchsbeginn dazu genutzt, um den relativen An-
teil der Makrophagen und Monozyten zu identifizieren. Ein fitterungsbedingter Unter-
schied zwischen den Gruppen konnte nicht festgestellt werden.

Zur Markierung der y3-T-Zellen, der zytotoxischen T-Zellen (CD8a-y5-T-Zellen), der
NK-Zellen und der y3-T-Zellen wurden die mAk TCR1 und CD8a genutzt. Aufgrund ei-
nes nicht lieferbaren mAk TCR1 erfolgte am Ende des Fitterungszeitraumes eine Cha-
rakterisierung der Immunzellen mit TCR1 und 8a in Kombination nur bei sieben Tieren
aus der Kontroll- und der AS-Gruppe sowie bei sechs Tieren in der OS-Gruppe. Die
Identifizierung der Immunzellen mit CD8a als Einzelverfarbung erfolgte bei allen Tie-
ren. Die Markierung des relativen Anteils der TCR-yd-T-Zellen wurde mithilfe der Kom-
bination der beiden mAk durchgefiihrt. Der relative Anteil der CD8a"- yo-T-Zellen, zyto-
toxischen T-Zellen und den NK-Zellen, wurde durch die Einzelfarbung mit dem mAk
CD8a ermittelt. Im Versuchszeitraum konnte kein Unterschied zwischen den einzelnen
Gruppen beobachtet werden.

Die mAk CD4 und CD8fB wurden genutzt, um den relativen Anteil der T-Helferzellen
und der zytotoxischen T-Zellen zu bestimmen. Die Daten ergaben keinen Unterschied.
Die CD4-positiven T-Helferzellen hatten am Beginn des Fitterungszeitraumes einen
relativen Anteil von 22-25% und am Ende einen relativen Anteil von 9-12%, wodurch
sich ein zeitlich signifikanter Unterschied ergab. Die CD8B—positiven zytotoxischen Zel-
len hatten zu Versuchsbeginn einen relativen Anteil von 7-10% und zu Versuchende
von 9-11%, womit kein Unterschied zwischen den Gruppen oder den verschiedenen
Zeitpunkten ermittelt werden konnte. Der relative Anteil der doppelt positiven zytotoxi-
schen T-Zellen lag bei der Kontrollgruppe beim Absetzen bei 2%, wahrend er bei der
AS- und OS-Gruppe bei 1% lag. Am letzten Versuchstag lag dieser Anteil bei der Kon-
trollgruppe bei 4% und bei den beiden Se-supplementierten Gruppen bei 3%. Dadurch
konnte ein zeitlicher Unterschied bei der AS- und der OS-Gruppe ermittelt werden, der
bei der Kontrollgruppe durch die tierindividuellen Schwankungen nicht zu beobachten
war. Insgesamt war die Anzahl der doppelt zytotoxischen Zellen mit unter 5% so nied-
rig, dass dieser, auch wenn es einen zeitlichen Unterschied gab, hinsichtlich der Im-
munfunktion nicht ins Gewicht fallen durfte.

Zur Markierung der T-Helferzellen, der aktivierten T-Helferzellen und der regulatori-
schen T-Zellen wurden die mAk CD4 und CD25 verwendet. Die CD4-positiven T-
Helferzellen hatten am Beginn des Fitterungszeitraumes einen relativen Anteil von 19-
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20% und am Ende einen relativen Anteil von 9%, wodurch sich der zeitlich signifikante
Unterschied aus der Farbung CD4 und CD8p bestatigte. Die doppelt positiven regula-
torischen T-Zellen und die aktivierten T-Zellen hatten sowohl zu Versuchsbeginn als
auch am Ende einen Anteil von 3-4%.

Die mAk CD2 und CD5 wurden genommen, um den relativen Anteil der NK-Zellen, der
B-Zellen, der CD2y3-T-Zellen, der of-T-Zellen (gesamt) und der CD2*-y3-T-Zellen zu
untersuchen. Die Ergebnisse brachten weder zwischen den Gruppen noch zwischen
den beiden Zeitpunkten ein Unterschied hervor. Bei Beginn der Fitterung war der rela-
tive Anteil der CD5-positiven B-Zellen und CD2-y5-T-Zellen ca. 2-3%. Am letzten Ver-
suchstag lag der Anteil bei der Kontroll- und der OS-Gruppe bei 3%, wahrend er bei
der AS-Gruppe mit 5% signifikant héher lag als bei der Kontroll- (P=0,03) und der OS-
Gruppe (P=0,02). Zusétzlich war der Anteil in der AS-Gruppe am Ende des Versuches
im Gegensatz zum Versuchsbeginn signifikant héher (P=0,01). Die doppelt positiven
op—T-Zellen (gesamt) und CD2"-y3-T-Zellen lagen bei allen Gruppen am Tag des Ab-
setzens mit einem relativen Anteil von 44-46% tendenziell hdher (P=0,05) als am letz-
ten Versuchstag mit 34-37%. Zwischen den Gruppen konnte kein Unterschied ausge-
macht werden.

Mit der Kombination der mAk CD5 und MHCII wurden die B-Zellen, antigenprasentie-
rende Zellen, die NK-Zellen und ggf. T-Zellen (ruhende CD8"-Zellen) untersucht. Auf-
grund eines Lieferproblems beim Hersteller konnte die Kombination dieser beiden mAK
nur zum Zeitpunkt des Absetzens verwendet werden. Ein fltterungsbedingter Unter-
schied zwischen den Gruppen wurde nicht festgestellt.

Der mAk CD45RC markiert y5-T-Zellen und NK-Zellen, in aktivierten T-Helferzellen
wird die Expression herunterreguliert. Der Anteil der CD45RC positiven Zellen lag bei
der Kontroll- und der AS-Gruppe bei 88-89% und bei der OS-Gruppe bei 90% zum
Zeitpunkt des Versuchsbeginns. Am letzten Versuchstag war der Anteil bei der Kon-
troll- und der AS-Gruppe bei 88-91%, wahrend er bei der OS-Gruppe 87% ausmachte.
Bei der OS-Gruppe konnte hierbei ein zeitlicher Unterschied (P=0.04) ermittelt werden,
wahrend es zwischen den Gruppen keine Unterschiede gab.

Die Kombination der mAk CD14 und CD21 wurden am Versuchsende zur Untersu-
chung der Makrophagen, Monozyten und B-Zellen genutzt. Ein fitterungsbedingter Un-
terschied zwischen den Gruppen konnte nicht festgestellt werden.

Studien, die die Auswirkungen von Selen auf die Verteilung der hier untersuchten mo-
nonuklearen Subpopulationen ebenfalls untersucht haben, gibt es nicht, sodass keine
Vergleichsmdéglichkeiten bestehen.

Die Ergebnisse, dass die Gabe von Kolostrum keinen Einfluss auf die CD4-, CD8- und
CD21-Subpopulationen im Blut hatte (Boudry et al., 2007), konnten in diesem Versuch
mit Kuhmilch bestéatigt werden. Wahrend Boudry et al. (2007) eine Zunahme der CD4-
positiven T-Helferzellen in den iPP nachweisen konnten, ergab sich keine veranderte
Anzahl dieser Zellen im Blut. Im Gegensatz dazu konnten Stepanova et al. (2007) in
Abhangigkeit vom Alter bei Ferkeln eine Zunahme von CD8"'CD3*CD4-ydTCR'-Zellen
ermitteln, die von einer Absenkung der CD4"-Zellen begleitet wurde. Diese Abnahme
der T-Helferzellen konnte auch in allen drei Versuchsgruppen beobachtet werden, wo-
durch es sich hierbei wahrscheinlich um ein physiologisches, altersabhangiges Pha-
nomen handelt. Eine Zunahme von y8-T-Zellen im Blut (Boudry et al., 2007) konnte in
dieser Studie nicht bestatigt werden, sondern es kam zu einer numerischen Abnahme
der Population der y3-T-Zellen im Versuchszeitraum, der nur bei der OS-Gruppe signi-
fikant ausfiel. Der Anteil der CD2—y3-T-Zellen war in der AS-Gruppe signifikant hdher
als in den anderen beiden Gruppen.

Insgesamt konnte bei der Phanotypisierung der mononuklearen Blutzellen der Ferkel
kein Einfluss durch die unterschiedlichen Se-Gehalte in der verfitterten Kuhmilch ge-
sehen werden. Die zeitlichen Unterschiede sind wahrscheinlich eher durch die immu-
nologischen Veranderungen in diesem Alter verursacht.

In der Milz wurden die mAk CD2 und CD16 fir die Ermittlung der y5-T-Zellen, NK-
Zellen, Granulozyten, Makrophagen und der dendritischen Zellen genutzt. Der prozen-
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tuale Anteil an CD2-positiven y3-T-Zellen machte durchschnittlich 32-33% der Zellen
aus, wahrend die CD16-positiven NK-Zellen mit 20-22% vertreten waren. Der Anteil
der doppelt positiv markierten NK-Zellen, Granulozyten, Makrophagen und dendriti-
schen Zellen lag bei 11-12%. Bei dem Vergleich der einzelnen Gruppen konnte kein
futterungsbedingter Unterschied festgestellt werden.

Die Markierung der T-Helferzellen und der zytotoxischen T-Zellen wurde mit den mAk
CD4 und CD8f durchgefihrt. Ein Unterschied zwischen den Gruppen konnte durch die
gewonnenen Daten nicht ermittelt werden.

Mit den mAk CD14 und CD21 wurden Makrophagen, Monozyten und B-Zellen in der
Milz untersucht. Ebenso wie bei den anderen Zellpopulationen in der Milz konnte kein
ftterungsbedingter Unterschied zwischen den Gruppen ausgemacht werden.
Stepanova et al. (2007) hatten in einer Studie bei zunehmenden Alter der Ferkel eine
Zunahme der y3-T-Zellen in der Milz beobachten kénnen, wobei der prozentuale Anteil
bei vier Wochen alten Ferkeln durchschnittlich bei 16,2% lag, wahrend der Anteil der T-
Helferzellen 40% war. Der in dieser Studie gefundene Anteil an y3-T-Zellen von bis zu
33% war somit doppelt so hoch als bei Stepanova et al. (2007). Daflir war die Anzahl
an T-Helferzellen in dieser Arbeit mit 13-14% wesentlich geringer. Dadurch lasst sich
vermuten, dass Selen einen Einfluss auf die Anteile an diesen Zellen hatte, der aber
noch bestétigt werden muss. Der ein- bis zweiprozentige Anteil der CD4*CD8'-
positiven zytotoxischen Zellen in der Milz (Stepanova et al., 2007) konnte in dieser
Studie bestatigt werden.

5.3.5.2 Effekte von Selen auf die Phagozytoseaktivitat der Granulozyten und
Monozyten im peripheren Blut der Ferkel

Die ex vivo-Untersuchung der Phagozytoseaktivitat der Granulozyten und Monozyten
wurde wie schon bei den Kilhen mit dem Testkit Phagotest® untersucht. Es zeigten
sich, wie auch bei den anderen immunologischen Parametern, starke tierindividuelle
Schwankungen. Zwischen den unterschiedlichen Fltterungsgruppen konnte fiir die
Phagozytoserate der Granulozyten und Monozyten kein signifikanter Unterschied bei
beiden Untersuchungspunkten ausgemacht werden. Allerdings konnte bei der Fluores-
zenzintensitat, die als Parameter fir die aufgenommene Menge an E. coli Bakterien
pro Zelle gibt, fir die Kontrollgruppe ein zeitlich signifikanter Unterschied festgestellt
werden. Am Tag des Absetzens haben die Granulozyten signifikant mehr Bakterien
aufgenommen als am Ende des Versuches (p<0,05). Bei den anderen beiden Gruppen
konnte eine numerische Abnahme der aufgenommenen Bakterien gesehen werden.
Inwieweit es sich um ein typisches altersabhangiges Phdnomen handelt, kann nicht
beurteilt werden, da es fur Ferkel noch keine Referenzdaten zur Phagozytoseleistung
gibt. Eine mégliche Erklarung ware, dass bei einer Se-Mangelernahrung eine Abnahme
der phagozytotischen Aktivitat im peripheren Blut von Sauen nachgewiesen wurde
(Wuryastuti et al., 1993). Auch wenn die Kontrollgruppe keine Se-Mangeldiat erhielt,
stand ihr weniger Selen zur Verfigung als den anderen beiden Gruppen, wodurch
maoglicherweise der zeitliche Unterschied nur in der Kontrollgruppe signifikant ausfiel.

5.4 Schlussfolgerung und Ausblick

Zusammenfassend ist bei den Kuhen festzustellen, dass die gegebene Se-Menge von
0,4 ppm, unabhangig von der Verbindung, keinen signifikanten Einfluss auf die erfass-
ten immunologischen Parameter im peripheren Blut und in der Milch von Kiihen und ih-
rer Kélber hatte. Parallel wurden in einer Arbeit (Salman, 2010) im Blut und in der Milch
héhere Se-Konzentrationen sowie TEAC-Werte bei Verwendung von organisch gebun-
denem Selen im Vergleich zur AS- und Kontrollgruppe gefunden. Selen, in
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anorganischer Form gefuttert, fihrte im Vergleich mit der Kontrollgruppe zu héheren
Se-Konzentrationen im Blut und zu héheren TEAC-Werten im Blut und in der Milch
(Salman, 2010).

Bei den Absetzferkeln kann zusammenfassend festgestellt werden, dass die mit unter-
schiedlichen Se-Quellen angereicherte Kuhmilch keinen Einfluss auf immunologische
Parameter im peripheren Blut und der Milz hatte. Die antioxidative Kapazitat wurde im
Rahmen dieses Versuches nicht untersucht, sodass keine Aussage dartber getroffen
werden kann, inwieweit die verschiedenen Se-Gehalte der Milch einen Einfluss hatten.
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6 Zusammenfassung

Effekte der Futterung von Natriumselenit und Selenhefe an Milchkiihe auf immu-
nologische Parameter in der Milch und Verfugbarkeit des Selens bei Verfiitterung
an Absetzferkel

16 Holstein Friesian Kihe und ihre Kalber wurden in drei Futterungsgruppen eingeteilt,
um die Auswirkungen verschiedener Selen (Se)-Supplemente in der Ration auf immu-
nologische Parameter im peripheren Blut und in der Milch zu untersuchen. Die Unter-
suchungen erstreckten sich Uber den Zeitraum von sechs Wochen a. p. bis zur 12.
Woche p. p.. Weiterhin wurde an 30 Absetzferkeln analysiert, inwieweit diese unter-
schiedlich zusammengesetzte Kuhmilch Auswirkungen auf die Se-Konzentration im
Serum und auf ausgesuchte immunologische Parameter im peripheren Blut und in der
Milz hatte. Die Kihe wurden in eine Kontrollgruppe, eine mit anorganisch gebundenem
Se gefltterte (AS-) Gruppe und in eine mit organisch gebundenem Se gefitterte (OS-)
Gruppe eingeteilt. Die Fltterung basierte auf einer Totalen Mischration (TMR) als
Grundfutter, die bei der AS- und OS-Gruppe mit jeweils 4 mg Se a. p. und 6 mg Se
p. p. pro Tier und Tag supplementiert wurde. Die TMR enthielt im Mittel 0,18 mg Se/kg
Trockenmasse. Von den Kihen wurden Blutproben eine und 12 Wochen p. p. und
Milchproben neun und 12 Wochen p. p. genommen. Den Kalbern wurde eine Woche
nach der Geburt Blut entnommen und untersucht. Die Milch der Kiilhe wurde eingefro-
ren, um siezu einem spateren Zeitpunkt wahrend einer zweiten Versuchsphase an Ab-
satzferkel zu verfuttern, und erst am Tag der Verfltterung wieder auf 38°C fur die Fer-
kel erwarmt. Entsprechend der Milch, die die Absetzferkel erhielten, wurden diese am
Tag des Absetzens gleichmaBig auf eine Kontroll-, AS- und OS-Gruppe verteilt und fir
zwei Wochen mit der Milch geflttert. Blutproben wurden am Tag des Absetzens und
14+1 Tage spater untersucht, am Versuchsende wurde eine Milzprobe entnommen
und analysiert. Als immunologische Parameter im peripheren Blut der Kiihe wurden die
Subpopulationen der Lymphozyten, die Phagozytoseleistung sowie die Proliferati-
onskapazitat der Lymphozyten untersucht. In der Kuhmilch und im peripheren Blut der
Ferkel wurden die Subpopulationen der Lymphozyten und die funktionelle Phagozyto-
seleistung betrachtet, wahrend in der Milz die lymphozytaren Subpopulationen be-
stimmt wurden. In einer parallel laufenden Untersuchung (Salman, 2010) konnte ein
signifikant héherer Se-Gehalt und eine gesteigerte Trolox Equivalent Antioxidant Ca-
pacity (TEAC) im Blut der Kihe und der Kélber, die organisch oder anorganisch ge-
bundenes Selen erhielten, im Vergleich mit der Kontrollgruppe beobachtet werden.
Gleichzeitig hatte die OS-Gruppe eine signifikant héhere Se-Konzentration in der Milch
als die anderen beiden Gruppen. Der TEAC-Wert in der Milch war sowohl fir die OS-
und AS-Gruppe signifikant héher als in der Kontrollgruppe. Die untersuchten immuno-
logischen Parameter zeigten im peripheren Blut der Kiihe und der Kélber ebenso wie in
der Milch keine Abhangigkeit von den gefitterten Se-Verbindungen. Bei den Absetz-
ferkeln konnten bei den untersuchten immunologischen Parametern im Blut und in der
Milz keine fltterungsbedingten Unterschiede beobachtet werden. Dagegen konnte in
der Gruppe, die die Kuhmilch der Gruppe OS erhielt, im Vergleich zu den anderen bei-
den Gruppen eine signifikant hdhere Se-Konzentration im Serum beobachtet werden.
Als Schlussfolgerung ergibt sich, dass Se-Zulagen unabhangig von der Verbindung un-
ter den Bedingungen einer bedarfsdeckenden Se-Versorgung der Kontrollgruppe kei-
nen signifikanten Einfluss auf die erfassten immunologischen Parameter im peripheren
Blut und in der Milch von Kihen und ihrer Kalber sowie bei Ferkeln hatten. Allerdings
zeigte sich, dass Milch der mit Se-Hefe gefitterten Kiihe héhere Se-Konzentrationen
im Blut von Ferkeln hervorgerufen hat.
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7 Summary

The influence of different sources of dietary selenium on the immune parameters
of milk from dairy cows and the availability of selenium from feeding the milk to
weaned piglets

Sixteen Holstein-Friesian dairy cows and their calves were divided into control
(Control), sodium selenite (AS) and selenium (Se) enriched yeast groups (OS) and
investigated 6 weeks ante- to 12 weeks post partum (p. p.). The aim was to analyse the
effects of the different Se compounds on selected immunological traits in blood and
milk. The control group was maintained on the basal TMR naturally containing 0.18 mg
Se/kg dry matter, whereas the AS and OS groups were supplemented with 4 mg Se
ante and 6 mg Se post partum/ animal and day. The effects of milk from these dairy
cows on selected immunological traits in the blood and spleen and on Se levels in
serum of 30 weaned piglets were also analysed. Ten piglets were divided into control-
milk (Control), AS-milk and OS-milk groups from weaning for 14 days. The cow milk
was frozen until reheated to 38°C on the day of feeding to the piglets. Blood samples of
cows and calves were used for lymphocyte phenotyping and measuring phagocytosis
activity and lymphocyte proliferation. The lymphocyte phenotyping and the
phagocytosis were done for milk of cows and blood samples of piglets, whereas the
spleen was analysed for the lymphocyte subpopulations. Parallel to this study blood
and milk samples from the cow trial were analysed for Se content and Trolox
Equivalent Antioxidant capacity (TEAC). The OS and AS groups had different Se
contents and TEAC values in blood and TEAC values in milk compared to Control. In
milk only OS were different for Se content from AS and Control. Lymphocyte
subpopulations, lymphocyte proliferation and phagocytosis activity were not affected by
different Se sources, neither in cows nor in calves. Immune cells produce more radicals
only during an infection, it is unclear, whether phagocytosis activity would be enhanced
by the higher TEAC values of Se groups. The next step would be a challenge trial. The
selected immunological parameters in the piglet trial were not influenced by different
Se milks. The Se content in the serum of OS-group was significant higher compared to
both others. In which extent this result is affected through the higher Se content in the
milk of the OS group or if the Se in this milk has a better bioavailability must be
investigated in further studies.
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Anhang

Lésung zur Farbung der Milchausstriche:

Methylenblau 0,509
(Merck KGaA, Darmstadt, Deutsch-

land)

Ethanol 96 % 30,0 ml

(Roth, Karlsruhe, Deutschland)
Kaliumhydroxid-Lésung 1% wassrig 1,00 ml
Aqua bidest. 99,0 ml

Der Farbstoff wird im 96 % Alkohol unter Riihren und langerem Stehen lassen geldst

und dann mit der Mischung aus Kaliumhydroxid-Lésung 1% und dem Aqua bidest ver-
setzt.

Lésungen fir die Leukozyten Gewinnung

Gey’s Lysepuffer:

Stock A:

Ammoniumchlorid 53,59
(Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
di-Natriumhydrogenphosphat 1,509
(Roth, Karlsruhe, Deutschland)

D(+)-Glucose 509
Kaliumchlorid 1,859
(Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
Kaliumhydrogenphosphat 0,12¢
(Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)

Phenolrot 0,059
(Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)

Aqua bidest. ad 1000ml
Stock B:

Calciumchlorid 0,349
(Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
Magnesiumchlorid 0,429
Magnesiumsulfat 0,14 g
(Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)

Aqua bidest. ad 100 ml
Stock C:

Natriumhydrogencarbonat 2,259
(Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)

Aqua bidest. ad 100 ml

70 Teile destilliertes Wasser mit 20 Teilen Stock A, 5 Teilen Stock B und 5 Teilen
Stock C mischen und durch einen Sterilfilter filtrieren.
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Lésungen fir die Durchflusszytometrie

FACS-Puffer 0,5 % BSA in PBS (1 Liter):

Albumin Fraktion V 5,00 g
(Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Aqua bidest. 700 ml
10xPBS 100 ml

(Biochrom AG, Berlin, Deutschland)

Auffillen auf 1 Liter mit Aqua bidest. und durch einen Faltenfilter filtrieren

Fixierlésung 1 % Paraformaldehyd/ 0,1% Tween20 in PBS (50 ml):

Paraformaldehyd 0,50 g
(Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)

Aqua bidest. 30,0 ml
Auf dem Magnetrahrer unter Erhitzen 16sen

10fach PBS 5,00 ml
(Biochrom AG, Berlin, Deutschland)

Tween 20 5,00 ul
(Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)

Aqua bidest. ad 50 ml

DNAase-Puffer 0,15 M NaCl/4,2 mM MgCly/10 uM HCI (500 ml):

NaCl (MW = 58.44) 4,383 g
MgCl, (MW = 203.3) 0,427 g
HCI (1 M) 5,00 pl
Aqua bidest. ad 500 ml

Zellkulturmedium:

VLE RPMI 1640 500 ml
(Biochrom AG, Berlin, Deutschland)

Fotales Kalberserum (FCS) 50,0 ml
(Biochrom AG, Berlin, Deutschland)

Hepes (2 mM) 5,00 ml
(Biochrom AG, Berlin, Deutschland)
Penicillin/Streptomycin 5,00 ml
(PAA Laboratories GmbH Pasching,

Austria)

L-Glutamin 5ml
(PAA Laboratories GmbH, Pasching,

Austria)
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Lésungen fir die AAS

Salzsaure 6mol/l:

Salzséure 30% 634 ml
(Baker B.V., Deventer, Holland)
Aqua bidest. 366 ml

Oxidationslésung (Salzsaure 3 mol/l):

Salzsaure 30% 90,0 ml
(Baker B.V., Deventer, Holland)
Aqua bidest. 810 ml

Reduktionslésung:

Natriumborhydrid 7,50 g
Natriumhydroxid 250¢
Aqua bidest. 1000 ml
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