
Die Auswirkung der Reproduktion auf das
Immunsystem weiblicher Hausmeerschweinchen

(Cavia porcellus)

Manuela Jäckel
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Kapitel 1

Einleitung

Die
”
life-history theory“ geht davon aus, daß das Verhalten eines Tieres dahin-

gehend selektiert wird, den Reproduktionserfolg zu maximieren (Williams, 1966).
Der derzeitige Reproduktionsaufwand eines Individuums kann, wenn er eine Triver-
sche Investition darstellt, jedoch negative Konsequenzen für die Fitness eines Tieres
haben, etwa durch eine reduzierte Lebenserwartung und verringerten zukünftigen
Reproduktionserfolg (Trivers, 1972). Eine Steigerung des Reproduktionsaufwandes
hat eine Erhöhung der derzeitiegen Fortpflanzungsleistung zur Folge, kann sich aber
negativ auf das zukünftige Überleben oder die Fertilität eines Tieres auswirken. Die
Selektion sollte die Allokation von Ressourcen von Tieren dahingehend optimieren,
daß über die Lebenszeit eines Tieres hinweg die Fitness, und damit auch der Fort-
pflanzungserfolg, maximiert wird (McFarland, 1985; Stearns, 1989).
Die

”
demographic theory of optimal reproductive tactics“ (Williams 1966) geht von

einer Begrenzung der Ressourcen für alle Individuen aus. Sind die Nahrungsressour-
cen limitiert, muss das Tier die zur Verfügung stehende Energie auf verschiedene
physiologische Körperfunktionen aufteilen. Die Limitierung der Ressourcen kann
durch exogene Faktoren, wie zum Beispiel Nahrungsknappheit oder die Begrenzung
spezieller Ressourcen wie Proteine, essentielle Aminosäuren oder Fettsäuren und
Vitamine (Lochmiller et al., 2000) bedingt sein, aber auch endogene Faktoren wie
begrenzte Aufnahmekapazität der vorhandenen Ressourcen, das Volumen des Ver-
dauungsapperates, die Geschwindigkeit der Stoffaufnahme aus dem Darm oder an-
dere physiologische Prozessen können zu einer Limitierung der Stoffaufnahme führen
(Kirkwood 1983).
In Situationen mit erhöhtem Energiebedarf wie zum Beispiel unter Streß, bei Wachs-
tum oder Reproduktion muss eine Allokation der Energie, auf die verschiedenen
physiologischen Funktionen erfolgen (Weiner 1992). Diese lassen sich in Selbster-
halt, Wachstum und Reproduktion aufteilen. Eine Erhöhung der Energieausgabe in
einem dieser Bereiche muss, sofern sie nicht durch eine gesteigerte Energieaufnahme
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ausgeglichen werden kann (Tuomi, 1983), eine Einsparung an anderer Stelle nach
sich ziehen (Gordon, 1982). Es entsteht also ein

”
trade-off“ der verfügbaren Energie

zwischen Reproduktion und anderen physiologisch wichtigen Prozessen. Eine Stei-
gerung der Investition von Energie in die Reproduktion bedeutet eine Zunahme der
gegenwärtigen Fortpflanzungsleistung, damit jedoch eine Reduktion der Energie für
somatische Investitionen. Die somatischen Investitionen beeinhalten Investitionen
von speziellen Stoffen und Energie in unterschiedliche physiologische Prozesse. Dazu
gehören die Funktionen des Wachstums, wie der Aufbau von neuem Gewebe, und
die Funktionen des Selbsterhalts, wie zum Beispiel die Regeneration von Gewebe
und die Aufrechterhaltung des Immunsystems.
Das Immunsystem ist ein wichtiger Teil des Komplexes Selbsterhalt (Wedekind,
1994). Dazu gehören Zellen und Gewebe, deren physiologische Hauptaufgabe darin
besteht das Eindringen infektiöser Mikroorganismen wie Viren oder Bakterien abzu-
wehren. Die Abwehrfunktionen sind in zwei große Bereiche unterteilt: die natürliche
und die erworbene Immunität. Die Prozesse der natürlichen Immunität bilden die
Grundlage für die Abwehr von Mikroorganismen, die in den Organismus eindrin-
gen. Nach dieser primären Immunantwort erfolgt die spezifische Abwehrreaktion
der erworbenen Immunität. Hierbei reagieren T- und B- Lymphozyten auf den ein-
gedrungenen Erreger. Diese Zellsysteme können hochspezifisch auf den jeweiligen
Erreger, bzw. das eingedrungene Antigen reagieren. Ist nur eine Komponente des
Immunsystems nicht funktionsfähig, bedeutet dies eine Gefahr für das Überleben
des Individuums und damit eine Reduktion des Fortpflanzungserfolges. Das Indivi-
duum wird anfällig für bakterielle und virale Infektionen, die nicht nur zum Tod des
Tieres, sondern beim trächtigen Weibchen auch zum Abbruch der Tragzeit (Engels
et al, 1983; Owen et al, 1999) führen können.

Den negativen Effekt der Reproduktion auf das Immunsystem von Vögeln zeigen ver-
schiedene Studien. Deerenberg et al. (1997) zeigen negative Auswirkungen während
der Aufzucht einer Brut auf das Immunsystem bei brütenden Zebrafinken (Tae-
niopygia guttata). Während der Brutphasen sind die Tiere zum Teil nicht mehr in
der Lage, eine Immunantwort gegen ein injiziertes Antigen (Sheep red blood cells,
SRBC) zu bilden. Diejenigen Vögel, die auch während der Aufzucht ihrer Jungvögel
in der Lage sind Antikörper zu bilden, generieren nur eine signifikant geringere Im-
munantwort als nicht reproduzierende Vögel. Die Stärke der Immunantwort nimmt
mit zunehmender Brutgröße ab. Die Autoren finden einen ähnlichen negativen Ef-
fekt auf das Immunsystem bei nicht brütenden Vögeln, die sich ihr Futter erarbei-
ten mussten. Bei diesen Tieren fiel die Immunantwort signifikant geringer aus als
bei nicht arbeitenden und nicht brütenden Vögeln. Die verminderte Immunantwort
bei brütenden und bei arbeitenden Vögeln erklären die Autoren mit mangelnder
Energieverfügbarkeit für die Aufrechterhaltung des Immunsystems, da die für das
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Immunsystem vorgesehene Energie in Brut oder Arbeit investiert wird.
Das ein hoher Energieumsatz zu einer Herabsetzung des Immunsystems führen kann,
konnte auch bei Säugern gezeigt werden. Mäuse, die über längere Zeit hinweg einer
körperlichen Anstrengung unterlagen (schwimmen), zeigten eine verringerte Abwehr
gegenüber einem Virus (Coxsackie B Virus, Gatmanitan et al, 1970). Die Mortalität
der Tiere, die der Anstrengung unterlagen, stieg von 5% auf 50%. Die Virusreplika-
tion im Herzen der Tiere stieg ebenfalls deutlich an.
Affen, die während der Inkubationsphase einer Poliomyelitis körperlich trainiert
wurden, zeigten eine stärkere Infektion als nicht trainierende Affen (Levinson et
al, 1945). Bei Menschen gibt es ähnliche Befunde. Hochleistungssportler erkranken
signifikant häufiger an Virus- und anderen Infektionen als nicht extensiv Sport be-
treibende Kontrollpersonen (Weinstein et al., 1973; Morse et al, 1972; Baron et al,
1982).

Während der Reproduktionsphasen kann die Reduktion der Immunkompetenz zu
einer erhöhten Anfälligkeit der Eltern gegenüber Parasiten führen. Diese kann ei-
ne Konsequenz der erhöhten Exposition von Parasiten aber auch einer Reduktion
immunologischer Verteidigungsmechanismen gegen diese Parasiten sein. Ein höhe-
re Parasitenlast während der Reproduktionsphasen konnte bisher bei Vögeln und
Säugetieren gezeigt werden. Apanius (1991) zeigt eine negative Korrelation zwischen
Blutparasiten und Leukozytenzahlen und spezifischen Antikörpern bei weiblichen
Turmfalken (Falco sparverius) während der Brutperiode. Norris et al (1994) zeigen
eine signifikant höhere Anfälligkeit für Parasiten (Haematozoa spec.) bei brütenden
Kohlmeisen, wobei die Anfälligkeit der Männchen mit zunehmender Brutgröße bzw.
zunehmendem paternalen Aufwand steigt. Ebenso zeigen Richner et al. (1995) eine
Zunahme an Malariainfektionen (Plasmodium spec.) von Kohlmeisen (Parus major)
während der Brutperiode, wobei auch hier die Infektionsrate bei Männchen mit zu-
nehmender Brutgröße zunimmt. Die Anfälligkeit von Fliegenschnäppern (Ficedula
hypleuca) gegen Trypanosoma und Haemoproteus spec. steigt bei Männchen und
Weibchen dieser Spezies während der Brutsaison und steigt bei beiden Geschlech-
tern mit zunehmender Brutgröße an (Siikamäki et al, 1997).
Die oben beschriebenen Befunde zeigen, daß Individuen dieser Arten in einer Phase
mit erhöhtem elterlichen Aufwand, und damit auch erhöhtem energetischen Auf-
wand, schlechter in der Lage sind Parasiten abzuwehren.
Bei Säugern gibt es bisher diesbezüglich nur wenige Befunde. Festa-Bianchet (1989)
zeigt jedoch, daß laktierende weibliche Dickhornschafe (Ovis canadensis) einen höher-
en Anteil an Parasiten (Lungenwürmer) im Kot aufweisen als nicht laktierende Tiere.
Dabei leiden Mütter mit männlichen Jungtieren unter stärkerem Befall als Mütter
von Weibchen. Weibchen müssen weniger Energie in die Produktion einer Tochter
als in die Produktion eines Sohnes investieren. Das weist darauf hin, daß weibliche
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Dickhornschafe eine Ressourcen- Allokation zugunsten der Reproduktion, aber auf
Kosten der Parasiten-Abwehr durchführen. Bei Ratten wurde gezeigt, daß laktieren-
de Weibchen weniger in der Lage sind eine Infektion mit Parasiten (Nippostrongylus
brasiliensis) abzuwehren (Connan, 1973).

Die Reproduktion stellt für jedes Individuum, jedoch besonders für weibliche Säuge-
tiere, einen energetisch sehr aufwendigen Prozess im Lebenslauf dar. In dieser Ar-
beit soll überprüft werden, ob und in welcher Weise und Intensität sich Tragzeit
und Laktation auf die Immunantwort auswirken. Es soll überprüft werden, ob die
Energieallokation zugunsten der Reproduktion einen negativen Einfluß auf das Im-
munsystem trächtiger oder laktierende Weibchen hat. Als Versuchstier dient dabei
das Hausmeerschweinchen (Cavia porcellus).
Weibliche Hausmeerschweinchen produzieren während der Tragzeit nahezu 40% des
eigenen Gewichts an Jungtiermasse. Während der Tragzeit von etwa 68 Tagen produ-
zieren sie im Mittel 3-4 Jungtiere (Raffel, 1992). Die Tiere gehören zu den extremen
Nestflüchtern (Kunkel et al, 1964). Bei der Geburt sind die Augen der Jungtiere
bereits geöffnet, das Fell ist voll ausgebildet und schon kurz nach der Geburt sind
sie lokomotorisch aktiv. Bereits wenige Stunden nach der Geburt beginnen die Jun-
gen zusätzlich zur Muttermilch mit der Aufnahme von Festfutter (Kunkel et al,
1964). Die lange Tragzeit ist dabei möglicherweise eine Anpassung an die gegebe-
nen Umweltbedingungen (Weir, 1973; Short, 1985), die den täglichen Energieumsatz
der trächtigen Weibchen reduziert. Beim Meerschweinchen ist gezeigt, das die Ene-
giefestlegung in die Jungtiere während der Tragzeit effizienter ist als während der
Laktation. Daher führt eine lange Tragzeit relativ zur gesamten Reproduktionsphase
zu einer besseren Effizienz der Reproduktion (Glazier, 1990; Künkele, 2000a).
Um weit entwickelte Jungtiere zu produzieren, muss die Mutter sowohl in der Trag-
zeit als auch in der anschließenden Laktationsphase (23 Tage; Kunkel et al, 1964;
Stern et al, 1970; Fullerton, 1974) sehr viel Energie in die Jungtiere investieren.
Während der Tragzeit steigt die Nahrungsaufnahme der Weibchen im Vergleich zu
nicht reproduzierenden Tieren um ca. 16% (Künkele, 2000b), während der Laktati-
on um 92% an. Die Energieaufnahme der trächtigen Weibchen beträgt während der
Tragzeit etwa des 2,4 fache des Basalstoffwechsels und ist damit im Vergleich zu ei-
ner nicht reproduzierenden Lebensphase deutlich erhöht. Im Gegensatz dazu ist die
tägliche Energieaufnahme eines laktierenden Weibchens um das 3,7fache des Basal-
stoffwechsels erhöht (Künkele, 2000b). Die Laktation stellt für das Meerschweinchen,
wie auch für ander Säugetiere, die energetisch aufwendigste Phase der Reprodukti-
on dar (Loudon et al, 1987; Byers et al, 1990, Hammond et al, 1992; Rogowitz et
al, 1995). In der Laktation produzieren die Mütter für große Würfe etwa ihr eige-
nes Körpergewicht an Milch (Hille, 1993). Schon zu Beginn der Laktation ist der
Energiebedarf der Meerschweinchen Mütter relativ hoch (ca. 50% über dem Ener-
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giebedarf eines nicht reproduzierenden Weibchens) und erreicht seinen Höchstwert
bereits in der ersten Hälfte der Laktationsphase. Danach nimmt der Energiebedarf
und somit auch die Nahrungsaufnahme bis zum Ende der Laktation kontinuierlich
ab (Künkele und Trillmich, 1997).

Sind die Ressourcen der Weibchen und damit die Energie limitiert, unterliegt das
Tier dem oben beschriebenen Allokationsproblem. Unter Nahrungsrestriktion wird
dieses Problem noch verstärkt. Die Reaktion auf eine Nahrungsrestriktion ist da-
bei variabel. Restriktion kann in frühen Entwicklungsphasen zu einer Verzögerung
(Bronson, 1989; Asdell, 1964) oder Unterdrückung der Geschlechtsreife (Bronson,
1984; Perrigo et al, 1985) führen, später dann den Ovulationszyklus beeinflussen
(Bronson, 1989). Während der Reproduktionsphasen kann eine Restriktion zur Mo-
bilisierung mütterlicher Fettreserven (Leon et al, 1983; Millar, 1975) oder zur Re-
sorption oder Abortion (Perrigo et al, 1985; Zamiri, 1978) der Foeten führen. Die
Nahrungsreduktion kann ebenfalls zur Verringerung der Wurfgröße und reduziertem
Wachstum der Jungtiere (Boxwell, 1995; Leon et al, 1983; Smith 1991), zur früheren
(Smith 1991) oder späteren (Gomendio, 1995) Entwöhnung der Jungtiere (Lee et
al., 1991; Laurien- Kehnen, 2002) und sogar zum Infantizid führen (Millar, 1975;
Perrigo, 1990; Rivers et al, 1974).
Beim Hausmeerschweinchen besteht nach Mills et al. (1971) eine positive Korrelation
zwischen Wachstumsrate und dem Alter bei Erreichen der Geschlechtsreife. Dieses
konnte bei den institutseigenen Tieren jedoch nicht festgestellt werden (Laurien-
Kehnen, 2002). Ist ein Tier restriktiert, wirkt sich das auf sein Gewicht bzw. Wachs-
tum, und damit auf den Zeitpunkt der Geschlechtsreife aus. Hierbei konnte gezeigt
werden, daß kleinere und leichtere Weibchen eine verringerte Fertilität aufweisen. Sie
produzieren weniger und leichtere Jungtiere als größere Weibchen (Laurien-Kehnen,
2002). Unter Restriktion der Mutter verlängert sich die Laktation beim Hausmeer-
schweinchen um ca. 8 Tage (Laurien-Kehnen, 2002).
Beim Hausmeerschweinchen beeinträchtigt die Reproduktion das skeletale Wachs-
tum und das Wachstum des fettfreien Körpers der Mütter nicht. Das Geburtsge-
wicht, die Wachstumsrate und die Fettreserven der Jungtiere von restriktierten
Weibchen sind jedoch geringer als bei Jungtieren ad libitum gefütterter Mütter
(Raffel et al, 1996). Restriktierte Weibchen erhalten das eigene Wachstum und die
Anzahl der Jungtiere. Der Reproduktionserfolg wird jedoch bezüglich der Kondition
der Jungtiere (Geburtsgewicht, Wachstum) reduziert (Wagner, 1996; Raffel, 1997).
Restriktierte Mütter erhöhen den täglichen Brutpflegeaufwand für ihre Jungtiere
nicht. Die Mütter erhalten damit ihren eigenen Fortpflanzungswert aufrecht, was
allerdings zu Lasten des Fortpflanzungswertes der Jungtiere geht (Laurien- Kehnen,
2002).
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Aufgrund der großen Menge an Energie und speziellen Ressourcen wie Proteinen,
Amino- und Fettsäuren oder Vitaminen (Lochmiller et al, 2000), die das Haus-
meerschweinchen während Tragzeit und Laktation in seine Nachkommen investiert,
eignet es sich besonders gut für die Untersuchung des Trade-off zwischen Reprodukti-
on und anderen physiologischen Prozessen des Selbsterhalts, wie dem Immunsystem.

In der vorliegenden Arbeit soll zunächst überprüft werden, ob sich die Immunantwort
reproduzierender Hausmeerschweinchen-Weibchen von der Immunantwort nicht re-
produzierender Weibchen unterscheidet. Wenn die hohen Investitionen der Tiere in
die Produktion und Aufzucht der Jungtiere während der Tragzeit und Laktation
diese zu einer Allokationsentscheidung zugunsten der Reproduktion zwingt, so ist es
möglich, daß sich diese Entscheidung negativ auf das Immunsystem der Mütter aus-
wirkt. In diesem Fall wäre während der Reproduktionsphase eine schwächere oder
keine Immunantwort gegen ein Antigen zu erwarten.
Da in Tragzeit und Laktation unterschiedliche Mengen an Energie umgesetzt werden,
also die Energieallokation möglicherweise anders ausfällt, soll weiterhin überprüft
werden, ob sich die Immunantwort abhängig vom Zeitpunkt der Immunisierung in
der Reproduktionsphase (Tragzeit und Laktation) unterscheidet.
Um die verfügbaren Ressourcen bzw. die Energie zu begrenzen, werden Tiere unter
zwei verschiedenen Futterkonditionen untersucht (ad libitum und restriktiert). Bei
einer künstlichen Verknappung der verfügbaren Energie durch eine Nahrungsrestrik-
tion sollten die Tiere einer stärkeren Allokationsproblematik unterliegen. Wirkt sich
diese auf die generierte Immunantwort, bzw. auf die Fähigkeit eine Immunantwort
auszubilden aus, so sollte diese bei restriktierten Tieren geringer ausfallen, als bei
Tieren, die unter ad libitum Bedingungen gehalten werden.



Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Bei den Versuchstieren handelt es sich um Hausmeerschweinchen Cavia porcellus aus
der Zucht der Universität Bielefeld (Lehrstuhl für Verhaltensforschung).
Die Tiere haben ein kurzes, glattes mehrfarbiges Fell. Anhand der Fellfärbung ist
jedes Tier individuell identifizierbar. Der Farbcode der Tiere wurde zu Versuchsbe-
ginn protokolliert. Anschließend wurde jedem Tier eine individuelle Nummer in der
Form (Versuchsansatz - Nr. der Versuchsbox) zugeordnet.

2.1.1 Haltung

Die Weibchen für die unterschiedlichen Versuchsreihen stammten von multiparen
Zuchtweibchen aus der Verhaltensforschung Bielefeld ab. Im Alter von 50 Tagen bei
reproduzierenden Versuchsgruppen, bzw. 100 Tagen (siehe Tabelle 2.2.1) bei nicht
reproduzierenden Gruppen, gingen sie in eine der in Abschnitt 2.2.1 beschriebenen
Versuchsreihen ein. Die Tiere wurden in Klimakammern mit 23◦C Tages- und 20◦C
Nachttemperatur in einer Lichtperiode von 14 Stunden gehalten. Die folgende Ab-
bildung zeigt den Aufbau der Versuchsboxen (ca. 80 x 40 cm), in dem die Tiere
ab dem 35. Tag der Tragzeit bzw. dem 100. Lebenstag der Weibchen untergebracht
wurden.

7
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Abbildung 2.1.1: Aufbau der Versuchsboxen; a: Aufbau für Weibchen ohne Jungtiere; b: Aufbau
für Weibchen mit Jungtieren, das Futter der Muttertiere ist für die Jungtiere (JT) nicht zugänglich,
da es ca. 15cm über dem Boden angebracht ist. Mütter können das JT- Futter nicht erreichen,
da es durch einen Drahtkäfig geschützt ist, durch dessen kleine Öffnungen nur die Jungtiere zum
Futter gelangen können.

Allen Tieren der Versuchs- und Kontrollansätze stand Wasser ad libitum zur Verfügung,
welches einmal pro Woche mit einem Vitamin-C Zusatz versehen wurde. Als Fut-
ter stand den Tieren Pelletfutter der Firma Höveler (Langenfeld, Deutschland) in
unterschiedlichen Mengen zur Verfügung. Die Versuche wurden unter zwei Futter-
konditionen durchgeführt.

Kondition 1: ad libitum

Den Tieren, denen laut Tabelle 2.2.1 Futter ad libitum zur Verfügung stand,wurde
pro Tag 100g Pelletfutter eingewogen. Der Nahrungsverbrauch der Tiere wurde be-
stimmt, indem täglich (nach 24 h), das Restfutter ausgewogen und der Verbrauch
errechnet wurde. Das Restfutter befand sich entweder im Futterspender oder unter
dem darunter liegenden Gitter. Von den Tieren wurde kein Futter in der Haltungs-
box ausgetragen.

Kondition 2: Restriktion

Die Tiere, denen laut Tabelle 2.2.1 Futter nur begrenzt zur Verfügung stand, erhiel-
ten pro Tag 90 Prozent des Nahrungsbedarfs eines Weibchens mit gleichem Gewicht
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und im gleichen Reproduktionsstatus (gleicher Tag der Tragzeit/ Laktation/ keine
Reproduktion). Diese massenspezifischen Werte wurden aus Daten von zuvor auf-
genommenen Messwerten von Dr. Joachim Künkele (unveröffentlichte Daten) und
aus eigenen Vorversuchen errechnet. Die den Tieren zugewiesene Futtermenge wur-
de täglich in den Futterspender eingewogen. Im Futterspender verblieb zumeist kein
Restfutter. Nur während der ersten zwei Tage der Restriktion, also in der Ein-
gewöhnungsphase, blieb bei den restriktierten Tieren teilweise Futter im Spender
zurück. Diese Tage gehen nicht in die Auswertung ein.

Jungtiere

Allen Jungtieren stand Futter ad libitum zur Verfügung. Täglich wurden 100g Pel-
letfutter in den Futterspender für Jungtiere ein- bzw. das Restfutter ausgewogen
und verworfen.

2.2 Versuchsdurchführung

2.2.1 Versuchsablauf

Alle für diese Studie verwendeten Hausmeerschweinchen-Weibchen wurden in fünf
Versuchstier- Kategorien eingeordnet. Die Versuche der Kategorien wurden unter
zwei Futterkonditionen durchgeführt (ad libitum und restriktiert). Die Tiere wurden
den einzelnen Verschuchsgruppen zufällig zugeordnet.

Datenaufnahme

Die Versuche wurden in mehreren Versuchsansätzen durchgeführt (siehe Tabelle
2.2.1). In jedem Ansatz wurden Tiere aus mehreren Versuchsgruppen untersucht.
Das bedeutet, Versuchs- und Kontrollreihen (siehe Tabelle 2.1)wurden parallel durch-
geführt. Die Datenaufnahme begann im März 2000 und endete im Oktober 2002 (sie-
he Tabelle 2.2.2). In der Zeit von Oktober 1999 bis März 2000 wurden Vorversuche
durchgeführt, in denen die Dosierung des Antigens erprobt wurde. Die Vorversuche
sind in Absatz 2.2.3 beschrieben. Zwischen den einzelnen Versuchsansätzen wurden
die gesammelten Blutproben analysiert und ausgewertet.
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Tabelle 2.2.1: Versuchsreihen (Tr.: Tragzeit; Lak.: Laktation; ad lib.: ad libitum; restr.: restrik-
tiert). Die Bezeichnung der Reihen setzt sich aus Reproduktionsstatus (r: Tragzeit; lak: Laktation;
nr: nicht reproduzierend), der Immunisierung (i: immunisiert; ni: nicht immunisiert) und der Fut-
terkondition (a: ad libitum; r: restriktiert) zusammen. Zahlen in Klammern geben die Stichproben-
größe an, bei der alle Parameter gemessen wurden (In Ansatz 1 wurden keine Leukozytenzahlen
gemessen, kein Diff. Blutbild erstellt und das Futter der Jungtiere wurde nicht aufgenommen.)

Repro- Immuni- Tag der Futter-

Nr Kategorie Bezeichnung duktion sierung Immunisierung kondition N

1. Versuch I r i a + + Tag 40 Tr. Ad lib. 16(8)

2. Versuch I r i r + + Tag 40 Tr. Restr. 10

3. Versuch II lak i a + + Tag 1 Lak. Ad lib. 10

4. Versuch II lak i r + + Tag 1 Lak. Restr. 10

5. Kontrolle I r ni a + - NaCl Tag 40 Tr. Ad lib. 18(8)

6. Kontrolle I r ni r + - NaCl Tag 40 Tr. Restr. 10

7. Kontrolle II nr i a - + 107. LT Ad lib. 8

8. Kontrolle II nr i r - + 107. LT Restr. 8

9. Kontrolle III nr ni a - - NaCl 107. LT Ad lib. 8

10. Kontrolle III nr ni r - - NaCl 107. LT Restr. 8

Tabelle 2.2.2: Versuchsansätze. In der Spalte Reihen sind die in diesem Ansatz jeweils untersuch-
ten Reihen angegeben.

Ansatz Beginn Ende Reihen
1 März 2000 Juli 2000 r i a, r ni a

2 Oktober 2000 März 2001 r i a, r i r, r ni a, r ni r, nr i a, nr i r

3 Juni 2001 November 2001 r i a, r i r, r ni a, r ni r, nr i a, nr i r

nr ni a, nr ni r

4 Oktober 2001 März 2002 r i r, r ni r, nr i a, nr i r

nr ni a, nr ni r, lak i a, lak i r

5 Juni 2002 Oktober 2002 r i r, r ni r, nr i a, nr i r

nr ni a, nr ni r, lak i a, lak i r

Versuch I.: Reproduzierende Weibchen, Immunisierung während der Trag-
zeit

Je zwei Weibchen der Versuchsgruppe wurden im Alter von 50 Tagen mit einem nicht
verwandten adulten Männchen verpaart. Zu diesem Zeitpunkt wurde den Weibchen
eine erste Blutprobe entnommen und wie in Abschnitt 2.2.2 beschrieben weiterver-
arbeitet. Zwischen dem 50. und 70. Lebenstag der Tiere wurde im Abstand von zwei
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Tagen bei allen Weibchen die Öffnung der Vaginalmembran (VM) kontrolliert um
den Beginn der Tragzeit festlegen zu können. Der erste Tag der letzten feststell-
baren VM-Öffnung wird als erster Tag der Tragzeit definiert. An Tag 30 der nun
folgenden Tragzeit wurde das Männchen aus der Box entfernt und die zwei Ver-
suchsweibchen wurden durch den Einsatz einer Gitterwand voneinander getrennt
(Abbildung 2.1.1). An Tag 35 wurde mit der Messung der Nahrungsaufnahme be-
gonnen. Waren die Weibchen restriktiert, begann die Restriktion an Tag 35. Zusätz-
lich wurde täglich das Gewicht der Weibchen aufgenommen. An Tag 40 der Tragzeit
wurden die Tiere zum ersten Mal mit KLH immunisiert (Abschnitt 2.2.3), das ih-
nen subkutan in den Nacken injiziert wurde und es wurde ebenfalls eine Blutprobe
entnommen. Sieben Tage später wurde die sekundäre Immunisierung durchgeführt
und eine weitere Blutprobe entnommen. Pro Blutprobe wurden den Tieren etwa
500µl Blut entnommen. Weitere Blutproben folgten im wöchentlichen Abstand bis
zur Entwöhnung der Jungtiere (25. Lebenstag der Jungtiere), wobei in der Woche
der Geburt (Tag 68) keine Blutprobe genommen wurde. Den Versuchsablauf ver-
deutlicht Abbildung 2.2.1. Zusätzlich zu den Blutproben der Weibchen wurde allen
Jungtieren am siebten und am 60. Lebenstag eine Blutprobe entnommen, bei der
Leukozytenzahl, Antikörpertiter und differentielles Blutbild bestimmt wurde.

Abbildung 2.2.1: Versuchsablauf Kategorie Versuch I; unterbrochene Linien markieren jeweils
die entnommenen Blutproben.
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Versuch II.: Reproduzierende Weibchen, Immunisierung während der
Laktation

Die Behandlung der Tiere dieser Versuchsgruppe erfolgte nach dem gleichen Sche-
ma wie zuvor (Versuch I.) beschrieben, mit Ausnahme der folgenden Änderungen:
Die Messung der Nahrungssaufnahme wurde erst sieben Tage vor dem errechneten
Wurftermin begonnen. Die Restriktion startete am Tag der Geburt der Jungtiere.
Am Tag der Geburt der Jungtiere, bzw. am Tag danach, wurde den Weibchen eine
Blutprobe entnommen und es erfolgte die erste Immunisierung, wie in Abschnitt
2.2.3 beschrieben. Die zweite Immunisierung und Blutabnahme erfolgt sieben Tage
später. Danach wurden wöchentlich, bis zur Entwöhnung der Jungtiere (25. Lebens-
tag) weitere Blutproben entnommen. Aus allen Blutproben wurde die Leukozyten-
zahl ermittelt, das differentielle Blutbild erstellt und der Antikörpertiter ermittelt.
Der Versuchsablauf ist in Abb. 2.2.2 dargestellt. Zusätzlich zu den Blutproben der
Weibchen wurde allen Jungtieren am siebten Lebenstag eine Blutprobe entnom-
men, aus der Leukozytenzahl, Antikörpertiter und differentielles Blutbild bestimmt
wurden.

Abbildung 2.2.2: Versuchsablauf Kategorie Versuch II; gestrichelte Linien markieren jeweils die
entnommenen Blutproben.
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Kontrolle I.: Reproduzierende Weibchen, nicht immunisiert

Als erste Kontrolle wurden zusätzlich Versuche mit nicht immunisierten Weibchen
durchgeführt. Der Versuchsablauf entspricht dem der reproduzierenden immunisier-
ten Weibchen, mit dem Unterschied, daß den Weibchen anstatt der KLH- Injektion
zwei mal je 400µl einer isotonischen Kochsalzlösung (0,9 prozentige NaCl- Lösung)
injiziert wurde, die kein Antigen enthielt.

Kontrolle II.: Nicht reproduzierende Weibchen, immunisiert am 107. Le-
benstag

Um den Einfluß der Reproduktion auf das Immunsystem der Weibchen untersuchen
zu können, mussten zusätzlich zu den Versuchstieren auch nicht reproduzierende
Weibchen untersucht werden.
Den zur Gruppe der nicht reproduzierenden Weibchen gehörenden Tieren wurden
im Alter von 50 Tagen eine erste Blutprobe entnommen. Im Alter von 100 Ta-
gen wurden die Tiere in die Versuchsboxen (Abbildung 2.1.1) eingesetzt und eine
weitere Blutprobe entnommen. In diesem Alter begann auch die Messung des Nah-
rungsverbrauchs der Tiere. Sieben Tage später (entspricht Versuchstag 7) wurden
die Tiere zum ersten Mal immunisiert (Priming) und es wurde eine weitere Blutpro-
be entnommen. Die sekundäre Immunisierung erfolgte sieben Tage später, ebenso
die nächste Blutprobe. Weitere Blutproben wurden wöchentlich bis zu Versuchstag
63 genommen (9 Proben bzw. Wochen). Bei allen Blutproben wurde, wie auch bei
den reproduzierenden Versuchstieren, das Blutbild sowie Antikörpergehalt im Se-
rum bestimmt und eine Leukozytenzählung durchgeführt. Der Versuchsablauf wird
in Abbildung 2.2.3 dargestellt.

Kontrolle III.: Nicht reproduzierende Weibchen, nicht immunisiert

Zur Kontrolle der Auswirkung der Immunisierung auf die nicht reproduzierenden
Weibchen, wurden nicht reproduzierende Weibchen, die nicht immunisiert wurden
untersucht. Diese erhielten statt des Antigens zwei Injektionen von je 400µl einer
isotonischen Kochsalzlösung (0,9 prozentige NaCl- Lösung). Der Versuchsablauf ent-
spricht dem der Kontrolle II (Abbildung 2.2.3).
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Abbildung 2.2.3: Versuchsablauf Kategorie Kontrolle II; gestrichelte Linien markieren jeweils die
entnommenen Blutproben.

2.2.2 Blutentnahme

Jedem Tier wurden im Laufe der Versuche mehrere Blutproben entnommen. Zur
Vorbereitung der Blutentnahme wurde ein Styroporbehälter mit Eis gefüllt, um
das entnommene Frischblut zu kühlen. In das Eis wurde für jede Blutprobe ein
Eppendorf-Gefäß gesteckt. Pro Tier wurden drei Objektträger mit Mattrand und
einen Objektträger ohne Rand bereitgelegt. Die Objektträger mit Mattrand wur-
den mit der laufenden Nr., der Tier/Boxnummer, dem Datum und Versuchstag
beschriftet. Je eine 50µl-Pipette und 10µl-Pipette wurden mit einer Pipettenspitze
bestückt. Pro Tier wurde ein Eppendorf-Gefäß mit 190µl Tuerkscher Lösung gefüllt
(Leukozytenzählung). Zum Einstechen der Ohrvene wurde eine Kanüle (21G, steril)
bereitgelegt.
Nachdem diese Vorbereitungen abgeschlossen waren, wurde das Tier aus der Box ge-
holt. Zur Blutabnahme wurde das Tier in der Halterung fixiert (Abbildung 2.2.4A).
Dazu wurde es in die Halterung gesetzt, der Autoschlauch (4) wird über das Tier
gedeckt und an einem Nagel (3) festgeklemmt. Das Ohr des Tieres wurde aus dem
Loch im Schlauch gezogen. So saß das Tier ruhig und es war möglich aus der Ohr-
vene eine Blutprobe zu nehmen.
Um auch den sieben Tage alten Jungtieren Blut abnehmen zu können, wurden die-
se in eine Kindersocke (b) mit einem Loch für das Ohr des Tieres (d) gesteckt,
und mit Hilfe von Klebeband (c) über der Socke auf der Arbeitsfläche (a) fixiert
(Abb.2.2.4B).
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Abbildung 2.2.4: Aufbau der Halterung zur Blutentnahme; A: Adulte: 1:Gitter; 2:Nagel zur
Befestigung des Autoschlauchs; 3:Loch für das Ohr des Tieres 4:Autoschlauch; 5:Holzbrett; B:
Jungtiere a: Abrbeitsfläche; b:Socke; c:Klebeband; d:Loch für das Ohr des Tieres

In beiden Aufbauten zur Blutentnahme wurde das rechte Ohr des Tieres durch das
Loch in der Halterung (Abbildung 2.2.4) gezogen. Mit der bereitgelegten Kanüle
wurde schräg von oben eine der Ohrvenen angestochen. Anschließend wurde solange
gewartet, bis ein Tropfen Blut auf dem Ohr stand. Zehn Mikroliter Blut werden in
das Eppendorf-Gefäß mit 190µl Tuerckscher Lösung gefüllt. Der nächste Bluttropfen
wurde mit Hilfe einer Pipette mit neuer Spitze auf die 3 Objektträger aufgeteilt und
mit dem Objektträger ohne Rand ausgestrichen. Pro Tier wurden jeweils 3 Ausstri-
che angefertigt.
Weitere Bluttropfen wurden mit der Pipette in ein Eppendorf-Gefäß überführt, wel-
ches verschlossen und mit laufender Nr. beschriftet wurde. Pro Blutprobe wurde den
adulten Tieren etwa 500µl, den Jungtieren etwa 200µl Blut entnommen. Wenn die
Blutung während der Entnahme stoppte, wurde das Ohr mit Papiertuch in Richtung
des Einstichs abgerieben und an der Basis massiert. Zum Stoppen der Blutung nach
der Blutentnahme wurde die Ohrvene mit Papier abgedrückt oder mit blutstillen-
dem Schwamm behandelt. Nach der Blutentnahme wurde das Tier zurück in seine
Box gesetzt.
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Serumgewinnung

Das während der Blutentnahme in einem Eppendorf- Gefäß gesammelte Frischblut
wurde für mindestens eine Stunde in den Kühlschrank gestellt (ca. 4 ◦C). Danach
wurde die Probe bei 13.000 rpm für 10 Minuten zentrifugiert. Das Serum wurde in ein
Eppendorf- Gefäß transferiert, welches zunächst mit der Probennummer beschriftet
und dann bei ca. -20 ◦C eingefroren wurde.

2.2.3 Immunisierung mit Keyhole Limpet Hemocyanin

Bei Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH) handelt es sich um den Blutfarbstoff einer
marinen Napfschnecke (Megathura crenulata). Die Fähigkeit das Immunsystem zu
aktivieren wurde bereits um 1970 beschrieben (Curtis et al. 1970, 1971; Herscowitz
et al. 1972; Weigele 1964). KLH wurde verwendet um die humorale und zelluläre
Immunantwort bei Menschen zu messen (Swanson et al. 1967). Die biochemische
Struktur und Eigenschaften von KLH zeigen Harris et al. (1999).
Bei dem Antigen KLH konnte sicher davon ausgegegangen werden, daß zuvor keine
Exposition der Versuchstiere stattgefunden hatte. Darüber hinaus handelt es sich
dabei um eine verträgliche Substanz, die keine Anzeichen einer Befindlichkeitsbeein-
trächtigung der Tiere hervorruft, aber dennoch zu einer gut meßbaren Antikörper-
bildung führte. Die Reaktion der Tiere auf das Antigen wurde in Vorversuchen
getestet. Dazu wurden jeweils zwei Tiere mit 2x50µg KLH(primäre und sekundäre
Immunisierung), 2x100µg KLH und 2x200µg KLH immunisiert. In der anschließen-
den Auswertung der in den folgenden vier Wochen gesammelten Blutproben, zeigten
nur diejenigen Tiere, die 2x200µg KLH erhalten hatten eine zuverlässig messbare
Immunantwort gegen das injizierte Antigen.

Für die hier beschriebenen Experimente wurde soluble hemocyanin from keyhole
limpets (Sigma, Product No. H7017) verwendet, das mit 2 ml deionisiertem Wasser
aufbereitet wurde. Die Stammlösung (10mg/ml) wurde in Eppendorf- Gefässen in
Einheiten von je 100µl eingefroren (-20◦C).
Den Versuchstieren und den Tieren der Kontrolle I. wurde an den Versuchsta-
gen in zwei aufeinanderfolgenen Wochen jeweils 400µl einer Mischung aus 100µl
Stammlösung KLH und 3,9ml einer 0,9 prozentigen NaCl- Lösung injiziert. Diese
Menge entsprach insgesamt 400µg KLH pro Versuchstier (Priming und sekundäre
Immunisierung). Den Tieren der Kontrollgruppen I und III wurde statt der KLH-
Lösung die zwei mal jeweils 400µl isotonische Kochsalzlösung ohne die Zugabe von
KLH-Stammlösung injiziert.



KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN 17

2.2.4 Enzyme-linked-Immunosorbent-Assay (ELISA)

Die Bestimmung der Konzentration spezifischer Antikörper gegen KLH erfolgte mit
Hilfe eines Enzyme- linked- Immunosorbent- Assay (ELISA). Bei dieser Analyse
handelt es sich um einen nicht kompetitiven Test, bei dem die Menge des gegen
das spezifische Antigen (KLH) gerichteten Antikörpers bestimmt wird. Bei diesem
Antikörper handelt es sich um Immunglobuline der Klasse G (IgG). In dieser Studie
wird ein Sandwich- bzw. indirekter Assay verwendet. Eine Mikrotiterplatte wird da-
bei mit dem eingesetzten Antigen beschichtet. Wird die Probe aufgetragen, bindet
der in der Probe enthaltene Antikörper an das Antigen. An diesen Komplex bin-
det anschließend ein Detektor Antikörper, an den ein Phosphatase-Konjugat bindet.
Dieser Komplex erzeugt eine Gelbfärbung der Proben auf der Mikrotiterplatte. Die
Extinktion dieser Farbe kann photometrisch gemessen werden. Die gemessene Ex-
tinktion ist proportional zu dem Titer der Antikörper in der zu untersuchenden
Probe. Das Schema des Sandwich ELISA ist in Abbildung 2.2.5 dargestellt.

Abbildung 2.2.5: Reaktionsreihe des ELISA

Koppeln der ELISA- Platten mit KLH

Zum Koppeln der Mikrotiterplatten (Linbro E.I.A.II Plus Microtitration plate, ICN
Biomedicals Prod. Nr. 76-181-04)) wird die KLH-Stammlösung 1:1000 verdünnt.
Dazu werden 100µl KLH - Stammlösung mit 9,9ml Kopplungspuffer (1,59g Na2CO3
+ 2,9g NaHCO3 + 0,2g NaN3 in 1l aqua dest.) vermischt. Von dieser Lösung werden
pro Well der Titerplatte 200µl pipettiert. Die Platten wurden anschließend für 24
Stunden bei 4 ◦C mit Kunststofffolie (Linbro Plate Seeler, ICN Biomedicals Prod.
Nr. 7740005) abgedeckt inkubiert und dann drei mal mit Waschpuffer (8g NaCl+
0,2g KH2PO4 + 1,4g Na2HPO4 x2H2O + 0,2g KCl + 0,2g NaN3 + 0,5ml Tween
20 in 1l aqua dest.) gewaschen und mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe getrocknet.
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Die Platten konnten dann bei -20 ◦C mit Kunststofffolie abgedeckt gelagert werden.

Testdurchführung ELISA

Die zuvor gekoppelten Platten und die zu analysierenden Serenproben werden nach
Bedarf aufgetaut. Pro Mikrotiterplatte werden 24 Proben aufgetragen (Abbildung
2.2.6). Es werden jeweils zwei identische Platten angelegt (Doppelbestimmung). Die
Analyse des Antikörper-Titers erfolgt mittels ELISA nach dem im folgenden be-
schriebenen Schema. Auf jeder Platte waren immer positive Proben aus den Reihen
r i a, r i r, nr i a und nr i r (Tabelle2.2.1) als auch negative Proben der Reihen r ni a, r
ni r, nr ni a und nr ni r enthalten. Auf den Platten mit denen die Proben der Reihen
lak i a und lak i r analysiert wurden, wurden jeweils auch Proben aus den positiven
(während der Tragzeit immunisierte und immunisierte nicht reproduzierende Tiere)
und negativen Reihen (nicht immunisierte Tiere). Damit kann eine Fehlanalyse aus-
geschlossen werden. Zusätzlich wurden zur Kontrolle positiv und negativ getestete
Proben wiederholt auf verschiedenen Platten gemessen. Die gemessenen Werte aus
den einzelnen Analysen zeigten eine Abweichung von maximal 8%.

1. Verdünnung der Serenproben: Die zuvor aufgetauten Proben werden 1:100,
1:2000, 1:4000 und 1:8000 verdünnt. Dazu werden zunächst 10µl Serum in
990µl Waschpuffer verdünnt (1:100) und vermischt. 50µl dieser Lösung werden
in 950µl Waschpuffer übertragen und vermischt (1:2000). Aus dieser Lösung
werden 500µl in 500µl Waschpuffer bertragen und vermischt (1:4000). Dieser
Schritt wird noch einmal wiederholt (1:8000).

2. Bovine Serum Albumin (BSA; Albumin bovine fraction V, Serva prod. Nr.
11930) 1:10 in Waschpuffer lösen (1g BSA + 9g Waschpuffer).

3. Die Mikrotiterplatte wird mit 200µl/Well BSA (1:10 in Waschpuffer verdünnt)
bestückt und eine Stunde bei 37 ◦C abgedeckt mit Kunststofffolie inkubiert
(Heraeus Instruments, Kelvitron t).

4. Die Platte wird anschließend drei mal mit Waschpuffer gewaschen und getrock-
net. Dazu werden jeweils 200µl Waschpuffer pro Well pipettiert und anschlie-
ßend ausgegossen. Dieser Vorgang wird drei mal wiederholt. Danach werden
die 96 Wells der Mikrotiterplatte vorsichtig mit einer Wasserstrahlpumpe aus-
gesaugt (Pipettenspitze darf nicht den Boden der Wells berühren) und dadurch
getrocknet.
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5. Jeweils (200µl/Well) der 1: 2000, 1:4000 und 1:8000 verdünnten Proben wer-
den nach dem in Abbildung 2.2.6 Schema auf die Mikrotiterplatte pipettiert.
Zusätzlich wird Waschpuffer als Leerwert pipettiert.

Abbildung 2.2.6: Bestückung der Mikrotiterplatte. Auf jeder Platte werden 24 Serenproben (A1-
A12 und F1-12) in jeweils drei Verdünnungsstufen (A-C und F-H) aufgetragen; in den Reihen D
und E wird nur Puffer (Leerwert) pipettiert.

6. Die Platte wird anschließend für eine Stunde bei 37◦C mit Kunststofffolie
abgedeckt inkubiert.

7. Zu den Proben werden jeweils 50µl/Well BSA (1:10) zugeben.

8. Anschließend wird die Platte für eine Stunde bei 37◦C mit Kunststofffolie
abgedeckt inkubiert.

9. Die Proben werden aus der Platte gegossen und verworfen. Anschließend wer-
den die Platten drei mal wie oben beschrieben gewaschen und getrocknet.

10. Ein gegen Meerschweinchen IgG ausgerichteter Antikörper (AKP Conjugated
goat Anti Guinea pig IgG, Southern Biotechnology Associates, Prod. Nr. 6090-
04) wird 1:2000 in Waschpuffer verdünnt.

11. Pro Well werden je 200µl der Antikörperlösung auf die Platten pipettiert.

12. Die Platte werden für weitere zwei Stunden bei 37 ◦C inkubiert (mit Kunst-
stofffolie abgedeckt).

13. Die Antikörperlösung wird anschließend verworfen und die Platte wird drei
mal gewaschen und getrocknet.

14. Das Phosphatase Substrat (104 Phosphatase-Substrate, Sigma, Prod. Nr. 104-
0) wird im Verhältnis von 2,5 mg Substrat pro ml Enzympuffer (1,59g Na2CO3
+ 2,9g NaHCO3 + 0,2g NaN3 + 120 mg MgCl2x6H2O in 1l aqua dest.)
verdünnt.
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15. Das gelöste Phosphatase Substrat wird auf die Platte pipettiert (200µl/Well).

16. Die Platte wird dann für fünf Minuten dunkel bei Raumtemperatur ohne
Kunststofffolie inkubiert.

17. Zuletzt erfolgt die photometrische Messung der optischen Dichte bei 405 nm
(Spectra Flour Plus, Tecan; Software XFlour4)

2.2.5 Leukozytenzählung

Eine Bestimmung der Gesamtzahl der Leukozyten erfolgte bei jeder Blutabnahme.
Dazu wurden jeweils 10µl Frischblut in 190µl Tuerksche Lösung in ein Eppendorf-
Gefäß pipettiert und vermischt. Von dieser Mischung wurden wiederum 10µl in eine
Neubauer- Zählkammer pipettiert, deren Deckglas zuvor fest aufgesetzt wurde.
Nach einer Wartezeit von ca. 3 Minuten werden die Leukozyten unter dem Mikroskop
(160-fache Vergrößerung) ausgezählt. Die Gesamtzahl der Leukozyten wird in einer
Liste, auf der zuvor die Nummer des Tieres (Box) und das Datum notiert wurde,
vermerkt.

2.2.6 Differentielles Blutbild

Die während der Blutentnahme angefertigten Vollblutausstriche wurden zum Trock-
nen auf die Trockenbank gestellt. Nach einer Stunde wurden sie mit der Unterseite
kurz über die Flamme eines Bunsenbrenners gezogen um die Zellen zu fixieren.

Färbung der Ausstriche

Die getrockneten Ausstriche wurden mit einer Kombination aus Giemsa- und May-
Grünwald-Lösung gefärbt (Romeis 1989). Dazu wurden sie zunächst für fünf Minu-
ten in eine May-Grünwald-Lösung getaucht. Anschließend wurden sie mit aqua dest.
abgewaschen (Spritzflasche) und für weitere fünf Minuten in aqua dest. gewässert.
Danach folgte eine zweite Färbung für 15 Minuten in Giemsa-Lösung. Zuletzt wur-
den die Ausstriche ein weiteres Mal mit aqua dest. gewaschen und luftgetrocknet.

Auswertung am Mikroskop

Bei 1000facher Vergrößerung wurden die gefärbten Ausstriche unter dem Mikroskop
ausgewertet. Dazu wurden in einem auswertbaren Ausstrich pro Tier und Blutpro-
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be jeweils 100 Leukozyten ausgezählt und der prozentuale Anteil an neutrophilen,
basophilen und eosinophilen Granulozyten, sowie Lymphozyten und Monozyten be-
stimmt. Bei der Auszählung wurde der Objektträger mäanderförmig abgefahren.
Anschließend wurde der prozentuale Anteil der Leukozyten-Subpopulationen an den
Gesamt-Leukozyten ausgerechnet.



Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Das Blutbild des Hausmeerschweinchens

3.1.1 Einleitung

Das Blutbild ist eines der wichtigsten Diagnose-Hilfsmittel, um schnell einen ersten
Eindruck vom Gesundheitszustand eines Organismus zu erhalten. Daher benötigt
man aussagefähige Basisdaten. Diese Daten sollten sowohl alters- als auch geschlechts-
spezifisch aufgeschlüsselt sein, um Abweichungen von den Normalwerten erkennen zu
können. Dabei ist es wichtig sowohl Mittelwerte als auch die Streuung der Parame-
ter in einer Population gesunder Individuen zu charakterisieren. Zu einem Blutbild
gehören Parameter wie Leukozyten- und Erythrozytenzahlen, Hämatokrit, Hämo-
globin und natürlich das differentielle weiße Blutbild der Tiere.
Es gibt eine Vielzahl von Studien am Hausmeerschweinchen, die sich mit den Kom-
ponenten des Blutbildes des Meerschweinchens befassen (1904-1989, siehe Tab.3.1.1).
In vielen dieser Studien fehlen aber Informationen über Geschlecht, Alter, Konditi-
on und Reproduktionsstatus der Tiere, die jedoch die verschiedenen Blutparameter
beeinflussen können.
Für den Menschen ist bekannt, daß die Leukozytenzahl mit zunehmenden Alter
sinkt, und daß sich Hämatokrit- und Hämoglobinwerte zwischen den Geschlechtern
unterscheiden (Theml,1991). Chen (1991) zeigt signifikante Unterschiede bezüglich
der Hämoglobinwerte zwischen Männern und Frauen chinesischer Abstammung. Der
Hämatokrit sinkt mit zunehmendem Alter und unterscheidet sich zwischen den Ge-
schlechtern. Bei Jugendlichen konnte gezeigt werden, daß die Anzahl an Leukozy-
ten mit dem Alter der Versuchspersonen positiv korrelieren (Bartlett et al 1998).
Zusätzlich wird in dieser Studie deutlich, daß der Anteil an T-Zellen bei männlichen
Jugendlichen prozentual geringer ist als bei weiblichen Jugendlichen, der Anteil an
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B-Zellen bei männlichen Jugendlichen jedoch signifikant höher ist. Robel und Loch-
miller (1996) zeigen altersbedingte Unterschiede im differentiellen weißen Blutbild
bei Baumwollratten (Sigmodon hispidus). Neutrophile Granulozyten stellen bei adul-
ten Ratten einen höheren Anteil, Lymphozyten einen geringeren Anteil am weißen
Blutbild als bei jungen Ratten dar.
Um zu klären, ob derartige Unterschiede auch beim Hausmeerschweinchen bestehen,
werden im folgenden zunächst die bisher veröffentlichten Studien über das Blutbild
der Hausmeerschweinchen betrachtet(Burnett 1904,Wintrobe 1933, King et al. 1941,
Sawitsky et al. 1948, Innes et al. 1949, Ederstrom 1949, Roofe et al. 1950, Bilbey
et al. 1955, Constable 1960, Constable 1963, Zawisza-Zenkteler 1963, Ostwald et al.
1964, Moffatt et al. 1964, Zemann et al. 1965, Chan 1965a, Chan 1965b, Burns et al.
1966, Griffiths et al. 1969, Baumann et al. 1971, Baranski 1971, Sibley et al. 1979,
Bar-Ilan et al. 1980, Hawkey 1989a). Daten aus diesen Studien über Hämatokrit,
Hämoglobin, Erythrozyten- und Leukozytenzahlen sowie das differentielle Blutbild
der Tiere werden zusammengestellt und verglichen. In diesem Vergleich werden auch
tierspezifische Daten wie Alter, Geschlecht, sowie Kondition und Reproduktionssta-
tus der Tiere berücksichtigt.

Aufgrund des Fehlens verschiedener Informationen in den bisher veröffentlichten Stu-
dien über das Blutbild des Hausmeerschweinchens bezüglich Kondition, Geschlecht
oder Alter der Tiere, erwiesen sich die Literaturdaten als unzureichend. Daher war es
notwendig, eigene Daten von Tieren in unterschiedlichen Altersstufen, Reprodukti-
onstadien und Geschlecht aufzunehmen. Um Normalwerte für die unterschiedlichen
Tiergruppen zu erheben, wurden Blutproben von jeweils 10 Männchen und Weibchen
in unterschiedlichen Altersgruppen (3-10 Tage, 30-40 Tage, 50-100 Tage) analysiert.
In den Gruppen m.3-10 und w.3-10 (siehe Tabelle 3.1.3) sind die Tiere noch juvenil.
Im Alter von 30-40 Tagen sind die Weibchen im Gegensatz zu den Männchen bereits
geschlechtsreif (Weir 1974). Ab einem Alter von etwa 50 Tagen gelten alle Tiere als
adult (Weir 1974). Zusätzlich werden Daten von Weibchen in verschiedenen Repro-
duktionsstadien (Tag 40 der Tragzeit, Tag 7 der Laktation) ausgewertet. Die Daten
aus den verschiedenen Klassen von Meerschweinchen werden untereinander sowie
mit den Literaturdaten verglichen.

3.1.2 Daten aus der Literatur

Im folgenden werden Literaturdaten aus 23 Publikationen verglichen, die zwischen
1904 und 1989 publiziert wurden. Eine Liste von Publikationen wurden mit Hilfe des
Science Citation Index, ausgehend von aktuellen Publikationen (Hawkey 1989 und
Wagner et al. 1976)erstellt. Zusätzlich wurde der Science Citation Index von 2002
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an rückwärts bis 1989 nach den Schlagwörten
”
guinea pig“ und

”
Cavia“, in Verbin-

dung mit den Suchworten
”
blood“ und den einzelnen untersuchten Komponenten

(hematcrit, hemoglobine) und Zelltypen (erythocytes, leucocytes, lymphocytes, gra-
nulocytes, monocytes) durchsucht.
Tabelle 3.1.1 und Tabelle 3.1.2 zeigen die Daten aus den gefundenen Publikatio-
nen. Autoren und Publikationsdaten sind in Fußnote 1 zusammengefasst. In diesem
Literaturvergleich sind nur solche Studien enthalten, die das periphere Blut des
Hausmeerschweinchens untersuchen. Daten aus Knochenmarksuntersuchungen ge-
hen nicht mit ein (Chan, 1965; Chan, 1968; Dineen et al., 1970; Lucarelli et al.,
1968; Moffatt et al., 1964; Moffatt, et al., 1964b; Osmond et al., 1964; Osmond et
al., 1965; Sawitsky et al., 1948). Wurden die Tiere in den einzelnen Studien mani-
puliert, sind nur Daten aus Kontrollgruppen genannt. In einigen Studien wurden
die Daten in Einheiten erfasst, welche nicht mit anderen Arbeiten vergleichbar sind.
Diese Daten gehen nicht mit ein, sind in den Tabellen 3.1.1 und 3.1.2 jedoch durch
(x) markiert. Werden zu einem Parameter keine Daten genannt, ist dies durch (-)
gekennzeichnet.
Tabelle 3.1.1 zeigt Informationen zu Stichprobengröße (N), Geschlecht, Alter und
Gewicht, den Ort der Blutentnahme und die Zuchtlinien der in den Publikationen
untersuchten Tiere. Zusätzlich zeigt die Tabelle die Blutparameter Erythrozyten-
zahl, Hämatokrit, Hämoglobin und Leukozytenzahl.
Es fällt zunächst auf, daß in den meisten Studien nur männliche Hausmeerschwein-
chen untersucht worden sind. Es ist jedoch bei verschiedenen Spezies gezeigt worden,
daß sich einige Blutparameter zwischen den Geschlechtern unterscheiden (Theml,1991;
Chen, 1991). Nur Ostwald und Koautoren (1964) trennen die Daten der Männchen
von denen der Weibchen. Sind in anderen Studien Männchen und Weibchen un-
tersucht, so werden die Daten zu einer Gruppe zusammengefasst (Sawitsky et al.
1948, Ederstrom 1949, Burns et al. 1966). Diese Zusammenfassung der Werte erklärt
möglicherweise die sehr hohen Varianzen bei den gemessenen Werten.
Ebenfalls auffällig ist die sehr große Varianz bezüglich der miteinander korrelierten
Parameter Größe und Gewicht. Sawitsky (1948) bezeichnet die von ihm untersuchten
Tiere mit einem Gewicht von 268-640g als adult, Tiere mit ähnlichem Gewicht (225-
290g) sind bei Ostwald (1964) jedoch als zwei bis drei Wochen alt angegeben. Eigene
Daten zeigen bei einem Alter von 20-30 Tagen in Abhängigkeit von der Wurfgröße
ein Gewicht von 200-300g (siehe 3.4). Dieses bestätigen auch Raffel et al. (1996).
Die in Tabelle 3.1.1 angegebenen Erythrozytenzahlen variieren um nahezu 50% des
berrechneten Mittels über alle Publikationen, Leukozytenzahlen um nahezu 100%.
Diese extrem große Spannweite der Daten resultiert vermutlich aus den vielen ver-
schiedenen Tiertypen (Alter, Geschlecht, Gewicht, Zuchtlinie), welche in die Pu-
blikationen eingehen. Beeinflussen Parameter wie Alter oder Geschlecht auch bei
Meerschweinchen die gemessenen Blutwerte und werden diese Werte kombiniert, so
ist es klar, daß bei den gemessenen Daten große Spannweiten entstehen.
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Tabelle 3.1.2 zeigt die Werte des differentiellen weißen Blutbilds bei Hausmeer-
schweinchen. In Tabelle 3.1.2 sind nur die 13 Publikationen der 23 untersuchten
dargestellt, die Werte zu mindestens einem Parameter des weißen Blutbilds ange-
ben. Hier fällt ebenfalls die hohe Variabilität der dargestellten Daten auf. Die großen
Unterschiede in den Werten resultieren möglicherweise, wie bereits beschrieben, aus
der Zusammenfassung der Daten von Tieren in unterschiedlichen Konditionen (Al-
ter, Gewicht, Zuchtlinie) oder unterschiedlichen Geschlechtern. Hinweise auf derarti-
ge Unterschiede sind aus den analysierten Publikationen allerdings nicht ersichtlich.
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Tabelle 3.1.1: Angaben zum Blutbild aus der Literatur. Stichprobe (N), Konditions- und Blutparameter in der Literatur. (x: Literatur-
Daten in nicht vergleichbarer Einheit (%); Dunk.-H.: Dunkin- Hartley; per.: peripher; abd.: abdominale Aorta; SD: Standardabweichung).

Zitat Zucht- Blut- Gewicht Erythrozyten Hämatokrit Hämoglobin Leukozyten
Nr N linie Alter Sex probe (g) (106Zellen/mm3) (%) (g/100ml) (Zellen/mm3)
1 17 - adult - Ohr - 5,27 - x 10897
2 - - - m per. - 5,37 47,7 14,5 -
3 9 - - - - - 5,06 - - 17365
4 47 - adult m+w per 268-640 5,2 - 14,2 9460
5 48 - - - per. - 5,63 - 15.2 10600
6 20 - - m+w per. - 6,20 - - -
7 56 - - - Ohr - 6,27 - - 7558
8 53 - - m Ohr 300-570 3 - x 9100
9 5 Albino 2 Monate m per. 300 4,98 34,72 13,34 -

6 Albino 3 Monate m per. 500 5,52 34,05 14,41 -
10 105 Albino Geburt m - - 4,89 50 13,19 -

105 Albino 2 Wochen m - - 4,61 35 10,97 -
105 Albino adult m - - 5,81 48 16 -

11 25 - adult - per. 400 - - - 7687
12 5 - 2-3 Wochen m Herz 225-290 5,41 48 - -

5 - 2-3 Wochen w Herz 225-290 5,55 45 - -
13 33 Dun.-H. - m Ohr 400 4,18 - x -
14 54 Mongrel - m Ohr 350-800 6,23 - 12,46 8032
15 8 - - - Ohr 400 - - - 5853
16 10 Dun.-H. - m Ohr - - - - 4090
17 151 Hartley, Albino - m+w Herz 400-650 4,74 39,07 11,71 7650
18 26 Dun.-H. - m per. - 4,6 43 - 4800

10 Bahndorf - m per. - 4,6 42 - 5500
19 10 - - m Herz - - 42 14,4 -
20 100 - - - - - 4,98 - - 10930
21 5 Dun.-H. 6-7 Wochen m abd. 390 - - - 6510
22 50 Hartley adult m+w abd. 550-950 - 38,5 12,5 -
23 10 - - - - - 5 41,3 13 13300

N 22 14 13 16
Mittel 5,14 42,03 13,53 8674,50
Median 5,24 42 13,34 7859,5

(Min.-Max.) (3-6,23) (34,05-50) (10,97-16) (4090-17365)
SD 0,74 5,29 1,42 3920,54

11.Burnett 1904, 2.Wintrobe 1933, 3.King et al. 1941, 4.Sawitsky et al. 1948, 5.Innes et al. 1949, 6.Ederstrom 1949, 7.Roofe et al. 1950, 8.Bilbey et al. 1955,
9.Constable 1960, 10.Constable 1963, 11.Zawisza-Zenkteler 1963, 12.Ostwald et al. 1964, 13.Moffatt et al. 1964, 14.Zemann et al. 1965, 15.Chan 1965a, 16.Chan
1965b, 17.Burns et al. 1966, 18.Griffiths et al. 1969, 19.Baumann et al. 1971, 20.Baranski 1971, 21.Sibley et al. 1979, 22.Bar-Ilan et al. 1980, 23.Hawkey 1989a.
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Tabelle 3.1.2: Prozentualer Anteil der Subpopulationen an der Gesamtleukozytenzahl. Literatur,
in der keine Angaben zum weißen Blutbild gemacht werden sind nicht in der Tabelle enthalten. (*:
aus Daten in anderer Einheit errechnet; Gr.: Granulozyten)

Zitat Eosinophile Basophile Neutrophile Monozyten Lymphozyten
Nr. Gr. (%) Gr. (%) Gr. (%) (%) (%)
1 10,72 - - - 47,32
3 3,5 0,19 31,1 1,8 63,1
4 0,6 0,5 - 1,4 55,3
5 1,2 1,3 - 5,2 47,6
7 - - - - 70,79
8 0,6 0,2 - 3,1 64
14 0,25 0,13 27,21 0,94 71,3
15 0,44* 0,12* - - -
16 1,57* 0,15* - - -
18 - - 31,25* - 64,58*

- - 32,73* - 61,82*
20 - - - - 49,5
21 1,08* 0,31* 48,23 - -
23 0,1 0,5 55,2 9,2 35
N 10 9 6 6 11

Mittel 2,01 0,38 37,61 3,61 57,3
Median 0,84 0,2 31,99 2,45 62,91

(Min.-Max.) (0,1-10,72) (0,12-1,3) (27,21-55,2) (0,94-9,2) (35-71,3)
SD 3,21 0,38 11,29 3,14 11,34

Kurloff Körper

Eine Besonderheit im Blut des Meerschweinchens stellen die sogenannten Kurloff
Körper bzw. Zellen dar. Diese wurden zuerst von Kurloff 1889 und Foa et al 1889
erwähnt. Die Autoren beschreiben intrazytoplasmische Einschlüsse in lymphoiden
Zellen in Blut, Knochenmark und Milz der Meerschweinchen. Die Kurloff Körper
werden entweder als Sekrete des Zellkerns (Kurloff 1889; Ehrlich et al. 1901), ei-
ne Parasiteninfektion (Lymphocytozoon cobayae, Ross 1912; Clamydozoa, Schilling-
Torgau et al. 1911) oder Einschlüsse ähnlich den Guarinery Körpern und Kuhpocken
(Ledingham 1940) betrachtet. Acton et al. (1913) und Schilling et al. (1913) beschrei-
ben die Kurloff Körper zwar, ordnen ihnen aber keine Funktion zu. Einen weiteren
Erklärungsansatz für den Ursprung dieser Zellen zeigen Acton et al. (1914) auf. Hier
wird die Kurloff Zelle als Vorläufer eines eosinophilen Granulozyten beschrieben. Sen
et al. (1954) beschreiben die Kurloff Zelle als phagozytierten Granulozyten, der nicht
dem intrazellulären Zerfall unterliegt. Simmons (1967) beschreibt diese Zellen als
identisch in Herkunft und Funktion mit den Russel Körpern im menschlichen Blut.
Herkunft und Funktion wird von Smith (1947) und Sen et al. (1955) zusammen-
fassend betrachtet. Eine gute Abbildung einer Zelle mit eingeschlossenem Kurloff
Körper zeigt Hawkey (1989b).
Der Kurloff Körper wird als Einschluß in unterschiedlichen Leukozytentypen be-
schrieben. Kurloff (1889) beschreibt eine Vakuole innerhalb eines mononuklearen
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Leukozyten. Frey (1937) und Duplan (1954) beschreiben einen Einschluß in einem
Monozyten, wohingegen Ledingham (1940) Lymphozyten beschreibt, die Kurloff
Körper aufweisen.
Ledingham (1940) zeigt darüber hinaus einen Anstieg von Zellen mit Kurloff Körpern
mit zunehmendem Alter und besonders bei Weibchen während der Tragzeit und
mit zunehmendem Östrogenspiegel. Ein Absinken der Zellen mit Kurloff Körpern
zeigt sich nach Kastration. Marshall et al. (1971) bestätigen, daß eine Östrogen-
Stimulation zu einer Zunahme an Kurloff Zellen in Milz, Thymus und Knochenmark
führt.
Mit Hilfe histochemischer Methoden konnte gezeigt werden, daß der Kurloff Körper
aus einem Mucoprotein- Schwefel- Mucopolysaccharid- Komplex besteht (Marshall
et al. 1959; Muir et al. 1961). Dean und Muir (1970) identifizieren die Aminosäuren
in diesem Komplex.
Bisher ist nur wenig über das Verhalten und die Funktion von Kurloff Körpern be-
kannt. Mit Hilfe von histochemischen und Radioisotop- Methoden zeigen Marschall
et al. (1971) eine Freisetzung der Kurloff Körper aus den Zellen in die Plazenta. In
vitro beschädigt und zerstört das freigesetzte Material Macrophagen, hat jedoch kei-
nen Effekt auf Lymphozyten oder polymorphe Zellen. Die Freisetzung des Einschluß-
Materials wird möglicherweise durch immunologische Stimuli (Antigene des Tropho-
blasten) bestimmt (Hellstrom et al. 1969). Möglicherweise reduziert die Freisetzung
des Einschlußmaterials das Risiko des Trophoblasten, abgestoßen zu werden, da sich
das Material negativ auf die Macrophagen in der Umgebung auswirkt (Hellstrom et
al. 1969).
Die Kurloff Körper stellen also eine Besonderheit im Blut der Meerschweinchen dar.
Sowohl ihre Herkunft als auch ihre Funktion sind bisher nicht ausreichend unter-
sucht.

3.1.3 Eigene Daten

Um Normalwerte für die unterschiedlichen Tiergruppen aufzunehmen, werden im
folgenden Blutproben von männlichen und weiblichen Hausmeerschweinchen in un-
terschiedlichen Altersgruppen (3-10 Tage, 30-40 Tage, 50-100 Tage) und Reproduk-
tionsstadien (Tag 40 der Tragzeit, Tag 7 der Laktation) analysiert.

Methode

Bei den Versuchstieren handelte es sich um ausgekreuzte Hausmeerschweinchen Ca-
via porcellus aus der Zucht der Universität Bielefeld (Lehrstuhl für Verhaltensfor-
schung). Mütter und ihre Jungtiere (Tiere der Gruppen m.3-10, w.3-10, w.Trag,
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und w.Lak; Tabelle 3.1.3) wurden zusammen in einer Box (0,81m2) gehalten. Junge
Tiere im Alter von 30 bis 40 Tagen (Gruppen m.30-40 und w.30-40) wurden gemein-
sam in Jungtiergruppen von etwa 10 Tieren nach Geschlechtern getrennt in einer
Box (2m2) gehalten. Adulte Männchen (Gruppe m.50-100) wurden gemeinsam mit

drei ebenfalls adulten Männchen in Boxen mit einer Grundfläche von 3m2, adulte
Weibchen (Gruppe w.50-100) jeweils mit einem anderen Weibchen auf einer Fläche

von 0,81m2 gehalten. Alle Tiere waren in einer Photoperiode von 14 Stunden Licht
und 10 Stunden Dunkel bei einer Raumtemperatur von 20-24◦C untergebracht. Den
Tieren stand Pelletfutter (Höveler, Langenfeld, Germany) und Wasser unbegrenzt
zur Verfügung. Wöchentlich wurde dem Trinkwasser Vitamin C zugesetzt. Tabelle
3.1.3 zeigt Alter, Geschlecht, Reproduktionsstatus und Stichprobengröße der unter-
suchten Tiergruppen.
Die Tiere sind innerhalb eines gemessenen Parameters sind nicht miteinander ver-
wandt und jeweils nur in einer Versuchsgruppe enthalten. Die Tiere einer Gruppe
sind also innerhalb eines Parameters unabhängig voneinander.

Tabelle 3.1.3: Untersuchte Tiere
Gruppe Geschlecht Alter Reproduktionsstatus N

1 m.3-10 m 3-10 Tage - 10

2 m.30-40 m 30-40 Tage - 10

3 m.50-100 m 50-100 Tage - 10

4 w.3-10 w 3-10 Tage - 10

5 w.30-40 w 30-40 Tage - 10

6 w.50-100 w 50-100 Tage - 10

7 w.trag w 80-100 Tage Tag 40 der Tragzeit 10

8 w.lakt w 80-100 Tage Tag 7 der Laktation 10

Blutproben wurden den Tieren aus der Ohrvene entnommen. Um die Anzahl der
Leukozyten zu bestimmen, wurden 10µl Blut mit 190µl Tuerkscher Lösung vermischt
und in einer Neubauer-Zählkammer unter dem Mikroskop (Vergrößerung 100x) aus-
gezählt. Es wurden pro Tier zwei Proben ausgezählt, über die der Mittelwert gebildet
wurde.
Um das differentielle weiße Blutbild zu erstellen, wurden Blutausstriche angefertigt
und in einer Kombination aus May-Grünwald (5 Minuten) und Giemsa Lösung (15
Minuten) gefärbt. Die Ausstriche wurden unter dem Mikroskop bei 1000-facher Ver-
größerung ausgewertet. Dabei wurden jeweils 100 Leukozyten den unterschiedlichen
Subpopulationen (Lymphozyten, eosinophile, basophile und neutrophile Granulozy-
ten, Monozyten) zugeordnet.
Um den Hämatokrit aus den Blutproben der Versuchstiere zu ermitteln, wurden
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zwei Mikrokapillaren (10µl, heparinisiert) mit Blut befüllt und zentrifugiert (Com-
pur Microspin, 11500 rpm, Bayer Diagnostics, Germany). Der Wert konnte dann auf
einer Prozentskala abgelesen werden. Pro Tier wurden zwei Proben erstellt, über die
der Mittelwert gebildet wurde.

Für die Messung der Erythrozytenzahl wurde eine Mikrokapillare (5µl, heparini-
siert) mit Blut befüllt und in 2,5ml GOWERsche Lösung überführt (Instant M in
vitro Diagnosticum für Erythrozyten, Bayer Diagnostic, Germany; Art.Nr.605822).
Die Erythrozytenzahl wurde in einem Miniphotometer (Compur Minilab Bayer Dia-
gnostics, Germany) ermittelt.
Die Daten aus diesem Photometer wurden mit Hilfe einer Zählkammer validiert.
Dazu wurde die Erythrozytenzahl aus Blutproben von 12 Tieren (nicht in dieser
Studie enthalten) sowohl im Photometer, als auch in der Zählkammer ausgewer-
tet. Die Daten aus Photometer und Zählkammer unterschieden sich nicht signifikant
voneinander (t-Test für gepaarte Stichproben, N=12, t=-0,41, FG=11, p=0,6899).
Eine Korrelation der Daten aus Kammer und Photometer ergab eine hohe Korre-
lation der zwei Datengruppen (Pearson Korrelation, N=12, r=0,77, p=0,0035). Die
Messwerte aus dem Photometer sind damit validiert und das Photometer kann in
der Methodik zur Ermittlung der Erythrozytenzahl verwandt werden.

Eine weitere Mikrokapillare (5µl, heparinisiert) mit Blut wurde in 1,25ml Rea-
genzlösung überführt(Instant M in vitro Diagnosticum für Hämoglobin, Bayer Dia-
gnostics, Germany; Art.Nr.7288/605749). Der Hämoglobinwert wurde ebenfalls mit-
tels eines Miniphotometers (Compur Minilab Bayer Diagnostics, Germany) ermit-
telt.

Ergebnisse

Abbildung 3.1.1 zeigt Hämatokrit-, Hämoglobin- und Erythrozytenwerte der Ver-
suchsgruppen. Abgebildet sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung. In al-
len drei Parametern gab es signifikante Unterschiede (Hk: ANOVA F7,72=31,49

p<0,001; Hb: ANOVA F7,72=10,82 p<0,001; Ery: ANOVA F7,72=8,82 p<0,001).

Die Werte aller drei Parameter bei jungen Männchen (m.3-10) und Weibchen (w.3-
10) unterschieden sich signifikant von allen anderen Gruppen (HSD-posthoc Test
p<0,05). Dabei unterschieden sich die Geschlechter in diesen Gruppen nicht signifi-
kant voneinander (HSD-posthoc Test p>0,05). Die Werte für Hämatokrit, Hämoglo-
bin und Erythrozyten variierten mit dem Alter, jedoch nicht geschlechtsspezifisch.
Der Hämatokritwert (Abbildung 3.1.2) sank mit zunehmendem Alter signifikant ab
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(ANOVA F3,757=17,31 p<0,001). Hier wurden die Daten von Tieren im Alter von

drei, sieben, zehn und vierzehn Tagen verglichen. Die Tiere waren nicht die gleichen
wie die der Versuchsgruppen m.3-10 und w.3-10. In den einzelnen Altersstufen wa-
ren jeweils Männchen und Weibchen enthalten. Die Tiere sind jeweils nur in einer
Altersgruppe enthalten. Bei den Werten handelt es sich nicht um wiederholte Mes-
sungen derselben Tiere.
Die Hämatokritwerte der drei Tage alten Tiere lagen signifikant höher als die aller
älteren Gruppen (HSD posthoc test p<0,01). Der Unterschied machte im Vergleich
zu den 7 Tage alten Tieren etwa 8%, zu den 10 und 14 Tage alten Tieren etwa
15%und 18% aus. Sieben Tage alte Tiere lagen niedriger als drei Tage alte Tiere
(HSD posthoc test p<0,01), jedoch signifikant höher als 10 und 14 Tage alte Tiere
(HSD posthoc test p<0,01). Der Unterschied betrug hier 6% bzw. 9%. Die Werte
der beiden letzten Gruppen unterschieden sich nicht voneinander (HSD posthoc test
p>0,05).

Abbildung 3.1.1: Hämatokrtit- (Hk), Hämoglobin- (Hb) und Erythrozytenwerte (Ery) der Tiere
in den Versuchsgruppen. Die Versuchsgruppen unterscheiden sich signifikant voneinander (Hk:
ANOVA F7,72=31,49 p<0,001; Hb: ANOVA F7,72=10,82 p<0,001; Ery: ANOVA F7,72=8,82

p<0,001). Die Jungtiergruppen (*) unterscheiden sich signifikant von allen anderen Gruppen (HSD
posthoc test p<0,05), jedoch nicht untereinander (HSD posthoc test p>0,05).



KAPITEL 3. ERGEBNISSE 32

Abbildung 3.1.2: Hämatokrit in Abhängigkeit vom Lebenstag. Der Hämatokrit nimmt mit zu-
nehmendem Alter signifikant ab (ANOVA F3,757=17,31 p<0,001). Verschiedene Buchstaben be-

zeichnen signifikant voneinander verschiedene Werte

In Abbildung (3.1.3) zeigt sich, daß sich die Leukozytenzahlen zwischen den Grup-
pen nicht voneinander unterschieden (ANOVA F7,72=1,70 p>0,1). Auffällig war die

hohe Standardabweichung als Folge der hohen Variabilität der Werte innerhalb der
einzelnen Tiergruppen.

Betrachtet man die Subpopulationen der Leukozyten (Tabelle 3.1.2), also das dif-
ferentielle Blutbild der Tiere, so fanden sich bezüglich der Anzahl der Monozyten
(ANOVA F7,72=1,96 p>0,05) und neutrophilen Granulozyten (ANOVA F7,72=0,36

p>0,05) keine Unterschiede zwischen den untersuchten Tiergruppen. Die Lympho-
zytenzahlen variierten signifikant (ANOVA F7,72=2,24 p<0,05), wobei sich im Post

Hoc Test (Tukeys HSD Test; immer p>0,05) keine Unterschiede zwischen einzelnen
Gruppen ergaben. Das gleiche Ergebnis zeigte sich bei den eosinophilen Granulozy-
ten (ANOVA F7,72=2,71 p<0,05 und Tukeys HSD Test, immer p>0,05). Basophile

Granulozyten kamen bei jungen Tieren (m.3-10 und w.3-10) signifikant häufiger vor
als bei allen anderen Tiergruppen (ANOVA F7,72=3,21 p<0,01 und Tukeys HSD

Test, p<0,05). Der Anteil der Basophilen junger Männchen unterschied sich nicht
von den Werten der jungen Weibchen (Tukeys HSD Test; p>0,05). Kurloff Zellen
kamen bei trächtigen Weibchen signifikant häufiger vor als in allen anderen Gruppen
(ANOVA F7,72=2,71 p<0,001 und Tukeys HSD Test, p<0,05). Mittelwerte für die

Subpopulationen der Leukozyten sind in Tabelle (3.1.4) aufgetragen.



KAPITEL 3. ERGEBNISSE 33

Abbildung 3.1.3: Leukozytenzahlen der Tiere in den Versuchsgruppen. Die Gruppen unterschie-
den sich statistisch nicht nachweisbar voneinander (ANOVA, p>0,05).

Tabelle 3.1.4: Zellen des differentiellen Blutbildes. Der jeweilige Wert stellt den Anteil der Zell-
typen an den Gesamt-Leukozyten dar (Mittelwerte, Angaben in % von jeweils 100 ausgezählten
Leukozyten). (Lym: Lymphozyten; Mon: Monozyten; Eos: eosinophile Granulozyten; Bas: baso-
phile Gr.; Neu: neutrophile Gr.; Kur: Kurloff Zellen; n.s.: nicht signifikant)

m.3-10 m.30-40 m.60-100 w.3-10 w.30-40 w.60-100 w.Trag w.Lak p

Lym. 68,7 71,6 75,4 72,7 80,3 79,6 75,7 82,4 <0,05

Mon. 5,8 5,3 3,8 5,6 5,5 4,4 3,1 2,4 n.s.

Eos. 3,6 3,3 1,4 4,2 2,4 1,3 1,1 1,1 <0,05

Bas. 2,7* 0,1 0,7 1,6* 0,4 0,2 0,3 0,2 <0,01

Neu. 18,2 19,7 18,7 16 21,3 14,2 18,5 13,4 n.s.

Kur. 0 0 0,1 0 0 0,34 1,3* 0,5 <0,001

3.1.4 Diskussion

Vergleicht man die Daten aus der Literatur mit den eigenen Daten, so ergibt sich
folgendes Bild:
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In keinem der untersuchten Parameter konnten signifikante Unterschiede bezüglich
der Geschlechter festgestellt werden. Nur bei den Lymphozytenzahlen liegen die Wer-
te der Männchen tendentiell über den Werten der Weibchen. Es gibt jedoch auch
hier keinen signifikanten Unterschied zwischen den Geschlechtern. Entsprechend den
Angaben in der Literatur (siehe Abschnitt 3.1.2) zeigt sich bei den trächtigen Weib-
chen ein signifikant höherer Anteil an Kurloff Zellen im differentielle Blutbild.

Die Erythrozytenzahlen, die Hämatokrit- und die Hämoglobinwerte der eigenen Da-
ten unterscheiden sich zwischen den untersuchten Tiergruppen signifikant voneinan-
der. Dabei zeigen die Gruppen m.3-10 und f.3-10 jeweils signifikant höhere Werte als
alle anderen untersuchten Tiergruppen. Es gibt also innerhalb dieser drei Parameter
einen signifikanten Alterseffekt. Bezüglich der Erythrozytenzahlen liegen alle Werte
der untersuchten Gruppen innerhalb der Daten-Spannweite aus der Literatur (siehe
Tabelle 3.1.1). Bei Hämatokrit- und Hämoglobinwerten liegen die Jungtiergruppen
(m.3-10 und w.3-10) über den in der Literatur zitierten Werten.
Die Leukozytenzahlen unterscheiden sich in den selbst aufgenommenen Daten nicht
innerhalb der Gruppen. Die Daten zeigen eine hohe Standardabweichung. Im Ver-
gleich zu den Daten aus der Literatur liegen alle Werte innerhalb der dort gezeigten
Varianz. Es gibt hier, im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen Parametern keine
altersbedingten Effekte.
Die gemessenen Daten zum differentiellen Blutbild unterscheiden sich in verschiede-
nen Punkten von den Daten in der Literatur. Die Werte für eosinophile Granulozyten
liegen innerhalb der Spannweite, die in der Literatur angegeben ist. Allerdings gibt
es innerhalb der eigenen Daten signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen. Die
Werte für Jungtiere (m.3-10 und w.3-10) und die der subadulten Männchen (m.30-
40) liegen tendentiell höher als die der anderen untersuchten Gruppen.
Der Anteil der basophilen Granulozyten liegt teilweise oberhalb der in der Litera-
tur angegebenen Werte. Dabei sind die Werte in den Jungtiergruppen (m.3-10 und
f.3-10) signifikant höher als in den anderen untersuchten Gruppen. Nur diese zwei
Gruppen liegen im Anteil der basophilen Granulozyten am differentiellen Blutbild
oberhalb der in der Literatur beschriebenen Werte. Hier zeigt sich ebenfalls ein Al-
terseffekt.
Der Anteil der neutrophilen Granulozyten liegt bei allen gemessenen Gruppen un-
terhalb der Literaturwerte. Hier lässt sich kein Alterseffekt feststellen. Das gleiche
gilt für die gemessenen Werte für den Anteil der Monozyten.
Der Anteil der Lymphozyten liegt teilweise oberhalb der in der Literatur gezeigten
Werte. Die gemessenen Daten unterscheiden sich in den Gruppen signifikant von-
einander. Die Werte der Weibchen liegen dabei tendentiell über den Werten der
Männchen.
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Bei allen Werten, sowohl in der Literatur, als auch bei den selbst aufgenommenen
Daten zeigt sich eine große Streuung der Werte. Diese ist durch eine grosse interindi-
viduelle Varianz bedingt. Die selbst aufgenommenen Daten machen jedoch deutlich,
daß sich bei den Tieren bezüglich der Werte für Erythrozytenzahlen, Hämatokrit-
und Hämoglobinwerte und den Anteil an basophilen Granulozyten deutliche Alters-
effekte zeigen. Diese Effekte sind in der Literatur bisher nicht berücksichtigt oder
beschrieben worden. Außer bei den Lymphozyten, deren Anteil bei Weibchen ten-
dentiell höher ist als bei Männchen, konnten im Rahmen der vorliegenden relativ
kleinen Stichprobe (N=10) keine geschlechtsspezifischen Unterschiede gezeigt wer-
den.

Die Ergebnisse zeigen also, daß in zukünftigen Untersuchungen auf jeden Fall das
Alter der Tiere einbezogen werden muß. Bei den Weibchen sollte ebenfalls der Re-
produktionsstatus aufgrund des vermehrten Aufkommens der sogenannten Kurloff
Zellen im weißen Blutbild der Tiere berücksichtigt werden. Um abschließend Effe-
ke des Geschlechts auf verschiedene Parameter, besonders im weißen Blutbild, aus-
schließen zu können, sollte hierzu eine größere Anzahl an Tieren, untersucht werden.



KAPITEL 3. ERGEBNISSE 36

3.2 Effekte der Tragzeit auf die Immunantwort

weiblicher Hausmeerschweinchen

3.2.1 Einleitung

Die Reproduktion ist für alle weiblichen Säugetiere eine energetisch sehr aufwendige
Phase im Lebenslauf. Weibliche Hausmeerschweinchen produzieren in der Tragzeit
nahezu 40% des eigenen Körpergewichts an Jungtiermasse. Während einer ca. 68 Ta-
ge langen Tragzeit produzieren die Weibchen im Durchschnitt 2-3 Jungtiere (Raffel,
1992). Die Produktion von Jungtiermasse, gemessen als Gewichtszunahme der Mut-
ter, ist im zweiten und dritten Drittel der Tragzeit besonders deutlich.
Für die Weibchen bedeutet dies eine hohe Investition in die Produktion von foe-
talem Gewebe. Während der Tragzeit steigt die Nahrungsaufnahme der Tiere um
ca. 16% an. Die Energieaufnahme beträgt etwa das 2,4fache des Basalstoffwechsels
(Künkele, 2000b). Hier wird der Mehrbedarf an Energie, bzw. die Investition von
Energie in die Jungtiere deutlich sichtbar.
Unter diesen Bedingungen kann es zu dem in Kapitel 1 beschriebenen Allokations-
prozess kommen. Dabei besteht möglicherweise der zuvor beschriebene

”
trade-off“

der verfügbaren Energie zwischen Reproduktion und anderen physiologisch wichti-
gen Prozessen wie dem Immunsystem.
Ist die Immunkompetenz während der Tragzeit reduziert, so kann dies zu einer
erhöhten Anfälligkeit der Eltern gegenüber Parasiten, Bakterien und Viren führen,
die das Überleben der Eltern und damit auch der Jungtiere gefährden.
Eine Reduktion der Reaktivität des Immunsystems könnte dem Schutz des Foetus
dienen. Es sollte während der Befruchung der Eizelle und der Implantation des Em-
bryos in der Gebärmutter nicht zu einer Abstoßung der fremden Zellen (Spermien
des Mannes; foetale Zellen) durch das Immunsystem der Mutter kommen. Daher
wäre es denkbar, daß während der Tragzeit das Immunsystem der Mutter herunter
geregelt wird, um eine derartige Abstoßungsreaktion zu vermeiden. Ist dies der Fall,
so könnte diese Reduktion jedoch das Überleben der Mutter und deren Fortpflan-
zungserfolg verringern.

Ob die spezifische Immunreaktion während der Tragzeit beeinträchtigt ist, wird in
diesem Abschitt überprüft. Es wird getestet, ob und in welcher Weise und Intensität
sich die Tragzeit auf die Immunantwort weiblicher Hausmeerschweinchen auswirkt.
Besteht der zuvor beschriebene

”
trade-off“, so würde man bei den trächtigen Weib-

chen, im Gegensatz zu nicht reproduzierenden Weibchen, eine verringerte oder gar
keine Immunantwort erwarten.
Um das zu überprüfen werden reproduzierende weibliche Hausmeerschweinchen im
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zweiten Drittel der Tragzeit (Tag 40 von 68 Tagen Tragzeit) mit einem Antigen
(KLH) immunisiert. Die Stärke/ Intensität der Immunantwort wird ermittelt und
mit der Immunantwort nicht reproduzierender Weibchen verglichen.
Zusätzlich werden weitere Versuchstiergruppen (reproduzierend und nicht reprodu-
zierend) unter Nahrungsrestriktion gehalten. Hier soll überprüft werden, ob sich
die Immunantwort unter begrenzter Energieverfügbarkeit (Nahrungsknappheit) von
der Immunantwort nicht restriktierter Tiere unterscheidet. Durch die Restriktion
erfolgt also eine Limitierung der Ressourcen, wodurch der

”
trade-off“ zwischen dem

Immunsystem und anderen physiologischen Prozessen wie zum Beispiel der Repro-
duktion bei den trächtigen Tieren oder das Wachstum bei reproduzierenden und
nicht reproduzierenden Tieren, möglicherweise verstärkt werden könnte. Ist dies der
Fall, so sollte die Immunantwort der restriktierten Tiere geringer ausfallen als in der
jeweiligen ad libitum gefütterten Versuchsgruppe.

3.2.2 Methode

Bei den Versuchstieren handelt es sich um Hausmeerschweinchen (Cavia porcellus)
aus der Zucht der Universität Bielefeld. Haltung und Nahrungskonditionen sind in
Abschnitt 2.1.1 beschrieben.
Die Versuchstiere wurden -wie in Abschnitt 2.2.1 erläutert- immunisiert. Blutproben
wurden den Tieren aus der Ohrvene entnommen. Es wurden jeweils die Leukozy-
tenzahl bestimmt und ein differentielles Blutbild erstellt. Die Methodik dazu ist in
Abschnitt 2.2.5 und 2.2.6 dargestellt. Aus jeder Blutprobe wurde der Antikörperti-
ter mit Hilfe des ELISA ermittelt. Der Test ist in Abschnitt 2.2.4 beschrieben.

Die Auswertung der verschiedenen Parameter erfolgt mittels Varianzanalysen (ANO-
VA). In diese Analysen gehen jeweils Reproduktions- (1: Tragzeit, 2: nicht repro-
duzierend), Immunisierungs- (1: immunisiert, 2. nicht immunisiert) und Futtersta-
tus (1. ad libitum, 2: restriktiert) als unabhängige Variablen ein (Abb. 3.2.1. Als
abhängige Daten gehen jeweils die gemessenen Werte in die Analyse ein. Die Ergeb-
nisse der ANOVA sind in den Tabellen 3.2.2 und 3.2.3 aufgetragen. Auch wenn in
den folgenden Abbildungen verschiedene Gruppen zu einer zusammengefasst sind
(z.B.: Abb.3.2.2), gehen in die Analyse die Einzelgruppen ein (siehe Tab. 3.2.1).
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Tabelle 3.2.1: Versuchsreihen (Tr.: Tragzeit; ad lib.: ad libitum; restr.: restriktiert). Die Bezeich-
nung der Reihen setzt sich aus Reproduktionsstatus (r: Tragzeit; nr: nicht reproduzierend), der
Immunisierung (i: immunisiert; ni: nicht immunisiert) und der Futterkondition (a: ad libitum; r:
restriktiert) zusammen. Zahlen in Klammern geben die Stichprobengröße an, bei der alle Parame-
ter gemessen wurden (In Ansatz 1 (siehe Tabelle 2.2) wurden keine Leukozytenzahlen gemessen
und kein Diff. Blutbild erstellt.)

Repro- Immuni- Tag der Futter-

Kategorie Bezeichnung duktion sierung Immunisierung kondition N

Versuch I r i a + + Tag 40 Tr. Ad lib. 16(8)

Versuch I r i r + + Tag 40 Tr. Restr. 10

Kontrolle I r ni a + - NaCl Tag 40 Tr. Ad lib. 18 (8)

Kontrolle I r ni r + - NaCl Tag 40 Tr. Restr. 10

Kontrolle II nr i a - + 107. LT Ad lib. 8

Kontrolle II nr i r - + 107. LT Restr. 8

Kontrolle III nr ni a - - NaCl 107. LT Ad lib. 8

Kontrolle III nr ni r - - NaCl 107. LT Restr. 8

Abbildung 3.2.1: Struktur der Varianzanalyse. Reproduktions-, Immunisierungs-, und Futtersta-
tus stellen die unabhängigen Variablen in der Analyse dar.
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3.2.3 Ergebnisse

3.2.3.1 Konditionelle Parameter

Abbildung 3.2.2 zeigt den Gewichtsverlauf der Versuchstiere während der Tragzeit
und Laktation. Das Gewicht der Weibchen zu Beginn der Versuche (nicht repro-
duzierende Weibchen) bzw. bei Konzeption (reproduzierende Weibchen) ging als
Co-Variable ein, da die Tiere aus Ansatz 1 (siehe Tabelle 2.2) ca. 50 Tage älter und
damit auch bei der Konzeption signifikant schwerer waren.

Abbildung 3.2.2: Gewichte der Weibchen (Mittel ± SE). Es sind jeweils reproduzierende ad libi-
tum gefütterte, reproduzierende restriktierte, nicht reproduzierende ad libitum gefütterte und nicht
reproduzierende restriktierte Tiere zusammengefasst. Während der Tragzeit war das Gewicht der
reproduzierenden Weibchen signifikant höher als das Gewicht der nicht reproduzierenden Weib-
chen. (Statistik im Text)

In der folgenden Tabelle (3.2.2) sind die Ergebnisse der Varianzanalyse der Gewichte
und der im folgenden dargestellten Ergebnisse, die die konditionellen Parameter der
Versuchstiere betreffen dargestellt.
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Tabelle 3.2.2: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) für Konditionsparameter. Unabhängige
Variablen: Reproduktions-, Immunisierungs- und Futterstatus; abhängige Variablen: Versuchs-
tag(e). Int.: Interaktion (nur signifikante Interaktionen angegeben). Für jeden Parameter wurde
eine eigene Analyse erstellt.

Parameter Effekt FG FG Fehler F p

Gewicht Mutter 1.Reproduktion 1 77 268,65 <0,001

Tragzeit 2.Immunisierung 1 77 0,225 0,637

3.Futter 1 77 0,919 0,341

4.Tage (Verlauf) 28 2184 255,64 <0,001

Int. 1. & 4. 28 2184 158,96 <0,001

Int. 3. & 4. 28 2184 9,289 <0,001

Gewicht Mutter 1.Reproduktion 1 77 15,233 <0,001

Laktation 2.Immunisierung 1 77 0,016 0,901

3.Futter 1 77 8,399 0,0049

4.Tage (Verlauf) 24 1872 6,700 <0,001

Int. 1. & 3. 1 77 6,457 0,013

Int. 1. & 4. 24 1872 2,226 <0,001

Int. 1., 3. & 4. 24 2184 7,414 <0,001

Wachstum Mutter 1.Reproduktion 1 77 16,519 <0,001

2.Immunisierung 1 77 0,010 0,919

3.Futter 1 77 0,235 0,629

Int. 1. & 3. 1 77 21,633 <0,001

Nahrungsverbrauch Mutter 1.Reproduktion 1 77 96,748 <0,001

Tragzeit 2.Immunisierung 1 77 0,5325 0,468

3.Futter 1 77 82,639 <0,001

4.Tage (Verlauf) 28 2184 2,899 <0,001

Int. 1. & 4. 28 2184 3,348 <0,001

Int. 3. & 4. 28 2184 1,971 0,002

Nahrungsverbrauch Mutter 1.Reproduktion 1 77 249,24 <0,001

Laktation 2.Immunisierung 1 77 1,586 0,212

3.Futter 1 77 14,193 <0,001

4.Tage (Verlauf) 24 1872 255,64 <0,001

Int. 1. & 4. 24 1872 20,722 <0,001

maternaler Aufwand 1.Immunisierung 1 50 1,459 0,233

2.Futter 1 50 0,456 0,503

Geburtsgewicht 1.Immunisierung 1 50 0,918 0,343

Jungtiere 2.Futter 1 50 48,387 <0,001

Wurfgröße 1.Immunisierung 1 50 0,569 0,454

bei Geburt 2.Futter 1 50 3,185 0,080

effektive 1.Immunisierung 1 50 0,082 0,776

Wurfgröße 2.Futter 1 50 0,491 0,487

Geschlechter- 1.Immunisierung 1 50 1,886 0,176

verhältnis 2.Futter 1 50 0,093 0,762

Mortalität 1.Immunisierung 1 50 0,549 0,462

Jungtiere 2.Futter 1 50 2,919 0,094
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Die statistische Analyse zeigte, daß der Immunisierungsstatus keinen Einfluß auf
die Gewichte der Weibchen während der Tragzeit hatte (ANOVA, siehe Tab. 3.2.2),
wohingegen der Reproduktionsstatus einen signifikanten Einfluß auf den Gewichts-
verlauf hatte. Während der Tragzeit lag das Gewicht der reproduzierenden Weibchen
signifikant über dem Gewicht der nicht reproduzierenden Tiere. Bei den reproduzie-
renden Tieren gab es einen signifikanten Anstieg des Gewichts bis zur Geburt der
Tiere. Dabei zeigten bei den reproduzierenden Tieren restriktierte und ad libitum
gefütterte Tiere einen signifikant unterschiedlich en Anstieg über die Tragzeit hin-
weg (ANOVA, siehe Tab. 3.2.2). In vergleichbaren Gruppen (reproduzierend bzw.
nicht reproduzierend) lagen die Gewichte der ad libitum gefütterten Tiere über den
Gewichten der restriktierten Tiere.
Während der Laktation bestanden signifikante Unterschiede zwischen den Versuchs-
gruppen bezüglich des Reproduktions- und Futterstatus (ANOVA, siehe Tab. 3.2.2).
Auch hier beeinflusste die Immunisierung das Gewicht der Weibchen nicht. Die Da-
ten aller Tiere zeigten einen signifikanten Verlauf über die Tragzeit. Dabei unter-
schied sich der Gewichtsverlauf der ad libitum gefütterten Tiere von den restrik-
tierten Tieren. Auch der Verlauf der reproduzierenden Tieren unterschied sich von
den nicht reproduzierenden Tieren (ANOVA, siehe Tab. 3.2.2). In der Gruppe der
nicht reproduzierenden Tiere unterschied sich das Gewicht der Tiere anfangs nicht.
Restriktierte Tiere nehmen im Laufe des Versuchs nicht nachweisbar an Gewicht zu
(nicht reproduzierende Gruppe). Bei der reproduzierenden Gruppe waren schon am
Anfang des Versuchs Unterschiede gegeben, die sich aber über den Versuchsablauf
nicht nachweisbar veränderten.

Die Versuchstiere waren zu Beginn der Versuche noch nicht ausgewachsen. In der
folgenden Abbildung (3.2.3) ist das Wachstum der Tiere während des kompletten
Versuchs (in allen Gruppen ca.100 Tage) aufgetragen (Differenz zwischen dem Ge-
wicht bei Konzeption (reproduzierende Tiere) bzw. zu Versuchsbeginn (nicht repro-
duzierende Tiere) und Gewicht am Versuchsende). Die Ergebnisse der statistischen
Analyse sind in Tab. 3.2.2 aufgelistet.
Reproduzierende Weibchen wuchsen über den Versuchsablauf gesehen signifikant
mehr als nicht reproduzierende Weibchen im gleichen Zeitraum . Die Immunisierung
oder das Nahrungsangebot hatten keinen nachweisbaren Einfluss auf das Wachstum
der Weibchen. In Abbildung 3.2.3 sind deshalb immunisierte und nicht immunisier-
te Gruppen zusammengefaßt. Die Werte für die restriktierten Tiere lagen teilweise
unter denen der ad libitum gefütterten Tiere. Der Unterschied war jedoch nicht si-
gnifikant (ANOVA, siehe Tab. 3.2.2).



KAPITEL 3. ERGEBNISSE 42

Abbildung 3.2.3: Wachstum der Weibchen (Median: Box, 25% 75%: Whisker). Es sind jeweils
reproduzierende ad libitum gefütterte, reproduzierende restriktierte, nicht reproduzierende ad li-
bitum gefütterte und nicht reproduzierende restriktierte Tiere zusammengefasst. (unterschiedliche
Buchstaben kennzeichnen signifikant verschiedene Werte)(Statistik im Text).

Abbildung 3.2.4: Nahrungsverbrauch der reproduzierenden (A) und nicht reproduzierenden (B)
Weibchen (Mittel ± SE). Es sind jeweils reproduzierende ad libitum gefütterte, reproduzierende
restriktierte, nicht reproduzierende ad libitum gefütterte und nicht reproduzierende restriktierte
Tiere zusammengefasst (Statistik im Text).

Die vorausgehende Abbildung (3.2.4) zeigte den tägliche Nahrungsverbrauch der
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Weibchen pro kg Körpergewicht dargestellt. Die Gruppen wurden, wie schon in Ab-
bildung 3.2.2 zusammengefasst, da sich in vergleichbaren Gruppen die immunisierten
Tiere nicht von den nicht immunisierten unterscheiden.
Während der Tragzeit unterschied sich die Nahrungsaufnahme reproduzierenden
Weibchen signifikant von der Aufnahme nicht reproduzierender Weibchen (ANOVA,
siehe Tab. 3.2.2). Die Immunisierung hatte keinen Einfluss auf die Nahrungsaufnah-
me der Tiere (ANOVA, siehe Tab. 3.2.2). Die Nahrungsaufnahme der restriktierten
Tiere lag während der Tragzeit und der Laktation versuchsbedingt signifikant unter
der der ad libitum gefütterten Tiere. Während der Laktation war die Nahrungsauf-
nahme laktierender Tiere signifikant höher als die Aufnahme der nicht reproduzieren-
den Tiere (ANOVA, siehe Tab. 3.2.2). Sowohl während Tragzeit als auch Laktation
zeigte sich eine signifikante Änderung der Nahrungsaufnahme in Abhängigkeit von
Reproduktions- und Futterstatus.

Der maternale Aufwand (Abb.3.2.5) der Versuchsweibchen ergibt sich aus der Ge-
samtmasse der produzierten Jungtiere eines Weibchens dividiert durch das Gewicht
bei Konzeption. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Grup-
pen bezogen auf die Variable Immunisierungs- oder Futterstatus (ANOVA, siehe
Tab. 3.2.2).

Betrachtet man die mittleren Geburtsgewichte (Abb.3.2.6) der produzierten Jung-
tiere (ANOVA; unabhängige Var. Futter und Immunisierung), so wird deutlich, daß
Jungtiere restriktierter Weibchen signifikant leichter geboren wurden als Jungtiere
ad libitum gefütterter Weibchen (ANOVA, siehe Tab. 3.2.2). Die Immunisierung der
Mütter hatte keinen Einfluß auf das Geburtsgewicht der Jungtiere.
Weder die natürliche Wurfgröße bei der Geburt noch die effektive Wurfgröße (über-
lebende Jungtiere) (Abb.3.2.7), die Mortalität noch das Geschlechterverhältnis der
Versuchsgruppen unterschieden sich signifikant voneinander (ANOVA, siehe Tab.
3.2.2).

Bisher konnte also gezeigt werden, daß die Immunisierung keinen nachweisbaren
Einfluß auf die zuvor beschriebenen konditionellen Parameter hatte. Gab es Unter-
schiede zwischen den Gruppen, so waren diese durch die Futterrestriktion bedingt.
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Abbildung 3.2.5: Maternaler Aufwand (Median: Box, 25% 75%: Whisker) Der maternale Auf-
wand ergibt sich aus der Gesamtmasse der produzierten Jungtiere eines Weibchens dividiert durch
das Gewicht bei Konzeption. Es bestehen keine Unterschiede zwischen den Gruppen (Statistik im
Text).

Abbildung 3.2.6: Mittleres Geburtsgewicht der Jungtiere (Median: Box, 25% 75%: Whisker).
Die Jungtiere restriktierter Mütter waren bei der Geburt signifikant leichter als Jungtiere ad li-
bitum gefütterter Weibchen (unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikant verschiedene
Werte)(Statistik im Text).
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Abbildung 3.2.7: Natürliche Wurfgröße bei der Geburt (A) und effektive (B) Wurfgröße (überle-
bende Jungtiere) (Median: Box, 25% 75%: Whisker). Weder natürliche noch tatsächlicheWurfgröße
unterschieden sich zwischen den Gruppen (Statistik im Text).

3.2.3.2 Immun/Blut spezifische Parameter

Abbildung 3.2.8 zeigt die in der Serumanalyse bei 405nm gemessene Extinktion.
Diese ist analog zu den von den Tieren produzierten Antikörpern. Eine höhere Ex-
tinktion bedeutet also mehr produzierte Antikörper. Dargestellt ist die Extinktion
zwei Wochen nach der 1. Immunisierung (Versuchstag -14). Die Daten wurden für
das bei den jeweiligen Kontrollgruppen gemessene Hintergrundrauschen, das durch
unspezifische Bindungen hervorgerufen wird, korrigiert (nicht immunisierte Tiere;
Gruppen siehe Tabelle 3.2.1). Dazu wurde jeweils der mittlere in der Analyse ge-
messene Wert alle Tiere der nicht immunisierten Kontrollgruppe am gleichen Ver-
suchstag von den bei den Versuchsgruppen ermittelten Werten abgezogen. Dieser
Wert für die unspezifische Bindungen liegt im Mittel aller Kontrollgruppen bei etwa
0,01 mit einem Minimum von -0,03 und einem Maximum von ca. 0,04.
Zwei der Weibchen aus der Versuchsgruppe der nicht reproduzierenden, immunisier-
ten, restriktierten Versuchsgruppe haben keine Immunreaktion gezeigt. Die in ihrem
Blutserum gemessene Extinktion unterscheidet sich nicht von der bei nicht immu-
nisierten Tieren gemessenen. Die zwei Tiere wurden daher nicht in die statistische
Analyse und die Darstellung der Daten (Abb. 3.2.8- Abb. 3.2.12) einbezogen. Die
nicht vorhandene Immunreaktion ist möglicherweise auf nicht genau bestimmbare
Fehler bei der Immunisierung der Tiere zurückzuführen. Auch wenn die Werte dieser
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Tiere in die Analyse einbezogen würden, gäbe es keine gravierenden Unterschiede in
den vorliegenden Ergebnissen.

Abbildung 3.2.8: Extinktion gemessen an Tag -14 (Median: Box, 25% 75%: Whisker). Die ad
libitum gefütterten Gruppen unterscheiden sich nicht signifikant von den restriktierten Gruppen.
Stichprobengrößen sind in Tabelle 3.2.1 angegeben. (Statistik im Text).

Für die statistische Analyse wurden die in Abb. 3.2.8 und 3.2.9 dargestellten Da-
ten auf Normalverteilung getestet. Die Daten wichen teilweise signifikant von der
Normalverteilung ab (Shapiro-Wilks Test; p<0,05). Daher wurden sie für die sta-
tistische Analyse (ANOVA) mit Hilfe der Funktion y = x2 transformiert. In die
Analyse gehen Reproduktionsstatus und Futterstatus als unabhängige, die Extink-
tion als abhängige Variable, wie zuvor beschrieben, ein. Die statistische Analyse der
Extinktionsdaten (Abb. 3.2.8) zeigt, daß weder der Reproduktionsstatus noch der
Futterstatus Einfluß auf die gemessene Extinktion, also den Antikörpertiter hatten
(ANOVA, siehe Tab. 3.2.3).

Die folgende Abbildung (3.2.9 zeigt den Verlauf der Antikörperproduktion nach der
Immunisierung mit KLH der Gruppen r i a, r i r, nr i a und nr i r (siehe Tabelle
3.2.1). Da den Tieren der Gruppen r i a und r i r am Tag der Geburt der Jungtiere
keine Blutprobe entnommen wurde handelt es sich bei den in Abbildung 3.2.9 dar-
gestellten Datenpunkten um interpolierte Werte. Es wurde der Mittelwert zwischen
den Werten von Tag -7 und 7 berechnet. Alle Werte wurden wie zuvor beschrieben
für das bei den jeweiligen Kontrollgruppen gemessene Rauschen korrigiert.
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Abbildung 3.2.9: Gemessene Extinktion der Serumproben im Verlauf des Versuchs (Mittel ±
SE). Die Extinktion verläuft analog zu der Menge der produzierten Antikörper. Die Produktion
von Antikörpern war bei allen Gruppen zwei Wochen nach der ersten Immunisierung nachweisbar
(Statistik im Text).

Die statistische Analyse zeigt keine Unterschiede in der gemessenen Extinktion zwi-
schen reproduzierenden und nicht reproduzierenden Tieren (ANOVA, siehe Tab.
3.2.3). Der Reproduktionsstatus hatte also keinen Einfluß auf die Immunantwort
der Tiere. Der Futterstatus hatte einen signifikanten Einfluß auf die gemessene Ex-
tinktion (ANOVA, siehe Tab. 3.2.3). Über die gesamte Versuchsdauer betrachtet
(Tag -28 bis Tag 28) produzieren beide restriktierten Gruppen (r i r und nr i r)
weniger Antikörper als die ad libitum gefütterten Tiere .

In der folgenden Abbildung (3.2.10) ist die Änderung der Extinktion zwischen der
dritten (Tag -14) und neunten (Tag 28) Blutprobe aufgetragen (Differenz zwischen
der Extinktion an Tag -14 und Tag 28). Es gab keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen den unterschiedlichen Gruppen (ANOVA, siehe Tab. 3.2.3). Der Antikörperti-
ter sank in allen Gruppen gleich stark un ca. 17% der Gesamtextinktion (im Mittel
ca. 0,6).
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Abbildung 3.2.10: Änderung der Extinktion zwischen der dritten (Tag -14) und neunten (Tag
28) Blutprobe. Die Gruppen unterscheiden sich nicht voneinander (Statistik im Text).

Abbildung 3.2.11 zeigt die mittlere Extinktion der Serumproben zwei Wochen nach
der ersten Immunisierung (Tag -14/ 3. Blutprobe) im Vergleich zur letzten entnom-
menen Blutprobe (Tag 28/ 9. Blutprobe). Alle immunisierten Tiere wurden zu einer
Gruppe zusammengefaßt (Gruppen siehe Tabelle 3.2.1), da weder Reproduktions-
status, noch Futterstatus die Verringerung der gemessenen Extinktion beeinflussen
(S.o.; Abb. 3.2.10). Die Extinktion war an Tag 28 signifikant um ca. 0,1 niedriger
als an Tag -14 (Wilcoxon- Test für gepaarte Stichproben, N=40; Z=2,62; p<0,01).
Der Antikörpertiter im Serum nahm also im Laufe der Zeit um ca. 18% ab.
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Abbildung 3.2.11: Extinktion an Tag -14 im Vergleich zu Tag 28 (Mittel ±SE). Die Extinktion
war an Tag 28 signifikant niedriger als an Tag -14. Der Antikörper- Titer im Serum nimmt im Laufe
der Zeit ab (unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikant verschiedene Werte)(Statistik im
Text).

Abbildung 3.2.12: Gewicht an Tag -14 bezogen auf die zu diesem Zeitpunkt gemessene Extink-
tion. Es besteht keine Korrelation zwischen den beiden Parametern (Statistik im Text).

Trägt man die Extinktion an Tag -14 (3. Blutprobe; 2 Wochen nach der ersten
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Immunisierung gegen das Gewicht der Weibchen zu diesem Zeitpunkt auf (siehe
Abb.3.2.12), so zeigt sich keine Korrelation zwischen diesen beiden Parametern
(Pearson Korrelation; N=40; r=0,107; p=0,510). Schwerere Weibchen haben also
nicht mehr Antikörper als leichtere Weibchen gebildet.

Die Anzahl der Leukozyten wurde nur in den Ansätzen 2-5 (siehe Tabelle 2.2) be-
stimmt und ausgewertet. In die statistische Analyse (ANOVA) gehen wie zuvor
beschrieben Reproduktions-, Immunisierungs und Futterstatus der Weibchen als un-
abhängige Variablen ein.
Die Leukozytenzahlen (Abb. 3.2.13) zeigten keine Unterschiede zwischen den Ver-
suchsgruppen. Weder Reproduktions- (ANOVA F1,60=2,9 p>0,05), Immunisierungs-

(ANOVA F1,60=3,9 p>0,05) noch der Futterstatus (ANOVA F1,60=0,3 p>0,05)

wirkten sich auf die Leukozytenmenge aus.
In Abbildung 3.2.13 sind alle reproduzierenden Tiere und alle nicht reproduzieren-
den Tiere zu jeweils einer Gruppe zusammengefasst. Während der Tragzeit bestand
bei den reproduzierenden Tieren ein signifikanter Verlauf (ANOVA F1,180=12,4

p<0,001). Bei den reproduzierenden Weibchen fiel die Leukozytenzahl bis zur Ge-
burt der Jungtiere.

Abbildung 3.2.13: Leukozytenzahlen der Weibchen (Mittel ± SE). Es sind jeweils reproduzie-
rende und nicht reproduzierende Tiergruppen zusammengefasst. Die Gruppen unterschieden sich
nicht voneinander (Statistik im Text).
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Tabelle 3.2.3: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) für Blut-/ Immunologische Parameter.
Unabhängige Variablen: Reproduktions-, Immunisierungs- und Futterstatus; abhängige Variablen:
Versuchstag(e). Int.: Interaktion zwischen zwei Parametern (nur signifikante Interaktionen
angegeben). Für jeden Parameter wurde eine eigene Analyse erstellt.

Parameter Effekt FG FG Fehler F p

Extinktion 1.Reproduktion 1 36 0,012 0,914

3. Blutprobe 2.Futter 1 36 1,655 0,206

Extinktion 1.Reproduktion 1 36 1,837 0,184

Verlauf 2.Futter 1 36 8,997 0,005

3.Tage (Verlauf) 8 288 26,903 <0,001

Int. 2. & 3. 8 288 4,360 <0,001

Extinktions- 1.Reproduktion 1 38 0,293 0,591

änderung 2.Futter 1 38 0,412 0,525

Leukozyten 1.Reproduktion 1 60 0,480 0,491

2.Immunisierung 1 60 0,360 0,551

3.Futter 1 60 0,028 0,868

4.Tage (Verlauf) 8 480 7,007 <0,001

Int. 1. & 4. 8 480 4,864 <0,001

Die folgende Tabelle 3.2.4 zeigt, daß zu Versuchsbeginn keine Unterschiede in dif-
ferentiellen weißen Blutbild zwischen den einzelnen Versuchsweibchen der in Tab.
3.2.1 beschriebenen Gruppen gab. In die statistische Analyse geht nur die Versuchs-
gruppe (r i a, r i r, r ni a, r ni r, nr i a, nr i r, nr ni a und nr ni r) als unabhängige
Variable ein, da die Tiere zu diesem Zeitpunkt weder trächtig noch immunisiert oder
restriktiert waren. Alle Zelltypen waren in den Gruppen in gleicher Höhe vertreten.

Tabelle 3.2.4: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) für die Zelltypen des differentiellen wei-
ßen Blutbilds am 50. Lebenstag der Versuchsweibchen. Unabhängige Variablen: Reproduktions-,
Immunisierungs- und Futterstatus. Für jeden Zelltyp wurde eine eigene Analyse erstellt.

Zelltyp FG FG Fehler F p
Kurloff Zellen 9 60 1,25 0,292
basophile Granulozyten 9 60 1,24 0,309
eosinophile Granulozyten 9 60 1,69 0,128
neutrophile Granulozyten 9 60 1,21 0,311
Lymphozyten 9 60 1,49 0,186
Monozyten 9 60 0,90 0,512

Im folgenden wird jeweils das differentielle weißen Blutbild der Versuchsgruppen
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über den Versuchsverlauf untersucht. Es wurden jeweils die Blutausstriche zum Zeit-
punkt der ersten Immunisierung und Blutprobe, der zweiten Immunisierung und
Blutprobe und der dritten Blutprobe ausgewertet (repeats).
Vergleicht man den Anteil der Kurloff Zellen im weißen Blutbild der Tiere so erga-
ben sich signifikante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen in Abhängigkeit
vom Reproduktionsstatus der Tiere (Tabelle 3.2.5). Die trächtigen Weibchen hatten
bei allen drei ausgewerteten Ausstrichen einen signifikant höheren Anteil an Kurloff
Zellen als nicht reproduzierende Weibchen.
In der folgende Abbildung wurden jeweils Mittelwerte über alle drei Ausstriche/Zeitpunkte
für die Tiergruppen der trächtigen Weibchen (Tragzeit: r i a, r i r, r ni a, r ni r)
und nicht trächtigen Weibchen (nicht reproduzierend: nr i a, nr i r, nr ni a, nr ni r)
gebildet, da weder die repeats (Ausstriche, Zeit) noch die Immunisierung oder die
Futterkondition einen nachweisbaren Einfluß auf den Anteil der Kurloff Zellen hat-
ten (Tab. 3.2.5). Alle anderen Zelltypen (Granulozyten, Lymphozyten, Monozyten)
zeigten keine Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen (Tab. 3.2.5).

Abbildung 3.2.14: Anzahl der Kurloff Zellen (%-Anteil der Leukozyten)(Mittel ± SE). (Statistik
im Text).

Tabelle 3.2.5 zeigt eine signifikante Änderung des Anteil der Lymphozyten und neu-
trophilen Granulozyten über den Verlauf des Versuchs. Diese Änderung ist in der
folgenden Abbildung 3.2.15 dargestellt. Es fällt auf, daß der Abfall des Anteils der



KAPITEL 3. ERGEBNISSE 53

neutrophilen Granulozyten zeitgleich zu einem Anstieg des Lymphozyten- Anteils
verläuft.

Abbildung 3.2.15: Anzahl der Lymphozyten und neutrophile Granulozyten aller Tiere (%-Anteil
der Leukozyten)(Mittel ± SE). (Statistik im Text).

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen also das folgende Bild: Bei allen immunisierten
Tieren waren eine Woche nach der zweiten Immunisiserung, also zum Zeitpunkt
der dritten Blutentnahme, Antikörper gegen das injizierte KLH nachweisbar. Die
Immunantwort, gemessen als Extinktion, unterschied sich nicht zwischen den repro-
duzierenden und nicht reproduzierenden Weibchen. Über den gesamten Verlauf der
Versuche gesehen, bildeten restriktierte Tiere eine geringere Menge an Antikörpern
als ad libitum gefütterte Weibchen. Die Immunantwort war allerdings unabhängig
vom Gewicht der Weibchen. Bei allen immunisierten Tieren der untersuchten Grup-
pen nahm der Antikörpertiter im Blut im Laufe des Versuchs ab.
Änderungen im differentiellen weißen Blutbild sind allein durch den Reproduktions-
status bedingt, jedoch unabhängig von einer Immunisierung. Diese hat also keinen
nachweisbaren Einfluß.
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Tabelle 3.2.5: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) für die Zelltypen des differentiellen
weißen Blutbilds. Unabhängige Variablen: Reproduktions-, Immunisierungs-, Futterstatus und
Verlauf (Versuchstage) Versuchstage sind 1.Immunisierung und Blutprobe, 2. Immunisierung und
Blutprobe und 3. Blutprobe. Für jeden Zelltyp wurde eine eigene Analyse erstellt. Angegeben
sind jeweils die Mittelwerte über alle Tiere und Tage.

Mittel FG
Zelltyp ±SD Effekt FG Fehler F p
Kurloff 0,510 1.Reproduktion 1 60 7,37 0,009
Zellen ±0,629 2.Immunisierung 1 60 4,55 0,369

siehe Abb. 3. Futter 1 60 0,09 0,767
4.Verlauf (Tage) 2 120 0,77 0,466

basophile 0,583 1.Reproduktion 1 60 0,42 0,518
Granulozyten ±0,645 2.Immunisierung 1 60 2,40 0,127

3. Futter 1 60 0,42 0,513
4.Verlauf (Tage) 2 120 0,55 0,576

eosinophile 1,926 1.Reproduktion 1 60 3,03 0,087
Granulozyten ±0,897 2.Immunisierung 1 60 0,40 0,330

3. Futter 1 60 1,90 0,173
4.Verlauf (Tage) 2 120 0,95 0,388

neutrophile 16,760 1.Reproduktion 1 60 1,30 0,259
Granulozyten ±4,847 2.Immunisierung 1 60 0,04 0,847

siehe Abb. 3. Futter 1 60 0,05 0,822
4.Verlauf (Tage) 2 120 3,61 0,030

Lymphozyten 60,348 1.Reproduktion 1 60 3,19 0,079
±5,590 2.Immunisierung 1 60 0,01 0,910
siehe Abb. 3. Futter 1 60 0,09 0,766

4.Verlauf (Tage) 2 120 3,14 0,047
Monozyten 2,113 1.Reproduktion 1 60 3,30 0,074

±0,838 2.Immunisierung 1 60 0,12 0,727
3. Futter 1 60 0,76 0,387
4.Verlauf (Tage) 2 120 0,40 0,637

3.2.4 Diskussion

Konditionelle Parameter

Die Auswertung der konditionellen Parameter der Mütter wie Gewicht, Wachs-
tum, Nahrungsaufnahme und maternaler Aufwand sowie Geburtsgewicht, Wurf-
größe, Mortalität und Geschlechterverhältnis der Jungtiere zeigt keinen Einfluß der
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Immunisierung mit dem Antigen KLH auf diese Parameter.
Die Unterschiede, die bezüglich dieser Faktoren gezeigt werden konnten sind durch
den Reproduktionsstatus und die Nahrungsrestriktion der Weibchen zu erklären und
entsprechen den Erwartungen.
Raffel et al. (1996) zeigt bereits ein besseres Wachstum reproduzierender Weibchen
im Gegensatz zu nicht reproduzierenden Weibchen. Die in dieser Arbeit aufgenom-
menen Daten entsprechen diesem Befund.
Die Restriktion der Weibchen beeinflusst sowohl das Gewicht der Tiere als auch das
Geburtsgewicht der Jungtiere. Auch dieses Ergebniss entspricht den Erwartungen.
Laurien- Kehnen (2002) zeigt daß Jungtiere restriktierter Mütter signifikant leich-
ter geboren werden als Jungtiere ad libitum gefütterter Mütter. In dieser Arbeit
wird ebenfalls gezeigt, daß der maternale Aufwand bei restriktierten Tieren signi-
fikant unter dem von ad libitum defütterten Weibchen liegt. Das konnte hier nicht
bestätigt werden.

Ebihara et al. (1986) und Dixon et al. (1966) zeigen, das injeziertes KLH bei Mäusen
(Ebihara et al., 1986), Ratten und Hasen (Dixon et al., 1966) und Meerschweinchen
(Ryan et al., 1982) eine robuste Immunantwort hervorruft, jedoch nicht zu einer
Erkrankung der Tiere mit den für eine Infektion typischen Symptomen führt.
Die vorliegenden Ergebnisse bestätigen, daß KLH ein sehr mildes Antigen ist. Es
führt bei den Versuchstieren nicht zu Symptomen die auf eine Erkrankung hinwei-
sen. Symptome wie Fieber oder Lethargie würden sich auf die Nahrungsaufnahme
und damit auch auf das Gewicht der Tiere auswirken (Lochmiller et al., 2000; Apa-
nius, 1997). Da sich Gewicht und Nahrungsaufnahme der immunisierten Tiere nicht
von nicht immunisierten Kontrolltieren unterscheidet, können derartige Symptome
und Erkrankungen höchstens sehr mild und nicht erkennbar aufgetreten sein.

Blutspezifische Parameter

Die blutspezifischen Parameter wie Leukozytenzahlen und weißes Blutbild zeigen
bei allen Tieren kaum einen Einfluss der Immunisierung auf diese Parameter. Der
leichte Anstieg der Lymphozytenanteile im Blut der Mütter eine Woche nach der
ersten Immunisierung weist auf die Produktion von Antikörpern hin. Wie schon in
Abschnitt 3.1 gezeigt, weisen sowohl Leukozytenzahlen als auch die Auswertung des
weißen Blutbilds sehr hohe Varianzen innerhalb eines Individuums und zwischen den
Individuen auf.
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Immunologische Parameter

Bei allen immunisierten Tieren war bereits zwei Wochen nach der ersten Immunisie-
rung die Bildung von Antikörpern gegen das injezierte Antigen KLH nachweisbar.
Zu diesem Zeitpunkt bestanden keine Unterschiede in der Menge der gebildeten
Antikörper gegen das Antigen zwischen den immunisierten Versuchsgruppen (Abb.
3.2.8), also zwischen reproduzierenden und nicht reproduzierenden Tieren.
Betrachtet man den Verlauf der Antikörperproduktion (Abb. 3.2.9), so zeigen sich
signifikante Unterschiede zwischen restriktierten und ad libitum gefütterten Tieren.
Der Antikörpertiter der restriktierten Tiere verlief über den kompletten Versuchsab-
lauf hinweg unterhalb dessen der ad libitum gefütterten Tiere.
Vergleicht man den Antikörpertiter aller Tiere zum Zeitpunkt der dritten Blutpro-
be mit dem Titer am Versuchsende (Abb. 3.2.10), so zeigt sich bei allen Gruppen
eine signifikante Abnahme der Antikörper. Diese Abnahme unterscheidet sich nicht
zwischen den einzelnen Guppen.

Obwohl die Tragzeit für die Weibchen eine hohe Energieinvestition in den Aufbau
von Jungtiermasse bedeutet, scheint diese Investition von Ressourcen bzw. Energie,
keine negativen Konsequenzen für die Tiere in Bezug auf die Aufrechterhaltung des
Immunsystems zu haben. Trächtige Weibchen bildeten eine mit der von nicht re-
produzierenden Tieren identische Immunantwort aus. Die Reproduktion, bzw. die
Tragzeit hat keinen Einfluß auf die Immunreaktion der Weibchen.
Die Fähigkeit, eine spezifische Immunantwort auf das injizierte Antigen KLH auszu-
bilden, wird während der Tragzeit nicht negativ beeinflusst. Es kommt anscheinend
während der Tragzeit nicht zu einem

”
trade-off“ der verfügbaren Energie zwischen

Immunsystem und Reproduktion. Die Weibchen sind in der Lage den erhöhten Ener-
giebedarf während der Tragzeit zu kompensieren.

Eine Möglichkeit zur Kompensation des energetischen Mehrbedarfs an Energie be-
steht in einer erhöhten Nahrungsaufnahme zum Zeitpunkt der Immunisierung bzw.
Antikörperproduktion. Die Produktion von Immunglobulinen der Klasse G beginnt
in der zweiten Woche nach der Immunisierung. Zuvor werden bereits Antikörper
der Klassen IgA und IgM gebildet. Also sollten bereits direkt nach der ersten Immu-
nisierung Kosten für das Tier für die Bildung der verschiedenen Antikörperklassen
entstehen. Es konnte jedoch weder bei trächtigen noch bei nicht reproduzierenden
Tieren eine Erhöhung der Nahrungsaufnahme im Vergleich zu den entsprechenden
nicht immunisierten Kontrolltieren festgestellt werden.
Eine zweite Möglichkeit zur Kompensation ist, daß die Kosten, die Immunantwort
gegen das KLH zu generieren, sehr gering sind, so daß der energetische Mehrauf-
wand der Tiere sehr gering ist und mit der hier angwandten Methode zur Messung
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der Energieaufnahme (Nahrungsverbrauch) nicht nachweisbar ist. Allerdings konnte
bereits gezeigt werden, das Infektionen zum Teil hohe Kosten für das infizierte In-
dividuum haben. Beim Menschen wurde gezeigt, daß eine Sepsis zu einer Erhöhung
des Ruhestoffwechsels um 30% (Kreymann et al. 1993; Carlson et al., 1997), eine
Sichelzellanämie zu einer Erhöhung um 15% führen kann (Borel et al., 1998). Eine
Entzündungsreaktion ruft bei Ratten eine Erhöhung des Ruhestoffwechsels um 28%
hervor (Cooper et al., 1994). Bei Schafen kann die Infektion mit einem Endotoxin
zu einer Stoffwechselerhöhung von 10 bis 49% führen (Fewell et al., 1991; Baracos
et al., 1987).
Bei Mäusen konnte gezeigt werden, daß die einmalige Immunisierung mit 150µg
KLH zu einer Erhöhung der Sauerstoffaufnahme um etwa 25-30% führt (Demas et
al., 1997). Die Generierung der Immunantwort hat bei diesen Tieren also deutliche
Kosten.
Die in der Studie von Demas et al. (1997) bei Mäusen verwandte Dosis KLH ist im
Verhältnis zu deren Körpergröße jedoch deutlich höher als die in dieser Arbeit bei
den Meerschweinchen verwandte Dosis (2x200µg KLH) und könnte damit auch deut-
lich höhere Kosten verursachen. Violetta Pilorz zeigt in ihrer Diplomarbeit (2002),
daß bei jungen Meerschweinchen, die im Alter von 3, bzw. 7 und 10 bzw. 14 Tagen
mit KLH (2x200µg KLH) immunisiert wurden, der Ruhestoffwechsel der Tiere ge-
genüber nicht immunisierten Tieren nicht erhöht war. Also führt bei den Jungtieren
die Produktion der Antikörper gegen KLH nicht zu im Ruhestoffwechsel nachweis-
baren Kosten für die Tiere.
Da es sich bei KLH um ein mildes Antigen handelt, das nicht zu Krankheiten und
Entzündungsreaktionen oder Fieber, sondern nur zu einer Bildung von Antikörpern
führt (Ebihara et al., 1986; Dixon et al. 1966) entsteht für das mit KLH immu-
nisierte Tier also kein Schaden, wenn es keine Immunantwort ausbildet. Die vor-
liegenden Daten zeigen, daß die Reaktionsmöglichkeit reproduzierender Tiere nicht
eingeschränkt ist. Durch ein ökologisch relevanteres toxisches Antigen, wie bakte-
rielle oder parasitäre Infektionen, würden für das Tier vermutlich höhere Kosten
für die Immunantwort sowie Nachteile bei einer nicht erfolgenden Immunreaktion
entstehen. Sind die Kosten für die Immunantwort erhöht, würde eine Messung der
Nahrungsaufnahme oder die Messung des Ruhestoffwechsels eventuell Unterschiede
zwischen nicht immunisierten und immunisierten Tieren zeigen. Der

”
trade-off“ der

verfügbaren Energie zwischen Immunsystem und Reproduktion würde dann für das
Tier verstärkt werden, bzw. überhaupt erst entstehen.

Es ist bekannt, daß eine Nahrungs- und damit Ressourcen- bzw. Energiebegrenzung
das Immunsystem beeinflusst (Lochmiller et al., 2000). Steht den Tieren Energie
nur begrenzt zur Verfügung, beeinträchtigt dies deren Fähigkeit eine adäquate Im-
munantwort auszubilden (Apanius, 1997).
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Die vorliegenden Ergebnisse dieser Arbeit sprechen gegen die Annahme, daß die Im-
munantwort gegen KLH nur sehr geringe oder keine Kosten für die Tiere verursacht.
Der Befund, daß die Immunantwort der restriktierten Tiere sowohl bei reproduzie-
renden als auch bei nicht reproduzierenden Tieren unterhalb der jeweils ad libitum
gefütterten Gruppen verläuft spricht dafür, daß auch die Immunantwort gegen das
milde Antigen KLH Kosten für die Tiere verursacht. Anscheinend können restriktier-
te Tiere den Mehrbedarf an Energie für die Immunantwort nicht mehr kompensieren.

Bisher konnte also nachgewiesen werden, daß für die Tiere durch die Immunisierung
Kosten entstehen. Allerdings sind sowohl trächtige als auch nicht reproduzierende
Weibchen gleichermaßen in der Lage, diese Kosten aufzuwenden.
Die Stärke der Immunantwort, gemessen als Extinktion, ist nicht abhängig vom Re-
produktionsstatus der Weibchen. Die Fähigkeit eine Immunantwort gegen ein mildes
Antigen wie KLH auszubilden ist bei trächtigen Weibchen nicht reduziert.
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3.3 Effekte der Laktation auf die Immunantwort

weiblicher Hausmeerschweinchen

3.3.1 Einleitung

Die Laktation stellt für weibliche Säugetiere die energetisch aufwendigste Phase der
Reproduktion dar (Loudon et al, 1987; Byers et al, 1990, Hammond et al, 1992;
Rogowitz et al, 1995). Für die Mutter entstehen in dieser Zeit höhere Kosten als
in der Tragzeit (Hanwell et al., 1977; Gittleman et al., 1988; Clutton-Brock et al.,
1989).
Weibliche Hausmeerschweinchen produzieren in der Laktation für große Würfe fast
das eigene Körpergewicht an Milch (Hille, 1993). Die Nahrungsaufnahme laktieren-
der Weibchen ist während der ca. 23 Tage andauernden Laktationsphase (Kunkel et
al, 1964; Stern et al, 1970; Fullerton, 1974) gegenüber einem nicht reproduzierenden
Tier um 92% erhöht. Die Energieaufnahme in dieser Periode ist um das 3,7fache des
Basalstoffwechsels gesteigert (Künkele, 2000b).
Die Energiemenge, die das Hausmeerschweinchen während der Laktation in die Jung-
tiere investiert ist also deutlich höher als während der Tragzeit. Das kann möglicher-
weise zur Verstärkung des in Kapitel 1 beschriebenen

”
trade-off“ der verfügbaren

Energie zwischen Laktation und anderen physiologisch wichtigen Prozessen führen.
Hinweise darauf, das dieser

”
trade-off“ bei Säugetieren besteht, geben verschiedene

Studien, die eine höhere Parasitenlast bei laktierenden Weibchen zeigen (Dickhorn-
schafe: Festa- Bianchet, 1989; Ratten: Connan, 1973). Eine höhere Parasitenlast
kann in diesem Fall möglicherweise auf eine reduzierte oder keine Immunabwehr ge-
gen die Parasiten hinweisen. Diese verringerte Immunkompetenz ist dann möglicher-
weise auf den erhöhten Energieaufwand der Mütter während der Laktation zurück-
zuführen.

In diesem Teil der vorliegenden Arbeit soll überprüft werden, ob sich die Immun-
antwort laktierender Weibchen von nicht reproduzierenden Tieren oder trächtigen
Weibchen unterscheidet. Dazu werden weibliche Hausmeerschweinchen (Cavia por-
cellus) zu Beginn der Laktation, am Tag der Geburt der Jungtiere, mit einem An-
tigen (KLH) behandelt. Die Produktion der Antikörper sollte dann zum Zeitpunkt
des Laktationspeaks (Tag 7-10 der Laktation), also dem Zeitpunkt der höchsten
Milchproduktion und Übertragung auf die Jungtiere, erfolgen.
Zu diesem Zeitpunkt (Laktationspeak) wendet die Mutter die größte Menge der
aufgenommenen Energie für die Produktion von Milch auf. Eine Nahrungsrestrik-
tion in diesem Abschnitt, also eine Limitierung der Ressourcen, könnte zu einer
Verstärkung des in Kapitel 1 beschriebenen

”
trade-off“ zwischen Laktation und an-
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deren physiologischen Prozessen führen. Um zu überprüfen, ob dies der Fall ist,
wurde eine weitere Tiergruppe laktierender Weibchen unter Nahrungsrestriktion ge-
halten. Hier soll getestet werden, ob sich die Immunantwort während der Laktation
unter begrenzter Energieverfügbarkeit (Nahrungsknappheit) von der Immunantwort
nicht restriktierter Tiere unterscheidet.

3.3.2 Methode

Bei den Versuchstieren handelt es sich um Hausmeerschweinchen (Cavia porcellus)
aus der Zucht der Universität Bielefeld. Haltung und Nahrungskonditionen sind in
Abschnitt 2.1.1 beschrieben.
Die Versuchstiere wurden wie in Abschnitt 2.2.1 erläutert immunisiert. Blutproben
wurden den Tieren aus der Ohrvene entnommen. Es wurden jeweils die Leukozy-
tenzahl bestimmt und ein differentielles Blutbild erstellt. Die Methodik dazu ist in
Abschnitt 2.2.5 und 2.2.6 dargestellt. Aus jeder Blutprobe wurde der Antikörperti-
ter mit Hilfe des ELISA ermittelt. Der Test ist in Abschnitt 2.2.4 beschrieben.

Tabelle 3.3.1: Versuchsreihen (Trag.: Tragzeit Lak.: Laktation; ad lib.: ad libitum; restr.: re-
striktiert). Die Bezeichnung der Reihen setzt sich aus Reproduktionsstatus (r: Tragzeit; nr: nicht
reproduzierend; lak: Laktation), der Immunisierung (i: immunisiert; ni: nicht immunisiert) und der
Futterkondition (a: ad libitum; r: restriktiert) zusammen. Zahlen in Klammern geben die Stich-
probengröße an, bei der alle Parameter gemessen wurden (In Ansatz 1 (siehe Tabelle 2.2) wurden
keine Leukozytenzahlen gemessen und kein Diff. Blutbild erstellt.)

Repro- Immuni- Tag der Futter-

Kategorie Bezeichnung duktion sierung Immunisierung kondition N

Versuch I r i a + + Tag 40 Tr. Ad lib. 16(8)

Versuch I r i r + + Tag 40 Tr. Restr. 10

Kontrolle I r ni a + - NaCl Tag 40 Tr. Ad lib. 18 (8)

Kontrolle I r ni r + - NaCl Tag 40 Tr. Restr. 10

Kontrolle II nr i a - + 107. LT Ad lib. 8

Kontrolle II nr i r - + 107. LT Restr. 8

Kontrolle III nr ni a - - NaCl 107. LT Ad lib. 8

Kontrolle III nr ni r - - NaCl 107. LT Restr. 8

Versuch II lak i a + + Tag 1 Lak. Ad lib. 10

Versuch II lak i r + + Tag 1 Lak. Restr. 10

Die Auswertung der verschiedenen untersuchten Parameter zur Kondition und Im-
munantwort der Tiere erfolgt mittels Varianzanalysen (ANOVA). In diese Analysen
gehen jeweils Reproduktions- (1: Tragzeit, 2: nicht reproduzierend, 3: Laktation),
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Immunisierungs- (1: immunisiert, 2. nicht immunisiert) und Futterstatus (1. ad li-
bitum, 2: restriktiert) als unabhängige Variablen ein. Als abhängige Daten gehen
die gemessenen Daten in die Analyse ein. Die Ergebnisse der ANOVA sind in den
Tabellen 3.3.2 und 3.3.3 aufgetragen. Auch wenn in den folgenden Abbildungen ver-
schiedene Gruppen zu einer zusammengefasst sind (z.B.: Gewichte der Weibchen),
gehen in die Analyse die Einzelgruppen ein (siehe Tab. 3.3.1). Um eine ausgeglichene
Datenstruktur zu erhalten wurden jeweils die Hälfte der Kontrolltiere aus den Grup-
pen r ni a und r ni r den Tieren zugeordnet die in der Tragzeit immunisiert wurden.
Die zweite Hälfte der Tiere wurde als Kontrollgruppe den während der Laktation
immunisierten Tieren zugewiesen.

3.3.3 Ergebnisse

Bisher (3.2) konnte gezeigt werden, daß sich die Immunantwort von in der Trag-
zeit immunisierten Hausmeerschweinchen nicht von der Immunantwort nicht repro-
duzierender Weibchen unterscheidet. Die Immunisierung hatte keinen Einfluß auf
die gemessenen Konditions- Parameter der Tiere. Im Folgenden soll überprüft wer-
den, ob sich die Immunantwort von während der Laktation immunisierten Weibchen
von den nicht reproduzierenden oder in der Tragzeit immunisierten Tieren unter-
scheidet. Dazu werden zunächst wiederum die konditionellen Parameter der Mütter
untersucht. Darauf folgt die Auswertung zur Immunantwort.

3.3.3.1 Konditionelle Parameter

Während der Tragzeit und der Laktation zeigt sich ein signifikanter Unterschied im
Gewicht (Abb.3.3.1) zwischen reproduzierenden und nicht reproduzierenden Tieren
(siehe Tabelle 3.3.2). Der Immunisierungsstatus hatte im Gegensatz zum Futter-
status keinen Einfluss auf das Gewicht der Weibchen. Das Gewicht restriktierter
Weibchen lag signifikant unter dem der ad libitum gefütterten Tiere. Die Gewichte
der in der Tragzeit immunisierten Tiere unterschieden sich nicht vom Gewicht der
in der Laktation immunisierten Tiere (HSD-posthoc Test, p>0,05).
In Abbildung 3.3.1 sind die in der Tragzeit immunisierten und während der Repro-
duktion nicht immunisierten Tiere in Abhängigkeitzu vom Futterstatus zu jeweils
einer Gruppe zusammengefasst (Tragzeit adlib.: Gruppen r i a, r ni a; Tragzeit re-
str.: r i r, r ni r), da zuvor gezeigt werden konnte, daß sich die Gewichte dieser Tiere
nicht voneinander unterschieden (siehe Abb. 3.2.2)

Die folgende Tabelle (3.3.2) zeigt alle die Ergebnisse der Varianzanalyse der Gewichte
und der im folgenden dargestellten Ergebnisse, die die konditionellen Parameter der
Versuchstiere betreffen.
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Tabelle 3.3.2: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) für Konditionsparameter. Unabhängige
Variablen: Reproduktions-, Immunisierungs- und Futterstatus; abhängige Variablen: Versuchs-
tag(e). Int.: Interaktion (nur signifikante Interaktionen angegeben). Für jeden Parameter wurde
eine eigene Analyse erstellt.

Parameter Effekt FG FG Fehler F p

Gewicht Mutter 1.Reproduktion 2 93 168,350 <0,001

Tragzeit 2.Immunisierung 1 93 0,7987 0,3738

3.Futter 1 93 4,5174 0,036

4.Tage (Verlauf) 7 658 184,520 <0,001

Int. 1. & 4. 14 658 24,54 <0,001

Int. 3. & 4. 7 658 8,794 <0,001

Gewicht Mutter 1.Reproduktion 2 93 8,283 <0,001

Laktation 2.Immunisierung 1 93 0,013 0,909

3.Futter 1 93 7,553 0,007

4.Tage (Verlauf) 24 2256 5,284 <0,001

Int. 1. & 3. 2 93 3,867 0,024

Int. 1. & 4. 48 2256 3,057 <0,001

Int. 1., 3. & 4. 48 2256 5,020 <0,001

Wachstum 1.Reproduktion 2 94 13,539 <0,001

Mutter 2.Immunisierung 1 94 0,718 0,399

3.Futter 1 94 0,003 0,960

Int. 1. & 3. 2 94 9,783 <0,001

Nahrungsverbrauch Mutter 1.Reproduktion 2 92 28,402 <0,001

Tragzeit 2.Immunisierung 1 92 0,107 0,744

3.Futter 1 92 39,991 <0,001

4.Tage (Verlauf) 7 651 1,887 0,069

Nahrungsverbrauch Mutter 1.Reproduktion 2 93 127,41 <0,001

Laktation 2.Immunisierung 1 93 2,983 0,088

3.Futter 1 93 15,037 <0,001

4.Tage (Verlauf) 24 2256 33,237 <0,001

Int. 1. & 4. 48 2256 11,863 <0,001

maternaler Aufwand 1.Immunisierung 1 70 0,016 0,898

2.Futter 1 70 0,305 0,582

Geburtsgewicht 1.Immunisierung 1 70 1,298 0,258

Jungtiere 2.Futter 1 70 29,903 <0,001

natürliche 1.Immunisierung 1 69 0,641 0,426

Wurfgröße 2.Futter 1 69 1,320 0,255

tatsächliche 1.Immunisierung 1 69 0,005 0,945

Wurfgröße 2.Futter 1 69 0,202 0,654

Geschlechter- 1.Immunisierung 1 69 1,426 0,237

verhältnis 2.Futter 1 69 0,064 0,801

Mortalität 1.Immunisierung 1 69 1,497 0,225

Jungtiere 2.Futter 1 69 1,324 0,254
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Abbildung 3.3.1: (Gewicht der Versuchsweibchen (Mittel ± SE). An Tag 40 der Tragzeit immu-
nisierte und nicht immunisierte Tiere sind in der Gruppe

”
Tragzeit“ zusammengefasst. (Statistik

im Text).

Abbildung 3.3.2 zeigt das Wachstum der Tiere. Dieses wurde errechnet aus dem
Gewicht am Ende des Versuchs abzüglich dem Gewicht bei Konzeption (reprodu-
zierende Weibchen) bzw. dem Gewicht bei Versuchsbeginn (nicht reproduzierende
Weibchen). Die statistische Analyse zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen
reproduzierenden und nicht reproduzierenden Tieren (siehe Tabelle 3.3.2). Repro-
duzierende Weibchen nahmen über den Versuch hinweg signifikant mehr Gewicht zu
als nicht reproduzierende Tiere. Die Zunahme der während der Tragzeit behandelten
Tiere (Gruppen r i a, r i r, r ni a und r ni r) unterschied sich nicht von der Zunahme
der in der Laktation behandelten Tiere (lak i a und lak i r). Weder Immunisierungs-
noch Futterstatus hatten einen nachweisbaren Einfluß auf das Wachstum der Tiere.
In der folgenden Abbildung 3.3.2 sind die Gruppen r i a, r i r, r ni a und r ni r (siehe
Tab. 3.3.1) zur Gruppe

”
Tragzeit“,die Gruppen nr i a, nr i r, nr ni a und nr ni r zur

Gruppe
”
nrepro“ zusammengefasst, da sich diese Gruppen jeweils nicht voneinander

unterschieden (siehe Abb. 3.2.3)
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Abbildung 3.3.2: Wachstum der Weibchen (Median: Box, 25% 75%: Whisker). Die Gruppen

”
Tragzeit“ und

”
nrepro“ (nicht reproduzierend) enthalten jeweils immunisierte und nicht immuni-

sierte Tiere. Die Stichprobengrößen sind in Tabelle 3.3.1 dargestellt. (unterschiedliche Buchstaben
kennzeichnen signifikant verschiedene Werte) (Statistik im Text).

Sowohl in Tragzeit als auch in der Laktation unterschied sich der Nahrungsverbrauch
der reproduzierenden und nicht reproduzierenden Tieren signifikant voneinander
(siehe Tab. 3.3.2). Der Nahrungsverbrauch der während der Laktation immunisier-
ten Tiere unterschied sich weder in der Tragzeit noch in der Laktation von dem der
während der Tragzeit immunisierten oder nicht immunisierten Tiere (HSD-posthoc
Test, p>0,05). Beide Gruppen unterschieden sich jeweils signifikant von den nicht
reproduzierenden Tieren (HSD-posthoc Test, p<0,05). Der Nahrungsverbrauch der
restriktierten Tiere lag bei allen Gruppen versuchsbedingt signifikant unter dem der
ad libitum gefütterten Tiere. Der Immunisierungsstatus hatte keinen Einfluß auf die
Nahrungsaufnahme.
In der folgenden Abbildung (3.3.3) wird der Nahrungsverbrauch pro Gramm Körper-
gewicht pro Tag der während der Tragzeit behandelten, ad libitum gefütterten Tiere
(r i a, r ni a) und der während der Tragzeit behandelten restriktierten Tiere (r i r, r
ni r) im Vergleich zu den während der Laktation immunisierten Tieren dargestellt.
Die Nahrungsaufnahme der restriktierten Tiere lag während Tragzeit und Laktation
versuchsbedingt signifikant unter der Nahrungsaufnahme der ad libitum gefütter-
ten Weibchen (siehe Tab. 3.3.2). Die Nahrungsaufnahme der während der Laktation
behandelten Weibchen unterschied sich nicht von den während der Tragzeit be-
handelten Tiere. Der Nahrungsbedarf aller reproduzierenden Tiere unterschied sich
signifikant von den nicht reproduzierenden Tieren. Die Immunisierung hatte auch
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hier keinen nachweisbaren Einfluß auf den Nahrungsverbrauch.

Abbildung 3.3.3: Nahrungsaufnahme der Weibchen (Mittel ± SE). A: in der tragzeit behandelte
Tiere; B: während der Laktation immunisierte Tiere (Statistik im Text).

Die folgende Abbildung (3.3.4) zeigt den maternalen Aufwand der Tiere in den un-
terschiedlichen Tiergruppen. Dabei sind jeweils die in der Tragzeit behandelten, ad
libitum gefütterten Tiere (r i a, r ni a) und die in der Tragzeit behandelten, restrik-
tierten Tiere (r i r, r ni r) zusammengefasst und den in der Laktation immunisierten
ad libitum gefütterten und restriktierten Tieren gegenübergestellt. Zuvor konnte
bereits ezeigt werden, daß sich der maternale Aufwand der Tiere dieser zusammen-
gefaßten Gruppen nicht unterschied (siehe Abb. 3.2.5). In die statistische Analyse
gehen die einzelnen Tiergruppen (nicht zusammengefasst) ein. Es zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen bezüglich Immunisierungs- oder
Futterstatus (siehe Tab.3.3.2). Der maternale Aufwand unterschied sich also nicht
zwischen den einzelnen Gruppen.
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Abbildung 3.3.4: Maternaler Aufwand (Median: Box, 25% 75%: Whisker). Es bestehen keine Un-
terschiede zwischen den Gruppen Die Stichprobengrößen sind in Tabelle 3.3.1 dargestellt. (Statistik
im Text)

Betrachtet man das Geburtsgewicht der Jungtiere, so zeigte sich ein signifikanter Un-
terschied zwischen den Gruppen. Jungtiere ad libitum gefütterter, in der Tragzeit
behandelter Weibchen kommen signifikant schwerer zur Welt als Jungtiere restrik-
tierter Weibchen (Tab. 3.3.2). Dieser Zusammenhang ist in Abb. 3.2.6 und Abb.
3.3.5 dargestellt. Der Immunisierungsstatus der Mutter hatte keinen Einfluss auf
das Geburtsgewicht der Jungtiere. Die Jungtiere der während der Laktation im-
munisierten Mütter unterschieden sich nicht zwischen ad libitum gefütterten und
restriktierten Müttern (HSD-posthoc Test, p>0,05). Das war allerdings auch nicht
zu erwarten, da die Restriktion der Mütter erst bei der Geburt der Jungtiere beginnt.

Die statistische Analyse der natürlichen Wurfgröße bei Geburt und effektiver Wurf-
größe (Überlebende) zeigte keine Unterschiede zwischen allen Gruppen. Das heißt,
weder Immun- noch Futterstatus beeinflussten die Wurfgröße (Tab. 3.3.2). In der
folgenden Abbildung sind alle in der Tragzeit behandelten Tiere (Gruppen r i a, r i
r, r ni a, r ni r) zur Gruppen

”
Tragzeit“ zusammengefasst und den Wurfgrößen der

in der Laktation immunisierten Müttern gegenübergestellt.
Die Würfe der unterschiedlichen Versuchsgruppen unterschieden sich ebenfalls nicht
bezüglich Mortalität und Geschlechterverhältnis (Tab. 3.3.2).
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Abbildung 3.3.5: Geburtsgewicht der Jungtiere (Median: Box, 25% 75%: Whis-
ker)(unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikant verschiedene Werte). (Statistik
im Text).

Abbildung 3.3.6: Natürliche (A) und tatsächliche (B) (überlebende Jungtiere) Wurfgröße (Me-
dian: Box, 25% 75%: Whisker). Weder natürliche noch tatsächlicheWurfgröße unterscheiden sich
zwischen den Gruppen (Statistik im Text).
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Wie schon in Abschnitt 3.2 gezeigt wurde hatte auch in diesem Versuch die Immuni-
sierung der Weibchen keinen Einfluß auf die gemessenen konditionellen Parameter.
Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen waren entweder durch die Nah-
rungsrestriktion oder den Reproduktionsstatus der Tiere bedingt.

3.3.3.2 Immun/Blut spezifische Parameter

Die folgende Abbildung 3.3.7 zeigt die bei der dritten Blutprobe gemessene Extink-
tion der Tiergruppen. In der Gruppe

”
Tragzeit“ sind die Tiere der Versuchsgruppen

r i a und r i r , in der Gruppe der nicht reproduzierenden Tiere die Versuchsgrup-
pen nr ia und nr i r zusammengefasst. Daß sich diese Gruppen nicht voneinander
unterscheiden, konnte bereits nachgewiesen werden (siehe Abb. 3.2.8). Die bei den
letzten beiden Gruppen gemessene Extinktion lag signifikant unter der Extinktion
der trächtigen und nicht reproduzierenden Tiere (siehe Tab. 3.3.3). Die zu diesem
Zeitpunkt gemessene Extinktion unterschied sich nicht zwischen den zwei während
der Laktation immunisierten Versuchsgruppen (HSD- posthoc Test, p>0,05). Die
Nahrungsverfügbarkeit hatte, im Gegensatz zum Reproduktionsstatus, keinen Ein-
fluß auf die Immunantwort zu diesem Zeitpunkt.
In der Analyse wurden Proben von während der Tragzeit immunisierten und nicht
reproduzierenden, immunisierten Tieren auf der gleichen Mikrotiterplatte analysiert,
so daß ein Effekt der Analyse oder ein Fehler in der Analyse auf das vorliegende Er-
gebnis ausgeschlossen werden kann.
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Abbildung 3.3.7: Extinktion gemessen in der dritten Blutprobe (Tag -14 und Tag 14) (Median:
Box, 25% 75%: Whisker). Die Extinktion der in der Laktation behandelten Tiere lag signifikant
unter der der während der Tragzeit behandelten und nicht reproduzierenden Tiere. Die Stichpro-
bengrößen sind in Tabelle 3.3.1 abgebildet. (Statistik im Text)

Trägt man die bei den einzelnen Weibchen der Gruppen lak i a und lak i r gemesse-
ne Extinktion zu diesem Zeitpunkt auf (Abb. 3.3.8), so zeigt sich das folgende Bild:
Die Werte der ad libitum gefütterten Weibchen lagen zwischen 0,05 und 0,2. Die
Werte der restriktierten Tiere streuten über einen Bereich von -0,01 bis 0,2. Trägt
man das mittlere bei nicht immunisierten Tieren in der ELISA gemessenen Hinter-
grundrauschen, das durch unspezifische Bindungen hervorgerufen wurde, und dessen
Minimum und Maximum auf, so zeigt sich, daß sich die Extinktion aller ad libitum
gefütterten Tiere oberhalb dieses Maximums befand. Die Werte von vier Weibchen,
die restriktiert waren, lagen jedoch unterhalb dieses Werts. Sie generierten also zu
diesem Zeitpunkt keine vom Hintergrundrauschen unterscheidbare Immunantwort.
Nur sechs Weibchen dieser Gruppe zeigten eine Immunantwort die oberhalb dieses
Maximums liegt.
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Abbildung 3.3.8: Extinktionswerte der Einzelweibchen aus den Gruppen lak i a und lak i r.
(Statistik im Text).

Abbildung 3.3.9 zeigt den über den Versuchablauf gemessenen Verlauf der Extinkti-
on. Die verschiedenen Reproduktionsgruppen unterschieden sich signifikant vonein-
ander (siehe Tab.3.3.3). Dabei unterschieden sich die in der Tragzeit immunisierten
Tiere signifikant von den in der Laktation immunisierten Tieren (HSD- posthoc
Test, p<0,05) jedoch nicht von den nicht reproduzierenden Tieren (HSD- posthoc
Test, p>0,05). Der Futterstatus der Gruppen hat ebenfalls einen signifikanten Ein-
fluss (siehe Tab.3.3.3). Die Immunantwort der restriktierten Tiere verlief konstant
unterhalb der bei den ad libitum gefütterten Tieren gemessenen Extinktion.
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Abbildung 3.3.9: Gemessene Extinktion der Serumproben im Verlauf des Versuchs (Mittel ±
SE). (Statistik im Text).

Die folgende Abbildung 3.3.10 zeigt die Änderung der Extinktion. Diese wird er-
rechnet aus der Extinktion zum Zeitpunkt der fünften abzüglich der bei der drit-
ten Blutentnahme gemessenen Extinktion. Ein negativer Wert bedeutet also eine
Abnahme der Extinktion über die Zeit gesehen, ein positiver Wert bedeutet eine
Zunahme der Extinktion, und damit einen Aufbau der produzierten Antikörper.
Die Abbildung zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen den Tiergruppen in
Abhängigkeit vom Reproduktionsstatus (Tab. 3.3.3). Die in der Tragzeit behan-
delten Weibchen bauten in diesem Zeitraum schon Antikörper ab, wohingegen die
nicht reproduzierenden Tiere und die in der Laktation immunisierten Tiere weder
Antikörper produzierten noch abbauten. Die in der Tragzeit behandelten Tiere un-
terschieden sich signifikant von den anderen zwei Gruppen (HSD- posthoc Test,
p<0,05). Die Werte der nicht reproduzierenden Tiere unterschieden sich nicht von
denen der während der Laktation immunisierten Tiere (HSD- posthoc Test, p>0,05).
Der Futterstatus beeinflusste die Änderung der Extinktion nicht nachweisbar.
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Abbildung 3.3.10: Änderung der Extinktion von der dritten bis zur fünften Blutprobe (Medi-
an: Box, 25% 75%: Whisker) (unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikant verschiedene
Werte). (Statistik im Text).

Abbildung 3.3.11: Gewicht zum Zeitpunkt der dritten Blutprobe bezogen auf die zu diesem
Zeitpunkt gemessene Extinktion. Es besteht keine Korrelation zwischen den beiden Parametern
(Statistik im Text).

Abbildung 3.3.11 zeigt die zum Zeitpunkt der dritten Blutprobe gemessene Extink-
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tion, also die Menge der produzierten Antikörper in Bezug auf das Gewicht der
Weibchen zu diesem Zeitpunkt. Es bestand keine Korrelation zwischen den beiden
Parametern (Pearson Korrelation; N=20; r=-0,162; p=0,494). Die Menge der pro-
duzierten Antikörper war also, wie auch schon in Abb. 3.2.12 gezeigt, unabhängig
vom Gewicht der Weibchen.

Betrachtet man die Anzahl der Leukozyten der Versuchsgruppen über den Verlauf
der Versuche hinweg, so zeigt sich kein Unterschied zwischen den Gruppen (siehe
Tab. 3.3.3). Die Versuchstage unterschieden sich signifikant, das bedeutet die An-
zahl der Leukozyten ändert sich bei allen Versuchsgruppen über den Versuchsablauf.
Dabei hatten jedoch weder Reproduktions- noch Immunisierungs- und Futterstatus
einen Einfluß auf diese Änderung (keine Interaktion).
In der folgenden Abb. 3.3.12 sind jeweils alle während der Tragzeit behandelten
Tiergruppen (r i a, r i r, r ni a, r ni r), alle nicht reproduzierenden Gruppen (nr i
a, nr i r, nr ni a, nr ni r) und alle während der Laktation behandelten Tiere (lak i
a, lak i r) zusammengefaßt, da sich die Tiere in diesen Gruppen nicht voneinander
unterschieden.

Abbildung 3.3.12: Leukozytenzahlen der Weibchen (Mittel). Die Standardabweichung ist der
Übersichtlichkeit halber aufgrund ihrer Größe nicht dargestellt. Die Gruppen unterscheiden sich
nicht voneinander (Statistik im Text).
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Tabelle 3.3.3: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) für Blut-/ Immunologische Parameter.
Unabhängige Variablen: Reproduktions-, Immunisierungs- und Futterstatus; abhängige Variablen:
Versuchstag(e). Int.: Interaktion zwischen zwei Parametern (nur signifikante Interaktionen
angegeben). Für jeden Parameter wurde eine eigene Analyse erstellt.

Parameter Effekt FG FG Fehler F p

Extinktion 1.Reproduktion 2 54 52,234 <0,001

3. Blutprobe 2.Futter 1 54 1,720 0,195

Extinktion 1.Reproduktion 2 54 74,031 <0,001

Verlauf 2.Futter 1 54 6,053 0,017

3.Tage (Verlauf) 4 216 99,177 <0,001

Int. 1. & 3. 8 216 33,399 <0,001

Extinktions- 1.Reproduktion 2 54 16,816 <0,001

änderung 2.Futter 1 54 0,780 0,381

Leukozyten 1.Reproduktion 2 76 0,137 0,872

2.Immunisierung 1 76 1,064 0,306

3.Futter 1 76 1,098 0,198

4.Tage (Verlauf) 4 304 4,864 <0,001

Wie schon in Kapitel 3.2 gezeigt, unterscheidet sich das differentielle weiße Blutbild
der Tiere aller Versuchsgruppen zu Beginn der Versuche in keinem der untersuchten
Zelltypen (Tab.3.3.4). Alle Tiere starten also mit dem jeweils gleichen Anteil an
Kurloff Zellen, Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten.

Tabelle 3.3.4: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) für die Zelltypen des differentiellen wei-
ßen Blutbilds am 50. Lebenstag der Versuchsweibchen. Unabhängige Variablen: Reproduktions-,
Immunisierungs- und Futterstatus. Für jeden Zelltyp wurde eine eigene Analyse erstellt.

Zelltyp FG FG Fehler F p
Kurloff Zellen 9 78 1,314 0,243
basophile Granulozyten 9 78 1,407 0,200
eosinophile Granulozyten 9 78 1,690 0,376
neutrophile Granulozyten 9 78 1,267 0,268
Lymphozyten 9 78 1,742 0,093
Monozyten 9 78 1,165 0,329

Die folgende Tabelle 3.3.5 zeigt die Ergebnisse der Varianzanalyse der drei jeweils
ausgewerteten Blutausstriche (1. Immunisierung und Blutprobe, 2. Immunisierung
und Blutprobe und 3. Blutprobe.)
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Tabelle 3.3.5: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) für die Zelltypen des differentiellen
weißen Blutbilds. Unabhängige Variablen: Reproduktions-, Immunisierungs-, Futterstatus und
Verlauf (Versuchstage) Versuchstage sind 1.Immunisierung und Blutprobe, 2. Immunisierung und
Blutprobe und 3. Blutprobe. Für jeden Zelltyp wurde eine eigene Analyse erstellt. Angegeben
sind jeweils die Mittelwerte über alle Tiere und Tage.

Mittel FG
Zelltyp ±SD Effekt FG Fehler F p
Kurloff 0,462 1.Reproduktion 1 76 3,30 0,042
Zellen ±0,0,592 2.Immunisierung 1 76 1,31 0,256

siehe Abb. 3. Futter 1 76 0,69 0,408
4.Verlauf (Tage) 2 152 0,45 0,638

basophile 0,542 1.Reproduktion 1 76 0,86 0,428
Granulozyten ±0,592 2.Immunisierung 1 76 1,10 0,297

3. Futter 1 76 0,99 0,322
4.Verlauf (Tage) 2 152 0,70 0,498

eosinophile 1,930 1.Reproduktion 1 76 2,10 0,130
Granulozyten ±0,870 2.Immunisierung 1 76 0,21 0,645

3. Futter 1 76 3,07 0,084
4.Verlauf (Tage) 2 152 0,87 0,419

neutrophile 16,62 1.Reproduktion 1 76 1,08 0,346
Granulozyten ±4,64 2.Immunisierung 1 76 0,09 0,759

siehe Abb. 3. Futter 1 76 0,11 0,737
4.Verlauf (Tage) 2 152 4,76 0,009

Lymphozyten 78,21 1.Reproduktion 1 76 2,51 0,088
±5,34 2.Immunisierung 1 76 0,04 0,832
siehe Abb. 3. Futter 1 76 0,78 0,379

4.Verlauf (Tage) 2 152 3,98 0,053
Monozyten 2,23 1.Reproduktion 1 76 2,49 0,090

±0,95 2.Immunisierung 1 76 0,19 0,661
3. Futter 1 76 0,94 0,335
4.Verlauf (Tage) 2 152 1,24 0,294

Es zeigt sich, daß der Anteil der Kurloff Zellen zwischen den Versuchsgruppen signi-
fikant unterschiedlich war. Die während der Tragzeit behandelten Tiere (Tragzeit:
r i a, r i r, r ni a, r ni r) zeigten einen nahezu doppelt so hohen Anteil an Kurloff
Zellen als nicht trächtige Weibchen (nicht reproduzierend: nr i a, nr i r, nr ni a,
nr ni r) und während der Laktation behandelte Weibchen (Laktation: lak i a, lak i
r) (Tab.3.3.5). Dabei unterschieden sich die nicht reproduzierenden Weibchen nicht
von den während der Laktation behandelten Tieren (HSD- posthoc Test, p>0,05).
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Weder Immunisierungs noch Futterstatus beeinflussten den Anteil der Zellen im
Blutbild. Der Anteil änderte sich nicht über die drei ausgewerteten Ausstriche. In
Abb. 3.3.13 sind daher für die Versuchsgruppen jeweils Mittel über die drei Zeit-
punkte (1. Immunisierung und Blutprobe, 2. Immunisierung und Blutprobe und 3.
Blutprobe) erstellt worden.

Abbildung 3.3.13: Anzahl der Kurloff Zellen (%-Anteil der Leukozyten)(Mittel ± SE). (Statistik
im Text).

Abbildung 3.3.14: Anzahl der Lymphozyten und neutrophile Granulozyten (%-Anteil der Leu-
kozyten)(Mittel ± SE). (Statistik im Text).

In Tabelle 3.3.5 ist eine signifikante Änderung des Anteil der Lymphozyten und neu-
trophilen Granulozyten über den Verlauf des Versuchs dargestellt. Diese Änderung
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ist in der folgenden Abbildung 3.3.14 abgebildet. Es fällt auf, das der Abfall des An-
teils der neutrophilen Granulozyten zeitgleich an einen Anstieg des Lymphozyten-
Anteils verläuft.

Die bisherigen Ergebnisse (Abschitt 3.2) haben gezeigt, daß sich die Immunant-
wort, gemessen als Extinktion, nicht zwischen den reproduzierenden, in der Tragzeit
immunisierten Tieren und nicht reproduzierenden Weibchen unterschied. Betrach-
tet man dagegen die Tiere, die während der Laktation immunisiert wurden, wird
deutlich, daß diesen nur eine signifikant geringere Immunantwort ausbildeten. Da-
bei unterschied sich die Immunantwort der während der Laktation immunisierten
ad libitum gefütterten Tiere nicht von der während der Laktation immunisierten,
restriktierten Tieren

3.3.4 Diskussion

Konditionelle Parameter

Wie bereits zuvor (Abschnitt 3.2) hat auch bei diesen Versuchsreihen die Immuni-
sierung keinen Einfluß auf die gemessenen konditionellen Parameter in den Ver-
suchstiergruppen. Alle gezeigten Unterschiede sind auf den Reproduktionsstatus
der Weibchen (Gewicht, Wachstum und Nahrungsverbrauch der Mütter) oder die
Restriktion der Versuchstiere zurückzuführen (Nahrungsverbrauch der Mütter, Ge-
burtsgewicht der Jungtiere).
Auch in diesem Versuch wurde bestätigt, daß die Immunisierung mit der gewählten
Dosis KLH keinen negativen Einfluß auf die untersuchten konditionellen Parameter
hat. Erkrankungen durch das KLH, die zu Symptomen wie Fieber oder Lethargie
führen, die sich negativ auf das Gewicht oder den Nahrungsverbrauch der Tiere aus-
wirken würden, liegen auch hier nicht vor.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen zum Geburtsgewicht der Jungtiere aus Abschnitt
3.2, wo die Jungtiere von während der Tragzeit restriktierten Müttern leichter gebo-
ren werden, zeigt sich dieser Unterschied in den beiden neuen Versuchsgruppen (lak
i a und lak i r) nicht. Die fehlende Gewichtsdifferenz bei den Jungtieren ist allerdings
durch den veränderten Versuchsablauf in diesen Gruppen begründet. Die Restriktion
der Mütter der Gruppe lak i r begann erst zum Zeitpunkt der Geburt der Jungtiere.
Während der Tragzeit stand diesen Tieren Futter ad libitum zu Verfügung. Daher
besteht kein Unterschied im Geburtsgewicht der Jungtiere aus den Gruppen lak i
a und lak i r. Diese Gruppen unterscheiden sich nicht von den andreren Versuchs-
gruppen, in denen die Mütter ad libitum gefüttert wurden (r i a, r ni a).
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Immun/Blut spezifische Parameter

Vergleicht man die von den während der Laktation immunisierten Müttern generier-
te Immunantwort am Tag der dritten Blutprobe mit der Immunantwort mit den in
der Tragzeit oder in einer nicht reproduktiven Phase immunisierten Tiere, so zeigen
sich signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen. Die Antwort der laktierenden
Tiere liegt signifikant unter der Antwort der während der Tragzeit immunisierten
Gruppen . Dieser Unterschied bleibt über den gesamten Versuchsablauf bis zur Ent-
nahme der letzten Blutprobe erhalten.
Die bei den während der Tragzeit oder in einer nicht reproduktiven Phase immuni-
sierten Tiere gemessene Extinktion liegt zwischen 0,45 und 0,7; die bei den während
der Laktation immunisierten Tieren gemessene Extinktion erreicht im Höchstfall
einen Wert von 0,16. Damit bleibt die Immunantwort der laktierenden Tiere konstant
unterhalb der Antwort trächtiger Tiere. Die Immunantwort laktierenden Mütter un-
terscheidet sich nicht signifikant voneinander.

Die Ergebnisse zeigen, daß die während der Laktation immunisierten Mütter nur
eine sehr schwache oder sogar keine Immunantwort (4 Weibchen der Gruppe lak i
r; siehe Abb. 3.3.8) generieren können. Die Ursachen für die verringerte Immunant-
wort bei den in der Laktation immunisierten Tieren können im hormonellen oder
energetischen Bereich angesiedelt sein.

Die Geburt der Jungtiere bedeutet für die Mutter großen Stress. Es ist bekannt,
daß Corticosteroide und andere Stresshormone das Immunsystem negativ beeinflus-
sen. Die Stressantwort unterdrückt kurzfristig einige immunologische Mechanismen,
langfristig kann milder soziopositiver Stress jedoch die Immunfunktion unterstützen
bzw. positiv beeinflussen (Apanius, 1997). Dies konnte bereits in verschiedenen Stu-
dien gezeigt werden.
Hühner, die mit einer hohen Corticosteroidausschüttung auf Stress reagieren, zeigen
eine höhere Anfälligkeit für durch Viren ausgelöste Tumore (Gross et al., 1985).
Mäuse, die einem sozialen Stress ausgesetzt waren, sind, im Gegensatz zu einem kei-
nem Stressor ausgesetzten Tiere, nicht mehr in der Lage ein bakterielle Endotoxin
abzuwehren (Quan et al., 2001). Die Mortalität der gestressten Tiere aufgrund der
Infektion und dem begleitenden endotoxischen Schock stieg deutlich an.
Stefanski et al. (2000) zeigen, daß Ratten, die in eine soziale Konfliktsituation, wie
Dominanzkämpfe geraten, eine deutlich verringerte Anzahl an CD4 und CD8 T-
zellen aufweisen. In sozialen Konfrontationen subdominante Tiere zeigen eine re-
duzierte Aktivität der T-Zellen und natürlichen Killerzellen (Stefanski, 2001) und
verringerte Mengen an CD4 und CD8 T-Zellen im Blut. Ratten, die in sozialen
Konfrontationen unterliegen, zeigen eine höhere Metastase von Tumor Zellen, ihr
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Immunsystem ist nicht in der Lage diese abzuwehren (Stefanski et al., 1996; Da-
wils et al., 2000). Untersuchungen am Wildkaninchen (Oryctolagus cuniculus) (von
Holst, 1998; von Holst et al., 1999) und kleinen australischen Marsupialiern (Ante-
chinus stuartii) (Bradley et al., 1980) zeigen tiefgreifende negative Auswirkungen
auf die verschiedenen Immunfunktionen in Situationen, in denen hohe Aggressionen
oder soziale Instabilität vorherrschen.

Bei weiblichen Hausmeerschweinchen sind schon kurz vor der Geburt bis ca. ei-
ne Woche danach die Corticosteroide im Blut der Tiere stark erhöht (Gala et al.,
1967; Dalle et al., 1976). Diese könnten die Immunantwort, also die Produktion von
Antikörpern gegen KLH hemmen. Die erste Immunisierung erfolgte in diesen Ver-
suchsreihen (lak i a und lak i r) am Tag der Geburt der Jungtiere, also zu einem
Zeitpunkt an dem der Corticosteroidlevel im Blut der Mutter im Gegensatz zur
Tragzeit und zu nicht reproduzierenden Tieren stark erhöht ist (Gala et al., 1967;
Dalle et al., 1976). Wirken sich die Corticosteroide negativ auf die Fähigkeit eine
Immunantwort zu bilden aus, so wären die Mütter zu diesem Zeitpunkt möglicher-
weise nicht in der Lage Antikörper gegen KLH auszubilden.
Eine Woche nach der Geburt der Jungtiere erfolgt bei diesen Tieren die zweite Im-
munisierung. Zu diesem Zeitpunkt ist der Anteil der Corticosteroide im Blut der
Mütter jedoch bereits wieder auf das Niveau der Tragzeit und der nicht reprodukti-
ven Phase zurückgegangen und nicht mehr erhöht. Die Corticosteroide können sich
also auch nicht mehr auf die Fähigkeit Antikörper zu bilden auswirken, da sowohl
nicht reproduzierende als auch trächtige Weibchen in der Lage waren, bei diesem
Titer an Corticosteroiden eine Immunantwort auszubilden. Bei den in der Laktation
immunisierten Tieren müsste also zumindest ein kurzzeitiger Anstieg der Antikörper
in Form einer Primärreaktion gegen KLH nachweisbar sein. In der primären Reaktion
werden jedoch hauptsächlich Immunglobuline der Klasse M gebildet. Diese werden
mit der in dieser Arbeit angewandten Methodik jedoch nicht erfasst. Daher kann der
Einfluss der Corticosteroide, bzw. des Streß auf die Immunantwort der laktierenden
Weibchen nicht ausgeschlossen werden.

Eine weitere Ursache für die Herabsetzung der Immunantwort während der Laktati-
on könnte eine energetische Limitierung, also ein

”
trade-off“ der verfügbaren Energie

zwischen Reproduktion und Immnusystem, der Tiere sein. Deerenberg et al. (1997)
zeigen eine deutlich verringerte Immunantwort bei Zebrafinken, die ihre Brut auf-
ziehen. Die Immunantwort ist umso geringer, je größer die Brut ist. Eine ähnliche
Reduktion der Immunantwort zeigen die Autoren für nicht brütende Vögeln, die
sich ihr Futter erarbeiten mussten. Die Autoren erklären die Herabsetzung der Im-
munantwort daher mit mangelnder Energieverfügbarkeit für die Aufrechterhaltung
des Immunsystems, da die für das Immunsystem vorgesehene Energie in Brut oder
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Arbeit investiert wird.
Daß ein hoher Energieumsatz zu einer Herabsetzung des Immunsystems führen kann,
konnte auch bei Säugern gezeigt werden. Mäuse, die über längere Zeit hinweg einer
körperlichen Anstrengung unterlagen (schwimmen), zeigten eine verringerte Abwehr
gegenüber einem Virus (Coxsackie B Virus, Gatmanitan et al, 1970). Die Mortalität
der Tiere, die der Anstrengung unterlagen, stieg von 5% auf 50%. Die Virusreplika-
tion im Herzen der Tiere stieg ebenfalls deutlich an.
Affen, die während der Inkubationsphase einer Poliomyelitis körperlich trainiert wur-
den, zeigten eine stärkere Infektionsrate als nicht trainierende Affen (Levinson et al,
1945). Hochleistungssportler erkranken signifikant häufiger an Virus- und anderen
Infektionen als nicht extensiv Sport betreibende Kontrollpersonen (Weinstein et al.,
1973; Morse et al, 1972; Baron et al, 1982).

Während der Reproduktionsphase ist der Energieumsatz von Säugetieren deutlich
erhöht. Kirkwood (1983) zeigt für Saugetiere eine Erhöhung des Basalstoffwech-
sels um das vierfache, Peterson et al. (1990) zeigen eine Erhöhung des BMR um
das 6,9fache für einen mausartigen Marsupialier (Sminthopsis crassicaudata). Bisher
konnte gezeigt werden, das daß laktierende Dickhornschafe (Ovis canadensis) einen
höheren Anteil an Parasiten (Lungenwürmer) im Kot aufweisen als nicht laktierende
Tiere (Festa-Bianchet 1989). Dabei leiden Mütter mit männlichen Jungtieren unter
stärkerem Befall als Mütter von Weibchen. Weibchen müssen weniger Energie in die
Produktion einer Tochter als in die Produktion eines Sohnes investieren. Das weist
darauf hin, das weibliche Dickhornschafe eine Ressourcen- Allokation zugunsten der
Reproduktion, aber auf Kosten der Parasiten-Abwehr durchführen.
Bei Ratten wurde gezeigt, das laktierende Weibchen weniger in der Lage sind eine
Infektion mit Parasiten (Nippostrongylus brasiliensis) abzuwehren als nicht repro-
duzierende Tiere (Connan, 1973).

Die Laktation bedeutet für die Hausmeerschweinchenweibchen eine energetisch sehr
aufwendige Phase im Lebenslauf. Die Nahrungsaufnahme ist während der Laktation
im Vergleich zu nicht reproduzierenden Tieren um 92%, der Basalstoffwechsel um
das 3,7fache erhöht (Künkele, 2000b). Die zusätzlich aufgenommene Energie wird
hauptsächlich in die Produktion von Milch für die Jungtiere investiert.
In der Laktation produzieren die Mütter für große Würfe etwa ihr eigenes Körper-
gewicht an Milch (Hille, 1993). Schon zu Beginn der Laktation ist der Energiebedarf
der Meerschweinchen Mütter relativ hoch (ca. 50% über dem Energiebedarf eines
nicht reproduzierenden Weibchens) und erreicht seinen Höchstwert bereits in der er-
sten Hälfte der Laktationsphase. Danach nimmt der Energiebedarf und somit auch
die Nahrungsaufnahme bis zum Ende der Laktation kontinuierlich ab (Künkele und
Trillmich, 1997).



KAPITEL 3. ERGEBNISSE 81

Der Energieumsatz der Tiere ist während der Laktation also deutlich erhöht. Be-
steht eine Limitierung der Energieaufnahme zum Beispiel bezüglich der Nahrungs-
verfügbarkeit, der Aufnahmekapazität oder der Verdauungseffizienz der Tiere, so
könnte dieses Limit während der Laktation möglicherweise erreicht sein. Die durch
die Immunisierung verursachten Kosten könnten dann nicht mehr durch eine Mehr-
aufnahme an Nahrung kompensiert werden. Es würde also tatsächlich ein

”
trade-off“

von Laktation und Immunsystem um die zur Verfügung stehende Energie entstehen.
Dabei würde der Produktion von Milch eine höhere Priorität zugewiesen, was sich
negativ auf die Fahigkeit eine Immunantwort zu genenrieren auswirken würde.

Die Hypothese der zentralen Limitierung beschreibt eine Limitierung des Energieum-
satzes durch einen zentralen Faktor, wie zum Beispiel die Aufnahme oder Resorb-
tionskapazität des Darms (Weiner 1992). Daß bei Meerschweinchen möglicherweise
eine zentrale Limitierung besteht, zeigt Künkele (2000a). Die Nahrungsaufnahme
weiblicher Hausmeerschweinchen während der Laktation unterschied sich in seiner
Studie nicht in Abhängigkeit von der Wurfgröße. Weibchen, deren Wurfgröße nach
oben hin manipuliert wurde, nahmen nicht mehr Nahrung auf als Weibchen mit
reduzierter Wurfgröße. Das könnte dafür sprechen, daß die Weibchen in der Lakta-
tion ein Limit bzw. Plateau der Nahrungsaufnahme erreichen. Wird mehr Energie
benötigt so muß diese möglicherweise von anderen physiologischen Prozessen allo-
ziert werden und ist für diese dann nicht mehr verfügbar.

In der vorliegenden Arbeit bilden die während der Laktation immunisierten Weib-
chen fast keine Immunantwort gegen das KLH aus. Sind die Weibchen mit der
Energieaufnahme bzw. mit dem Energieumsatz bereits am oberen Limit, so würde
dieser Befund für die Hypothese der zentralen Limitierung der Tiere sprechen. Da
die aufgenommene Energie für die Produktion von Milch aufgewandt werden muss,
so ist es möglich, daß für die Produktion einer Immunreaktion nicht genügend Ener-
gie zur Verfügung steht.
Mirijam Kramer zeigt in ihrer Diplomarbeit (2002) jedoch, daß laktierende Weib-
chen, deren Wurfgröße nach oben manipuliert wurde, unter einer Umgebungstem-
peratur von 10◦C ihre Nahrungsaufnahme aufgrund der erhöhten Thermoregulati-
onskosten erhöhen. Dies spricht gegen eine zentrale Limitierung, da die Tiere offen-
sichtlich ihre Energieaufnahme, bzw. ihren Energieumsatz noch steigern konnten.
Das unter Kältebedingengen (10◦C) möglicherweise ein

”
trade-off“ zwischen Immun-

system und Kosten für die Thermoregulation entstehen kann, konnte bei Mäusen
gezeigt werden. Unter Kältebedingungen, in denen die Thermoregulationskosten an-
steigen, ist die Immunantwort deutlich reduziert (Cichon et al., 2002). Die Tiere
sind unter diesen Bedingungen nicht in der Lage eine Immunantwort auszubilden,
da sie nicht in der Lage sind die erhöhten Kosten der Thermoregulation aufzubrin-
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gen (durch erhöhte Nahrungsaufnahme). Die zur Verfügung stehende Energie muß
von den Tieren zwischen den unterschiedlichen physiologischen Prozessen alloziert
werden. Diese Allokation fällt in diesem Fall zugunsten der Thermoregulation und
nachteilig für die Aufrechterhaltung des Immunsystems aus.

Um eine Immunantwort gegen ein Antigen aufbauen zu können, muss nicht nur
Energie, sondern auch verschiedenen Nährstoffe und Moleküle in die Produktion
von Zellen und Antkörpern investiert werden. Zu diesen Stoffen gehören Proteine,
Glukose und Fette (Lochmiller et al., 2000). Verschiedene Studien zeigen, das sich
nicht nur eine allgemeine Restriktion der Nahrung sondern auch eine Restriktion von
speziellen Nährstoffen, wie Proteinen negativ auf die Immunkompetenz auswirken
kann (Chandra et al., 1977; Gershwin et al., 1985; Klasing et al., 1991; Cunningham
Ruddles, 1993).
Proteine sind nicht nur wichtige Bestandteile der Zellen und Stoffen des Immunsy-
stems, sondern auch der Milch, die die Mütter während der Laktation produzieren.
So kann es möglicherweise zu einer Konkurrenzsituation zwischen dem Aufbau einer
Immunantwort und der Produktion von Milch kommen. Das Tier muss eine Allokati-
onsentscheidung treffen, da Stoffe die in die Produktion von Milch investiert werden
nicht mehr für den Aufbau anderer Stoffe, wie zum Beispiel den Antikörpern des
Immunsystems, zur Verfügung stehen. Es ist also möglich, das es nicht zu einem

”
trade-off“ von Laktation und Immunsystem um die zur Verfügung stehende Ener-

gie, sondern um die zur Verfügung stehenden Proteine kommt.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, daß laktierende Weibchen im Gegensatz zu
trächtigen und nicht reproduzierenden Tieren nur eine stark eingeschränkte Immu-
nantwort gegen das Antigen ausbilden. Die Gründe hierfür liegen möglicherweise im
hormonellen oder energetischen Bereich. Aus welchem Grund die Weibchen nicht in
der Lage sind eine

”
normale“ Immunantwort auszubilden, kann nicht abschließend

geklärt werden, da weder Messungen der Stoffwechselraten noch der hormonellen
Komponenten (Corticosteroide) durchgeführt wurden.
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3.4 Effekte der Immunisierung der Mütter auf die

Jungtiere

3.4.1 Einleitung

Das Immunsystem der Säugetiere ist bei der Geburt meist noch nicht vollständig
ausgebildet (Mogi et al., 1986; deVries et al., 1999; Marshall-Clarke et al., 2000;
Neubert et al.,2000). Die Jungtiere weisen gegenüber den erwachsenen Tieren eine
erhöhte Anfälligkeit gegenüber viralen oder bakteriellen Infektionen auf. Die Zellen
der natürlichen Immunität (Granulozyten, Monozyten) sind bei der Geburt zwar
bereits funktionsfähig, die Zellen der spezifischen Immunität jedoch noch nicht voll
ausgereift (Jones et al., 1996; deVries et al., 1999; Marshall-Clarke et al., 2000).
Violetta Pilorz zeigt in ihrer Diplomarbeit (2002), daß die Fähigkeit junger Meer-
schweinchen, eine Immunantwort gegen ein spezifisches Antigen (KLH) auszubilden
gegenüber der Immunantwort erwachsener Tiere stark eingeschränkt ist.
Um Infektionen erfolgreich abzuwehren, sind die Jungtiere, bzw. deren Immunsystem
auf die Unterstützung durch die Mutter angewiesen. Diese übertragen schon in Ute-
ro und später über die Milch spezifische Antigene (Immunoglobuline der Klasse A,
M und G) auf die Jungtiere (Larson et al., 1980; Sheldrake et al., 1985; von Muralt
et al., 1986; Pabst et al., 1992; Lundin et al., 1999; Hanson, 2000; van der Zweet
et al., 2002 ). Dabei werden plazental hauptsächlich Immunglobuline der Klasse G
(IgG), über die Milch Immunglobuline der Klasse A (IgA) übertragen (Larson et
al., 1980; Hanson, 2000).

In diesem Abschnitt werden die Auswirkungen der Immunisierung der Mütter auf
die Jungtiere analysiert. Es wird untersucht, ob und in welcher Menge die Mütter
aus den unterschiedlichen Versuchsgruppen (Tab. 3.4.1) plazental spezifischen An-
tikörper (IgG) auf ihre Jungtiere übertragen. Zusätzlich werden die Effekte der Im-
munisierung und Futterrestriktion auf konditionelle Parameter der Jungtiere, wie
Gewicht, Wachstum und Nahrungsverbrauch untersucht.

3.4.2 Methode

In diesem Abschnitt werden konditionelle und immunologische Ergebnisse der Jung-
tiere der in Tabelle 3.4.1 dargestellten Versuchsgruppen analysiert.
Bei den Versuchstieren handelt es sich um Hausmeerschweinchen (Cavia porcellus)
aus der Zucht der Universität Bielefeld. Haltung und Nahrungskonditionen sind in
Abschnitt 2.1.1 beschrieben.
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Die Mütter dieser Jungtiere wurden wie in Abschnitt 2.2.1 erläutert immunisiert.
Die Jungtiere selbst unterlagen keiner Immunisierung oder Nahrungsrestriktion. Bei
den Jungtieren wurden täglich Gewicht und Nahrungsaufnahme gemessen. Zusätz-
lich wurde jeweils am siebten und am 60. Lebenstag eine Blutprobe an der Ohrvene
entnommen. Aus diesen Proben wurden jeweils die Leukozytenzahl bestimmt und
ein differentielles Blutbild erstellt. Die Methodik dazu ist in Abschnitt 2.2.5 und
2.2.6 dargestellt. Aus jeder Blutprobe wurden die gegen KLH gebildeten Antikörper
mit Hilfe des ELISA ermittelt. Der Test ist in Abschnitt 2.2.4 beschrieben.

Tabelle 3.4.1: Versuchsreihen der Mütter (Trag.: Tragzeit Lak.: Laktation; ad lib.: ad libitum;
restr.: restriktiert). Die Bezeichnung der Reihen setzt sich aus Reproduktionsstatus (r: Tragzeit; lak:
Laktation), der Immunisierung (i: immunisiert; ni: nicht immunisiert) und der Futterkondition (a:
ad libitum; r: restriktiert) zusammen. Zahlen in Klammern geben die Stichprobengröße an, bei der
alle Parameter gemessen wurden (In Ansatz 1 (siehe Tabelle 2.2) wurden keine Leukozytenzahlen
gemessen und kein Diff. Blutbild erstellt.)

Repro- Immuni- Tag der Futter-

Kategorie Bezeichnung duktion sierung Immunisierung kondition N

Versuch I r i a + + Tag 40 Tr. Ad lib. 16(8)

Versuch I r i r + + Tag 40 Tr. Restr. 10

Kontrolle I r ni a + - NaCl Tag 40 Tr. Ad lib. 18 (8)

Kontrolle I r ni r + - NaCl Tag 40 Tr. Restr. 10

Versuch II lak i a + + Tag 1 Lak. Ad lib. 10

Versuch II lak i r + + Tag 1 Lak. Restr. 10

Es werden zunächst die konditionellen Parameter der Jungtiere, wie Gewicht und
Nahrungsaufnahme, ausgewertet. Daraufhin folgt die Analyse der an Tag 7 und 60
entnommenen Blutproben (Leukozytenzahl, differentielles Blutbild und Antikörper).
Die Daten wurden mittels ANOVA ausgewertet. Als unabhängigen Variablen gin-
gen jeweils Immunisierungs- und Futterstatus in die Analyse ein. Beim Gewicht
der Weibchen bei Konzeption geht allerdings nur die Versuchsreihe als unabhängi-
ge Variable ein, da die Weibchen zu Beginn des Versuchs noch keiner Behandlung
(Immunisierung oder Resriktion) unterlagen. Die Mütter, die erst in der Laktation
immunisiert wurden (Reihen lak i a und lak i r) gehen als nicht immunisiert in die
Analyse ein, da sie zum jeweiligen Meßzeitpunkt (Geburt der Jungtiere) noch nicht
immunisiert waren. Die in der Laktation immunisierten und restriktierten Weibchen
(lak i r) gingen als ad libitum gefüttert ein, da die Restriktion erst nach dem jewei-
ligen Meßzeitpunkt, also der Geburt der Jungtiere begann.
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3.4.3 Ergebnisse

3.4.3.1 Konditionelle Parameter

Die folgende Tabelle (3.4.2) zeigt Parameter, die die Versuchsweibchen (Mütter) be-
treffen (Tab. 3.4.1). Bezüglich des Gewichts der Mütter bei der Konzeption ergab
sich in der statistischen Analyse ein signifikanter Unterschied zwischen den einzel-
nen Versuchsgruppen (siehe Tab. 3.4.2). Bei den Parametern Gewicht bei Geburt,
Wurfgröße, Mortalitat, Geschlechterverhältnis und produzierte Wurfmasse ergaben
sich keine statistisch nachweisbaren Unterschiede zwischen den Gruppen (siehe Tab.
3.4.2). Weder Immunisierung noch Futterkondition hatten einen Einfluß auf diese
Parameter. Das mittlere Geburtsgewicht der Jungtiere der restriktierten Mütter war
signifikant geringer als das Gewicht der Jungtiere von ad libitum gefütterten Mütter
(HSD- posthoc Test, p<0,001). Der Immnuisierungsstatus der Mutter hatte keinen
Einfluß auf diesen Parameter.
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Tabelle 3.4.2: Reproduktionsparameter der Mütter. Angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichung. Versuchsreihen
wie in Tab. 3.4.1 dargestellt. (unabhängige Variablen: I: Immunisierungsstatus; F: Futterstatus)

R I A R I R R NI A R NI R LAK I A LAK I R FG

Anzahl Mütter N= 16 N= 10 N= 18 N=10 N= 10 N= 10 FG Fehler F p

Anzahl Jungtiere N= 20 N= 25 N= 21 N=28 N= 29 N= 25 FG Fehler F p

Gewicht MT 609,35 477,22 635,74 529,98 466,07 486,13 5 68 5,80 0,002

Konzeption ± 178,87 ±58,87 ±111,64 ±56,86 ±46,29 ±84,86

Gewicht MT 691,81 653,82 716,51 653,35 643,89 652,83 I: 1 70 0,10 0,758

Geburt der Jungtiere ± 71,56 ±68,89 ±74,31 ±56,49 ±60,34 ±50,86 F: 1 70 3,01 0,087

natürliche 2,62 2,90 2,67 3,20 3,10 2,60 I: 1 70 1,03 0,313

Wurfgröße ±0,81 ±0,99 ±0,77 ±0,63 ±0,74 ±0,84 F: 1 70 2,72 0,103

Wurfgröße 2,56 2,6 2,50 2,80 2,90 2,50 I: 1 70 0,29 0,591

nach der Geburt ±0,73 ±1,08 ±0,92 ±0,63 ±0,74 ±0,85 F: 1 70 0,267 0,607

Mortalität 0,06 0,30 0,17 0,40 0,20 0,10 I: 1 70 0,56 0,456

±0,25 ±0,68 ±0,38 ±0,70 ±0,63 ±0,32 F: 1 70 3,38 0,070

Sex Ratio 0,37 0,47 0,56 0,52 0,46 0,49 I: 1 70 1,35 0,249

±0,22 ±0,37 ±0,38 ±0,21 ±0,295 ±0,36 F: 1 70 0,34 0,561

produzierte 267,51 242,17 282,01 239,29 269,34 247,13 I: 1 70 0,001 0,979

Wurfmasse ±63,45 ±65,86 ±68,77 ±57,34 ±41,69 ±64,47 F: 1 70 2,77 0,101

mittleres 104,11 86,57 106,89 77,33 89,66 99,36 I: 1 70 3,51 0,065

Geburtsgewicht ±11,94 ±12,34 ±11,90 ±11,93 ±10,94 ±12,73 F: 1 70 34,23 0,000
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Abbildung 3.4.1 zeigt den Gewichtsverlauf der Jungtiere von der Geburt bis zum
60. Lebenstag. Von der Geburt an wurde bis zum 25. Lebenstag täglich das Gewicht
der Tiere aufgenommen. Anschließend wurden Mutter und Jungtiere voneinander
getrennt (Entwöhnung) und die Jungtiere wurden nur noch alle 10 Tage (Lebenstag
30-60) gewogen. Es sind jeweils die Jungtiere der restriktierten (Gruppen r i r, r ni
r, lak i r) und ad libitum gefütterten Mütter (Gruppen r i a, r ni a, lak i a) zu einer
Gruppe zusammengefaßt.

Abbildung 3.4.1: Mittleres Gewicht der Jungtiere von der Geburt bis zum 60. Lebenstag (Mittel
± SD). Es sind jeweils die Jungtiere restriktierter und adlibitum gefütterter Mütter zusammenge-
faßt. Über die Würfe wurde jeweils das Wurfmittel gebildet. (Statistik im Text)

In die statistische Analyse der Jungtiergewichte gehen Immunisierungs- und Fut-
terstatus der Mutter als unabhängige Variablen, das Gewicht der Mutter und die
tatsächliche Wurfgröße (Überlebende) als Kovariablen ein.
Die Gewichte der Jungtiere unterscheiden sich je nach Futterstatus der Mutter signi-
fikant voneinander (Tabelle 3.4.3). Die Jungtier der restriktierten Mütter kommen
signifikant leichter zur Welt als Jungtiere ad libitum gefütterter Jungtiere (HSD-
posthoc Test, p<0,001). Der Unterschied zwischen den Gruppen bleibt bis zum 60.
Lebenstag bestehen.

Die folgende Abbildung (3.4.2) zeigt das Wachstum, also die tägliche Gewichtszu-
nahme, der Jungtiere. Das Wachstum der Jungtiere unterscheidet sich signifikant in
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Abhängigkeit vom Futterstatus der Mutter voneinander (Tabelle 3.4.3). In die stati-
stische Analyse gehen Immunisierungs- und Futterstatus der Mutter als unabhängige
Variablen, das Gewicht der Mutter und die tatsächliche Wurfgröße (Überlebende)
als Kovariablen ein. Bis zur Entwöhnung der Tiere (25. Lebenstag) liegt das Wachs-
tum der Jungtier restriktierter Weibchen unter dem Wachstum der Jungtiere von
ad libitum gefütterten Weibchen. Danach scheint kein Unterschied mehr zwischen
den Gruppen zu bestehen. Das Wachstum der Tiere ändert sich signifikant über mit
zunehmendem Alter (Tabelle 3.4.3).
In Abb. 3.4.2 sind jeweils die Jungtiere restriktierter (Gruppen r i r, r ni r, lak i r) und
adlibitum gefütterter Mütter (r i a, r ni a, lak i a) zu einer Gruppe zusammengefaßt

Abbildung 3.4.2: Mittlere tägliche Gewichtszunahme der Jungtiere (Mittel ± SE). Es sind jeweils
die Jungtiere restriktierter und adlibitum gefütterter Mütter zusammengefaßt. Über die Würfe
wurde jeweils das Wurfmittel gebildet (Statistik im Text).

Während der ersten 25 Lebenstage wurde die Nahrungsaufnahme der Jungtiere ge-
messen. Die folgende Abbildung 3.4.3 zeigt die Nahrungsaufnahme der Jungtiere pro
Tag pro kg Jungtiermasse. Es sind, wie schon zuvor, jeweils alle Jungtiere der re-
striktierten und ad libitum gefütterten Weibchen zu einer Gruppe zusammengefasst.

In die statistische Analyse der Nahrungsaufnahme der Jungtiere gehen Immunisierungs-
und Futterstatus der Mutter als unabhängige Variablen, das Gewicht der Mut-
ter und die tatsächliche Wurfgröße (Überlebende) als Co-Variablen ein. Es zeigen
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sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Tiergruppen (Tab. 3.4.3). Weder
Immunisierungs- noch Futterstatus der Mutter beinflussen die Nahrungsaufnahme
der Jungtiere. Der Nahrungsbedarf der Jungtiere nimmt mit zunehmendem Alter
zu. Das zeigt sich im signifikanten Verlauf der Kurve.

Abbildung 3.4.3: Mittlere Nahrungsaufnahme der Jungtiere (Mittel ± SE). Es sind jeweils die
Jungtiere restriktierter und adlibitum gefütterter Mütter zusammengefaßt. Die Stichprobengröße
ist in Tabelle 3.4.3 angegeben. Es wurden jeweils Wurfmittel berechnet (Statistik im Text).

Bisher konnte also gezeigt werden, daß die Immunisierung der Mütter keinen Einfluß
auf die untersuchten konditionellen Parameter wie Gewicht, Wachstum und Nah-
rungsverbrauch der Jungtiere hat. Die Restriktion der Mütter während der Tragzeit
wirkt sich negativ auf das Geburtsgewicht und das Wachstum der Jungtiere aus.
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Tabelle 3.4.3: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) für Konditionsparameter der Jungtiere.
Unabhängige Variablen: Immunisierungs- und Futterstatus der Mütter; abhängige Variablen:
Versuchstag(e). Int.: Interaktion (nur signifikante Interaktionen angegeben). Für jeden Parameter
wurde eine eigene Analyse erstellt.

Parameter Effekt FG FG Fehler F p

Gewicht 1.Immunisierung 2 66 1,06 0,351

2.Futter 1 66 26,68 <0,001

3.Tage (Verlauf) 28 1904 1893,92 <0,001

Int. 1. & 3. 28 1904 3,94 <0,001

Wachstum 1.Immunisierung 2 66 0,13 0,881

2.Futter 1 66 9,32 0,003

3.Tage (Verlauf) 28 1836 16,96 <0,001

Int. 1. & 3. 28 1836 1,65 0,002

Nahrungs- 1.Immunisierung 2 48 2,47 0,096

aufnahme 2.Futter 1 48 0,97 0,331

3.Tage (Verlauf) 24 1200 74,51 <0,001

Int. 1. & 3. 48 1200 1,42 0,033

3.4.3.2 Immun/Blut spezifische Parameter

Die folgende Abbildung (3.4.4 A) zeigt die im Blutserum der Jungtiere gemessene
Extinktion. Jungtiere, deren Mütter während der Tragzeit immunisiert wurden zei-
gen einen Antikörpertiter (gemessen als Extinktion) in ihrem Blut am 7. Lebenstag.
Die Mütter haben also Antikörper auf ihre Jungtiere übertragen. Die bei diesen
Jungtieren gemessene Extinktion ist signifikant von der bei Jungtieren nicht im-
munisierter Mütter oder während der Laktation immunisierter Mütter verschieden.
(siehe Tabelle 3.4.4; HSD- posthoc Test, p<0,05). Bei den letzten beiden Gruppen
lassen sich keine Antikörper nachweisen, d.h. es wurden keine Antikörper von der
Mutter auf die Jungtiere übertragen.
Im Alter von 60 Tagen (Abbildung 3.4.4 B) bestehen keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den Gruppen. Auch bei den Jungtieren der während der Tragzeit
immunisierten Mütter sind keine Antikörper mehr nachweisbar (Tab. 3.4.4).
In Abb. 3.4.4 sind jeweils die Jungtiere aller während der Tragzeit immunisierten
Mütter, aller während der Tragzeit mit NaCl behandelten Mütter und in der Lakta-
tion immunisierten Weibchen zu einer Gruppe zusammengefasst, da der Futterstatus
keinen nachweisbaren Einfluß auf die bei den Jungtieren gemessene Extinktion hat
(Tabelle 3.4.4).
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Abbildung 3.4.4: Extinktion der Serumproben der Jungtiere im Alter von 7 (A) und 60 Tagen
(B) (Median: Box, 25% 75%: Whisker). Die Stichprobengröße ist in Tabelle 3.4.3 angegeben. Es
wurden jeweils Wurfmittel berechnet. (Statistik im Text).

Trägt man die bei den Jungtieren gemessene Extinktion gegen die bei den Müttern
zum Zeitpunkt der dritten Blutprobe (Tag -14) gemessenen Werte auf (Abb. 3.4.5),
so zeigt sich kein Zusammenhang zwischen den Werten von Mutter und Jung-
tier (Pearson Korrelation; N=66; r=0,167; p=0,180). Die Menge der übertrage-
nen Antikörper bzw. die gemessene Extinktion der Jungtiere ist also nicht von der
Antkörpermenge der Mutter abhängig. In diese Auswertung gehen nur die Jungtiere
aus den Versuchsgruppen r i a und r i r ein, da nur diese Tiere nachweislich An-
tikörper übertragen bekommen haben.
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Abbildung 3.4.5: Bei den Jungtieren gemessenen Extinktion gegen die bei den Müttern gemes-
sene. Es gehen nur die einzelnen Jungtiere und ihre Mütter der Reihen r i a und r i r ein (Mütter
N=26; Jungtiere N=66. (Statistik im Text).

Die Zählung der Leukozyten ergab weder im Alter von 7 Tagen noch im Alter von
60 Tagen einen Unterschied zwischen den Jungtieren der verschiedenen Versuchs-
gruppen. Weder Immunisierungs- noch Futterstatus der Mütter wirkt sich auf die
Anzahl der Leukozyten im Blut der Jungtiere aus (Tabelle 3.4.4).
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Abbildung 3.4.6: Leukozytenzahlen der einzelnen Jungtiere im Alter von 7 und 60 Tagen
(Mittel±SD).Die Stichprobengröße ist in Tabelle 3.3.2 angegeben. (Statistik im Text).

Vergleicht man die Leukozytenzahlen aller Jungtiere im Alter von 7 und 60 Tagen,
so ergibt sich ein signifikanter Unterschied. Im Alter von 60 Tagen ist die Anzahl
der Leukozyten signifikant höher als im Alter von 7 Tagen (Wilcoxon Test für ge-
paarte Stichproben, N=148; T=1641,5; Z=7,34; p<0,001). Dieser Unterschied wird
in Abbildung 3.4.6 dargestellt.

Tabelle 3.4.4: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) für Blutparameter. Unabhängige
Variablen: Immunisierungs- und Futterstatus der Mütter; abhängige Variablen: Versuchstag(e).
Für jeden Parameter an beiden Messtagen (7 und 60) wurde eine eigene Analyse erstellt.

Parameter Effekt FG FG Fehler F p

Igg 1.Immunisierung 2 187 350,03 <0,001

Tag 7 2.Futter 1 187 0,13 0,719

Igg 1.Immunisierung 2 187 0,59 0,552

Tag 60 2.Futter 1 187 1,73 0,190

Leukozyten 1.Immunisierung 2 142 0,36 0,701

Tag 7 2.Futter 1 142 1,79 0,182

Leukozyten 1.Immunisierung 2 142 1,54 0,218

Tag 60 2.Futter 1 142 0,47 0,493

Die Analyse der Blutausstriche der Jungtiere im Alter von 7 und 60 Tagen ergab die
folgenden Ergebnisse: Auf keinen der ausgezählten Zelltypen (Eosinophile, basophile
und neutrophile Granulozyten, Lymphozyten, Monozyten und Kurloff Zellen) hat
die Immunisierung oder der Futterstatus der Mutter einen Einfluß. Es gibt weder im
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Alter von sieben noch von 60 Tagen Unterschiede im Anteil der einzelnen Zelltypen
zwischen den Jungtieren der verschiedenen Versuchsgruppen (Tabelle 3.4.6).

Mit zunehmendem Alter gibt es allerdings signifikante Änderungen der Subpopula-
tionen der Leukozytem im Blut der Jungtiere. Der Anteil der Lymphozyten (Abb.
3.4.7 A) ist im Alter von 60 Tagen im Gegensatz zum Alter von 7 Tagen signifikant
höher (siehe Abb.3.4.7 und Tabelle 3.4.5). Der Anteil der neutrophilen Granulozyten
(Abb. 3.4.7 B) im Blut der Jungtiere dagegen, nimmt mit zuehmendem Alter ab.
Der Anteil aller anderen Leukozyten- Subpopulationen (eosinophile und basophile
Granulozyten, Monozyten und Kurloff Zellen) ändert sich nicht nachweisbar mit
zunehmendem Alter der Jungtiere (Tabelle 3.4.5).

Abbildung 3.4.7: Änderung der Lymphozytenanteile (A) und neutrophiler Granulozyten (B) im
Blutbild der einzelnen Jungtiere (Mittel ±SD). Die Stichprobengröße ist in Tabelle 3.4.3 angegeben
(Statistik im Text).

Die Ergebnisse zu den immunologischen Untersuchungen im Blut der Jungtiere zei-
gen, daß von den während der Tragzeit immunisierten Müttern Antikörper gegen
das Antigen KLH auf die Jungtiere übertragen werden. Die Übertragung ist un-
abhängig vom Futterstatus der Mütter. Mütter, die in der Laktation immunisiert
wurden, übertragen keine Antikörper auf ihre Jungtiere.
Das differentielle weiße Blutbild und die Anzahl der Leukozyten ändert sich mit zu-
nehmendem Alter der Jungtiere. Diese Änderung ist unabhängig von Immunisierungs-
und Futterstatus der Mütter.
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Tabelle 3.4.5: Änderung im Blutbild der Jungtiere mit zunehmendem Alter. Es wird jeweils der
siebte mit dem 60. Lebenstag verlichen (Wilcoxon Test für gepaarte Stichproben).

Zelltyp N T Z p
basophile Granulozyten 148 196 1,02 0,308
eosinophile Granulozyten 148 1658 0,92 0,360
neutrophile Granulozyten 148 3406 3,62 0,0003
Lymphozyten 148 3599,5 3,32 0,0008
Monozyten 148 3059 1,07 0,286
Kurloff Zellen 148 16,5 1,47 0,142

Tabelle 3.4.6: Varianzanalyse des Blutbilds der Jungtiere im Alter von 7 und 60 Tagen. Angegeben
sind jeweils Mittelwerte aller Jungtiere und die Standardabweichung. Als unabhängige Variablen
gehen Immunisierungs- (I) und Futterstatus (F) der Mütter in die Analyse ein

Versuchs- Alle JT FG-
Zelltyp tag N=148 FG Fehler F p
basophile 7 0,13 I: 2 142 0,70 0,496
Granulozyten ±0,41 F: 1 142 1,17 0,280

60 0,21 I: 2 142 1,58 0,209
±0,65 F: 1 142 2,46 0,119

eosinophile 7 1,13 I: 2 142 2,66 0,074
Granulozyten ±0,59 F: 1 142 1,34 0,250

60 1,22 I: 2 142 0,46 0,634
±0,97 F: 1 142 0,60 0,439

neutrophile 7 20,82 I: 2 142 0,32 0,724
Granulozyten ±11,77 F: 1 142 0,11 0,740

60 16,16 I: 2 142 0,82 0,441
±7,57 F: 1 142 0,23 0,632

Lymphozyten 7 3,19 I: 2 142 0,64 0,529
±1,39 F: 1 142 0,06 0,805

60 3,37 I: 2 142 1,06 0,349
±1,48 F: 1 142 0,20 0,654

Monozyten 7 74,70 I: 2 142 1,24 0,294
±11,56 F: 1 142 0,02 0,875

60 78,95 I: 2 142 0,56 0,571
±8,03 F: 1 142 0,003 0,953

Kurloff Zellen 7 0,02 I: 2 142 0,04 0,958
±0,14 F: 1 142 0,47 0,493

60 0,06 I: 2 142 1,98 0,142
±0,27 F: 1 142 1,02 0,315
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3.4.4 Diskussion

Konditionelle Parameter

Die Immunisierung der Mütter hatte keinen nachweisbaren Einfluß auf die gemesse-
nen konditionellen Parameter wie Gewicht, Wachstum und Nahrungsaufnahme der
Jungtiere.
Die bestehenden Unterschiede zwischen den Jungtieren der einzelnen Versuchsgrup-
pen sind auf den Futterstatus der Mütter zurückzuführen. Die Jungtiere restriktier-
ter Weibchen kommen bereits leichter zur Welt. Der Unterschied erhält sich bis zum
60. Lebenstag der Tiere. Die Restriktion der Mütter wirkt sich ebenfalls negativ auf
das Wachstum der Jungtiere aus. Bis zur Entwöhnung am 25. Lebenstag wachsen
die Jungtiere der restriktierten Weibchen signifikant schlechter als die der ad libi-
tum gefütterten Weibchen. Diese Ergebnisse entsprechen den Erwartungen aus der
Literatur. Die negativen Einflüsse der Restriktion auf Gewicht und Wachstum der
Jungtiere wurden bereits zuvor beschrieben (Laurien- Kehnen, 2002).
Die negative Auswirkung der mütterlichen Restriktion auf die konditionellen Pa-
rameter der Jungtiere sind ein sicheres Anzeichen dafür, daß die Restriktion der
Mütter erfolgreich war.

Immun/Blut spezifische Parameter

Die Messung der Antikörper gegen das den Müttern injizierte Antigen KLH fiel bei
den Jungtieren der in der Tragzeit immunisierten Müttern positiv aus. Offensichtlich
wurden die Antikörper von den Müttern zuvor auf ihre Jungtiere übertragen. Diese
Übertragung erfolgt allerdings nur in den Gruppen der während der Tragzeit im-
munisierten Mütter (r i a uns r i r). In allen anderen Versuchsgruppen konnte keine
Übertragung von Antikörpern stattfinden, da die Mütter entweder nicht immunisiert
wurden (r ni a und r ni r) oder die Immunisierung erst zu Beginn der Laktation nach
der Geburt der Jungtiere stattfand. Dabei hat die Nahrungskondition der Mutter
keinen Einfluß auf die Menge der übertragenen Antikörper.

Die Menge der übertragenen Antikörper ist, entgegen den Daten aus der Literatur,
nicht abhängig von der Menge der mütterlichen Antikörper. Van der Zweet und
Koautoren (2002) zeigen einen derartigen Zusammenhang beim Menschen. Dort ist
die auf das Kind übertragene Antikörpermenge abhängig vom Antikörpertiter der
Mütter. Kirsten Knudtsen zeigt in ihrer Diplomarbeit (2003) einen derartigen Zu-
sammenhang auch für junge Meerschweinchen.
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Mit zunehmendem Alter nimmt der Antikörpertiter im Blut der Jungtiere ab. Im
Alter von 60 Tagen sind bei den Jungtieren der während der Tragzeit immunisierten
Mütter keine Antikörper gegen KLH mehr nachweisbar. Offensichtlich wurden diese
im Laufe des Versuchs abgebaut. Wären die Jungtiere selbst in Kontakt mit dem
Antigen gekommen, hätte sich dieser Titer wahrscheinlich über einen längeren Zeit-
raum erhalten, wie bereits zuvor bei den Müttern gezeigt werden konnte (Abschnitt
3.2 und 3.3).
Zuvor konnte bereits gezeigt werden, daß junge Hausmeerschweinchen selbst in der
Lage sind eine spezifische Immunantwort gegen KLH auszubilden (Pilorz, 2002).
Diese Immunantwort blieb jedoch um mehr als 50% hinter der Antwort adulter Tie-
re zurück. Kann bei Adulten eine Extinktion von ca. 0,7 gemessen werden, so lagen
die Werte für die Jungtiere im Höchstfall bei 0,3.
In der vorliegenden Arbeit konnte bei den Jungtieren von immunisierten Müttern
eine Extinktion von etwa 0,4 gemessen werden. Die von der Mutter übertragenen
Antikörper unterstützen das Immunsystem der Jungtiere und ermöglichen diesen
eventuell eine bessere Abwehr von Antigenen als die Jungtiere selbst in der Lage
wären auszubilden.
Kirsten Knudtsen zeigt in ihrer Arbeit (2003), daß Jungtiere vor und während der
Tragzeit immunisierter Mütter zusätzlich nur noch wenige Antikörper gegen KLH
ausbilden, wenn sie selbst am 7. Lebenstag immunisiert werden. Diese Jungtiere
nutzen also die von der Mutter auf sie übertragenen Antikörper für die Abwehr des
Antigens.

In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, das die Mütter eigene An-
tikörper auf ihre Jungtiere übertragen. Damit unterstützen sie das noch nicht voll
ausgebildete Immunsystem ihrer Nachkommen, das wie das anderer Säugetiere auch
bei der Geburt vermutlich noch nicht voll ausgebildet ist (Mogi et al., 1986; deVries
et al., 1999; Marshall-Clarke et al., 2000; Neubert et al., 2000). Die Jungtiere sind auf
die Unterstützung des eigenen Immunsytems durch ihre Mutter angewiesen. Diese
überträgt plazental und später über die Milch spezifische Antigene (Immunoglobu-
line der Klasse A, M und G) auf die Jungtiere (Larson et al., 1980; Sheldrake et al.,
1985; von Muralt et al., 1986; Pabst et al., 1992; Lundin et al., 1999; Hanson, 2000;
van der Zweet et al., 2002 ). Dabei werden plazental hauptsächlich IgG, über die
Milch IgA übertragen (Larson et al., 1980; Hanson, 2000).

Die in meiner Arbeit nachgewiesene Übertragung von Antikörpern durch die während
der Tragzeit immunisierten Mütter auf ihre Jungtiere muss daher in utero über
die Plazenta erfolgt sein. Die während der Laktation immunisierten Mütter (siehe
Abschnitt 3.3) übertragen mit der Milch keine Antikörper der Klasse IgG auf ih-
re Jungtiere. Dieser Befund kann jedoch nicht ausschließen, das IgG über die Milch
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übertragen wird, da die Mütter dieser Versuchsgruppe selbst nicht bzw. sehr schwach
auf die Immunisierung reagieren.
Kirsten Knudtsen zeigt in ihrer Arbeit, daß Meerschweinchenmütter die spezifischen
gegen das KLH gebildeten Antikörper (IgG) nur plazental auf die Jungtiere übertra-
gen. Im Blut von Jungtieren, die direkt nach der Geburt zu immunisierten Müttern
gesetzt und von diesen auch sofort gesäugt wurden waren keine Immunglobuline der
Klasse G gegen KLH nachweisbar.

Unabhängig von der Immunisierung der Mutter ergeben sich für die heranwachsen-
den Meerschweinchen verschiedene Änderungen im Blutbild.
Zunächst steigt mit zunehmendem Alter die Menge der Leukozyten im Blut der Tie-
re signifikant an. Im Alter von 60 Tagen ist der Leukozytenanteil mit den Werten der
adulten Tiere identisch. Dies entspricht sowohl meinen eigenen Daten zum Blutbild
der Tiere (Kapitel 3.1) als auch den Daten aus der Literatur für erwachsene Tiere
(Burnett 1904, King et al. 1941, Sawitsky et al. 1948, Innes et al. 1949, Roofe et
al. 1950, Bilbey et al. 1955, Constable 1960, Zawisza-Zenkteler 1963, Zemann et al.
1965, Chan 1965a, Chan 1965b, Burns et al. 1966, Griffiths et al. 1969, Baranski
1971, Sibley et al. 1979,Hawkey 1989a.). Diese Daten sind in Tabelle 3.1.1 aufge-
tragen und zuammengefasst. Für die Anzahl an Leukozyten bei Jungtieren vor der
Entwöhnung sind in der Literatur keine Daten nachgewiesen (siehe auch Tabelle
3.1.1).

Weiter Änderungen im Blutbild der Tiere ergaben sich für Lymphozyten und neu-
trophile Granulozyten. Der Anteil an Lymphozyten nahm mit zunehmendem Alter
der Tiere zu, der Anteil an neutrophilen Granulozyten dagegen ab. Die Werte für die
60 Tage alten Tiere liegen bei den Lymphozyten deutlich höher als in der Literatur
beschrieben, die Anteile der neutrophilen Granulozyten im Vergleich zur Literatur
deutlich niedriger (siehe Tabelle 3.1.1). Für junge Tiere sind in der Literatur keine
Daten zum differentiellen weißen Blutbild aufzufinden (siehe Abschnitt 3.1).
Diese Befunde weisen, wie auch schon in Kapitel 3.1 beschrieben, daraufhin, daß in
zukünftigen Untersuchungen, die das weiße Blutbild betreffen auf jeden Fall das Al-
ter der Tiere einbezogen werden muß, da sich die Werte von Jungtieren in mehreren
Parametern von den bei adulten Tieren gemessenen Werten unterscheiden.
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Synthese

Die Ergebnisse aus den Daten zum Blutbild des Meerschweinchens (Kapitel 3.1)
zeigen gravierende Unterschiede im Blutbild in Abhängigkeit vom Alter der Tiere.
Die Jungtiere zeigen einen signifikant höheren Anteil an Erythrozyten, Hämoglobin
und Hämatokrit als adulte Tiere. Es gibt innerhalb dieser drei Parameter einen si-
gnifikanten Alterseffekt.
Es zeigt sich, daß in zukünftigen Untersuchungen auf jeden Fall das Alter der Tiere
einbezogen werden muß. Bei den Weibchen sollte ebenfalls der Reproduktionsstatus
aufgrund des vermehrten Aufkommens der sogenannten Kurloff Zellen im weißen
Blutbild der Tiere berücksichtigt werden. Um abschließend Effeke des Geschlechts
auf verschiedene Parameter, besonders im weißen Blutbild, ausschließen zu können,
sollte hierzu eine größere Anzahl an Tieren, untersucht werden.

Die Ergebnisse zur Immunisierung zeigen folgendes Bild: Während der Tragzeit ist
die Fähigkeit der Mütter eine Immunantwort gegen KLH zu generieren nicht einge-
schränkt. Die von ihnen gezeigte Antwort entspricht der Antwort, die nicht reprodu-
zierende Tiere generieren. Anscheinend besteht zu diesem Zeitpunkt kein

”
trade-off“

der verfügbaren Energie zwischen Reproduktion und dem Immunsystem. Obwohl die
Weibchen eine größere Menge, etwa 40% des eigenen Gewichtes, an Jungtiermasse
aufbauen, wirkt sich die Energieinvestition nicht negativ auf das Immunsystem aus.
Die Weibchen sind in der Lage den Mehrbedarf an Energie während der Tragzeit zu
kompensieren. Es besteht anscheinend keine Limitierung.
Eine künstliche Limitierung wurde mit Hilfe der Nahrungsrestriktion erreicht. Die
Restriktion führt zu einer geringeren Jungtiermasse, die von den Müttern produ-
ziert wird. Zusätzlich verläuft die Immunantwort der restriktierten Tiere sowohl bei
reproduzierenden als auch bei trächtigen Tieren jeweils unterhalb der von ad li-
bitum gefütterten Tieren generierten Antwort. Die Nahrungsrestriktion beeinflusst

99
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also sowohl konditionelle wie auch immunologische Parameter der Tiere, wobei die
Immunantwort bei reproduzierenden und nicht reproduzierenden Tieren gleich stark
herabgesetzt wird. Eine stärkere Restriktion hätte vermutlich auch einen stärkeren
Einfluß auf die Immunantwort der Tiere, würde bei den reproduzierenden Tieren
jedoch zu starken Einbußen im Fortpflanzungserfolg führen (Wagner, 1996).
Die Herabsetzung der Immunantwort der restriktierten Tiere im Gegensatz zu ad
libitum gefütterten Tieren macht deutlich, daß die Immunantwort mit Kosten für
das Tier verbunden sind. Um die Kosten der Immunantwort genauer bestimmen
zu können sollte in weiteren Versuchen zusätzlich der Ruhestoffwechsel der Tie-
re gemessen werden. Es konnte bereits gezeigt werden, daß Infektionen, bzw. die
damit verbundene Immunantwort, zum Teil hohe Kosten für das infizierte Indivi-
duum haben. Beim Menschen wurde gezeigt, daß eine Sepsis zu einer Erhöhung
des Ruhestoffwechsels um 30% (Kreymann et al. 1993; Carlson et al., 1997). Eine
Entzündungsreaktion ruft bei Ratten eine Erhöhung des Ruhestoffwechsels um 28%
hervor (Cooper et al., 1994). Bei Schafen kann die Injektion eines Endotoxins zu
einer Stoffwechselerhöhung von 10 bis 49% führen (Fewell et al., 1991; Baracos et
al., 1987).
Zu einer Erhöhung der Kosten der Immunantwort wäre es auch möglich ein stärke-
res Antigen einzusetzen, das nicht, wie KLH, nur zu einer von Antikörper- Reaktion
führt, sondern auch schwerwiegendere Folgen für die Tiere, wie zum Beispiel eine
Erkrankung (z.B. Fieber), mit sich bringt. Symptome wie Fieber oder Lethargie
würden sich auf die Nahrungsaufnahme und damit auch auf das Gewicht der Tiere
und auch auf ihren Fortpflanzungserfolg auswirken (Lochmiller et al., 2000; Apanius,
1997), da gezeigt werden konnte, daß leichtere Weibchen auch weniger Jungtiermas-
se produzieren können (Laurien-Kehnen, 2002).

Während der Laktation ist die Energieaufnahme der Tiere, und damit auch der Ener-
gieumsatz gegenüber trächtigen und nicht reproduzierenden Weibchen sehr stark
erhöht (Künkele, 2000b). Die laktierenden Weibchen produzieren im Vergleich zu
trächtigen und nicht reproduzierenden Weibchen nur eine sehr stark verringerte Im-
munantwort. Anscheinend ist es den laktierenden Müttern nicht mehr möglich eine
angemessene Immunantwort zu generieren. Worin der Grund für diese verminder-
te Immunantwort liegt, kann hier nicht ausreichend geklärt werden. Möglicherweise
steht den Tieren tatsächlich nicht genug Energie zur Verfügung um gleichzeitig eine
Immunantwort und nahezu ihr eigenes Gewicht an Milch für ihre Jungtiere zu pro-
duzieren. Die vermehrte Nahrungsaufnahme während der Laktation, bzw. die damit
aufgenommene Energie wird in die Produktion der Milch investiert. Es besteht al-
so möglicherweise ein

”
trade-off“ der verfügbaren Energie zwischen der Produktion

von Milch und dem Immunsystem. Dieses wird durch die Tatsache bestätigt, daß
die restriktierten, während der Laktation immunisierten Tiere eine geringere Immu-
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nantwort zeigen als die ad libitum gefütterten Tiere.
Möglicherweise besteht zwischen der Produktion von Milch und dem Aufbau von
Antigenen kein

”
trade-off“ um die zur Verfügung stehende Energie, sondern um die

verfügbaren Proteine, die für den Aufbau von Milch und Antikörpern benötigt wer-
den. Verschiedene Studien zeigen, daß sich nicht nur eine allgemeine Restriktion der
Nahrung, sondern auch eine Restriktion von speziellen Nährstoffen wie Proteinen,
negativ auf die Immunkompetenz auswirken kann (Chandra et al., 1977; Gershwin
et al., 1985; Klasing et al., 1991; Cunningham-Ruddles, 1993).

Eine weitere Möglichkeit zur Erklärung der verringerten Immunantwort aller während
der Laktation immunisierten Tiere ist die Einwirkung von Streß auf das Immunsy-
stem. Stresshormone wie die verschiedenen Corticosteroide, wirken sich nachweislich
negativ auf die Immunkompetenz eines Organismus aus (Stefanski et al., 1996; Apa-
nius, 1997; von Holst, 1998; von Holst et al., 1999; Dawils et al., 2000).
Bei weiblichen Hausmeerschweinchen sind schon kurz vor der Geburt bis ca. eine
Woche danach die Corticosteroide im Blut der Tiere stark erhöht (Gala et al., 1967;
Dalle et al., 1976). Es kann nicht ausgeschlossen werden, daß diese möglicherweise
die Immunantwort, also die Produktion von Antikörpern gegen KLH hemmen. In
weiteren Versuchen sollte zusätzlich zu den Antikörpern auch die Corticosteroide im
Blut der Weibchen bestimmt werden. Wenn die Antikörperproduktion durch Cor-
ticosteroide gehemmt wird, wäre in diesem Fall eine negative Korrelation zwischen
dem Titer der Antigene und der Corticosteroide zu erwarten.
Zur Klärung dieser Zusammenhänge wäre es ebenfalls sinnvoll, die primäre Immu-
nisierung zu einem anderen Zeitpunkt der Laktation, zum Beispiel an Tag 7 durch-
zuführen. Zu diesem Zeitpunkt sind die Stresshormone der Weibchen bereits wieder
auf einen etwa mit der Mitte der Tragzeit identischen Level gefallen. Mit diesem An-
teil von Corticosteroiden sind die Weibchen definitiv in der Lage eine Immunantwort
zu generieren. Sollte die Immunantwort zu diesem Zeitpunkt, der etwa dem Peak
der Laktation entspricht, ebenfalls nur eine verminderte Immunantwort aufweisen,
so würde dieser Befund gegen eine Beeinflussung der Immunantwort durch Corti-
costeroide und für einen

”
trade-off“ um Ressourcen sprechen. Dann müsste noch

geklärt werden um welche Ressourcen (Energie oder Proteine) es sich dabei handelt.

Die Daten zeigen, daß von der immunisierten Mutter Antikörper auf die Jungtiere
übertragen wurden. Damit unterstützen die Mütter das noch nicht voll ausgebildete
Immunsystem ihrer Jungtiere und erhöhen damit im Normalfall die Überlebenschan-
ce ihrer Jungtiere und damit natürlich auch ihren eigenen Fortpflanzungserfolg.
Die Jungtiere sind auf die Hilfe der Mutter angewiesen, da sie selbst noch nicht in der
Lage sind Antigene adäquat abzuwehren. Die Immunreaktion, die sie selbst ausbil-
den können, bleibt deutlich hinter der Reaktion adulter Tiere zurück (Pilorz, 2002;
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Knudtsen, 2003). Besitzen die Jungtiere Antikörper ihrer Mütter, sind sie in der
Lage die eindringenden Antigene effizienter und schneller abzuwehren. Daß dies der
Fall, ist zeigt Knudtsen (2003). In dieser Arbeit wurde auch untersucht, ob nach der
Geburt Antikörper mit der Milch auf die Jungtiere übertragen wurden. Knudtsen
zeigt, daß Meerschweinchenmütter die spezifischen gegen das KLH gebildeten An-
tikörper (IgG) nur plazental auf die Jungtiere übertragen. Im Blut von Jungtieren,
die direkt nach der Geburt zu immunisierten Müttern gesetzt und von diesen auch
sofort gesäugt wurden waren keine Immunglobuline der Klasse G gegen KLH nach-
weisbar. Um allerdings eine Übertragung von Antikörpern anderer Immunoglobulin-
Klassen (IgA, IgM) über die Milch vollständig ausschließen zu können, müsste das
Colostrum, bzw. die Milch auf ihren Gehalt an Antikörpern untersucht werden.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, daß die Fähigkeit, eine Immunantwort auszubil-
den, bei trächtigen Weibchen im Gegensatz zu nicht reproduzierenden Tieren nicht
eingeschränkt ist. Mütter übertragen Antikörper plazental auf ihre Jungtiere um
deren Immunsystem zu unterstützen. Laktierende Weibchen bilden im Gegensatz
dazu nur eine stark eingeschränkte Immunantwort gegen das injizierte Antigen aus.
Aus welchem Grund die Weibchen nicht in der Lage sind eine

”
normale“ Immun-

antwort auszubilden, kann nicht abschließend geklärt werden, da weder Messungen
der Stoffwechselraten noch der hormonellen Komponenten (Corticosteroide) durch-
geführt wurden.
Es bleibt der erstaunliche Befund eines funktionellen

”
trade-off“ im Laktationssta-

dium, der -wie auch immer verursacht- zu erheblichen Kosten der Fortpflanzung für
die Mütter führen kann. Ein solcher

”
trade-off“ konnte in dieser Arbeit erstmalig

für Säugetiere nachgewiesen werden.
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Zusammenfassung

Besonders im Lebenslauf von Weibchen stellt die Reproduktion eine Phase von ho-
hem Energie und Zeitaufwand dar. Sind die Resourcen eines Individuums limitiert
muß das Weibchen die zur Verfügung stehende Energie auf die verschiedenen Prozes-
se des Körpers aufteilen. Diese Prozesse lassen sich in die drei Bereiche Selbsterhalt,
Wachstum und Reproduktion aufteilen. Investiert das Tier viel Energie in die Repro-
duktion, steht ihm diese Energie nicht mehr zur Aufrechterhaltung anderer wichtigen
Prozesse zur Verfügung. Eine Allokation zugunsten der Reproduktion führt dann
möglicherweise zu einem “trade-off“ zwischen Reproduktion und anderen physiolo-
gischen Prozessen. In diesem Kontext wird eine verringerte Immunkompetenz als
Ergebnis des erhöhten Energiebedarfs während der Reproduktionsphase diskutiert
(Apanius V 1997 Adv Stud behav 27). Eine verringerte Immunkompetenz kann zu
einem erhöhten Krankheitsrisiko (z.B.: Parasitenbefall) oder auch zu einer erhöhten
Mortalität führen.
Weibliche Hausmeerschweinchen (Cavia porcellus) eignen sich besonders gut zur
Untersuchung dieser Zusammenhänge, da sie während der Reproduktionsphase eine
große Menge zusätzlicher Energie benötigen. Sie produzieren während der Tragzeit
etwa die Hälfte des eigenen Körpergewichts an Jungtiermasse, während der Lakta-
tionsphase etwa ihr eigenes Gewicht an Milch.
Diese Studie prüft, ob sich der stark erhöhte Energiebedarf von Hausmeerschweinchen-
Weibchen während der Reproduktionsphase negativ auf das Immunsystem der Tiere
auswirkt.

Um die Auswirkung von Tragzeit und Laktation auf das Immunsystem bei weib-
lichen Hausmeerschweinchen zu überprüfen, wird während der Tragzeit oder am
ersten Tag der Laktation und eine Woche später eine Immunisierung mit Keyho-
le Limpet Haemocyanin (KLH) durchgeführt. Die gegen dieses Antigen gebildeten
Antikörper werden im Blutserum der Tiere bestimmt.

Die Ergebnisse zeigen, das sich eine Immunisierung mit KLH nicht auf konditionelle
Parameter der Mütter und Jungtiere auswirkt. Die Immunantwort der während
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der Tragzeit immunisierten Mütter unterscheidet sich nicht von der Immunantwort
nicht reproduzierender Weibchen. Die Immunantwort der während der Laktation
immunisierten Weibchen fällt jedoch signifikant geringer aus als die Immunantwort
der trächtigen und nicht reproduzierenden Tiere.
Während der Laktation sind die Tiere also nur in der Lage eine sehr schwache
Immunantwort zu generieren. Möglicherweise besteht zu diesem Zeitpunkt der oben
beschriebene “trade-off“ zwischen Reproduktion und Immunsystem.
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