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1. Einleitung

Durch Rotaviren verursachte Durchfdlle sind bei einer gro-

Ben Zahl verschiedener Nutz-, Haus- und Wildtierspezies be-
schrieben worden. Sie treten in der Regel kurz nach der Ge-
burt wihrend der ersten Lebenstage auf und verursachen bei

Nutztieren schwere wirtschaftliche Schéden.

Da ein Immunschutz gegen Rotavirusinfektionen nur wirksam
ist, wenn spezifische Antik&rper im Darmlumen stdndig vor-
handen sind, die infekti®ses Virus neutralisieren, haben
humorale Antikdrper kaum eine Schutzwirkung. Antikdrper im
Darmlumen kdnnen entweder lokal sezerniert, d.h. aktiv ge-
bildet oder mit der Muttermilch aufgenommen werden. Durch die
Infektion mit Rotaviren kurz nach der Geburt ist der Zeit-
raum fiir die Ausbildung einer aktiven lokalen Immunit#t zu
kurz, so das sich die Untersuchungen beim Rind mehr und mehr
auf eine Stimulierung von Milchantikdrpern, die ilber l&ngere
Zeit ausgeschieden werden, konzentrieren.

Flir eine Praxisanwendung ist die Stimulierung einer verl&n-
gerten Ausscheidung von Rotavirusantikérpern wohl nur uber
eine parenterale Applikation von Vakzinen m&glich. In der
vorliegenden Arbeit sollten neben dem Einsatz verschiedener
Adjuvantien im Zusammenhang mit Rotavirusanfigen und der
Vakzination zu unterschiedlichen Zeitpunkten vor der Geburt
auch die Wirkung der Applikation von Rotavirus/Antikdrper-
Komplexen auf die Menge und Dauer der Ausscheidung von Rota-
virusantikérpern mit Kolostrum und Milch frischlaktierender
Kilhe untersucht werden.



2. Schrifttum

2.1. Immunoglobuline im bovinen Milchdriisensekret

Das bovihe Milchdrﬁsensekfet enthdlt qualitativ fast alle
Immunoglobulinklassen, die auch im Rinderserum vorgefunden
werden. Der Gehalt an Immunoglobulinen verdndert sich jedoch
wihrend der Laktationsperiode sehr stark. Wdhrend noch im
prdkolostralen Milchdriisensekret 95% aller Proteine Immuno-
globuline darstellen, sind es im Kolostrum noch 78%, 3 - 4
Wochen post partum 17% und gegen Mitte der Laktation nur-
mehr 7% (DIXON, 1961).

Quantitativ ist IgG1 sowohl im Kolostrum (78% der Gesamtim-
munoglobuline) als auch in der Milch (76%) das bei weitem
vorherrschende Immunoglobulin, obwohl lokal in der Milchdrilse
kaum IgG1 gebildet wird (Tabelle 1). Der iiberwiegende Teil
dieser Immunglobulinklasse (97,6%) entstammt dem Serum, wie
mit J125
(NEWBY und BOURNE, 1977). Fir diesen Vorgang wurde schon frih-
zeitig ein selektiver Transportmechanismus verantwortlich ge-
macht, der nur fir IgG1 gilt (LARSON, 1958). Mittlerweile
konnte ein spezifischer IgG1-Rezeptor an den Epithelzellen

des sezernierenden Milchdriisengewebes nachgewiesen werden,

der diese Funktion erfiillt (KEMLER et al., 1975).

-markierten Immunoglobulinen gezeigt werden konnte

In Kolostrum und Milch gesunder Rinder spielt das Ing eine
sehr untergeordnete Rolle. W&hrend im Serum beide IgG-Sub-
klassen in ungefdhr gleichen Proportionen vertreten sind, be-
trdgt der Anteil von Ing im Kolostrum rmur 4,3% und in der
Milch 4% der Gesamtimmunglobuline. Lediglich wdhrend einer
Mastitis steigt das IgG2 in der Milch prozentual stark an
und n&hert sich den entsprechenden Verh#ltnissen im Serum.

Es wird vermutet, daBf durch eine Entziindung der aktive IgG1-
Transportmechanismus geschidigt und durch eine passive Fil-
tration der beiden Globulinklassen abgeldst wird (BRANDON



et al., 1971). Im Vergleich zu IgG1 ist die Menge von
lokal im Euter synthetisiertem IgG2 mit ca. 50% relativ
hoch. Da der absolute Ing-Gehalt in der Milch mit 0,06
mg/ml aber sehr niedrig ist, sollte diese Tatsache nicht
iberbewertet werden.

IgA erscheint im bovinen Milchdriisensekret in seiner dime-
ren Form (11S) oder als sekretorisches IgA, welches zusdtz-
lich zum Dimer die sekretorische Komponente SC aufweist
(TOMASI und BIENENSTOCK, 1968). SC wurde zuerst von GROVES
und GORDON (1967) aus Kuhmilch isoliert und besitzt ein MW
von 70.000 - 86.000. SC wird in den Epithelzellen der sekre-
torischen Organe synthetisiert und entweder in den Epithel-
zellen an IgA und IgM-Molekiile gekoppelt oder als freies SC
ins Lumen abgegeben. In Kuhmilch liegt freies SC in einer
Menge von 8 mg/100 ml vor (MACH und PAHUD, 1971). Seine Be-
deutung liegt in der Stabilisierung und Schutzfunktion der
beiden sekretorischen Immunglobuline IgA und IgM sowie in
der Erhbhung ihrer Haftungskapazit&t an den Schleimhautober-
fl&chen (PORTER und ALLEN, 1972).

Das IgA des Kolostrums entstammt zu ca. 50% aus dem Serum.
Bei der Milch stammen 98% des IgA aus dem Serum. Dabei f&llt
aber die IgA-Konzentration der Milch nicht so stark gegen-
iber der Kolostrumkonzentration ab, wie dies bei den iubrigen
Immunglobulinen der Fall ist. Immerhin gehdren 17% der Milch-
immunglobuline der IgA-Klasse an. IgA besitzt mit nur 2 Tagen
die geringste Halbwertszeit aller Immunglobuline des Rindes
(Tabelle 1).

IgM kommt sowohl in Kolostrum wie in Milch in geringerer Kon-
zentration vor als IgA (7,3 bzw. 2,6%), dagegen liegt die
IgM-Serumkonzentration mit 12% deutlich liber der IgA-Serum-
konzentration. Auch im Kolostrum stammen zwei Drittel des
nachweisbaren IgM aus dem Serum (NEWBY und BOURNE, 1977).
Lokal gebildetes IgM wird ebenso wie IgA mit einer SC-Kompo-
nente versehen, es muBf dazu jedoch in groBem UberschuB freies
SC vorliegen, um eine stabile s-IgM Bindung zu erhalten.



Tabelle 1: Vorkommen und Eigenschaften der Immunglobuline der
bovinen Milchdriise (modifiz. nach BUTLER 1971;
PORTER 1973; NEWBY und BOURNE 1977)

Klassen und Subklassen IgG 1 IgG 2 IgM Iga
Chemisch-physikalische
Eigenschaft
Elektrophoretische Schnelle
Beweglichkeit Y und 8, Y B8, B,
520,w+ 6,5-7,0 6,5-7,0 | 18;31;7; | 11,2:15,4
Molekulargewicht x 10°? 163 163 2900,1030 385
Biologische Eigenschaft
Halbwertzeit (Tage) _
im Serum 9,6-18 17,7 4 2
Plazentarer tbergang - - - -
Ubergang von Serum in 97,6 51 66,8 im 48 im
die Milch (in %) Kolostrum| Kolostrum
Romplementbindung + - + +
Aminosdurenzusammeri- héherer mehr
setzung Cystin- basische
gehalt AS
Gehalt in mg/ml (%Anteil)
Serum’ 11,6;10,5 | 7,9 |2,6;2,5 | 0,3;0,8
(51%) (35%) (12%) (2%)
Kolostrum® 32,8;75,0 1,9 3,2;4,9 4,4;4,5
(78%) (43%) (7,3%) (10%)
Milch+ 1,15;0,35 0,06 0,04 0,25;0,20
(76%) (4%) (2,6%) (17%)

+ Angaben verschiedener Autoren




2.1.1. Stimulierung der Milchimmunglobuline beim Rind
durch Vakzination

Bedingt durch Zusammensetzung und Eigenschaften der Kolo-
strum- und Milchimmunglobuline des Rindes und den rapiden
Abfall der spezifischen Immunglobuline in der Milch inner-
halb von 2-3 Laktationstagen, sind Versuche zur Verlé&nge-
rung der AntikSrpersekretion der Milchdriise folgerichtig.
Die hiufigsten Versuche mit diesem Ziel wurden schon friih-
zeitig mit bakteriellen Antigenen (vor allem Staphylokokken)
zur Mastitisbekdmpfung durchgefiihrt. Da der Immunschutz nach
parenteraler Immunisierung jedoch nur kurze Zeit anhielt,
schlossen DERBYSHIRE und HELLIWELL (1962), daB sich damit
lediglich die Schwere der Erkrankung verringern l&8t, niqht
aber deren Entstehung verhindert wird.

Erst nachdem CAMPBELL und PETERSEN (1963) sowie OUTTERIDGE
et al. (1968) Plasmazellen in den intraalveoldren Driisen-
epithelbereichen als Antik&rper-produzierende Zellen im
Schafeuter identifizierten und somit eine aktive Antikdrper-
synthese in der Milchdriise von Wiederk&uern nachgewiesen hat-
ten, war eine lokale Stimulierung des Euterimmunsystems
sinnvoll geworden. NORCROSS et al. (1968) konnten durch In-
Antigenen in die supramammidren Lymphknoten beim Rind die
Bildung von spezifischen IgG- (zum kleinen Teil auch IgA)
Antikdrpern in der Milch induzieren.

Den bis dahin gebr&uchlicheren Weg stellte jedoch die intra-
cisternale Applikation des Impfstoffs dar. McDOWELL und
LASCELLES (1971a) erzielten mit dieser Applikationsweise
und einem polyvalenten Staphylokokken-Toxoidimpfstoff einen
signifikanten Schutz im laktierenden Schafeuter gegeniiber
einer Testinfektion mit virulenten Erregern. Die gleichen
Autoren (McDOWELL und LASCELLES, 1971b) konnten auch nach
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einer intracisternalen Immunisierung mit inaktivierten

Br. abortus- und S. adelaide-Impfstoffen einen signifikan-
ten Anstieg der Milchantikérper beim Schaf erzielen. Eine
anschlieBende intramuskuldre Boosterung der Schafe ergab
jedoch lediglich eine Steigerung der Serumantikdrper, aber
keine Erhdhung der Milchantikdrper.

In einem &hnlichen Versuch gelang es WATSON und LASCELLES
(1975) die groBe Wirkung von Adjuvantien bei solchen Impf-
versuchen an Wiederkduern aufzuzeigen. Sie vakzinierten Kiihe
am ersten Tag der Trockenperiode parenteral mit inaktivier-
tem S._typhi-Impfstoff, der in Tween 80-Freund's inkomplet-
tem Adjuvans suspendiert war. Andere Kiilhe wurden am ersten
Tag der Trockenperiode parenteral sowie 6, 4 und 2 Wochen
ante partum intracisternal mit dem gleichen Impfstoff vak-
ziniert. Eine dritte Gruppe erhielt den Impfstoff nur intra-
cisternal appliziert. Die h&chsten spezifischen Milchanti-
kdrperwerte wurden Uber die gesamte Laktationsperiode nach
kombiniert parenteral/lokaler Impfstoffapplikation erzielt;
erstaunlicherweise lagen jedoch die Werte fiir die parenteral
geimpfte Gruppe Uber denen der lokal geimpften Tiere. Nach
Auftrennung der Milchimmunglobuline zeigte sich, daB die
spezifische Antikorperaktivitdt in der Gruppe der parenteral
geimpften Tiere hauptsdchlich mit der IgA sowie zum kleineren
Teil mit der IgG-Klasse assoziiert war. NEWBY and BOURNE
(1977) untersuchten die lokale Immunantwort gegen Schweine-
IgG im bovinen Euter nach zweimaliger intracisternaler App-
likation zwei und eine Woche praepartum. Sie konnten als
lokale Immunantwort des Euters alle Ig -Klassen mindestens
bis zum 30. Laktationstag nachweisen. Die lokal gebildeten
Antikdrper wurden ebenso in nicht-vakzinierten Eutervierteln
nachgewiesen. Alle lokal geimpften Tiere reagierten auch mit
Serumantikdrpern auf die Impfung.
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Die Milchdriise der Wiederk4uer diente auBerdem zur experi-
mentellen Produktion groBer Antikdrpermengen gegen ver-
schiedene Virusantigene. So beschrieben MITCHELL et al.
(1967) sowie GUERIN und MITCHELL (1975), daB nach

lokaler Applikation von Influenza-, Mumps- und Adenovirus
sowie von Tollwutvirus die grdBte AntikSrperaktivitdt in
der IgA-Fraktion gefunden wurde. Neben den lber Kolostrum
und Milch sezernierten Antikdrpern scheinen jedoch auch
beim Rind, wie beim Menschen, Antikérper-produzierende Zel-
len (B-Lymphozyten) in der Milch bei der lokalen Immunité&t
beteiligt zu sein. So wiesen CHANG et al. (1980) mit Hilfe
der indirekten Jerne-Technik IgG1-, IgA-, IgM- und Ing—
Antikdrper-produzierende Zellen in der Milch von Rindern
nach, die im Abstand von 3-5 Tagen viermal intramammir mit
pcoduzierende Zellen, von denen die 196G, produzierenden Zel-
len dominierten, wurden bis zum 32. Tag nach der Impfung
festgestellt.

Die bisherigen Untersuchungen zur Stimulierung einer l&nger
dauernden Antikdrpersekretion Uber die Milch der Wiederk&u-
er lassen folgende zusammenfassende Bewertung zu:

1. die quantitativ wichtigsten Immunglobuline in Kolostrum
und Milch sind IgG1 Antikorper,

2. in der prédkolostralen und kolostralen Phase gibt es eine
schwache lokale IgA- und IgM-Antikdrpersynthese, die
liberwiegende Menge der Kolostrumantikérper wird jedoch
aus dem Serum bezogen,

3. da wdhrend der Milchsekretionsphase die Immunglobuline
fast ausschlieBflich aus dem Serum stammen, ist das Euter-
immunsystem normalerweise inaktiv,

4, durch mehrmalige, lokale Antigenstimulation oder paren-
terale und durch Adjuvantien verbessefte Antigenprédsen-
tation kann das lakteale Immunsystem der Wiederkduer ak-

tiviert und zur lokalen Bildung spezifischer Antik&rper
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aller Klassen sowie Formation Antik&rper-produzierender
B-Zellen induziert werden,

5. eine Immunisierung von nur einem Euterviertel fiihrt
zur Antikdrperantwort und zur Formation Antikdrper-
produzierender B-Zellen auch in den nicht immunisier-

ten Vierteln.

2.1.2. Stimulierung von Rotavirusantikérpern in der

Milch beim Rind durch Vakzination

In einer begrenzten Zahl von Untersuchungen wurden mit unter-
schiedlichem Erfolg hochtrdchtige Kiihe und Schafe gegen vi-
rusbedingte Durchfallserkrankungen, insbesonders Rotavirus-
infektionen, geimpft, um eine Ausscheidung von spezifischen
AntikOrpern mit Kolostrum und Milch iiber eine l&dngere Zeit

zu stimulieren.

Die friihesten Untersuchungen wurden mit inaktivierten Virus-
prdparationen durchgeflihrt. MEBUS et al. (1976) impften Kiihe
in einem Feldversuch mit einer Rota-/Coronaviruskombinations-
vakzine und beobachteten einen signifikanten Riickgang der
Rotavirusinzidenz bei den neugeborenen K&lbern dieser Herden.
Uber Qualitdt und Quantitdt der Milchantikdrper wurden kei-
ne Angaben gemacht. WELLS et al. (1978) immunisierten Schafe
mit einem inaktivierten ovinen Rotavirusprédparat. Sie konn-
ten auf diese Weise die MilchantikdSrpertiter in den ersten

10 Laktationstagen deutlich héher halten, als in den nicht-
immunisierten Kontrolltieren, die nach 4 Tagen keine Rota-
virusantikdrper mehr liber die Milch ausschieden. Die spezi-
fische Rotavirus-AntikSrperaktivitdt lag bei beiden Gruppen

in der IgG-Klasse.

SNODGRASS et al. (1980) impften 10 Fdrsen zum Zeitpunkt der
Besamung und im 7. Trdchtigkeitsmonat mit einer inaktivier-
ten Rotavirus-Zellkulturvakzine. Bei den nichtgeimpften Kon-
trolltieren lag der durchschnittliche Rotavirusantikdrper-



titer (Neutralisationstest) bei 1 : 100, wobei die spezi-
fische Aktivitdt im IgG1- und IgA-Bereich gefunden wurde.
Im Kolostrum der geimpften Tiere lagen die Werte bei

1 : 20.000. Die Aktivitdt war ausschlieBlich mit IgG1-Anti-
kSrpern a'ssoziiert. Auch am 28. Laktationstag wiesen die
Milchen der geimpften Tiere noch Rotavirusantikdrpertiter
von 1 : 320 auf. Die Kdlber der geimpften Kiihe entwickel-
ten jedoch genauso wie die der nichtgeimpften Kiihe schwere
Durchfédlle nach einer Testinfektion am 7. Lebenstag. Ledig-
lich die Inkubationszeit war bei den K&lbern der geimpften
Kihe auf 5,3 Tage (gegeniiber 2,0) verldngert.

WELLEMANS et al. (1979) wiederum stimulierten Kihe 15 Tage
vor und zum Zeitpunkt der Geburt parenteral mit Aluminium-
hydroxid-0ladjuvans und konnten auf diese Weise in der Milch
spezifische Rotavirus-IgG- und IgA-Antikdérper iiber einen
Zeitraum von 20 Tagen induzieren.

2.2, Die Verwendung von Immunkomplexen als Antigen

Mit Immunkomplexen werden in der Regel immunpathogene Veré&n-
derungen assoziiert. Immunkomplexe stellen bei einer Reihe
von Virusinfektionen, insbesondere chronischen und persistie-
renden Verlaufsformen, die eigentliche Krankheitsursache dar
(THEOFILOPOULOS und DIXON, 1979). Bei dieser im wesentlichen
auf die Pathologie ausgerichteten Betrachtungsweise wird h&u-
fig verdrdngt, daB8 Immunkomplexe im Verlauf jeder Immunant-
wort entstehen, wdhrend immunpathogene Krankheitsfolgen nur
in bestimmten Situationen auftreten (ANONYM, 1977; MAYR,
1974). Im Normalfall sind Immunkomplexe fiir einen Organismus
von Nutzen, z.B. durch Beteiligung an der Neutralisation von
Viren, sowie bei der Zellysis (OLDSTONE et al., 1974). Virus-
infizierte Zellen werden in der Regel erst nach Komplexierung
mit spezifischem Antik&rper und Komplement lysiert (SISSONS
und OLDSTONE, 1980). Bestimmte Tumorzellen k&nnen erst nach
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" Interaktion mit spezifischem Antik8rper durch Killer-
Zellen bzw. Makrophagen abget&tet werden (KELLER, 1977).

Immunkomplexen wird dariberhinaus eine immunoregulatorische
Rolle zugeschrieben: sie kdonnen die Immunantwort unter-
driicken oder steigern.

2.2.1. Eigenschaften von Immunkomplexen

2.2.1.1. Definition und physikalische Eigenschaften

Als Immunkomplexe bezeichnet man die Produkte, die aus der
Verbindung eines Antigens (16slich oder partikuldr, kérper-
eigen oder fremd) mit einem spezifischen Antikdrper (ohne
Berilicksichtigung der Immunglobulinklasse) entstehen. Dabei
stattfindet. Da sich Antigen und spezifischer Antik®rper
nicht kovalent binden, ist die Reaktion grundsdtzlich rever-
sibel. Die Reaktionsprodukte sind heterogen und stehen mit-
einander im Gleichgewicht.

An dieser Stelle ist es notwendig, einige Begriffe zu kli&-
ren: Als 1l6sliche Antigene werden z.B. Proteine und Haptene
bezeichnet; die meisten Autoren z&hlen auch Viren zu den
16slichen Antigenen. Eine exakte Grenze zu den partikuldren
Antigenen, z.B. Bakterien oder Erythrozyten, wird jedoch
nicht gezogen. Immunkomplexe mit diesen Antigenen sind fol-
gerichtig 18slich oder partikuldr. Der Ausdruck "unldsliche"
Immunkomplexe jedoch sagt nichts iiber die Art des Antigens
aus, da es bei der Komplexierung l8slicher Antigene zur Bil-
dung unldslicher Prdzipitate kommen kann. Diese Prézipita-
tionsreaktion, die z.B. bei der Immunodiffusion beniitzt wird,
wird beglinstigt, wenn Antigen und Antikdrper in &quivalenten
Mengen vorliegen.
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MANNIK et al. (1971) bestimmten die Sedimentationskonstan-
ten solcher Reaktionsprodukte im Sucrosegradienten. SieA
beniitzten humanes Serumalbumin (HSA, MG 65.000) und anti-
HSA-Immunglobulin G-Komplexe mit 5fachem AntigeniiberschuB.
Dabei fanden sich grunds&tzlich neben freiem Antikdrper

(6,6 S) ein deutlicher Peak mit Komplexen, die eine Sedi-
mentationskonstante von 11 S aufwiesen, sowie heterogene
Komplexe von 14 - 22 S. Die 11 S-Komplexe haben die molare
Zusammensetzung Ag1Ak2. Liegt kein AntigeniiberschuB vor, sind
die Komplexe instabil und reorganisieren sich einmal als
freier Antik&égper, zum anderen als 14 - 22 S-Komplexe. Wer-
den die Komplexe mit 20fachem AntigeniiberschuB hergestellt,
erhdht sich der Anteil der 11 S-Komplexe, wdhrend der Anteil
der 14 - 22 S-Komplexe abnimmt und der der freien Antikdrper
konstant bleibt.

Die physikalischen Eigenschaften von Immunkomplexen mit An-
tigenen hdherer Molekulargewichte, z.B. Herpes simplex-Virus
(HSV) &ndern sich nach NOTKINS (1971) in Abhingigkeit von
der verwendeten Antikdrperkonzentration. Bei Verwendung eines
anti-HSV-Immunserums in verschiedenen Verdiinnungen ergeben
geringe Antik&rpermengen (1:64 verdiinnt) eine stark hetero-
gene Population von Immunkomplexen, wihrend groBe Antikdr-
permengen (1:2 verdiinnt) zur Bildung homogener Komplexe fiih-
ren. Eine Bildung von Aggregaten, besonders béi Verwendung
hoher Antikdrperkonzentrationen 188t sich allerdings nicht
ausschlieBen.

Besonders im Hinblick auf eine Aggregatbildung existieren je-
doch unterschiedliche Meinungen. RUNDELL und BETTS (1980)
bentitzten flir ihre Versuche ebenfalls ein Herpesvirus, das
humane Cytomegalievirus (CMV). Bei Zugabe von anti-CMV-IgG

zu gereinigtem CMV-Antigen wurden 94% der infekti&sen Virus-
einheiten neutralisiert. Die Sedimentationseigenschaften

der auf diese Weise produzierten Immunkompléxe dnderten sich
erst nach Inkubation mit Komplement oder anti-IgG-Antikdrpern.



- 12 -

Dieses Phinomen beruht auf einer massiven Anlagerung von
Komplementkomponenten an die Virusantikdrper im Immun-
komplex, die sich auch elektronenoptisch darstellen 148t
(BERRY und ALMEIDA, 1968), nicht jedoch auf der Bildung

von Aggregaten. OLDSTONE et al. (1974) hingegen zeigten,
das8 Polyomavirus-Immunkomplexe mit nur zwei Antikdérpermole-
klilen pro Virion schneller sedimentierten als Virus allein.
Eine 2Zugabe von Komplement filhrte schlieBlich zur Aggrega-

tion der Immunkomplexe.

2.2.1.2. Biologische Eigenschaften

Immunkomplexe kdnnen infektids und nicht infektids sein.

In der Regel wird bei der Bindung mit spezifischen Antikdr-
pern die Infektiosit#dt von Viren neutralisiert. Beispiele
dafiir sind zahlreich, und es sind besonders diese neutrali-
len Immunit&t bilden (MAYR et al., 1977).

In vitro wird die Neutralisation der Infektiositdt von Viren

fiir den Nachweis von Antikdrpern in der Diagnostik genutzt.

Zur Bildung infektidser Virus-Antikdrperkomplexe kommt es

bei einer Vielzahl von chronischen und persistierenden Virus-
infektionen, z.B. mit dem Laktadehydrogenase-Virus (LDH) und
dem Virus der Lymphocytdren Choriomeningitis (LCM) bei der
Maus, mit Herpes simplex-Virus (NOTKINS, 1971), Flavi-,
Alpha- und Bunyaviren (PERIS et al., 1981) sowie mit Cyto-
megalievirus beim Menschen (RUNDELL und BETTS, 1980). Bei
bestimmten Viren, die sich in Makrophagen vermehren (z.B.
Dengue-Virus), besitzen die Virus-AntikSrperkomplexe eine
hdhere Infektiositdt als das nichtkomplexierte Viruspartikel
(HALSTEAD und O'ROURKE, 1977). Dabei scheint die Menge des
vorhandenen spezifischen Virusantikdrpers keinen EinfluB

auf die Infektiositédt der Immunkomplexe zu haben. So lassen
sich infektidse HSV-Virus-Antikdrperkomplexe durch Virusanti-
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k8rper im UberschuB8 nicht neutralisieren, wohl aber durch

Anti-Immunglobulinseren bzw. durch Komplement (NOTKINS,
1971).

Abbildung 1 gibt einen Uberblick ilber die Bildung infekti8-
ser Virus-Antikdrper-Komplexe und ihre Neutralisierung.

+ Anti-immun-
globulin oder

lisierter
Rheumatoid-Faktor neutrali

Virus-
Antikorper
Komplex

+ antivirale .
L neutralisierter
Antikorper Virus-
Antikérper-

Komplex

infektioser
Virus-
Antikorper
Komplex

Virus
+ Kontroll-
serum

+Kontroll-|
serum

infektioses
Virus

+ Anti-lmmunglobulin,
Rheumatoid-Faktor

cder Komplement

Abb. 1: Unterschiedliche Typen von Virus-Antikdrper-
komplexen (nach MAYR, 1974)
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stem zu aktivieren. Dies kann entweder llber den klassischen
Weg von C 1 aus oder Uber das Properdinsystem (alternative
pathway) von C 3 aus geschehen. Komplexe mit IgM oder be-
stimmten Subklassen von IgG, beim Menschen IgG1 und IgG3
(SISSONS und OLDSTONE, 1980), aktivieren Komplement auf

dem klassischen Weg und lagern initial C1qg, IgM auch Cir
oder C1s, an ihr Fc-Stick an (SIEGEL und CATHOU, 1980).
Nach Bildung von C1 aus C1q, r, s wird C4, C2 und C3b ange-
lagert; die terminalen Komponenten C5-9 werden nicht gebun-
den (MICHL et al., 1979).

Die Aktivierung iiber das Properdinsystem durch IgD und IgE,
insbesondere aber auch durch IgG, ist jedoch mindestens
ebenso bedeutend (KELLER, 1977). Die Aktivierung des Kom-
plementsystems durch sekretorisches und monomeres IgA ist
zwar beschrieben, gilt aber als ineffizient (STOKES et al.,
1980) . Nach SILVERSTEIN (1975) zeigt sekretorisches IgA kei-

nerlei Komplementfixation.

Voraussetzung fir die Komplementaktivierung durch Immunkom-
plexe mit IgG als Antikdrper ist das Vorhandensein von IgG-
Molekiilen in enger r&umlicher Beziehung auf einem Antigen-
Molekiil sowie intakte Disulfidbriicken des IgG (MANNIK et al.,
1971).

Die Bedeutung der Komplementaktivierung durch Immunkomplexe
liegt hauptsdchlich in der Lysierung von Zellen, die spezi-
fische Virusantigene auf ihrer Oberfl&che tragen.

2.2.2. Rezeptoren fiir Immunkomplexe

‘Bisher sind zwei verschiedene Rezeptoren im Organismus nach-
gewiesen worden, an die sich Immunkomplexe binden k&nnen,
einmal Fc-Rezeptoren (FcR), zum anderen Rezeptoren fiir Kom-
plement (KR).
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Rezeptoren fiir den konstanten Teil der schweren Ketten

von Immunglobulinen (FcR) finden sich bei B-Lymphozyten
(PARASKEVAS et al., 1972), bei Subpopulationen von T-
Lymphozyten und Null-Zellen (DICKLER, 1976) sowie bei mono-
nukledren Phagozyten (THEOPHILOPOUIOS und DIXON, 1979).

FcR sind Ig-Klassen- bzw. Subklassen-spezifisch, binden
aber heterologe Immunglobuline bis zu einem gewissen Grad
ebenfalls (UNKELESS und EISEN, 1975). Nach AREND und MANNIK
(1972) binden Kaninchenmakrophagen nur homologe Immunglobu-
line.

Praktisch alle Makrophagen besitzen FcR flir IgG (FcgR) in
groBer Menge. So berechneten UNKELESS und EISEN (1975) pro nicht
aktivierten Makrophagen 100.000 FcgR. Aktivierte Peritoneal-
makrophagen weisen sogar 2 x 106 FcgR pro Zelle auf (PHILLIPS-
QUASLIATA et al., 1970). Subpopulationen von murinen Perito-
nealmakrophagen besitzen dariiberhinaus auch Rezeptoren fir

IgM (FcmR) (LAY und NUSSENZWEIG, 1969). ROUBIN und ZOLLA-
PAZNER (1979) fanden auch in der Milz und im Knochenmark

von Mdusen FcmR-positive Makrophagen.

Dagegen finden sich bei B-Lymphozyten Fc-Rezeptoren sowohl
fiir IgG und IgM als auch fiir IgA (DICKLER, 1976). Sie stehen
méglicherweise in r&dumlicher und/oder funktioneller Bezie-
hung zu den Oberfldchen-Immunglobulinen.

Etwa 30% der T-Lymphozyten besitzen Fc-Rezeptoren fiir IgG,
IgM und IgA, nach Aktivierung der Zellen steigt der Anteil
der FcR-positiven Zellen stark an (DICKLER, 1976).

Bei den nicht-B-, nicht-T-Lymphozyten (Nullzellen) sind

vor allem die Killer-Zellen FcR-positiv; dies bef&higt sie
zur Abtdtung Antikdrper-beladener Zielzellen (KELLER, 1977).
CARVALHO und HORWITZ (1980) wiesen in neueren Untersuchungen
eine eigene FcR-positive Subpopulation der Nullzellen ("L~
Zellen") nach, die fir die durch Immunkomplexe vermittelte
Lymphozytenproliferation spezifisch verantwortlich sein
soll.
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Rezeptoren fiir die Komplementkomponenten C3b und C4b finden
sich auf Makrophagen und B-Zellpopulationen, auf letzteren
zusdtzlich Rezeptoren fiir C1. T-Zellen und Null-Zellen sind
KR=negativ . (THEOPHILOPOULOS und DIXON, 1979).

Fc-Rezeptoren und Komplementrezeptoren sind, wie eine Reihe
anderer Zellrezeptoren, grundsdtzlich in der Membran veran-
kert. Nach Interaktion mit dem jeweiligen Liganden bilden
sie fldchenhafte Aggregate ("patches") oder Kappen an einem
Zellpol ("caps") (SCHREINER und UNANUE, 1977; SULICA et al.,
1979).

2.2.3. In-vivo-Elimination von Immunkomplexen

Werden nicht immunen Tieren prédformierte, l16sliche Immun-
komplexe bzw. Antigene und AntikSrper oder immunen Tieren
Antigene injiziert, werden diese Immunkomplexe deutlich ra-
scher als freies Antigen aus der Zirkulation eliminiert.
MANNIK et al. (1971) zeigten, daB sowohl bei Rhesusaffen

als auch bei Kaninchen humanes Serumalbumin (HSA)-anti-HSA-
Komplexe in Abh&dngigkeit von der Immunkomplexzusammensetzung
eliminiert werden. Immunkomplexe, die mehr als zwei Antikoér-
permolekiile pro Antigen enthalten, werden rasch eliminiert,
Komplexe mit weniger Antik&rper pro Antigen sowie freies
Antigen und freie Antikdrper bleiben l&nger in der 2Zirkula-
tion. Eliminationskurven 18slicher Immunkomplexe weisen drei
Stufen auf. Zunichst werden mit einer sehr kurzen Halbwerts-
zeit Immunkomplexe eliminiert, die mehr als zwei Antikdrper
enthalten. AnschlieBend bildet sich ein Gleichgewicht zwi-
schen extra- und intravaskulé&ren kleineren Immunkomplexen
und freiem Antikdrper aus, die in der dritten Stufe abgebaut
werden. Die Halbwertszeiten betragen fiir die erste Stufe

0,2 Stunden, fiir die zweite 3,6 Stunden und fiir die dritte
Stufe 40 Stunden (MANNIK und AREND, 1971). Werden die Disul-
fidbriicken der Antikdrper zerstdrt, fehlt die erste Stufe.
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Diese Ergebnisse werden von weiteren Autoren bestdtigt.
PLOTZ et al. (1979) zeigten, das die Eliminationsgeschwin-
digkeit kontinuierlich mit der Menge der Immunglobuline
im Immunkomplex ansteigt.

Eliminationsort ist das Retikulo-endotheliale System (RES),
insbesondere die Kupfferzellen deg’Leber,Ayahrggq;;n,Milz;
Lunge und Nieren nur wenig Immunkomplexe'abéézéhqen werden.
AREND und MANNIK (1971) zeigten bei Kaninchen, das bei Im-
munkomplexen mit IgG als Antik&rper Komplement fir die Eli-
mination nicht n®8tig ist, wohl aber, wenn IgM als Antikdrper
im Immunkomplex vorhanden ist.

Mit steigenden Konzentrationen von Immunkomplexen kommt es
zur S&ttigung der Zellen des RES, so daB8 auch gr&B8ere Kom-
plexe mehr und mehr in der Zirkulation verbleiben.

2.2.4. Immunogene Wirkung von Immunkomplexen

Versuche iiber die immunogenen Eigenschaften von Immunkomple-
xen werden seit dem vorigen Jahrhundert durchgefiihrt. Eine
historische Ubersicht findet sich bei STONER und TERRES
(1963) . Frihzeitig wurde erkannt, das8 Immunkomplexe sowohl
immunosuppressiv als auch immunisierend wirken k&énnen und
daB diese entgegengesetzten Wirkungen vom Verhdltnis von
Antigen zu Antikdrper abhéngig sind. TERRES und WOLLINS (1961)
injizierten M3usen Immunserum gegen bovines Serumalbumin
(BSa) von Kaninchen und unmittelbar anschlieSend BSA in ver-
schiedenen Mengen intravends. Sie fanden, da8 Immunkomplexe
stdrker immunogen sind als unkomplexiertes Antigen, wobei
Komplexe, die mit leichtem Antigen-UberschuB hergestellt wa-
ren, am besten wirksam waren in der Induktion einer Primdr-
antwort. Ahnliche Ergebnisse erzielten die Autoren bei Ver-
wendung von Tetanus-Toxoid und homologen Antiseren.

Auch hier kam es bei Mdusen zu einer erhdhten Prim&rantwort

nach intravendser Injektion, wenn die Komplexe im Hquivalenz-
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bereich oder‘im AntigeniiberschuB8 gebildet waren. Nach sub-
kutaner Verabreichung wurde dieses Ph&nomen jedoch nicht
beobachtet. Wurden die Tiere vor der Immunisierung mit
Cobalt 60 bestrahlt, zeigte sich bei beiden Applikations-
arten ‘eine bessere Wirksamkeit von Immunkomplexen im Ver-

antwort wurde dagegen unterdriickt, wenn die Tiere 30 Tage
nach der Immunisierung mit Antigen mit Immunkomplexen ge-
boostert wurden.

TERRES et al. (1972) zeigten bei M&dusen, das8 Immunkomplexe
mit Antigen-UberschuB eine Antigen-Sensibilisierung hervor-
rufen kénnen. Das Auftreten und die Kinetik von Antik&rpern
ist denen einer Sekund&rantwort vergleichbar. Da durch In-
jektionen von Immunkomplexen und 3 Tage spdter von Antigen
alleine das gleiche Bild der Antikdrper-Produktion erreicht
wird, machen die Autoren filir die friihzeitige Antigen-Sensi-
bilisierung die Immunkomplexe, fir die Antikdrper-Produktion
das freie Antigen verantwortlich. Dieses freie Antigen be-
stimmt die Spezifitdt der Immunantwort.

TERRES et al. (1974) benilitzten in weiteren Versuchen als
kreuzreagierende Antigene verschiedene Albumine. Liegt im
Immunkomplex ein anderes Albumin als Antigen vor als ein

3 Tage spdter appliziertes, so werden nur Antikdrper gegen
spezifische Determinanten des letzeren gebildet. Immunkom-
plexe allein rufen in diesem System keine Immunantwort her-
vor, die Antikérper-Bildung gegen nicht verwandte Antigene
wird nicht erhdht.

McBRIDE und SCHIERMANN (1971) untersuchten bei Hiihnern die
Isoimmunantwort gegen Antik®rper-beladene Erythrozyten. Sie
fanden eine Verstédrkung der Immunantwort gegen freie Deter-
minanten, wdhrend die AntikSrper-Bildung gegen mit spezifi-
schem Immunglobulin besetzte Determinanten unterdriickt wurde.
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HOUSTON et al. (1974) zeigten, daB8 Immunkomplexe aus VEE-
Virus und spezifischem IgG im Aquivalenzbereich (Antikdr-
per-Verdiinnung 1 : 160) in Rhesusaffen nach einmaliger In-
jektion rasch hohe Antikdrper-Titer hervorrufen. Komplexe
mit Antigen-UberschuB wurden durch 5-fach hdhere Antikérper-
Verdinnungen, also 1 : 800, hergestellt. Solche Komplexe
induzierten ebenfalls eine frihzeitige Antikdrper-Bildung,
aber die Titer blieben niedriger und fielen rasch ab.

Dagegen fand DENNERT (1971) bei M&usen, daB8 mit IgM oder
geringen Mengen IgG beladene Erythrozyten die Immunantwort
erhdhten, hdhere Mengen von IgG jedoch hemmten. Paralell
dazu verlief die Anreicherung des Antigens in der Milz.
LAISSUE et al. (1971) berichteten ebenfalls iiber eine Ver-
st8rkung der Immunantwort durch komplexiertes Tetanus-Toxoid
bei Mdusen. Antikdérper-Titer erschienen vier Tage friither
und erreichten 14fach hShere Werte als bei Kontrolltieren,
die Toxoid allein erhielten.

TERRES und WOLLINS (1961) zogen fiir die erhShte immunogene
Wirkung von Immunkomplexen deren bevorzugte Bindung an im-

. munkompetente Zellen in Betracht, ohne dariiber n&here Aus-
kunft geben zu kdnnen. Erst spidter wurde entdeckt, daB8 B-
und T-Zellen, aber auch Makrophagen und Nullzellen, eine
grofe Anzahl von Fc- und/oder Komplement-Rezeptoren besitzen,
mit denen sie Immunkomplexe spezifisch binden k&nnen.

2.2.5. 2Zelluldre Grundlagen bei der Immunantwort gegen
Immunkomplexe

2.2.5.1. Makrophagen

Makrophagen spielen bei der Induktion einer Immunantwort ge-
gen thymusabh&ngige Antigene eine wichtige Rolle bei der
Elimination, dem Abbau, der Verarbeitung und der Prédsenta-
tion des Antigens (UNANUE, 1975).
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Daneben geben sie 18sliche Stoffe, sog. Mediatoren, ab,
die Lymphozytensubpopulationen spezifisch beeinflussen
(PIERCE et al., 1974; HOFFMANN, 1980). XZhnliche Funktio-
nen erfiillen neben den Blutmonozyten und den Makrophagen
in den sekunddren lymphatischen Organen auch die Kupffer-
zellen der Leber bei der Maus und beim Meerschweinchen
(NADLER et al., 1980) sowie Alveolarmakrophagen bei Meer-
schweinchen, nicht aber bei der Ratte (HOLT und BATTY,
1980).

Nicht komplexiertes Antigen wird von B-Zellen mit "passen-
den" Paratopen spezifisch gebunden, an die Membran von Ma-
krophagen jedoch lagert es sich unspezifisch an. Wie diese
Anlagerung im einzelnen abl¥uft, ist nicht genau bekannt,
ein Bindungsvorgang 148t sich nicht demonstrieren (JONES,
1975). In der Regel wird dieses Antigen anschlieBend phago-
zytiert, ein geringer Teil bleibt jedoch an der Zelloberfl&-
che. Dieses membrangebundene Antigen wird fiir die Aktivie-
rung von Lymphozyten verantwortlich gemacht (UNANUE, 1975).

Eine Antigen-Présentation kann jedoch auch nach der Phagozy-
tose erfolgen. Ein geringer Teil des aufgenommenen Antigens
wird nicht vollstdndig abgebaut, sondern als Makromolekiile
sezerniert, eventuell nach vorheriger Verarbeitung zu
"Superantigenen" (GOUDSWAARD et al., 1979). Fiir einen sol-
chen VerarbeitungsprozeB, iliber dessen Mechanismus allerdings
keine Einzelheiten bekannt sind, sprechen auch die Befunde
von ELLNER et al. (1977). Eine Lymphozytenstimulierung durch
von Phagozyten bzw. Makrophagen exozytiertes Antigen-Material
148t sich durch Antik&rper gegen das native Antigen nicht
hemmen, was darauf schlieBen 148t, daB8 im Makrophagen eine
chemische Modifikation des Antigens stattgefunden haben muB.
Exozytose und Lymphozytenaktivierung erfolgen nach Ansicht
dieser Autoren nach physikalischem Kontakt von Makrophagen
und Lymphozyten.
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STEINMANN und COHN (1975) konnten dagegen mit Meerrettich-
Peroxidase als Antigen keinerlei Antigen-Pr&sentation
feststellen, das Antigen wurde vollst#dndig phagozytiert
und restlos zu Aminosduren abgebaut. ’

Werden dagegen diese Antigene mit spezifischen Peroxidase-
Antikdérpern komplexiert (opsonisiert), so kommt es schnell
zur Bindung an die Makrophagenmembran, wobei die Affinité&t
fir die Membran 1000fach hdher ist als bei Verwendung von
freiem Antigen. Immunkomplexe sind grdBer als native Anti-
gene und gr¥Bere Proteine binden allgemein besser an die
Membran von Makrophagen. Kleinere Proteine zeigen neben ih-
rer schwicheren Bindung zus&tzlich ausgeprigte Dissoziations-
tendenzen (UNANUE, 1975).

Weit wichtiger filir eine Immunkomplexbindung an Makrophagen
ist jedoch die Beteiligung der Rezeptoren fiir das Fc-Stlick
der Immunglobuline und fiir Komplement.

Makrophagen binden mit ihren Fc-Rezeptoren neben polymerem auch
monomeres (cytophiles) IgG. UNKELESS und EISEN (1975) wiesen
bei Miusemakrophagen einen eigenen Fc-Rezeptor fiir monomeres
und aggregiertes IgG2a sowie einen gesonderten FcR fiir Anti-
gen-komplexiertes oder aggregiertes IgG1 und IgG2b nach.

Der erstgenannte Rezeptor ist Trypsin-empfindlich, der letz-
tere Trypsin-resistent. SULICA et al. (1979) beschrieben bei
aktivierten Peritonealmakrophagen der Maus einen Fc-Rezeptor
fiir monomeres IgG der gegen Pronase resistent, filir Phospholi-
pase C aber empfindlich ist, sowie weiterhin einen FcR fiir
komplexiertes IgG, der durch Pronase, nicht aber durch Phospho-
lipase C zerstdrt wird.

GréBere Immunkomplexe werden von Makrophagen besser gebunden
als kleine; diese Tatsache driickt sich in_vivo in der schnel-
leren Elimination grdBerer Immunkomplexe aus (MANNIK et al.,
1971). PHILLIPS-QUAGLIATA et al. (1970) zeigten, daB fir die

erhdhte Bindung von Immunkomplexen mindestens zwei Antikor-
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permeiekﬁle pro Antigen erforderlich sind und fihrten die
bevorzugte Bindung gr&Berer Immunkomplexe auf die Summa-
tion der Bindungsstellen zurtick. MANNIK et al. (1971) ma-
chen dafiir Anderungen im Antik&érpermolekiil selbst verant-
wortlich, die durch Antigen-Bindung entstehen. Nach KNUTSON
et al. (1977) ist die Interaktion von Immunkomplexen mit

dem FcR ein mehrstufiger Vorgang. Initial binden sich Immun-
komplexe an einen FcR, wegen der niedrigen Bindungsenergie
dissoziieren die meisten aber wieder ab (wie auch monomere
Immunglobuline). Einige Immunkomplexe k&nnen jedoch zus&dtz-
liche Fc-Rezeptoren binden, begiinstigt durch die Beweglich-
keit der Fc-Rezeptoren in der Zellmembran. Dadurch erhéht
sich die Bindungsenergie, bei groBSen Immunkomplexen kommt

es zusdtzlich zu einer internen Neuanordnung der Fc-Rezep-
'toren nach deren Bindung. Damit werden weitere Fc-Rezeptoren
verfigbar.

An Fc-Rezeptoren gebundene Immunkomplexe werden nach voraus-
gehendem Capping rasch phagozytiert (STEINMANN UND COHN,
1975) . Dies fihrt zu einer Reduktion der Bindung weiterer
Immunkomplexe und spdter gebundene Immunkomplexe werden

nicht mehr phagozytiert. Nach MICHL et al. (1977) beruht die-
ses Phdnomen auf einem inkompletten Capping des Trypsin-sen-
sitiven FcR, der zwar die Bindung, nicht aber die Phagozytose
vermitteln kann. RAGSDALE und AREND (1980) machen fir diesen
Vorgang eine Erhdhung des cAMP-Spiegels in der Zelle verant-
wortlich, die durch Interaktion von Fc-Rezeptoren mit Immun-
komplexen ausgeldst wird. Durch Phosphorylierung oder Aktji-
vierung von Phospholipasen kann dann Zahl oder Funktion frei-
er Fc-Rezeptoren beeinfluBSt werden.

Bestimmte Subpopulationen von murinen Makrophagen (ROUBIN und
ZOLLA-PAZNER, 1979) sowie Glykogen-aktivierte Makrophagen
(MANTOVANI, 1981) besitzen Fc-Rezeptoren auch fiir komplexiertes
IgM, die sowohl Bindung als auch Phagozytose vermitteln.
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In Anwesenheit von Komplement kann die Bindung auch iber
den Komplement-Rezeptor erfolgen, da in bestimmten F#llen
das Fc-Stiick durch Komplement "maskiert" wird und somit
fiir den Fc-Rezeptor nicht mehr verfiigbar ist (MICHL et al.
1977).

Eine Bindung iiber beide Rezeptoren ist in der Regel wesent-
lich effizienter als die durch einen Rezeptor. MANTOVANI

et al. (1972) fanden, daB der Komplementrezeptor normaler
M&dusemakrophagen nur die Bindung, nicht aber die Phagozy-
tose von partikuldren Immunkomplexen vermitteln kann. Sie
schreiben dem Komplementrezeptor eine besondere Rolle in
der Antigen-Présentation bei Makrophagen zu. Bei 1&slichen
Immunkomplexen kann der Komplementrezeptor auch die Phago-
zytose vermitteln (VAN SNICK und MASSON, 1978). Wenn ak-
tivierte Makrophagen vorliegen, bewirkt der Komplementre-
zeptor die Phagozytose sowohl 18slicher als auch partikhla-
rer Immunkomplexe (MANTOVANI, 1981). GRIFFIN (1980) macht
daflir eine Interaktion mit T-Lymphozyten verantwortlich.
Dieser Vorgang soll insbesondere im entziindeten Gewebe die
Phagozytosefdhigkeit der Makrophagen aufrecht erhalten,
auch wenn die Phagozytosekapazitdt der Fc-Rezeptoren er-
schopft ist. N

2.2.5.2. Lymphozyten

Immunkomplexe kdnnen sich an Lymphozyten liber Fc-Rezeptoren,
an B-Lymphozyten zus&tzlich auch iiber Komplementrezeptoren
binden. Bindung liber den Komplementrezeptor ist die Regel,
da der FcR der B-Lymphozyten nur eine geringe Affinit#t
aufweist und zusdtzlich durch Anlagerung von Komplement die
Interaktion mit dem Fc-Stilick sterisch behindert wird (THEO-
PHILOPOULOS und DIXON, 1979). Eine Bindung iliber "passende"
Oberflédchen-Immunglobuline von B-Lymphozyten ist m&glich,
aber wegen der geringen Zahl dieser Zellen wenig wahrschein-
lich (NUSSENZWEIG, 1974).
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Subpopulationen aktivierter T-Lymphozyten sind zur Phago-
zytose von Immunkomplexen f&hig. In der Regel bleiben ge-
bundene Immunkomplexe jedoch filir mehrere Stunden an der
Oberfliche der Zelle ohne aufgenommen zu werden. Nach
Zerstdrung von C3b durch Enzyme werden die Immunkomplexe
wieder frei. Das lange Verbleiben an der Lymphozytenober-
fldche soll zur Immunogenit#t von Immunkomplexen erheblich
beitragen, indem es, wie bei der Antigen-Pr&sentation durch
Makrophagen, Zell-Zell-Interaktionen beglinstigt (UNANUE,
1975) . Die Bindung von Immunkomplexen kann nach THEOPHILO-
POULOS und DIXON (1979) auch suppressorisch wirken, indem
z.B. Fc-Rezeptor-positive Suppressorzellen aktiviert werden,
Immunkomplexe dann mit der T-B-Zellinteraktion interferie-
ren, oder B-Zellen nach Bindung Uber den Fc-Rezeptor 16sli-
che Mediatoren bilden. MORGAN und TEMPELIS (1977) zeigten,
daB eine Sekunddrantwort durch die Komplexzusammensetzung
entscheidend beeinfluBft wird. Immunkomplexe in Antigen-Uber-
schuf unterdriicken, Komplexe im Aquivalenzbereich stimulie-
ren die Immunantwort, interessanterweise auch gegen nicht
verwandtes Antigen. Die Beteiligung von Makrophagen kann in
ihrem System allerdings nicht ausgeschlossen werden.

CARVALHO und HORWITZ (1980) konnten diese polyklonale Akti-
vierung von Lymphozyten allerdings nicht feststellen. Die
Bindung von Immunkomplexen fiihrte zu einer Erhdhung der DNS-
Synthese bei Lymphozyten des Menschen, nicht jedoch bei der
Maus (MOLLER und COUTINHO, 1975). Nach BERMAN und WEIGLE
(1977) koénnen aber auch B-Lymphozyten der Maus durch aggre-
giertes Gammaglobulin stimuliert werden. Interessanterweise
werden dabei h&here DNS-Syntheseraten mit isolierten Fc-
Fragmenten erreicht. Fc-Fragmente stimulieren die B-Lympho-
zyten polyklonal, also unabhdngig von der Antigen-Spezifi-
tdt.

CARVALHO et al. (1980) konnten menschliche Lymphozyten von
nicht immunen Spendern mit Immunkomplexen nicht aktivieren,
wohl aber Lymphozyten immuner Spender, vorausgesetzt, sie
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benilitzten relativ kleine Mengen komplexierter Antigene. Das
Fc-Stiick war fir die Stimulierung notwendig, da Komplexe
mit F(ab)z-Fragmenten ohne Wirkung waren, und die Anwesen-
heit von Fc-Rezeptor-positiven Zellen erforderlich war.

Wie schon beschrieben, sind Makrophagen bei der Aktivierung
der Lymphozyten durch Immunkomplexe beteiligt, vermittelt
wird sie aber durch L-Zellen (CARVALHO und HORWITZ, 1980).
L-Zellen kdnnen Immunglobulin-komplexiertes, nicht aber
freies Antigen prédsentieren. Die Bindung erfolgt nur uber
das Fc-Stilick, da L-Zellen keinen Komplementrezeptor be-
sitzen. Da L-Zellen gebundene Immunkomplexe nicht phagozy-
tieren, ist die Mdglichkeit gegeben, das L-Zellen groSe
Mengen komplexierter Antigene an ihrer Oberfl&che konzen-
trieren konnen.

Die von BERMAN und WEIGLE (1977) beschriebene polyklonale
B-Zellaktivierung durch Immunkomplexe ist ebenfalls Makro-
phagen-abhdngig (MORGAN und WEIGLE 1980a). Sie stellt einen
komplexen Vorgang dar. Nach Interaktion mit Immunkomplexen,
nicht jedoch mit monomerem IgG, wird das Fc-Stilick gespalten.
Dabei wird ein Bruchstiick mit einem MG von ca. 14.000 frei,
welches zur B-Zellaktivierung fiihrt. 2war sezernieren auch
nichtstimulierte Makrophagen ein Enzym, welches die Spaltung
des Fc-Stlicks bewirkt, dadurch wird jedoch nur eine geringe
Stimulation erreicht (MORGAN und WEIGLE, 1980b). Nach MORGAN
et al. (1980) sind T-Zellen bei diesem Effekt beteiligt.

Aufer IgE kénnen alle Immunglobulin-Klassen eine Prolifera-
tion induzieren. Dabei scheinen Speziesunterschiede aufzu-
treten. Z.B. sind Immunglobuline von Puten nicht wirksam,
wohl aber Immunglobuline heterologer S&ugerspezies. Puten-
Immunglobuline binden sich nicht an Miuse-FcR (BERMAN et
al., 1979).

MORETTA et al. (1977) zeigten dagegen, daB IgG-haltige Im=-
munkomplexe die B-Zellproliferation hemmen. Dafir sind Sup-
pressorzellen (eine T-Zell-Subpopulation) verantwortlich,
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die Rezeptoren fiur IgG besitzen, wdhrend Helferzellen z.B.
Rezeptoren fiir IgM besitzen.

Komplement bzw. der Komplementrezeptor spielt eine wichtige
Rolle bei der Antigen-Konzentrierung in den Follikeln von
Milz und Lymphknoten (THEOPHILOPOULOS und DIXON, 1979).
Immunkomplexe reichern sich in den Keimzentren an (LAISSUE
et al., 1971). Allerdings ist nicht klar, ob sie dort von
B-Lymphozyten oder dendritischen Zellen gebunden werden
(NUSSENZWEIG, 1974). WODA et al. (1980) fanden dagegen

eine bevorzugte Bindung von Immunkomplexen an Makrophagen
der Milz. Eine Antigen-Konzentrierung in diesen besonders
immunoreaktiven Systemen schafft aber in jedem Fall, also
unabhéngig von der bindenden Zellart, glnstige Voraussetzun-
gen fiir das Zustandekommen von Zell-Zell-Interaktionen.

Die durch Komplement vermittelte Verstdrkung der Immunant-
wort durch Immunkomplexe kann aber eventuell auch ohne
Beteiligung von Makrophagen ablaufen (SODERBERG und COONS,
1978), wdhrend alle anderen beschriebenen Wege die Beteili-
gung von Makrophagen erfordern. Bei der Antwort auf IgA-
haltige Immunkomplexe ist ihre Beteiligung nicht klar
(STOKES et al., 1980).
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3. Eigene Untersuchungen

3.1, Material und Methoden

3.1.1. Vakzine
3.1.1.1. Antigene

Zur Vakzine-Herstellung dienten die Rotavirusstdmme Nebras-
ka Calf Diarrhea Virus (NCDV) (MEBUS et al., 1969) und Min-
chen V 1005/78 (BACHMANN und HESS, 1981). Rotavirus wurde

in 24 Stunden alten Rollerkulturen der bovinen Nierenzell-
linie Aubek nach Standardverfahren (BACHMANN und HESS, 1981)
vermehrt. Die Virusernte erfolgte nach 24 - 48 Stunden Be-
briitung bei 37° C durch Einfrieren bei -20° C, Auftauen und
Zentrifugieren (2200 g, 30 min.). Die Uberstdnde wurden ohne
weitere Reinigung zur Vakzine-Herstellung verwendet; sie be-
saBen einen Infektiositdtstiter von 106'5 KIDso/ml und im
Elisa (BACHMANN, 1979) einen Titer von 1 : 40.

Inaktivierte Antigenprédparationen wurden durch Behandlung
von Rotavirus mit Formaldehyd im Verh&ltnis 1 : 1000
(= 0.033 M) 60 Stunden bei 4° C hergestellt. Durch Zugabe
einer &quimolaren Menge Natriumbisulfid wurde das Formal-
dehyd neutralisiert und die Virussuspension anschlieBend
24 Stunden gegen PBS dialysiert. ’

3.1.1.2. Immunkomplexe

Immunserum gegen bovines Rotavirus Stamm Minchen V 10/78
(BACHMANN und HESS, 1981) wurde in einem durch Kaiserschnitt
entwickelten, kolostrumfrei aufgezogenen Kalb hergestellt.
Das Tier wurde im Alter von 5 Tagen oral mit aus Kot iber

10 - 50% Sucrose- und anschlieBendem CsCl-Dichtegradienten
gereinigtem Virus infiziert, dann dreimal im Abstand von zwei
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Wochen subkutan mit 1 ml derselben Virussuspension geboo-
stert. Der Elisa-Titer des Serums betrug 1 : 2560, der Neu-
tralisationstiter 1 : 640.

Zur Herstellung der Immunkomplexe wurden 90 ml Virusvakzine
mit 10 ml Immunserum, das 1 : 10 in PBS vorverdiinnt worden
war, gemischt und ilber Nacht bei 4° C belassen. Im Rota-
AntikSrper-Elisa wiesen die Immunkomplexe Titer von 1 : 16
bis 1 : 32 auf, im Rota-Antigen-Elisa wurde keine Aktivit&t
festgestellt,

3.1.1.3. Adjuvantien

Als Adjuvantien wurden Aluminiumhydroxid (Al(OH)z), eine Ol-
in-Wasser-Emulsion (PD-Adjuvans), hochgereinigtes Saponin
(Quil A), Liposomen und der Paramunit&tsinducer Pind-Avi
verwendet.

2%iges Al (OH)2 (Behringwerke, Marburg) wurde 1 : 8 :-in PBS
verdiinnt und nach Vermischen mit der Antigenl®sung iber
Nacht bei 4° C belassen.

PD-Adjuvans besteht aus einer Ol-in-Wasser-Emulsion. Es wur-
de von der Fa. Philips-Duphar (Weesp, Holland) zur Verfligung
gestellt.

Die jeweils verwendeten Mengen von Al (OH)2 und PD-Adjuvans

sind bei den einzelnen Versuchen angegeben.

Liposomen - spdrische Partikel aus Phospholipiden - wurden in
Anlehnung an die von GREGORIADIS et al. (1974) beschriebene
Methode hergestellt. Fiir 100 ml Vakzine wurden 1mM L-o-Lezi-
thin, 0,286 mM Cholesterin und 0.143 mM Dicetyl-Phosphat
(Sigma, Minchen) in 5 ml Chloroform geldst. Durch Nz—Begasung
wurde das Chloroform verdampft und so ein trockener Lipid-
film an der GefiBwand hergestellt. Nach Zugabe der Antigen-
18sung wurde ca. 15 Minuten lang im Eisbad beschallt (3 Amp.,
20 KHz).
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Quil A+) - ein hochgereinigtes Saponin (DALSGAARD, 1978),
bei dem die immunpotenzierende Wirkung der Saponine erhal-
ten, deren toxische Wirkung jedoch eliminiert ist - wurde
in der Konzentration von 1 mg (in PBS gelést‘und steril-
filtriert) pro Applikation verwendet.

Pind-Avi, ein lyophilisiertes Pr&parat, enth&lt ein attenu-
iertes und durch Gammastrahlen inaktiviertes Hithnerpocken-
virus, Stamm HP-1, und entsprechende Stabilisatoren (MAYR
und BRUNNER, 1980). Es wurde in aqua dest. geldst appliziert.

Als Plazebos und Kontrollpr&parationen dienten Zellkultur-
medium (Earle's MEM) mit 1%f8talem Rinderserum, Rotaimmun-
serum (1 : 10 verdiinnt) mit PD-Adjuvans sowie nichtinfizier-
tes Aubek-Zellkulturmaterial. Die Zellen wurden bei -20° C
eingefroren und nach dem Auftauen 30 Minuten lang bei 2200 g
zentrifugiert. Fir die Immunisierung wurde der Uberstand mit
einem Zusatz von 1% Rotavirus-Immunserum eingesetzt.

3.1.2. Tierversuche

3.1.2.1. Tiermaterial

In zwei Bestdnden in Bayern sowie in einem Bestand in Baden~
Wirttemberg standen Kilhe unterschiedlichen Alters sowie
Fdrsen der Rassen Deutsches Fleckvieh, Braunvieh und Schwarz-
bunt zur Verfligung. Die Tiere wiesen eine Milchleistung von
iber 5000 Litern auf. Insgesamt wurden in diesen Best&nden
von Anfang 1980 bis zum Friihjahr 1981 119 Tiere geimpft.

3.1.2.2. Immunisierung

Die Tiere wurden - nach Bestdnden getrennt - nach folgendem
Schema immunisiert:

+) Quil A wurde dankenswerterweise von Prof. Dr. K. Dalsgaard,
Lindholm, D&nemark, zur Verfiigung gestellt.
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I. 1. Vakzinierung 14 Tage vor dem errechneten Abkalbe-
termin, 2. Vakzinierung am Tag der Geburt.

II. 1. Vakzinierung beim Trockenstellen (ca. 6-8 Wochen
vor dem errechneten Abkalbetermin, 2. Vakzinierung am Tag
der Geburt.

Die Impfungen erfolgten subkutan. Die verwendeten Mengen
an Antigen, Immunkomplexen bzw. Adjuvantien sind bei den
jeweiligen Versuchen angegeben.

3.1.2.3. Probenentnahmen

Blutproben wurden jeweils bei der Immunisierung aus der Vena
jugularis entnommen.

Die Entnahme von Milchproben erfolgte am Tag der Kalbung

(= Tag 1), dann an den Tagen 2,3,4,5,7,14 und 21 post partum.
Die Proben wurden sofort bei -20° C tiefgefroren. Fiir den
Nachweis von Rotavirusantikdrpern wurden die Milchen durch
niedertourige Zentrifugation (2200 g, 30 Minuten) entfettet.
Milchserum wurde durch Zentrifugation bei 17.000 g (2 Stun-
den, 4° C) gewonnen.

3.1.3. Rotavirus-Antikérper-Nachweis

Der Nachweis von Antik&rpern gegen Rotavirus in Serum und
Milchserum erfolgte mit Hilfe des Enzyme-linked-immunosorbent
assay (Elisa) nach der von BACHMANN et al. (1979) beschriebe-
nen Methode als "blocking Test".

Als Antigen diente ein in Aubek-Zellkulturen vermehrtes Rota-
virus, Stamm NCDV in der 7. Passage, das nach Fluocarbon-
behandlung 90 min. bei 30.000 Upm sedimentiert wurde. Das
Antigen wurde in Karbonat/Bikarbonatpuffer, pH 9,6, verdiinnt
(1 : 1000) und in 100 pl-Mengen in die Vertiefungen von
Flachbodenplatten (M 129 A, Flow Laboratories, Bonn) pipet-
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tiert. Die Plattem wurden 3 Stunden bei 37° C, anschlieBend
16 Stunden bei 4° C inkubiert und dann bei -20° C aufbewahrt.

Nach dreimaligem Waschen der Platten mit NaCl-Phosphat-Puf-
fer, dem 0,05% Tween 20 zugesetzt worden war, erfolgte die
Beschickung der Vertiefungen mit in log 2-Schritten in
NaCl-Phosphat-Puffer verdinnten Serumproben (100 pul, Aus-
gangsverdlinnung 1 : 10) und anschlieBende Bebriitung bei

37° C wdhrend 60 Minuten. Als Kontrolle lief jeweils ein
Rotavirusantikdrper-positives und ein =-negatives Serum mit.
Nun folgte erneutes Waschen und Beschicken der Platten mit
100 pl eines Antirotavirus-Meerrettichperoxidase-Konjugates,
das nach der Methode von AVRAMEAS und TERNYCK (1971) herge-
stellt und 1 : 2000 in NaCl-Phosphat-Puffer mit 5% fdtalem
Rinderserum verdinnt worden war. Nach einer Bindungszeit
von 60 Minuten bei 37° C und dreimaligem Waschen erfolgte
die Zugabe von 100 pl Substrat (0.5 g/l p-Phenylendiamin (Sigma,
Midnchen) in Citrat/Phosphat-Puffer, pH 6,0, dem unmittelbar
vor Gebrauch 0.005% H202 zugesetzt wurden). Die Ablesung
wurde nach 60 Minuten bei Zimmertemperatur direkt durch Mes-
sung der Extinktion mit Hilfe eines Multiscan-Photometers
(Flow Laboratories, Bonn) bei einer Wellenl&nge von 510 nm
vorgenommen. Als positiv wurden die Verdiinnungen bezeich-
net, deren Extinktion kleiner war als 50% des Extinktions-
wertes der negativen Kontrolle (Mittelwert aus acht Vertie-
fungen) .

3.1.4. Gelchromatographische Auftrennung der Milchproben

Von je 4, in Ausnahmef&llen von 3, Tieren mit gleichem Immuni-
sierungsschema wurden die Milchseren gepoolt. 2 ml des Kolo-
strum-Pools bzw. 4 ml gepoolter Milchseren der Laktationstage 7
und 21 wurden auf eine Sephacryl S 300-S3ule (2,5 x 100 cm)
gegeben (Pharmacia, Freiburg). 15 ml Fraktionen wurden mit

0,2 M Phosphatgepuffertem 0,15 M NaCl (pH 7.4) bei einer
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DurchfluBgeschwindigkeit von ca. 15 ml pro Stunde eluiert.
Die optische Dichte zeichnete ein Uvicord II Spektrometer
(LKB, Bromma, Schweden) auf. Ausgewdhlte Fraktionen wurden
durch Ultrafiltration 10-fach konzentriert und im Elisa
auf Rotavirusantikdrper sowie in der Immuralektrophorese
auf das Vorhandensein von IgG, IgM und IgA untersucht.

3.1.5. Immunelektrophorese

Der Nachweis der Immunglobulinklassen erfolgte nach der von
GRABAR und WILLIAMS (1952) beschriebenen Methode. 0,03 M
Barbital-Barbital-Natrium (Serva, Heidelberg), 0,065 M Na-
trium-Azetat-Puffer wurde mit 0,1 N HC1l auf pH 8,2 einge-
stellt.

2 Teile Puffer wurden dann mit einem Teil agua dest. ver-
dinnt. In 100 ml verdiinntem Puffer wurde 1,5 g Agarose (reinst,
Serva, Heidelberg) geldst und autoklaviert. Mit dieser Aga-
roseldsung wurden Glasplatten beschichtet. Nach dem Erstar-
ren wurden L&cher fur die zu untersuchenden Fraktionen sowie
Griben fir die spezifischen Antiseren ausgestanzt. Nach Ein-
fiillen der Fraktionen erfolgte die elektrophoretische Auf-
trennung in einer Flachbettkammer (FBE 3000, Pharmacia,
Freiburg) bei einer Spannung von 1,4 Volt/cm lUber zwei Stun-
den. Dann wurden die Antiseren gegen bovines IgG, IgA,

bzw. IgM (H—kettenspezifisch)+) in die Gr&ben pipettiert.
Nach 16 Stunden Inkubation in einer feuchten Kammer wurden
die Glasplatten 48 Stunden in 0,9% NaCl-L&sung gewaschen,

um nicht prédzipitiertes Protein zu entfernen. Danach wurden
die Prdparate getrocknet, dann in 2% Essigs#dure fixiert.

Die Fidrbung der Préparate erfolgte mit 0,5% Amidoschwarz in

+) Die Antiseren wurden dankenswerterweise von Herrn Prof.
Dr. T. Newby, Bristol, GroSbritannien, zur Verfiigung ge-
stellt.
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Methanol-Essigsdure (90 Teile Methanol, 10 Teile 2%ige
Essigsdure) fir 5 Minuten. AnschlieBend wurden die Platten
mit Methanol-Essigsdure entfédrbt bis sich keine Schlieren
mehr bildeten.

3.1.6. Statistische Auswertung der Ergebnisse

Sdmtliche statistischen Operationen wurden mit den rezipro-
ken Elisatitern durchgefiihrt; auch im Text sowie in den Ta-
bellen und Abbildungen+) sind die reziproken Werte angege-
ben.

Zur Berechnung des geometrischen Mittels wurden die Werte
logarithmiert (natlirlicher Logarithmus zur Basis e, = 1ln).
Fiir <10 wurde 5 eingesetzt. Aus diesen logarithmierten Wer-
ten wurde das arithmetische Mittel gebildet (= iln) und de-
logarithmiert (e®1n) . Zus&tzlich ist in den Tabellen als
Streuungsmaf die Standardabweichung der logarithmierten Werte
(= Sln) angegeben.

Unterschiede zwischen einzelnen Gruppen wurden mit Hilfe
des U-Tests (Mann-Whitney-Wilcoxon-Test) auf ihre Signi-
fikanz bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von « = 0,05
untersucht (ANONYM, 1976).

+) Alle Abbildungen wurden mit Hilfe des Computerprogramms
GRAFFITI (Jurgen Plate, Miinchen 1979) hergestellt.
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3.2. Versuche und Ergebnisse

Alle Seren der in diesem Feldversuch untersuchten Tiere
wiesen zum Zeitpunkt der Erstimmunisierung Antik&rper ge-
gen Rotavirus auf. Die ELISA-Titer schwankten zwischen 19
und 1280. Abbildung 2 zeigt die Hiufigkeitsverteilung der
Serumtiter.

Bei 9 von 13 untersuchten Serumpaaren der Kontrolltiere,
die Aubek~Zellmaterial mit Rotaimmunserum oder Zellkultur-
medium mit f8talem K#élberserum (FKS) erhielten, waren die

307
Zah1 der
Tiere
20
10
—
0 v v v

<10 10 20 40 80 160 320 640 1280
Elisa-Titer

Abbildung 2: Vergleich der Rotavirusantikorpertiter in den bei der
Erstimmunisierung gewonnenen Seren (n= 101).
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Serumantikdrpertiter zum Zeitpunkt der Geburt verglichen
mit dem Erstimmunisierungszeitpunkt unver&dndert. ‘Dagegen
fielen bei zwei Tieren die Serumtiter um zwei Stufen.

Die Kolostrumtiter der Tiere, die Aubek-Zellmaterial erhal-
ten hatten (Gruppe I, n = 10), lagen zwischen 10 und 2560
(geometrisches Mittel: 367) (Tab. 2).

Tab. 2 : Antik&rpertiter in Serum, Kolostrum und Milch
von 10 Tieren der Gruppe I (Aubek-Zellmaterial)

d = Zeitraum in Tagen zwischen den Immunisierungen
n.u. = nicht untersucht
Tier- Serum Milchantikdrpertiter an den Laktationstagen
Nr. 1 2 1 7 14 : 21 d
4 80 160 640 10 10 10 17
8 10 n.u. 80 <10 <10 <10 14
12 160 n.u. 2560 10 <10 <10 26
16 10 20 320 <10 <10 <10 14
20 80 20 320 <10 <10 <10 25
24 20 40 ~ 1280 20 <10 <10 18
108 160 40 1280 10 10 <10 27
112 40 40 10 <10 <10 <10 19
128 40 20 160 <10 <10 <10 19
132 40 20 1280 10 <10 <10 23
geometrisches 367 7,5 5,7 5,3
Xy, 5,9 2 1,7 1,67
Sin 1,65 0,48 0,29 0,21

Am 7. Laktationstag waren in der Milch noch bei fUnf Tieren
Rotavirusantikérper nachweisbar, das geometrische Mittel

der Titerwerte sank aber auf 7,5. Nach 14 Tagen schieden noch
zwel Tiere Antikdrper mit einem Titer von 10 aus, am 21.Tag
nur mehr ein Tier (I/4).
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In den Abbildungen 3, 4 und 5 ist der Verlauf der geometri-
schen Mittelwerte der Antikdrpertiter bei den Kontrolltie-
ren und geimpften Tieren dargestellt.

Im Kolostrumpool dieser Gruppe (Titer 320) fanden sich An-
tik8rper gegen Rotavirus nur im 2. Peak. Bei einem Titer
von 128 war die Aktivit&t ausschlieBlich mit IgA assoziiert
(Abb. 6). Die Sammelmilch des 7. Tages wies nurmehr einen
Titer von 4 auf. Nach Auftrennung fanden sich Antik&rper
gegen Rotavirus mit Titern zwischen 2 und 8 im 2., 3. und
4. sowie im 6. Peak. Der Milchpool des-21. Tages wies eben-
falls einen Titer von 4 auf. Rotavirusantik®rper mit Titern
von 2 fanden sich in den Peaks 2 bis 4.

Elisa-
Titer 7
640 | Xn
320 | 6
160 | 5
80 |
40 | 4
20 |
3
10
2
<10
1 T
1 7 14 21
Laktationstage

Abbildung 3: Vergleich der Rotavirusantikorpertiter (geometrische Mittel-
werte) in Kolostrum und Milch frischlaktierender, parenteral
immunisierter Kiihe.
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Vergleich der Rotavirusantikdrpertiter (geometrische Mittel-

werte) in-Kolostrum und Milch frischlaktierender, parenteral
immunisierter Kiihe.
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Vergleich der Rotavitrusantikorpertiter (geometrische Mittel-

werte) in Kolostrum und Milch frischlaktierender, parenteral
immunisierter Kiihe.
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Abbildung 6: Gelchromatographische Auftrennung von Kolostrum und Milch der Tage 7

und 21 von 4 Tieren der Gruppe I. Im oberen Bildabschnitt sind die

Immunglobulinklassen durch Balken dargestellt. Die Elisa-Titer der
Eluatfraktionen sind in der unteren Bildhd1fte durch Sdulen dargestellt.

Kolostrum 8—&- ’. 7-Tage-Milch #— by 21-Tage-Milch +—

£-Y




- 39 -

Einen &hnlich rapiden Abfall der Milchantikdrpertiter wies
die Kontrollgruppe auf, der MEM mit FKS appliziert wurde
(Gruppe II, n = 3). Die Titer lagen im Kolostrum zwischen

160 und 1280 mit einem geometrischen Mittel von 640 (Tab. 3).
*In der Milch des 7. Tages waren noch bei allen Tieren Anti-
k8rper vorhanden, der geometrische Mittelwert war jedoch

auf 20 gesunken. Am 14. sowie am 21. Tag wies nur noch ein
Tier Rotavirusantikdrper in der Milch mit einem Titer von

10 auf.

Tab. 3: Antikdrpertiter in Serum, Kolostrum und Milch
von 3 Tieren der Gruppe II (MEM mit FKS)

d = Zeitraum in Tagen zwischen den Immunisierungen

Tier- Serum MilchantikSrpertiter an den Laktationstagen
Nr.: 1 2 1 2 3 4 5 7 14 21 d
204 160 80 1280 1280 320 80 10 40 <10 <10 25
208 160 80 160 160 80 20 40 10 <10 <10 27
212 40 80 1280 320 160 40 40 20 10 10 21
geometrisches '

Mittels 640 403 160 40 25 20 6,3 6,3

’-‘1n 6,46 6,0 5,0 3,7 3,2 2,99 1,84 1,84
Sin 0,94 1,05 0,69 0,69 1,3 0,7 0,55 0,55

Bei den Tieren der Gruppe III (n = 9), denen nur 10 ml
Adjuvans-PD verabreicht worden war, waren die Rotavirusan-
tikdérpertiter im Serum zum Zeitpunkt der Geburt gegeniiber
den Werten bei der Erstimmunisierung kaum ver&ndert. Ledig-
lich ein Tier wies wdhrend dieses Zeitraums einen Titerab-
fall von zwei Verdinnungsstufen auf (Tab. 4).
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Tab.4 : Antikdrpertiter in Serum, Kolostrum und Milch
von 9 Tieren der Gruppe III (Adjuvans-PD)

d = Zeitraum in Tagen 2zwischen den Immunisierungen
n.u. = nicht untersucht

Tier- Serum Milchantikdrpertiter an den Laktationstagen
Nr.: 1 2 1 2 3 4 5 7 14 21 d

303 n.u. 80 640 640 20 10 <10 <10 <10 <«10 23
306 20 20 640 40 <10 <10 <«0 <0 <10 <10 18

312 20 40 20 80 «10 <10 <10 <0 <10 <10 17
315 20 20 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 11
316 10 n.u. 10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 30

324 80 40 1280 160 20 20 20 10 <10 10 22
327 160 160 160 80 10 10 10 10 <10 <10 17
330 320 80 40 20 20 10 <10 <10 <10 <10 9
351 40 20 160 40 20 10 10 <10 <10 <10 16

geometrisches 93 43 10 7,3 6,8 5,8 5,4 5,4
;1n 4,5 3,76 2,3 1,99 1,9 1,7 1,6 1,68
Sip - 1,9 1,56 0,69 0,5 0,5 0,3 O 0,23

Im Kolostrum schwankten die Rotavirusantikdrpertiter zwi-
schen <10 und 1280, der geometrische Mittelwert lag bei 93.
Besonders schwach reagierten die Tiere III/315 und III/316,
von denen lediglich Tier III/316 am ersten Laktationstag
Rotavirusantikdrper (Titer: 10) iliber das Kolostrum ausschied.
In der Milch des 7. Laktationstages waren nur bei zwei Tie-
ren Antikdrper gegen Rotavirus feststellbar, am 14. Tag bei
keinem der neun Tiere, am 21. Tag wiederum bei einem Tier.
Die Unterschiede zur Kontrollgruppe I und II waren nicht sig-
nifikant.

Im aufgetrennten Kolostrumpool dieser Gruppe (Abb. 7) fan-
den sich im 1. und 2. Peak Rotavirusantikérper mit einem
Titer von 2 bzw. 16. IgG wurde in beiden Peaks nachgewiesen,
IgA nur im ersten. Die gepoolten Milchen des 7. Tages wiesen
einen Titer von 4 auf, nach der Auftrennung war jedoch keine
Aktivit4dt gegen Rotavirus nachweisbar, ebenso wie in den Sam-
melmilchen des 21. Tages.
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Abbildung 7: Gelchromatographische Auftrennung von Kolostrum und Milch der Tage 7

und 21 von 4 Tieren der Gruppe III. Im oberen Bildabschnitt sind die
Immunglobulinklassen durch Balken dargestellt. Die Elisa-Titer der
Eluatfraktionen sind in der unteren Bildhdalfte durch Siulen dargestellt.
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Den Tieren der Gruppe IV (n = 7) wurden Adjuvantien und
Pind-Avi-Inducer verabreicht. Jedes Tier erhielt pro Appli-
kation 10 ml Pind-Avi zusammen mit 4 ml 2%igem Al-Hydroxid
(1:8 verdlinnt) und 4 ml PD-Adjuvans.

Die vier untersuchten Serumpaare der Gruppe IV zeigten &hn-
liche AntikOrpertiter wie die der Gruppen I bis III
(Tab. 5).

Tab. 5: AntikdSrpertiter in Serum, Kolostrum und Milch
von 7 Tieren der Gruppe IV (Adjuvans/Inducer)

d = Zeitraum in Tagen zwischen den Immunisierungen
n.u. = nicht untersucht
Tier- Serum Milchantikdrpertiter an den Laktationstagen
Nr.: 1 2 1 2 3 4 5 7 14 21 d
404 n.u. n.u. 640 10 10 <10 10 10 <10 <10 5
408 n.u. n.u. 80 10 10 <10 <10 10 <10 <10 10
412 n.u. n.u. 160 80 10 <10 QO Q10 <10 <10 18
416 40 20 80 40 20 10 <10 <10 <10 <10 14
420 40 40 640 80 10 10 20 10 <10 <10 20
421 160 80 1280 640 10 40 40 20 <«o a0 29
427 20 10 160 40 20 10 <0 <10 <10 <10 14
geometrisches 262 48 10 9 9 8,2 5 5
iln 5,63,9 2,3 2,2 2,2 2,7 1,6 1,6
Sin 1,11,4 0,560,7 0,84 0,52 0 0

Die Titerwerte im Kolostrum schwankten zwischen 80 und 1280,
bei einem Mittelwert von 262. Am 7. Tag lag der Mittelwert

in der Milch bei 8,2 und bei drei Tieren waren keine Anti-
kb6rper mehr nachweisbar. Am 14. und 21. Tag war bei allen
Tieren der Antikérpernachweis in der Verdiinnung von 1 : 10
negativ. Auch in der Gruppe 1V zeigten sich keine signifikan-
ten Unterschiede zu den Kontrolltieren der Gruppen I und II.
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Der Kolostrumpool dieser Gruppe zeigte ein &hnliches Bild
der Antikérperverteilung wie der der Gruppe III (Abb. 8).
Im 1. und 2. Peak fand sich die gr&B8te Aktivit4t mit einem
Titer von 4 bzw. 16. IgA wurde nur im 1. Peak nachgewiesen,
IgG in beiden Peaks. Die Sammelmilchproben der Tage 7 und
21 besaB8en jeweils einen Titer von 4. Nach der Auftrennung
wurden jeweils im 2. Peak Antikdrper mit dem Titer von 8
bzw. 4 gefunden. Bei beiden Milchpools konnte ausschlies8-
lich IgG nachgewiesen werden.

Bei den Gruppen V bis VIII sollte die Bildung von Milchanti-
kérpern gegen Rotavirus durch verschiedene Virusprdparationen
stimuliert werden.

Die 7 Tiere der Gruppe V wurden mit jeweils 15 ml Rotavirus-
suspension vakziniert.

Tab. 6: Antikdrpertiter in Serum, Kolostrum und Milch
von 7 Tieren der Gruppe V (Rotavirus)

d = Zeitraum in Tagen zwischen den Immunisierungen
n.u. = nicht untersucht
Tier- Serum Milchantikdrpertiter an den Laktationstagen
Nr.: 1 2 1 2 3 4 5 7 14 21 d
2 n.u. n.u. 640 40 40 160 10 20" 40 10 29
6 n.u. n.u.2560 1280 1280 80 80 80 20 20 9
10 n.u. n.u. 640 320 40 20 20 10 <«10 <10 7
14 20 40 320 20 10 <10. <10 <10 <10 K10 14
25 40 40 320 160 40 10 10 10 <10 <10 21
30 160 40 80 40 20 20 10 <10 <10 <10 18
31 160 40 1280 320 80 20 20 10 <10 <10 14
geometrisches 525 131 54 24 16 12 8,2 6,7
X1n 6,26 4,9 3,9 3,2 2,8 2,52,1 1,9
s 1,7 1,51,5 1,2 0,77 0,950,86 0,54

1n
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Abbildung 8:

Gelchromatographische Auftrennung von Kolostrum und Milch der Tage 7

und 21 von 4 Tieren der Gruppe IV. Im oberen Bildabschnitt sind die
Immunglobulinklassen durch Balken dargestellt. Die Elisa-Titer der
Eluatfraktionen sind in der unteren Bildhd1fte durch Sdulen dargestellt.
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Vier Serumpaare wurden untersucht. Bei zwei Tieren fiel
der Titer von 160 bei der Erstimmunisierung auf 40 zum
Zeitpunkt der Geburt, bei einem Tier fiel er um eine Stufe,
wihrend er sich beim vierten Tier nicht &nderte (Tab. 6).

Der Mittelwert der Kolostrumtiter betrug 525 bei einer Streu-
ung von 80 bis 2560. Am 7. Tag waren in der Milch noch bei
finf Tieren Rotavirusantikdrper nachweisbar (geometrisches
Mittel 12). Zwei Tiere schieden auch am 14. und 21. Lakta-
tionstag noch Antikérper mit der Milch aus. Die Titerwerte
dieser Gruppe differierten nicht signifikant von denen der
Kontrollgruppen.

Im aufgetrennten Kolostrumpool (Titer 1280) der Gruppe V
(Abb. 9) lagen im 2. Peak die hdchsten Rotavirusantikdrper-
titer mit jeweils 128 vor, wdhrend die Peaks 1 und 3 nur
sehr niedrige Titer von 2 aufwiesen. IgG war in allen drei
Peakfraktionen nachweisbar, IgA und IgM jedoch nur im auf-
steigenden Schenkel des 2. Peaks.

In dem 7-Tage-Milchpool (Titer 20) fand sich die spezifi-
sche Antikdrperaktivitdt mit einem Titer von 8 im 2. Peak
und war ausschlieBlich mit IgG assoziiert. Am 21. Tag be-
trug der Titer des Pools nur mehr 4. Der 2. und 3. Peak
wiesen noch Antikdrpertiter von jeweils 2 auf, wobei eben-
falls nur IgG nachgewiesen wurde.

Die Gruppe VI umfaBte drei Tiere, die jeweils 8 ml Rota-
virussuspension mit je 4 ml PD-Adjuvans und 2%igem Al-Hydroxid
(1:8 verdiinnt) erhielten.

Die Serumwerte stiegen beim Tier VI/703 von 80 (20 Tage
ante partum) auf 640, beim Tier IV/711 von 20 auf 80, wdh-
rend beim Tier VI/707 der Titer von 80 auf 40 fiel (Tab. 7).
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Abbildung 9:

Gelchromatographische Auftrennung von Kolostrum und Milch der Tage 7
und 21 von 4 Tieren der Gruppe V. Im oberen Bildabschnitt sind die
Immunglobulinklassen durch Balken dargestellt. Die Elisa-Titer der
Eluatfraktionen sind durch Sdulen in der unteren Bildhd1fte dargestellt.
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Tab. 7: Antik8rpertiter in Serum, Kolostrum und Milch
von 3 Tieren der Gruppe VI (Rotavirus/Adjuvans)

4 = Zeitraum in Tagen zwischen den Immunisierungen

Tier- Serum Milchantikdrpertiter an den Laktationstagen
Nr.: 1 2 1 2 3 4 5 7 14 21

703 80 640 1280 1280 320 320 40 10 10 20 20
707 80 40 20 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 19
711 20 80 320 160 40 20 20 40 40 40 13
geometrisches

Mittel: 201 100 40 31,7 15,8 12,6 12,6 15,9

’-‘1n 5,3 4,6 3,7 3,45 2,76 2,5 2,5 2,8
Sin 2,1 2,8 2,0 2,1 1,0 1 1 1

Tier VI/707 wies auch im Kolostrum nur einen Titer von 20 auf
und schied bereits am 2. Laktationstag keine Milchantikdrper
mehr aus. Durch diesen niedrigen Wert errechnet sich in die-
ser Gruppe auch ein niedriger geometrischer Mittelwert von
201. Die beiden anderen Tiere wiesen Kolostrumtiter von 320
bzw. 1280 auf.

_In der Milch waren bei diesen Tieren bis zum 21. Laktations-
tag Rotavirusantikdrper mit einem Titer von 20 bzw. 40 nach-
weisbar. Von der Kontrollgruppe I unterschied sich die Gruppe
VI nicht signifikant.

Die Kolostrumsammelmilch dieser Gruppe wies einen Titer
von 320 auf. Der gr&8te Teil der Antikdérper gegen Rota-
virus (Titer 32) war im 2. Peak lokalisiert, niedrige Titer
fanden sich im ersten Peak (Abb. 10). In zwei Fraktionen
des 2. Peaks wurde nur IgA nachgewiesen, in den anderen
Fraktionen beider Peaks sowohl IgA als auch IgG.

Nach 7 Tagen waren Antik8rper gegen Rotavirus noch in den
zwei IgG-Peaks mit Titern von 16 bzw. 32 nachweisbar, w&hrend
nach 21 Tagen im 2. Peak noch ein Titer von 1 : 16 vorgefun-
den wurde, der ebenfalls ausschlieBlich IgG-Aktivitit aufwies.
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Abbildung 10:

Gelchromatographische Auftrennung von Kolostrum und Milch der Tage 7
und 21 von 3 Tieren der Gruppe VI. Im oberen Bildabschnitt sind die
Immunglobulinklassen durch Balken dargestellt. Die Elisa-Titer der
Eluatfraktionen sind durch Sdulen in der unteren Bildhdlfte dargestellt.
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Die vier Tiere der Gruppe VII erhielten 10 ml Rotavirus-
suspension als Liposomenzubereitung.

Bei allen drei untersuchten Serumpaaren zeigte sich ein Ab-
fall der Antikdrpertiter von der Erstimmunisierung bis zum~
Tag der Geburt (Tab. 8).

Im Kolostrum schwankten die Titer von 10 bis 2560, der Mit-
telwert lag bei 160. 7 Tége‘spater war der Mittelwert der
Milchtiter auf 11,9 gesunken. Am 14, Tag schieden néch zweil-
Tiere Antikdrper in der Milch aus, am 21. Tag schlieBlich
noch ein Tier. Die positiven Milchseren besaBen an diesen
Tagen jeweils Titer von 10. Zu den Kontrollgruppen I und II
gab es keine signifikanten Unterschiede.

Tab. 8: Antikdérpertiter in Serum, Kolostrum und Milch
von 4 Tieren der Gruppe VII (Virus-Liposomenzu-

bereitung)
d = Zeitraum in Tagen zwischen den Immunisierungen
n.u. = nicht untersucht
Tier- Serum Milchantik3rpertiter an den Laktationstagen
Nr.: 1 2 1 7 14 21
31 160 80 2560 10 10 10 6
24 80 40 320 20 10 <10 8
37 n.u. 80 10 10 <10 <10 4
43 160 40 80 10 <10 <10 18
geonmetrisches
Mitoel s : 160 11,9 7 5,9
’-‘h« 5,0 2,47 1,95 1,78
Sin 2,33 0,34 0,4 0,34

In der Gruppe VIII erhielten 9 Tiere je 10 ml Rotavirussus-
pension und 8 ml Pind-Avi-Inducer appliziert.

Die Antikdrpertiter bei fiinf untersuchten Serumpaaren zeigten
ein &hnliches Bild wie die in Gruppe V (Tab. 9).
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‘Tab. 9.+ Antikdrpertiter in Serum,.Kolostrum und Milch
von 9 Tieren der Gruppe VIII (Rotavirus/Inducer)

4 = Zeitraum in Tagen 2zwischen den Immunisierungen

n.u. = nicht untersucht
Tier- Serum Milchantikérpertiter an den Laktationstagen
Nr..: 1 2 1 2 3 4 5 7 14 21 [}
603 - n.u. n.u. 640 80 20 20 20 20 20 40 2
607 n.u. n.u. 320 40 20 20 20 20 10 10 7
611 n.u. n.u. 160 320 320 40 10 <10 <10 <10 13
615 20 20 160 40 .20 10 10 <10 <10 <10 14
619 20 20 160 40 20 10 10 10 <10 <10 16
623 160 80 640 1280 40 40 20 20 <10 «10 24
624 40 40 160 40 20 20 10 10 <10 <10 14
628 40 10 320 80 <10 <10 <10 <10 <10 «10 23
633 n.u. n.u. 640 40 10 20 10 <10 <10 <10 31
geometrisches 296 86 -23 17 11 9 6,86,8
X1 5,7 4,4 3,1 2,8 2,4 2,21,91,9
Sin 0,641,2 1,1 0,67 0,46 .0,640,5 0,7

Im Kolostrum waren die Antik®drpertiter auffallend einheitlich:
bei einer Streuung der Werte von 160 bis 640 betrug der Mit-
telwert 296, Nach 7 Tagen fanden sich in der Milch noch bei
fiinf Tieren Rotavirusantik®drpertiter zwischen 10 und 20. Wie-
derum 7 Tage spiter lieBen sich dieselben Titerwerte noch

bei drei Tieren nachweisen, wdhrend am 21. Laktationstag je-

weils ein Tier einen Titer von 40 und von 10 aufwies.

Bei den restlichen sieben Tieren wurden zu diesem Zeitpunkt
keine Milchantik®drper gegen Rotavirus mehr festgestellt. Auch
bei dieser Gruppe waren Unterschiede zu den Kontrollgruppen
nicht signifikant.

Die Verteilung der Antik®rper wies ebenfalls Ahnlichkeiten
zur Gruppe V auf (Abb.11). Im Kolostrumpool waren mit 64 die
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Gelchromatographische Auftrennung von Kolostrum und Milch der Tage 7

Abbildung 11:
und 21 von 4 Tieren der Gruppe VIII. Im oberen Bildabschnitt sind die

Immunglobulinklassen durch Balken dargestellt. Die Elisa-Titer der

Eluatfraktionen sind durch Sdulen in der unteren Bildhdlfte dargestellt.
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héchsten Titer im 2. Peak nachweisbar. IgG-Antikdrper wur-
den in allen Peakfraktionen gefunden, w&hrend IgA nur im

1. sowie im aufsteigenden Schenkel des 2. Peaks auftrat.
Nach 7 und 21 Laktationstagen waren allerdings noch jeweils
im 2. Peak IgG-Antik&érper nachweisbar, die einen Titer von
4 bzw. 16 gegen Rotavirus aufwiesen.

Bei den folgenden Gruppen wurde die Wirksamkeit von Rota-
virusimmunkomplexen - allein oder mit verschiedenen Adjuvan-
tien - bei der Stimulierung von Antikdrpern in Kolostrum

und Milch von Rindern untersucht.

In der Gruppe IX (n = 3) wurden jeweils 15 ml Rotavirusim-
munkomplexe appliziert.

Bei allen drei Tieren waren die Titer im Serum am Tag der
Geburt gegeniiber der Erstimmunisierung um eine Verdiinnungs-
stufe angestiegen (Tab.10).

Tab.10: Antikdrpertiter in Serum, Kolostrum und Milch
von 3 Tieren der Gruppe IX (Rotavirusimmunkomplexe)

4 = Zeitraum in Tagen zwischen den Immunisierungen
Tier- Serum Milchantikdrpertiter an den Laktationstagen
Nr.: 1 2 1 2 3 4 5 7 14 21 d
81 80 160 320 40 20 40 40 20 10 10 13
85 80 160 1280 320 80 80 20 20 10 10 9
89 40 80 640 80 20 10 10 <10 10 <10 13
geometrisches
Mittel: 640 100 31,7 68 20 12,5‘10 7,9
Eln 6,46 4,6 3,45 4,22 2,99 2,53 2,3 2,07
S1n 0,8 1 0,9 1,1 0,8 0,9 0 0,68

Im Kolostrum betrug die Titerstreuung 320 bis 1280 und der
Mittelwert 640. Am 7. Tag fanden sich bei zwei Tieren in der
Milch Antikdrper mit einem Titer von 20, beim dritten Tier
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(IX/89) war er <10. Am 14. Tag konnten bei allen drei
Tieren in der Verdiinnung von 1 : 10 Antikdrper nachgewie-
sen werden, widhrend am 21. Tag Tier IX/89 wieder unter
der Nachweisgrenze lag. Unterschiede zu den Kontrollgrup-
pen waren aber wefler im Kolostrum noch in der Milch signi-
fikant.

Im Kolostrumpool der drei Tiere dieser Gruppe wurde ein
AntikOrpertiter von 640 gegen Rotavirus festgestellt.

Nach Auftrennung lag die Hauptaktivitidt der Antikdrper in
den Peaks 1 bis 3 (Abb.12). Die hdchsten Titer (256 bzw.
128) wurden imTZ. und 3. Peak erreicht. Qualitativ wurde

in allen Peakfraktionen IgG nachgewiesen, wdhrend IgA in
den ersten beiden Peaks vorlag. Der Milchpool des 7. Lakta-
tionstages wies noch eine Anti-Rotavirusaktivit&t von 80
auf. Nach Auftrennung‘der Globuline wurde im 2. Peak ein
Titer von 16 nachgewiesen. Qualitativ fanden sich Antikér-
per der IgG und der IgA-Klasse. Am 21. Laktationstag wurde
im Milchpool noch ein Titer von 16 gemessen. Diese Antikdr-
per waren ausschlieflich mit der IgG-Klasse assoziiert.

Im Gegensatz zu den Gruppen I - IX, die nach dem Impfschema
I vakziniert wurden, wurde bei der Gruppe X nach Schema II
verfahren. Die vier Tiere erhielten jeweils 8 ml Rotavirus-
immunkomplexe.

Die Serumtiter von 80 bis 320 (22 bis 25 Tage ante partum)
fielen bei allen Tieren um eine bis zwei Titerstufen ab
(Tab. 11). )

Im Kolostrum wies ein Tier (X/915) einen extrem niedrigen
AntikOSrpertiter von 20 auf, wdhrend die Titer der anderen
Tiere zwischen 640 und 1280 lagen. Am 7. Tag fanden sich
noch bei drei Tieren Rotavirusantikérper in der Milch mit
einem Titer von 10. Weitere 7 Tage sp&dter konnten noch bei
zwei Tieren Antikdrper nachgewiesen werden. Fir den 21. Tag
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Abbildung 12:

Gelchromatographische Auftrennung von Kolostrum und Milch der Tage 7
und 21 von 3 Tieren der Gruppe IX. Im oberen Bildabschnitt sind die
Immunglobulinklassen durch Balken dargestellt. Die Elisa-Titer der
Eluatfraktionen sind durch Sdulen in der unteren Bildhilfte dargestellt.
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errechnete sich ein geometrischer Mittelwert der Miichti-
ter von 8,4.

Auch die Werte der Gruppe X unterschieden sich nicht sig-
nifikant von denen der Kontrollgruppen I und II.

Tab. 11: Antik®8rpertiter in Serum, Kolostrum und Milch
) .von 4 Tieren der Gruppe X (Rotavirusimmunkomplexe)

d = Zeitraum in Tagen zwischen den Immunisierungen

Tier- Serum Milchantikdrpertiter an den Laktationstagen
Nr.: 1 2 1 7 14 21 d i
907 80 10 640 10 <10 10 23

915 160 20 20 <10 <10 <10 22

919 320 160 1280 10 10 10 24

927 160 40 1280 10 10 10 25
geometrisches

Mittel: 422 7,6 7 8,4

X1n 6,0 2 1,9 2,12

Sin 1,7 0,37 0,4 0,57

Die sechs Tiere der Gruppe XI wurden wieder nach Impfschema I
- Erstimmunisierung 14 Tage vor dem errechneten Geburtster-
min - vakziniert. Sie erhielten ebenfalls 8 ml Rotavirus-
immunkomplexe, die jedoch mit inaktiviertem Virus herge-
stellt worden waren.‘

Die Serumtiter blieben bei zwei Tieren unverdndert, wdhrend
sie bei zwel weiteren Tieren abfielen. Bei den beiden ibri-
gen Tieren wurde ein Antikdrperanstieg festgestellt (Tab. 12).

Im Kolostrum erreichten die Antik&rpertiter Werte von 80 bis
2560, bei einem geometrischen Mittel von 718. Bis zum 7. Tag
fiel der Mittelwert der Milchtiter auf 15,9. Funf Tiere schie-
den zu diesem Zeitpunkt noch Rotavirusantikdrper aus, wobei
Tier XI/15 sogar einen Titer von 160 aufwies. Auch am 14. Lak-
tationstag fanden sich noch bei fiinf Tieren Milchantikdrper,
am 21. Tag noch bei drei Tieren.
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Tab. 12: Antikdrpertiter in Serum, Kolostrum und Milch
von 6 Tieren der Gruppe XI (Rotavirusimmunkom-
plexe, inaktiviert)

d = Zeitraum in Tagen zwischen den Immunisierungen

Tier- Serum Milchantikérpertiter an den Laktationstagen

Nr.: 1 2 1 7 14 21 d
3 40 40 1280 20 <10 <10 14
7 20 80 2560 10 10 <10 31
1 160 80 640 10 10 10 10
15 20 40 640 160 20 <10 12
19 40 40 1280 <10 20 10 18
23 80 40 80 10 10 10 9

geometrisches 718 15,9 11,2 7

X1 6,5 2,7 2,4 1,9

Syn 1,2 1,2 0,5 0,37

Die MilchantikOrpertiter des 14. Tages unterschieden sich sig-
nifikant von denen der Kontrollgruppe, die der anderen unter-
suchten Tage jedoch nicht.

Bei den folgenden Gruppen sollte der EinfluB verschiedener Ad-
juvantien sowie unterschiedlicher Immunisierungszeitpunkte un-
tersucht werden.

Gruppe XII umfaBte acht Tiere, die 8 ml Rotavirusimmunkomplexe
zusammen mit je 4 ml 2%igem Al-Hydroxid (1:8 verdlinnt) und PD-
Adjuvans nach dem Impfschema I erhielten.

Von den drei untersuchten Serumpaaren zeigte ssich bei zweien
ein Anstieg um eine bzw. vier Titerstufen, wdhrend ein Serum-
paar unverdnderte Titer aufwies (Tab. 13).

Im Kolostrum eines Tieres wurde nur ein Titer von 80 festge-
stellt. Sechs weitere wiesen Werte zwischen 320 und 1280 auf
(geometrisches Mittel: 579), wdhrend eine Kolostrumprobe nicht
zur Untersuchung gelangte.
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Tab. !3: Antikdrpertiter in Serum, Kolostrum und Milch
von 8 Tieren der Gruppe XII (Rotavirusimmun-
komplexe/Adjuvantien)

d = Zeitraum in Tagen zwischen den Immunisierungen
n.u. = nicht untersucht

Tier- Serum Milchantikorpertiter an den Laktationstagen
Nr.: 1 2 1 2 3 4 5 7 14 21 d
1101 n.u. n.u. 1280 1280 640 640 640 640 640 320 14
1105 n.u. n.u. 80 20 20 10 10 10 <10 <10 4
1109 n.u. n.u. 1280 1280 1280 1280 320 160 160 80 9
11133 40 40 320 80 40 40 20 20 10 20 11
1117 10 160 640 320 40 40 20 10 <10 10 15
1118 n.u. 1280 640 640 320 160 320 160 40 40 17
1126 80 160 1280 40 160 80 40 80 20 20 17
1132 n.u. n.u. n.,u. 80 40 20 20 10 10 K10 31
geometrisches 579 190 123 87 67 47 26 23

X1n 6,3 5,2 4,8 4,4 4,2 3,8 3,2 3,1

Sin 1 1,6 1,5 1,7 1,56 1,6 1,7 1,4

Mit der Milch schieden am 7. Tag alle acht Tiere Rotavirusanti-
kdrver aus, wobei das Tier XII/1101 einen Titer von 640 er-
reichte. Der Durchschnittswert betrug am 7. Tag 47, fiel bis
zun 14. Tag auf 26, blieb dann aber bis zum 21. Tag mit 23
relativ konstant. Am 14. und 21. Laktationstag lagen die Anti-
kOrpertiter zweier Tiere unter der Nachweisgrenze.

wdhrend sich die Kolostrumtiter dieser Gruppe nicht signifikant
von denen der Kontrollgruppen I und II unterschieden, waren die
Antikorpertiter in der Milch der Tage 7, 14 und 21 signifikant

héher.

Der Antikorpertiter des Kolostrumpools dieser Tiere lag bei
1280. Nach Auftrennung wurde die gr&B8te Aktivitdt im 2. Peak
gefunden. Sie war mit IgG und IgA assoziiert und der Antikor-
pertiter dieses Eluats betrug 256 (Abb. 13). Nach 7 Laktations-
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Abbildung 13: Gelchromatographische Auftrennnung von Kolostrum und Milch der Tage 7

und 21 von 4 Tieren der Gruppe XII. Im oberen Bildabschnitt sind die
Immunglobulinklassen durch Balken dargestellt. Die Elisa-Titer der
Eluatfraktionen sind durch Séulen in der unteren Bildhalfte dargestellt.
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tagen war der AntikOrpertiter dieses Milchpools schon auf 40
abgefallen und alle Immunglobuline geh&rten zur IgG-Klasse.
Am 21. Laktationstag lag dann der Titer des Pools bei 20.
Der 2. und 3. Peak dieses Milchpools wies noch jeweils einen
Titer von 2 und eine Aktivitdt ausschlieBlich in der IgG-
Klasse auf.

23 Tiere der Gruppe XIII erhielten 10 ml Rotavirusimmunkom-
plexe mit 10 ml Adjuvans-PD nach Impfschema I.

Zum Zeitpunkt der Erstimmunisierung konnten im Serum Antikdr-
pertiter von 10 bis 1280 nachgewiesen werden. Bis zum Zeit-
punkt der Geburt war der Titer bei zwei Tieren abgefallen und
bei fUnf Tieren unverdndert geblieben. Bei den restlichen Tie-
ren wurde ein Serumtiteranstieg beobachtet, bei Tier XIII/1301
von 160 auf 10240 (Tab. 14).

Die Kolostrumtiter lagen zwischen 20 und 2560 bei einem geo-
metrischen Mittelwert von 459. Bis zum 7. Tag war der Mittel-
wert in der Milch zwar auf 72 gesunken, aber alle Tiere schie-
den noch Rotavirusantik&drper éus, ebenso am 14. Tag. Selbst

am 21. Tag verlief nur bei einem Tier der Antik&rpernachweis
negativ, widhrend die anderen bei einem Mittelwert von 44 Titer
bis 160 aufwiesen.

Auch in dieser Gruppe waren die Werte in der Milch der Tage

7, 14 und 21 signifikant h8her als bei den Kontrolltieren

und ebenfalls signifikant hSher als bei den Tieren der Grup-
pe IX. Von der Gruppe XII waren die Milchtiter der Gruppe XIII
jedoch nicht signifikant verschieden.

Der Kolostrumpool dieser Gruppe wies einen Rotavirusantik&ér-
pertiter von 1280 auf. Nach Auftrennung der Globuline wurde

im 2. Peak ein Titer von 640 festgestellt (Abb. 14). In die-
sem Eluat wurde sowohl IgG- als auch IgA-Aktivité&dt nachgewie-

sen.
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Tab. 14: AntikOrpertiter in Serum, Kolostrum und Milch
von 23 Tieren der Gruppe XIII (Rotavirus-
immunkomplexe/PD-Adjuvans)

d = Zeitraum in Tagen zwischen den Immunisierungen
n.u. = nicht untersucht

Tier- Serum Milchantikérpeftiter an den Laktationstagen
Nr.: 1 2 1 2 3 4 5 7 14 21 d

1301 160 10240 1280 1280 640 640 1280 640 160 160 22
1304 80 640 2500 1280 640 160 320 160 160 160 20
1307 40 n.u. 320 320 320 160 160 320 80 40 40
1309 40 40 160 80 160 40 40 10 80 80 13
1310 10 160 2560 640 80 80 40 20 40 20 18
1317 320 320 80 80 80 80 80 80 40 20 20
1319 160 320 160 320 160 80 160 160 80 40 20
1322 160 640 1280 640 160 160 320 80 80 80 18
1325 160 640 320 160 80 160 160 40 80 80 19
1328 160 80 160 80 40 80 40 20 80 n.u. 17
1349 320 640 1280 1280 1280 640 160 160 40 40 17
1352 80 80 80 20 10 10 10 20 10 10 16
1346 320 n.u. 80 20 40 20 20 20 20 40 18
1302 1280 160 1280 640 640 160 80 320 160 80 16
1305 40 320 1280 1280 320 320 160 160 160 160 15
1308 40 1280 2560 5120 5120 320 160 80 40 80 22
1311 20 320 1280 320 320 320 160 80 40 40 41
1314 80 320 2560 320 80 20 160 80 40 40 23
1320 80 320 1260 160 320 8o 8o 80 n.u. 40 11
1323 160 160 40 40 40 20 40 40 40 40 13
1326 160 1280 320 320 160 160 80 40 40 n.u. 25
1350 160 160 20 20 20 10 n.u. 20 20 <O 13
1353 n.u. 640 1280 320 160 160 160 80 40 20 15

geometrisches 459 251 164 95 102 72 54 44
;‘1n 6,12 5,5 5,1 4,5 4,6 4,28 4 3,7

s 1,5 1,5 1,4 1,2 1 1 0,7 0,9

1n




- 19 -

A%
280 nm
80,
40,
20.
b
0.
10 20 30 Fraktion 40
ELISA- 256
Titer 64 :
;s M
4
Bl | B ol

Abbildung 14: Gelchromatographische Auftrennung von Kolostrum und Milch der Tage 7

und 21 von 4 Tieren der Gruppe XIII. Im oberen Bildabschnitt sind die
Immunglobulinklassen durch Balken dargestellt. Die Elisa-Titer der
Eluatfraktionen sind durch Saulen in der unteren Bildhdlfte dargestellt.

Kolostrun o—e- B 7-Tage-Milch s—w B  21-Tage-Milch e—a—
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In der 7-Tage-Sammelmilch lag der Antikdrpertiter noch bei
160 und in allen Immunglobulinpeaks wurde ausschlieBlich IgG
nachgewiesen. Nach 21 Laktationstagen wies die Sammelmilch
noch einen Titer von 40 auf. Rotavirusantikdrper erreichten
in den Peaks 1 bis 4 Titer zwischen 4 und 32. Auch hier wur-
de ausschlieBlich IgG nachgewiesen. ’

In Grupge'XIV erhielten sechs Tiere jeweils 8 ml Rotavirusim-
munkomplexe mit 2 ml 2%igem Al-Hydroxid (1:8 verdiinnt) sowie

1 mg Quil=-A nach dem Impfschema II. Zwischen den beiden Vak- -

zinierungen lagen 17 bis 40 Tage, im Durchschnitt 24,2 Tage.

Im Serum lagen bei der Erstimmunisierung die Antikorpertiter zwi-
schen 40 und 160. Bis zur Geburt waren sie bei jeweils einem
Tier unverédndert bzw. um eine Verdiinnungsstufe gesunken, wdh-
rend sie bei vier Tieren um eine bis drei Stufen stiegen
(Tab. 15).
Tab. 15: Antik&érpertiter in Serum, Kolostrum und Milch
von 6 Tieren der Gruppe XIV (Rotavirusimmun-
komplexe/Quil A)
d = Zeitraum in Tagen zwischen den Immunisierungen
Tier- Serum Milchantik®rpertiter an den Laktationstagen
Nr.: 1 2 1 7 14 21 d
1201 80 320 2560 80 40 0 17
1205 40 80 1280 20 20 20 27
1209 160 160 40 40 20 20 17
1213 80 160 1280 20 40 160 23
1217 40 320 20480 160 320 320 21
1221 80 40 640 40 20 <10 40
geometrisches
Mittels 1140 44,9 50 40
Rln 7 3,8 3,9 3,7
s 2 - 0,8 1 1,5

1ln
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Im Kolostrum lag das geometrische Mittel der Titerwerte
bei 1140, bei einer Streuung von 40 bis 20.480. Am 7. Tag
fand sich in der Milch ein Mittelwert von 44,9, am 14. Tag
von 50. An beiden Tagen schieden alle Tiere Antikdrper mit
der Milch aus. Auch am 21. Tag verlief der Antikdrpernach-
weis nur bei einem Tier negativ. Bei einem Mittelwert von
40 wies ein Tier (XIV/1217) noch einen Titer von 320 auf.
Die Werte in der Milch der Tage 7, 14 und 21 lagen signi-
fikant iber denen der Rontrollgruppen I und II.

Der Kolostrumpool dieser Gruppe wies einen Titer von 2560
auf. Nach Auftrennung fanden sich im 1. Peak Rotavirusanti-
k8rper mit einem Titer von 8 (Abb. 15). In diesen Fraktio-
nen wurde sowohl IgA als auch IgG nachgewiesen. Die h3chste
Aktivitdt fand sich jedoch im 2. Peak (Titer 512) und war
ausschlieBlich mit IgG assoziiert. In der Sammelmilch des
7. Tages (Titer 80) fanden sich im 2. und 4. Peak Antikdrper
mit Titern von 16 bzw. 4. Auch hier wurde nur IgG nachge-

" wiesen. Im Milchpool des 21. Tages (Titer 40) wurden im

2. Peak Antikdrper mit dem Titer von 16 festgestellt.

Gruppe XV umfaBSte ebenfalls sechs Tiere, die 8 ml Rotavirus-
immunkomplexe mit inaktiviertem Virus erhielten. Die Adju-
vantien waren die gleichen wie in Gruppe XIV. Die Tiere wur-
den nach Impfschema I innerhalb von 11 bis 20 Tagen ante
partum (X = 14,7 Tage) immunisiert.

Bei allen Tieren dieser Gruppe kam es im Serum zu einem An-
stieg der Titer um bis zu drei Stufen (Tab. 16).
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Abbildung 15: Gelchromatographische Auftrennung von Kolostrum und Milch der Tage 7

und 21 von 4 Tieren der Gruppe XIV. Im oberen Bildabschnitt sind die
Immunglobulinklassen durch Balken dargestellt. Die Elisa-Titer der
Eluatfraktionen sind durch Séulen in der unteren Bildhd1fte dargestellt.

Kolostrum -—e- . 7-Tage-Milch w—n— a 21-Tage-Milch +—e— D
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Tab. 16: Antik®rpertiter in Serum, Kolostrum und Milch
von 6 Tieren der Gruppe XV (Immunkomplexe
(inaktiviert) /Quil A)

d = Zeitraum in Tagen 2zwischen den Immunisierungen

Tier- Serum Milchantikérpertiter an den Laktationstagen
Nr.: 1 2 1 7 14 21 e
1401 40 160 640 20 20 40 12
1405 40 320 1280 40 10 40 20
1409 40 320 1280 20 40 20 14
1413 80 160 1280 10 10 10 16
1417 20 80 1280 160 40 20 1
1421 20 160 2560 80 80 40 15
geometrisches

Mittels 1280 35,6 25 25

X0 7,15 3,6 3,2 3,2

Sin 0,43 1 0,8 0,56

Im Kolostrum lagen die Antik&rpertiter zwischen 640 und 2560,
mit einem geometrischen Mittel von 1280. In der Milch des

7. Tages betrug der Mittelwert 35,6, am 14. und am 21. Tag je-
weils 25. Alle Tiere schieden iliber den gesamten Beobachtungs-
zeitraum Antikdrper in der Milch aus. Die Unterschiede zu den
Kontrollgruppen waren sowohl im Kolostrum als auch in der
Milch der Tage 7, 14 und 21 signifikant.

In der Gruppe XVI wurden funf Tiere mit je 8 ml Rotavirusim-

munkomplexen als Liposomenzubereitung nach Impfschema II im-

munisiert. Die erste Vakzinierung erfolgte 15 bis 31 Tage vor
der Geburt (x = 21,4 Tage).

Im Serum zeigte sich bis zur Geburt bei zwei Tieren ein An-
stieg, bei zwei weiteren ein Abfall der AntikOrpertiter, wdh-
rend ein Tier unverdnderte Serumtiter zur Geburt aufwies
(Tab. 17).
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Tab. 17: Antikérpértiter in Serum, Kolostrum und Milch
von 5 Tieren der Gruppe XVI (Immunkomplexe/
Liposomen)

d = Zeitraum in Tagen zwischen den Immunisierungen

Tier- Serum MilchantikSrpertiter an den Laktationstagen
Nr.:' 1 2 1 7 14 21 4
1602 80 320 320 160 40 40 15
1610 20 40 10 <10 <10 <10 28
1614 40 20 40 40 80 10 31
1618 40 20 40 10 20 <10 18
1626 80 80 160 10 10 10 15
geometrisches

Mittels 89,8 17,8 20 10

’_‘1n 4,5 2,9 2,99 2,3

S1n 1,5 1,3 1,27 0,84

Der Antikdrpergehalt im Kolostrum dieser Tiere war auffallend
niedrig. Das geometrische Mittel betrug 89,8 bei einer Streu-
ung der Kolostrumtiter von 10 bis 640. Bereits am 7. Tag schied
ein Tier keine AntikSrper mehr mit der Milch aus, der Mittel-
wert sank auf 17,8. Am 21. Tag fanden sich nur mehr bei drei
Tieren Rotavirusantikdrper in der Milch mit einem Mittelwert
von 10.Nur die Werte des 14. Laktationstages (geometrisches
Mittel 20) lagen signifikant iiber denen der Kontrolltiere.

Im Kolostrumpool dieser Gruppe (Titer 320) fand sich nach
Auftrennung die hdchste Aktivit#t im 2. Peak (Titer 256).

In diesen Fraktionen wurde sowohl IgA als auch IgG nachgewié-
sen. Im 3. Peak (Titer 8) wurde nur IgG festgestellt. In der
Sammelmilch des 7. Tages (Titer 10) wurde im 2. Peak ein Anti-
k&rpertiter von 8 festgestellt. Der Milchpool des 21. Tages
wies einen Titer von 4 auf. Nach Auftrennung fanden sich im

2. und 3. Peak Antikdrper mit einem Titer von 2 ( Abb 16).
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Abbildung 16: Gelchromato raphische Auftrennung von Kolostrum und Milch der Tage 7
und 21 von Tieren der Gruppe XVI. im oberen Bildabschnitt sind die

Immunglobulinklassen durch Balken dargestellt. Die Elisa-Titer der
Eluatfraktionen sind in der unteren Bildhd1fte durch Siulen dargestellt.
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SchlieB8lich wurden sechs Tiere in Gruppe XVII mit 8 ml Rota=-
virusimmunkomplexen aus inaktiviertem Virus als Liposomen-
zubereitung nach Impfschema I vakziniert. Die Erstimmunisie-
rung erfolgte 10 - 21 Tage ante partum (Mittelwert: 14,8 Tage).

Bei zwei Tieren zeigte sich im Serum ein Anstieg der Titer,
bei einem ein Absinken, drei Tiere wiesen unver#nderte Titer
auf (Tab. 18).

Tab. 18 : Antikdrpertiter in Serum, Kolostrum und Milch
von 6 Tieren der Gruppe XVII (Immunkomplexe
(inaktiviert) /Liposomen)

d = Zeitraum in Tagen zwischen den Immunisierungen

Tier- Serum Milchantikdrpertiter an den Laktationstagen

Nr.: 1 2 1 7 14 21 d
2 8o 8o 640 1o 10 1o 15
6 80 80 640 80 20 40 10
10 80 40 640 20 10 <10 15
14 160 160 2560 80 20 20 14
18 40 80 320 10 10 10 14
22 10 20 320 40 10 - 40 21

geometrisches

Mittel: 403 28,3 1,2 12,6

;Eln 5,99 3,3 2,4 2,5

S1n 1,6 0,9 0,5 1,0

Im Kolostrum erreichten die Rotavirusantikdrper Titer von 320
bis 2560.(Mittelwert 403) . Mit der Milch des 7. Tages schie-
den alle Tiere Antik&rper aus. Der Mittelwert der Titer war je-
doch auf 28,3 gesunken. Am 14. Tag fanden sich bei 5 Tieren
Antikdrper gegen Rotavirus, der Mittelwert betrug jetzt 12,6.
Die Werte des 7., 14. und 21. Tages lagen signifikant {ber denen
der Kontrollgruppen I und II.
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Abbildung 17 zeigt Verlauf der geometrischen Mittelwerte der
Milchantikdrpertiter der Gruppen XIV bis XVII.

Die Impfstoffe, die aus vermehrungsfihigen Erregern hergestellt
wurden, unterschieden sich bei Verwendung der gleichen Adju-
vantien nicht signifikant von Vakzinen aus inaktiviertem

Virusmaterial.
Elisa-
Titer - 71
640 4 Xin
320 1 61
160 1
5 4
80 A ’
40 4 41 — 8 —e
20 1 3] ) ) > A *
10 -
2 4
10 +
1
1 7 14 2
Laktationstage ’
Abbildung 17: Vergleich der Rotavirusantikérpertiter (geometrische Mittel-

yerte}_in Kolostrum und Milch frischlaktierender, parenteral
immunisierter Kiihe.

Gruppe XIV — Gruppe XV —x

Gruppe XVI - Gruppe XVII4+—=
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4. Besprechung der Ergebnisse

Es ist bekannt, daB8 die meisten der bisher untersuchten
Tierspezies AntikSrper gegen Rotavirus liber das Kolostrum
ausscheiden (WOODE et al., 1975; ELLENS et al., 1978; WELLS
et al., 1978; HESS und BACHMANN, 1981). Die Dauer und das
AusmaB dieser Antikdrpersekretion wdhrend der friihen Lakta-
tionsphase nach der Geburt ist von der Tierart abhidngig.
Generell ist mit dem rapiden Abfall der IgG bei allen bis-
her untersuchten Tierarten auch ein starkes Absinken der
Rotavirusantikdrper in der Milch verbunden.

Beim Schwein wird dieses starke Absinken der Antik&rperse-
kretion jedoch nur bis zum 2.-3. Tag nach der Geburt beob-
achtet. Von diesem Zeitpunkt an stellt lokal synthetisier-
tes IgA den Hauptanteil der Immunglobuline im Milchsekret
dieser Tierart dar und der IgA-Anteil steigt bis zum Ende
der S&dugeperiode auf 80-90% der Gesamtimmunglobuline (CURTIS
und BOURNE, 1971). Deshalb ist der Abfall der Milchantik&r-
per gegen Rotavirus bei Schweinen weniger stark ausgeprégt.
Bei einem GroBSteil der Tiere kommt es zu keinem Abfall der
spezifischen Antikdrpertiter nach natiirlicher Infektion
(HESS und BACHMANN, 1981).

Beim Wiederk&duer wird dagegen ein physiologisch bedingtes kon-
tinuierliches Absinken der absoluten Milchimmunglobulinwérte
(PORTER, 1972) sowie der Rotavirus-spezifischen Antikdrper
(SNODGRASS und WELLS, 1978; ACRES und BABIUK, 1978) beobach-
tet. In dieser Tatsache ist die Ursache filir die groBen wirt-
schaftlichen Probleme zu sehen, die die Rotavirusinfektion
weltweit flir die Rinderaufzuchtbetriebe darstellt.

Feldversuche iiber die Stimulierung der laktogenen Immunitédt
gegen Rotavirus sind beim Rind bisher nicht durchgefiihrt

worden.
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In der Bundesrepublik Deutschland wurden bisher lediglich
Untersuchungen iiber den Durchseuchﬁngsgrid der Rinderpopu-
lation mit Rotavirus vorgenommen. NaCh der'Feststelluhg‘“
der Erkrankung in Deutschland durch DIRKSEN und BACHMANN
(1977) wies BRUNNER (1978) im bayerischen Raum bei 98,5%
aller Rinder neutrallsierende Rotavirus-Antikérper nach.
SCHUHMACHER (1980) fand, daB im norddeutschen Raum 97, 15%
der 285 untersuchten Tiere im Rotavirus-Antikérper-Elisa ;f‘ 
bei einer Serumverdﬂnnung von 1- 10 und héher positiv rea—"
gierten. Diese Befunde werden durch Ergebnlsse dieser Ar-
beit bestdtigt. Von 101" untersuchten Seren, diebei der :
Erstimmunisierung gewonnen wurden, wiesen alle einen Rota— :
virus—Antikérpertlter von 10 oder . héher auf. Eine Immuni-
sierung von unter Feldbedingungen gehaltenen Rindern kommt
also immer einer "Relmmunisierung ‘eines sens1bllisierten
Tieres gleich, wobei der erste Kontakt mit dem Antigen tiiber.
den Darmtrakt erfolgt ist. Dieser enterale Erstkontakt
scheint bei Rotavirus und anderen enterotropen Viren fir:

die Bildung von spezifischen Antlkérpern im Serum und Mllch-
driisensekret besonders wichtig zu sein. So konnte in
Vorversuchen zu dieser Arbeit bei Rotavirué-Antikérper—freien
Mdusen nach zweimaliger s.c. Injektlon von Rotavirus zusanmen
mit Al -Hydroxid keine Antik&rperbildung beobachtet wer-‘
den. Bei natilirlich infizierten Tieren kann dagegen durch
parenterale Immunisierung ein Boostereffekt ausgeldst wer-
den, wobei es scheint, daB zusdtzlich zu geeigneten Antigen-
prédparationen Adjuvantien absolut notwendig sind. '

Die Milchantikdrpertiter der Gruppe V, die Rotavirus ohne
Adjuvans erhalten hatten, lagen nicht signifikant liber de-

nen der Kontrollgruppe. Auch BACHMANN und HESS (unverdffent-
lichte Ergebnisse, 1979) konnten eine verldngerte Ausschei-
dung von Rotavirusantik®rpern in der Milch durch s.c. Appli-
kation von Rotavirus allein nicht stimulieren. Dagegen konn-

te die Arbeitsgruppe von SNODGRASS et al. (1980) mit 2 ml einer
inaktivierten Rotavirusvakzine, die inkomplettes Preund'sches
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Adjuvans enthielt, Uber einen Zeitraum von 28 Tagen post
partum hohe Rotav1rusantik6rpertiter in der Milch indu—
zieren. In den Kolostren geimpfter Tiere fanden die Auto-
ren neutralisierende Antikdrper mit einem Titer von 20.000,
bei Kontrolltieren jedoch nur Titer von 80 - 160. WOODE et
al. (1975) wiesen dagegen bei natiirlich infizierten Rindern
im Kolostrum Titer von 160 bis 2560 nach.

'ELLENS et al. (1978) verglichen Neutralisationstest und
Rotavirusantik®drper-Elisa. Sie fanden im Kolostrum nicht
‘immunisierter Rinder Titer zwischen <100 und 6400 mit einer
hohen Korrelation der Ergebnisse dieser Nachweismethoden.
SCHUHMACHER (1980) fand in den Kolostren natiirlich infizier-
ter Tiere im Elisa Titer von - <10 bis 2560. Diese Ergebnis-
se werden in der vorliegenden Arbeit bestdtigt.

Die groBen Differenzen zwischen den Efgebnissen von SNODGRASS
et al. (1980) und denen dieser Arbeit lassen sich nicht ein-
fach erklédren. Neben den unterschiedlichen Verfahren des An-
tikdérpernachweises (N-Test und Elisa) kdnnen jedocn folgende
Griinde fiir die unterschiedlichen Ergebnisse verantwortlich sein:
die Immunisierungszeitpunkte in den beiden Arbeiten sind v&l-
lig verschieden. In der vorliegenden Arbeit wurden die Tiere
14 Tage vor dem errechneten Geburtstermin erstimmunisiert und
am Tag der Geburt geboostert, wdhrend SNODGRASS et al. (1980)
zum ersten Mal beim Decken impfte und die Vakzinierung sieben
Monate spédter wiederholten. Der EinfluB derart unterschiedli-
cher Immunisierungszeitpunkte auf die Bildung von Milchanti-
k6rpern wurde beim Rind bisher nicht untersucht. In der Praxis
erscheint aber eine Erstimmunisierung zum Deckzeitpunkt
nicht anwendbar.

Zudem machen die Autoren leider keinerlei Angaben Uber die
Milchleistung ihfer Tiere. Es ist vorstellbar, da8 bei Tie-
ren mit sehr niedrigen Leistungen h8here Antikdrpertiter als
bei Tieren mit durchschnittlicher oder hoher Milchleistung
vorkommen.
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Die gr88ten Unterschiede liegen jedoch in den verwendeten
Adjuvantien.

SNODGRASS et al. (1980) bentitzten inkomplettes Freund'
sches Adjuvans. Dieses mineraldlhaltige Produkt besitzt
zwar hervorragende Adjuvans-Eigenschaften, kann jedoch zu
erheblichen lokalen Reaktionen an der Injektionsstelle fiith-
ren (EDELMANN, 1980). Seiner Anwendung sind daher enge Gren-
zen gesetzt und in einem Feldversuch ist es nicht einsetz-
bar. Die in dieser Arbeit verwendeten Adjuvantien wurden
hauptsédchlich nach dem Kriterium der Unschddlichkeit ausge-
wédhlt. Bei keinem der Tiere, die Adjuvans-haltige Pr&dpara-
tionen erhielten, traten lokale oder systemische Reaktionen
auf. Auch wurde keine erh8hte Rate von Totgeburten festge-
stellt.

Wdhrend bei den vakzinierten Tieren die Erhdhung der Anti-
kdrpertiter gegeniiber nichtimmunisierten Kontrolltieren un-
wesentlich war, konnte mit einigen Vakzinen die Ausscheidung
von Milchantik®rpern deutlich verldngert werden. Sehr gute
Ergebnisse erbrachte die Verwendung von Rotavirusimmunkom-
plexen zusammen mit Adjuvans-PD bzw. mit Aluminiumhydroxid
und dem Saponinderivat Quil A. Ahnlich wirksam war eine Kom-
bination der Adjuvantien Aluminiumhydroxid und PD-Adjuvans
mit Immunkomplexen.

Dabel spielte es keine Rolle, ob das fiir die Komplexierung ver-
wendete Antigen inaktiviert oder vermehrungsfdhig war.

Dagegen konnten Adjuvantien allein eine Ausscheidung von Antikdr-
pern in der Milch nicht stimulieren. Auch Liposomenprépa-
rationen erbrachten schlechte Ergebnisse, gleichgililtig ob

sie mit Immunkomplexen oder mit unkomplexiertem Virus herge-
stellt wurden.

Liposcmen kdnnen mit unterschiedlichen Methoden hergestellt
werden und dienen neben der Aufkldrung der Biochemie von



- 74 -

viralen Hiillkomponenten (HELENIUS et al., 1977) zur ErhShung
der Immunogenitaf von Virus-Spaltvakzinen (KRAMP et al.,
1979) und Tokoidpr&parationen (EDELMANN, 1980). SANCHEZ et
al. (1980) verglichen die Adjuvanswirkung von Aiuminiumgel
(AlK(SO4)2 x 12 H20) bei intakten Hepatitis B-Virus-Ober-
fléchenantigenen (HBsAg) und gereinigten Untereinheiten
mit den jeweiligen Liposomenpréparationen. Bei der aus den
Polypeptid-Untereinheiten hergestellten Vakzinen zeigte
sich die Liposomenzubereitung ilberlegen,bei Verwendung in-
takter Partikel jedoch das Aluminiumgel. Mdglicherweise er-
reicht man eine erhéhte Immunogenit&t von Liposomenprépa-
rationen im Vergleich zu anderen Adjuvantien generell nur
dann, wenn Virusuntereinheiten verwendet werden.

Uber die relativ schlechte Immunogenit#dt von Liposomenpré&-
parationen mit Immunkomplexen in dieser Arbeit kann

nur spekuliert werden, da vergleichbare Untersuchungen nicht
vorliegen. M6glicherweise werden die Immunkomplexe durch
die Ultraschallbehandlung der Liposomenprédparation zerstodrt
(NOTKINS, 1971).

Bei dem Prédparat Pind-Avi-Inducer wurde untersucht, ob es
beim Rind zus#tzlich zu seiner paramunitdtssteigernden Wir-
kung einen Adjuvanseffekt besitzt. Die Induktion einer Pa-
ramunitdt bei verschiedenen Tierarten ist dokumentiert

(MAYR und BRUNNER, 1980). Ein zus&tzlicher Adjuvanseffekt

des Inducers ist dagegen nicht beschrieben. In der vorliegen-
den Untersuchung filhrte Pind-Avi weder in Kombination mit
Rotavirus noch mit Al-Hydroxid und PD-Adjuvans zu einer
signifikanten Stimulierung der Antikdrperausscheidung.

Angeregt durch Arbeiten von HOUSTON et al. (1974) wurde eine
Stimulierung der laktogenen Immunit4t des Rindes durch Im-
munkomplexe versucht.

Die meisten Autoren, die iiber die immunogene Wirkung von
Antigen-Antikdrperkomplexen arbeiteten, erzielten die besten
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Ergebnisse mit Immunkomplexen, in denen Antigen und An-
tikdrper etwa im Gleichgewicht vorlagen. Zur Bestimmung
des Aquivalenzbereichs wurde in der Regel die Technik der
quantitativen Pr¥zipitation mit radioaktiv markiertem An-
tigen oder Antik®rper verwendet. Bei dieser Methode ver&n-
dert sich ein einmal eingestelltes Gleichgewicht zwischen
Immunkomplexen einerseits und freiem Antigen bzw. Antikdr-
per kaum.

Die in dieser Arbeit verwendeten Immunkomplexe wiesen im
Rotavirusantikérper-Elisa einen Titer von 32 auf, widhrend der
Antigennachweis im Elisa negativ war. Trotz dieses hohen
Antikdrpertiters dirften die Immunkomplexe aber tatsdchlich
ndher am Equivalenzbereich liegen.

Benlitzt man némlich zur Bestimmung des Antigen-Antikdrper-
verhdltnisses im Komplex den Elisa, so liegen v8llig andere
Verhdltnisse als bei der Pr&zipitationsmethode vor:

Beim Antigennachweis wird wahrscheinlich die Bindung des

im Komplex vorhandenen Antigens an die als Festphase gebun-
denen Antikd8rper durch die im Komplex vorliegenden Antikdr-
per sterisch behindert.

Beim Antik8rpernachweis kommt es dagegen durch Bindung frei-
er Antikdérper an das als Festphase vorliegende Antigen zu
einer Anderung des Gleichgewichtes zwischen Komplexen und
freien Antikdérpern. Dadurch tritt eine Umbildung der Kom-
plexe ein, wobei zus#tzliche Antik®rper frei werden k&nnen und
somit die tats&ichliche freie Antikdrpermenge itibersch&tzt wird.

Das Verhdltnis von Antigen zu Antikdrper kdnnte durch Metho-
den, mit denen sich Immunkomplexe direkt nachweisen lassen,
genauer bestimmt werden. Die bisher bekannten Methoden sind
aber zu aufwendig. Eine genauere Definition der Komplexe
wldre jedoch im Hinblick auf eine Standardisierung der Impf-
stoffe wilinschenswert.
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Die h8here Wirksamkeit von Immunkomplexen im Vergleich zu
freiem Antigen in der Stimulierung einer Booster-Reaktion
gegen Rotavirus im Milchsekret von Rindern deckt sich
nicht mit den Ergebnissen von STONER und TERRES (1963).
Diese Autoren erzielten bei Verwendung von Immunkomplexen
eine schwdchere Sekunddrantwort als mit freiem Antigen.

Da ihre Versuche jedoch mit M#usen durchgefithrt und sowohl
ein anderes Antigeﬂ als auch ein anderes Immunisierungs-
schema beniitzt wurden, kénnen beide Ergebnisse nur bedingt
CARVALHO et al. (1980), da8 Immunkomplexe nur bei Antigen-
sensibilisierten Lymphozyten eine Antigen-spezifische
Blastogenese hervorrufen.

Die guten Ergebnisse, die in dieser Arbeit mit Immunkom-
plexen kombiniert mit Adjuvantien erzielt wurden, stellen
ist aber die zusdtzliche Applikation von Adjuvantien eine
Voraussetzung fiir den erzielten Immunisierungserfolg.

Aufgabe weiterer Untersuchungen wird es unter anderem sein,
zu priifen, ob diese durch parenterale Immunisierung stimu-
lierten Milchantik&rper K&dlber vor Rotavirusinfektionen
schiitzen kénnen.
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5. Zusammenfassung

119 Kilhe und Fdrsen wurden in 17 Gruppen eingeteilt und
mit verschiedenen Rotavirus-Vakzinen je zweimal parenteral
immunisiert, um die Ausscheidung von Rotavirusantiko&rpern
in der Milch frischlaktierender Rinder zu verléngern.

Alle in den Versuchen verwendeten Tiere wiesen vor Ver-
suchsbeginn im Serum AntikSrper gegen Rotavirus auf.

Durch keine der verwendeten Vakzinen wurde der Antikdrper-
titer im Kolostrum entscheidend beeinfluBt. Dagegen konnte
durch Immunisierung mit Rotavirusimmunkomplexen und Adju-
vantien (Aluminiumhydroxid, Adjuvans-PD oder Quil A) die
AntikSrperausscheidung in der Milch signifikant verlingert
werden. Am 21. Laktationstag fanden sich bei diesen Gruppen
noch spezifische Antikdrpertiter zwischen 23 und 44 im
Vergleich zu 5,3 bei den Kontrollgruppen (geometrische
Mittelwerte). Dabei war es gleichgiiltig, ob das zur
Herstellung der Immunkomplexe verwendete Virus inaktiviert
war oder nicht.

Vakzinen aus nicht komplexiertem Rotavirus konnten hingegen
die Ausscheidung von Antik&rpern in der Milch ebensowenig
verlédngern wie die alleinige Verabreichung von Adjuvantien.
Auch Liposomenprédparationen zeigten keinen Effekt.

Im Kolostrum wurden bei allen Tieren spezifische Antikdrper
der Klassen IgA und IgG festgestellt. Am 7. Laktationstag
wurde IgA nur mehr bei den Kiihen nachgewiesen, die Rotavirus-
immunkomplexe erhalten hatten. Am 21. Laktationstag fand sich
bei allen geimpften Gruppen nur mehr IgG.
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Summary
Prolongation of milk antibody secretion against bovine

rotavirus by means of parenteral vaccination

119 cows and heifers in 17 groups were parenterally
vaccinated twice with different rotavirus vaccines,

in order to increase and prolong secretion of rotavirus
antibodies in the milk of the first three weeks of lactation.

All animals used in these experiments had rotavirus anti-
antibody titres in the serum before the study was started.
Colostral antibody titres were not influenced markedly by
any of the vaccines employed.

However, secretion of antibodies in milk could be signifi-
cantly increased and prolonged after immunization with anti-
gen-antibody complexes and adjuvants (Aluminium hydroxide,
adjuvant-PD or quil A). Specific antibody titres between 23
and 44 (geometric mean values) were detected at day 21 of
lactation, compared to 5.3 in control groups. It made no
difference, whether the virus used for the production of
immune complexes was inactivated or not.

An increase or prolongation of antibody secretion in milk
was neither observed after application of rotavirus or anti-
gen-antibody complexes nor adjuvant only. In addition,
liposomes showed no effect.

Specific antibodies in colostrum were associated with the
classes IgA and IgG in all animals. At day 7 of lactation
IgA was only demonstrated in cows which were given rota-
virus antigen-antibody complexes. At day 21 of lactation
only IgG was detected in the milk of all vaccinated animals.
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