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1 Einleitung

Aging is: ,,an increased liability to die, or an increasing loss of vigour, with increa-
sing chronological age, or with the passage of the life cycle” (COMFORT, 1960)

Sollte die derzeitige demographische Entwicklung eines generellen Geburtenrick-
gangs und einer wachsenden Lebenserwartung im Alter keine Anderung erfahren,
sagen Prognosen eine dramatische , Uberalterung” der westlichen Gesellschaft vor-
aus: Ein flnftel der Burger wird dann Gber 65 Jahre alt sein (FURGUSON 1995; MAC
GREGOR 1990). Diese Entwicklung wird insbesondere auf viele medizinische Fort-
schritte in der Vorbeugung und Behandlung von infektiésen Erkrankungen zuruckge-
fuhrt.

Doch trotz der zentralen Bedeutung des Alterns fur den Menschen sind die physio-
logischen Mechanismen, die zum Altern der Lebewesen und letztlich zu ihrem Tod
fuhren, weitgehend unbekannt. Zwar gibt es die verschiedensten Hypothesen Uber
die dem Altern zu Grunde liegenden Prozesse, doch keine kann auch nur einigerma-
Ben als belegt oder allgemein gultig gelten. Selbstverstandlich muassen Altern und
Seneszenz letztlich auf Prozesse zurtckzufuhren sein, die auf zellularer und subzellu-
larer Ebene ablaufen. Entsprechend werden gerade derartige Prozesse in vivo und -
insbesondere - in vitro sehr intensiv untersucht (z.B. an Zellkulturen von
Fibroblasten). Doch muss man sich Uber die Grenzen dieses Forschungsansatzes ge-
rade im Bereich der Altersforschung im Klaren sein: Unterschiedliche Zelltypen altern
selbst in vitro sehr unterschiedlich, in vivo gibt es sogar Zellen, die kaum altern, ob-
wohl sie sich nicht teilen kénnen (Nervenzellen). Es ist auch keineswegs geklart, ob
nicht eher eine Verschlechterung zentralnervoser oder endokriner, immunologischer
oder sonstiger Regulationsprozesse fur das Altern verantwortlich ist, als definierte
zellulare Prozesse (Ubersicht: ARKING 1991; S. 283-284).

So stirbt heute etwa die Halfte aller Menschen westlicher Industrienationen an Herz-
kreislauferkrankungen, an deren Entstehung neben genetischen Pradispositionen
Umweltfaktoren einen entscheidenden Anteil haben. Es nehmen jedoch auch solche
Erkrankungen zu, die fur altere Menschen typisch sind und an deren Entstehung
oder Verlauf das Immunsystem beteiligt ist, wie die verschiedensten Krebsformen
sowie Autoimmunkrankheiten (MC GLAUCHLEN & VOGEL 2003). In wieweit die Zunah-

me dieser Erkrankungen jedoch altersbedingt ist oder auf AufSeneinflisse zurtick-
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geht, die im Laufe des Lebens auf die Individuen einwirken, kann nicht entschieden
werden, zumal sich gerade beim Menschen Ernahrungs- und Lebensgewohnheiten
ebenso wie verschiedene Umwelteinflisse in den letzten Jahrzehnten stark verandert
haben.

Um daher Aufschluss Uber altersabhangige Veranderungen zu erlangen, mussen
Untersuchungen an Tieren durchgefihrt werden, die unter standardisierten Bedin-
gungen (konstantes Klima und Temperatur) gehalten werden. Dies ist jedoch aus
finanziellen Grinden meist nur an relativ kurzlebigen Standardlabortieren wie Labor-
ratten und Labormausen maoglich.

Im Rahmen meiner Diplomarbeit untersuchte ich daher altersabhangige Verande-
rungen an weiblichen Tupajas (Tupaia belangeri), die von ihrer Geburt an unter kon-

stanten Laborbedingungen gehalten worden waren.

1.1 Warum wurde diese Untersuchung an Tupaia belangeri durch-

gefihrt?

Die in diesem Versuch eingesetzten Tupaia belangeri gehdren zur Ordnung Scan-
dentia (Spitzhérnchen), welche in 5 Gattungen mit insgesamt 19 Arten eingeteilt
wird. Spitzhérnchen sind etwa eichhérnchengrolSe, tagaktive Saugetiere, die in Sud-
ostasien weit verbreitet sind. Dort leben sie als Paare in festen Revieren, welche sie
gegen Artgenossen des gleichen Geschlechts heftig verteidigen (KAwAMICHI & KAawA-
MICHI 1979). Sie ernahren sich von Insekten, Frichten, Samen und Knospen (MARTIN
1968).

Spitzhornchen sind besonders in den Focus von Altersforschern geraten, weil sie
phylogenetisch (Karyogramm Vergleiche) naher mit dem Menschen verwandt sind
als dies Mause und Ratten sind (MULLER et al. 1999; PRIMMER 2002). Zudem werden
Tupajas fur ein Tier ihrer GréfSe sehr alt. Neuere Untersuchungen legen sich auf ein
maximales Lebensalter abhangig von der Art auf 10-14 Jahre fest (PRIMMER 2002).
Die in der Studie verwendete Art (Tupaia belangeri) ist anderen Scandentia Arten
aufgrund der stabilsten Sterberate in den ersten 3-4 Lebensjahren als Modelorga-
nismus vorzuziehen. Zudem werden sie schon seit den sechziger Jahren intensiv un-

tersucht (v. HoLsT 1972, 1998), es liegen daher umfassende Kenntnisse tber ihr Ver-



Einleitung 3

halten (u.a. SPRANKEL 1961; MARTIN 1968; v. HoLST 1975, 1997) und die verschiedens-
ten physiologischen Parameter vor. Zudem ist es moglich, Tupajas einzeln zu halten;
dies gestattet es, ihr Verhalten ohne Stérungen (z.B. durch Interaktionen mit Artge-

nossen) aufzuzeichnen.

1.2 Physiologische Veranderungen im Alter

Das Immunsystem unterliegt im Alter vielfaltigen Veranderungen (GLOBERSON &
EFFrROS 2000). Dies ist vor allem fiir den Menschen von grof3er Bedeutung, da mit der
Alterung Erkrankungen zunehmen, an deren Entstehung und Verlauf das Immunsys-
tem beteiligt ist (s. oben). Untersuchungen Uber derartige altersabhangige Verande-
rungen wurden unter standardisierten Laborbedingungen u. a. an Mausen durchge-
fuhrt (HIROKUWA & UTsaMA 2002). Die Autoren fanden eine signifikante Verschlechte-
rung der Lymphozytenproliferationsfahigkeit mit zunehmendem Alter; ebenso wie
zuvor bei Hunden auch STRASSER et al. (2000: Labrador Retriever). Entsprechende
Befunde stammen auch von Pavianen (JAYASHANKAR 2003) und dem Menschen
(KRAUSE et al. 1999; STRAUB 2001). Das spezifische Immunsystem nimmt also in seiner
Aktivierbarkeit ab. Strasser et al. (2000) fanden zudem eine hohere Komplementak-
tivitat bei Hunden im Alter.

Auch endokrine Parameter durften altersabhangigen Veranderungen unterliegen,
allerdings sind die Befunde widerspruchlich: Wahrend manche Autoren z.B. bei La-
borraten erhdhte Serumkonzentrationen von Corticosteron im Alter fanden, konnten
andere Untersuchungen diese Befunde nicht bestétigen (Ubersicht Masaro 1995).
Diese Widerspruche konnten auf Unterschieden in Geschlecht oder Stamm der un-
tersuchten Tiere beruhen (De KLOET 1992) oder auf unterschiedliche Zeitpunkte der
Blutentnahmen. Im Vergleich hierzu sind Befunde bei Primaten einheitlich: Mensch,

Rhesusaffen und Makaken zeigen keine erhéhten Cortisol-Werte im Alter.

1.3 Verhalten im Alter

Das Alter hat naturlich auch einen entscheidenden Einfluss auf das Verhalten von
Individuen. Eine Untersuchung an Primaten zeigte eine Abnahme des Sexualverhal-
ten und des aggressiven Verhalten gegenuber gleichaltrigen Artgenossen (AUJARD &
PERRET 1998). Untersuchungen an weiblichen Ratten zeigten eine Abnahme der
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Fellpflege (SCIMONELLI et al. 1998). Weiterhin fanden diese und andere Autoren
(CHEN 2000; MEAD 1994; GATTERMAN 2003; EMBORG 1998) eine Abnahme der Loko-
motion mit dem Alter bei Mausen, Gerbils, Goldhamstern und Rhesus Affen. Ver-
gleichbare Veranderungen belegen Siwak et al. (2002) bei Hunden: Junge Beagle
waren wesentlich aktiver, spielten mehr und erkundeten eine neue Umgebung star-
ker als ihre alteren Artgenossen. Bei alteren Tieren ging die Abnahme der Lokomoti-

on mit langeren Ruhephasen einher.

1.4 Altersabhangige Reaktionen auf Stress

Stress hat genau wie das Altern Einfluss auf das Immunsystem. Werden Tiere ir-
gendeiner Belastung ausgesetzt, zeigen sie verschiedene Stresssymptome. Der dabei
wirkende Stress kann z. B. durch Artgenossen ausgelost werden. Hierbei spielen vor
allem Konfrontationen eine wichtige Rolle, bei denen Dominanzbeziehungen zwi-
schen gleichgeschlechtlichen Artgenossen geklart werden (v. HoLsT 1972). Der Stress
fuhrt zu Verhaltensanderungen der unterlegenen Tiere; dies aufSert sich beispielswei-
se in einer Reduktion ihrer Mobilitat (v. HoLst 1972). Veranderungen zeigen sich
auch auf physiologischer Ebene. Bei Stress kommt es zu einer Abnahme der Korper-
masse (ZELENA 1999), einem Absinken der Lymphozytenzahl und deren Aktivierbar-
keit (v. HoLsT 1997; KAISER 1996; STEFANSKI 2001). Eine Abnahme der Aktivitat fand
man auch bei den Naturlichen Killerzellen (STeranski 1998) und beim Komplement-
system (Coe 1988). Stress ist zudem mit einem Anstieg der Nebennierenrindenhor-

mone verbunden (AYENSU et al. 1994; CoLLINS 1997; OTTEN et al. 2002).
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1.5 Fragestellung

In dieser Arbeit sollten weibliche Tupaia belangeri hinsichtlich moglicher altersab-
hangiger Veranderungen in ihrem Verhalten und einigen physiologischen Parame-
tern untersucht werden.
Es wurden folgende Fragestellungen bearbeitet:
1. Zeigen Tupajas mit zunehmendem Alter Veranderungen in ihrem Verhalten?
2. Finden sich bei Tupajas Zusammenhange zwischen Alter und Immunparame-
tern?
3. Verandern sich endokrine Parameter im Alter?
4. Reagieren Tupajas altersabhangig unterschiedlich in ihrem Verhalten und ei-

nigen physiologischen Parametern auf eine leichte, nicht soziale Belastung?
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2 Tiere, Material & Methoden

2.1 Tiere

Als Versuchstiere wurden insgesamt 36 weibliche Tupajas (Tupaia belangeri) ver-
wendet, die ausschlieSlich der institutseigenen Zucht des Lehrstuhls fur Tierphysiolo-
gie in Bayreuth entstammten. Die Tiere waren zu Beginn der Untersuchung zwischen
3 Monaten und 7 Jahren alt. Ein Teil der Tiere war sozial unerfahren. Tabelle 1 gibt
das Alter der Versuchstiere wieder.

Tabelle 1: Aufstellung aller Tiere und deren Alter mit Geburtsdatum.

Tier Geburtsdatum Alter zu Beginn der Versuche
[Monate]
Bt 852 Mar 1998 83
Bt 871 Jun 1998 79
Bt 875 Jul 1998 79
Bt 887 Okt 1998 79
Bt 890 Okt 1998 75
Bt 902 Jan 1999 73
Bt 910 Feb 1999 72
Bt 926 Mai 1999 69
Bt 939 Okt 1999 64
Bt 942 Nov 1999 63
Bt 945 Nov 1999 62
Bt 948 Dez 1999 61
Bt 954 Feb 2000 60
Bt 986 Aug 2000 53
Bt 991 Okt 2000 52
Bt 996 Nov 2000 50
Bt 1001 Nov 2000 50
Bt 1005 Dez 2000 50
Bt 1022 Mar 2001 47
Bt 1110 Jul 2002 30
Bt 1117 Aug 2002 30
Bt 1124 Okt 2002 27
Bt 1148 Mar 2003 23
Bt 1209 Dez 2003 13
Bt 1225 Mar2004 11
Bt 1229 Mar 2004 11
Bt 1243 Apr 2004 10
Bt 1245 Apr 2004 10
Bt 1253 Jul 2004 8
Bt 1260 Aug 2004 7

Bt 1265 Aug 2004 7
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Fortsetzung Tabelle 1: Aufstellung aller Tiere und deren Alter mit Geburtsda-
tum.

Tier Geburtsdatum Alter zu Beginn der
Versuche [Monate]

Bt 1266 Aug 2004 7

Bt 1269 Aug 2004 7

Bt 1270 Aug 2004 7

Bt 1271 Aug 2004 7

Bt 1286 Nov 2004 3

2.2 Haltungsbedingungen

Vor und wahrend des Versuchs lebten die Tiere in Einzelkafigen (69x49x49cm; Ei-
genbau) mit Front-, Decken-, und Bodengittern aus rostfreien Drahtgitter und Sei-
tenwanden aus Holz.

Die Haltungskafige waren mit einem Kletterast, einem Futterkasten, einer Wasserfla-
sche und einem verschlies und abnehmbaren Schlafkasten ausgestattet der auch
dem Transport der Tiere diente. Unter den Kafigen befanden sich Kotwannen, die

monatlich gewechselt wurden.

Schlafkasten
Il Wasserflasche
&
y Futterkasten
T

Kotwanne mit Einstreu

Abb. 1: Skizze eines Haltungskafigs ; Vorderansicht

Alle Versuchstiere waren in Kafigen der oben beschriebenen Bauart, in insgesamt 8
verschiedenen Raumen unter identischen Haltungsbedingungen untergebracht.

In den Haltungsraumen herrschte ein kunstlicher Tag-Nacht-Rhythmus von 12:12
Stunden (Hellphase: von 10.00-22.00 Uhr). Die Raumtemperatur betrug 25+1°C bei

einer relativen Luftfeuchte von 40-60%. Den Tieren stand Wasser und standardisier-
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tes Futter (altromin® 6023, Haltungsdiat Affen, Altromin GmbH) ad libitum zur Ver-
fugung.

Fir die Versuche unter Einfluss von nicht sozialem Stress (,Umsetzversuche”) wurden
die Tiere aus den Haltungsraumen in Versuchsraume mit speziellen Beobachtungska-
figen umgesetzt. Diese entsprachen in ihrem Aufbau zwei spiegelverkehrt aneinan-
dergesetzten Haltungsraumkafigen; Trinkflaschen, Schlaf und Futterkasten waren an
der Ruckfront abnehmbar angebracht, Bodendraht und Kotwanne waren durchge-
hend. Die Kafighalften waren durch eine Holzwand getrennt. Ein Sichtkontakt zwi-

schen den 2 Tieren in einem Beobachtungskafig war nicht moglich.
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2.3 Versuchsdurchfiihrung

Diese Untersuchung besteht aus zwei Versuchsteilen.

2.3.1 Versuchsteil 1: Veranderung im Alter unter Haltungsbedin-
gungen

Von allen 36 Tieren wurden individuelle Werte der untersuchten physiologischen
Parameter bestimmt. Diese Werte werden im Folgenden als 8h Ausgangswert
(AGWy,) bezeichnet.

Mindestens vierzehn Tage nach der Blutabnahme wurde von jedem Versuchstier
eine gesamte Aktivitatsphase (12h, 10.00-22.00 Uhr) im Heimatkafig mit einer Vi-

deokamera aufgezeichnet.

2.3.2 Versuchsteil 2: Altersabhdngige Veranderung der Reaktion

auf nicht sozialen StrelR

Im zweiten Versuchsteil wurden die Tiere einer akuten nicht sozialen Stresssituation
ausgesetzt. Hierfir wurden die Tiere zu Beginn der Hellphase fur zwei Stunden
(10.00-12.00 Uhr) in eine ihnen unbekannte Umgebung umgesetzt (Versuchsraume).
Das Verhalten der Tiere wurde Uber die gesamte Dauer der Umsetzphase als Video-
aufnahme festgehalten.

Im Anschluss an die Umsetzphase (12h) wurde von allen Tieren eine Blutprobe ent-
nommen, um individuelle Werte der untersuchten physiologischen Parameter zu

bestimmen.

Mindestens vierzehn Tage vor dem zweiten Versuchteil wurden von jedem Tier die

physiologischen Parameter um 12 Uhr bestimmt (AGW,,).
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2.4 Verhaltensuntersuchungen

Von den Versuchstieren wurden in ihren Heimatkafigen und wahrend der Zeit in den
Versuchsraume (Umsetzphase) das Verhalten mit Hilfe einer Videokamera aufge-

zeichnet.

2.4.1 Verhaltensaufnahme in den Haltungsraumen

Das Verhalten der Tiere in ihrem Haltungskafig wurde mit Hilfe einer Uber dem Kafig
angebrachten Miniatur-Kamera aufgezeichnet mit der alle Bereiche des Kafigs ein-
gesehen werden konnten.

Die Kamera wurde bereits 24 Stunden vor der Aufzeichnung am Kafig montiert, da
Vorversuche gezeigt hatten, dass nach dieser Zeit der Gewdhnung ein unbeeinfluss-

tes Verhalten der Tiere zu beobachten ist.

2.4.2 Verhaltensaufnahme in den Versuchsraumen

Die Versuchsraume waren durch eine Trennwand mit einer verspiegelten Einweg-
scheibe in einen eigentlichen Versuchsraum, in dem sich der Beobachtungskafig be-
fand, und einen Beobachtungsraum getrennt. Im Beobachtungsraum wurde eine
Videokamera mit Stativ eingesetzt, um das Verhalten der Tiere auf Videoband aufzu-

zeichnen.
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2.4.3 Aufgenommene Verhaltensweisen

Bei der Auswertung mittels point-sampling wurden die unterstrichenen Verhaltens-
weisen aufgenomen, die Ubrigen Verhaltensweisen wurden nur bei der detaillierten

continous-sampling Methode berucksichtigt.

.Ruhen” : Das Tier liegt mit geschlossenen Augen auf dem
Boden bzw. auf dem Ast, dabei liegt der Kopf auf
der Unterlage.

Verweilen”: Das Tier liegt oder steht still an einem Ort,

dabei sind die Augen offen, der Kopf kann sich

bewegen
.Fressen”: Jede Aufnahme fester Nahrung ( Pellets, Kot)
.Jrinken”: Jede Aufnahme von Wasser aus den Trinkflaschen
.Putzen”: Das Tier reinigt sich mit Hilfe seiner Zahne, Pfoten

oder der Zunge.

Kasten”: Das Tier befindet sich in seinem Schlafkasten

.Lokomotion”: Das Tier verandert seine Position um mindestens

eine Korperlange

.Exploration”: Das Tier lauft langsam durch den Kafig und be-
wegt den Kopf.

Lfurnen”: Das Tier vollfuhrt einen schnellen Bewegungsab-
lauf (“Salto”). Ein Ablauf umfalSst die BerUhrung
von mindestens 3 Flachen (z.B. Boden, Wand,
Decke)

~Markieren”: Reiben von Bauch- oder Sternaldrise an Kafig

oder Ast
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2.4.4 Auswertung der Videoaufnahmen

Sowohl das Verhalten der Tiere in den Haltungsraumen (12 Stunden), als auch die
Phase des ,Umsetzens” (2 Stunden) wurden auf Videoband aufgezeichnet und aus-
gewertet.

Die Bestimmung von Verhaltensanteilen geschah mit einer Kombination aus , point-
sampling” fur langandauernde- und , continuous-sampling fir kurze Verhaltenswei-
sen gewahlt. Aufgrund von Erfahrungswerten wurde bei der , point-sampling” Me-
thode im Intervall von einer Minute wahrend der gesamten Lichtphase vermerkt,
welche Verhaltensweise die Tiere zu genau diesen Zeitpunkten zeigten.

Die Anzahl der kurzen Verhaltensweisen (Turnen, Markieren) wurde Uber die gesam-

te Lichtphase gezahlt.

2.5 Aufnahme physiologischer Daten

Die einzelnen Testverfahren und ihre Bedeutung werden im Folgenden beschrieben.

Alle verwendeten Gerate werden im Anhang aufgefuhrt.

2.5.1 Korpermasse

Die Tiere wurden mit Hilfe einer elektronischen Waage auf +1g gewogen.

2.5.2 Blutabnahme

Materialien
- Skalpellklingen (doppelseitig)
- Heparinlosung (620 IU in 0,9% NaCl-Lésung; Sigma)
- 5ml =Spritzen (Becton-Dickinson) mit 0,5 ml Heparinlésung
- Reaktionsgefald (1,5ml; Eppendorf)
- K,-EDTA-L6sung (500mg/0,9%NacCl ml; Sigma)
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Durchfliihrung

Die Blutabnahmen fur den 1. Versuchsteil erfolgten jeweils um 8 Uhr, d.h. zwei
Stunden vor Beginn der Aktivitatsphase. Die Blutabnahmen flr den 2. Versuchsteil
erfolgten um 12 Uhr, also jeweils direkt nach der ,Umsetzphase”, bzw als Aus-
gangswert 14 Tage vor Versuchsbeginn.

Die Tiere wurden in ihrem Schlafkasten eingesperrt und in ein Labor gebracht. Dort
wurde der Schwanz mit Vaseline eingerieben und mit Hilfe einer doppelseitigen
Skalpellklinge der Schwanzvenenplexus punktiert. Das austretende Blut wurde wie

folgt verteilt:

Ca. 300p! in ein mit 10ul K,-EDTA-L6sung befllltes Reaktionsgefals, zur Bestim-
mung der Leukozytenzahl,

ca. 200yl in ein leeres ReaktionsgefaR zur Bestimmung der Kortikosteroide und Os-
trogen-Konzentration,

ca. 50yl in ein Reaktionsgefald ohne Antikoagulans zur Bestimmung der Komple-
mentaktivitat,

ca 500pl in eine mit 500ul Heparin-Losung befullte 5ml Spritze zur Bestimmung im-
munologischer Parameter.

Die Entnahme der Proben fur die Hormon-Bestimmungen war stets innerhalb von
drei Minuten nach Betreten des Haltungs- bzw. Versuchsraumes abgeschlossen (sie-

he: 2.6.4)
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2.5.3 Immunologische und hamatologische Untersuchungen

In dieser Untersuchung wurde die Zahl der Leukozyten im Blut, die in vitro Lympho-
zytenproliferationsfahigkeit und die in vitro Phagozytoseaktivitat bestimmt. Zudem
wurden Blutausstriche angefertigt, um Anhand von Differentialblutbildern die Zell-

population bestimmen zu kénnen.

2.5.3.1 Zellzahlbestimmung

Materialien

- CoultergefalSe (Coulter)

- Isoton Losung (FACS-Flow™, Becton Dickinson)

- Lysereagenz (ZAP-OGlobin®, Coulter Electronics Ltd.)
Durchfiihrung

Zellzahlbestimmungen, wie z.B. die der Leukozyten oder der Zellzahl in der Lyphozy-
tenbande (vgl. 2.6.3.3), wurden mit Hilfe eines elektronischen Partikelzahlgerates
auf der Basis der Leitfahigkeitsanderung in Abhangigkeit von der PartikelgréfRe
durchgefuhrt. Die Erythrozyten werden mittels Diskriminatoren, in dieser Untersu-
chung ein Lysereagenz , von der Zahlung ausgeschlossen.

20ul der zu messenden Suspensionen (EDTA Blut, heparinisiertes Blut, Zellsuspensi-
on) wurden invers zu 10ml Isoton-Losung pipettiert und vorhandene Erythrozyten
durch Zugabe von vier Tropfen Lysereagenz diskriminiert. AnschlieSend wurden die
Proben in den Mel3bereichen 3.75-4,1um und Uber 4,1um ausgezahlt; das Zahler-
gebnis entspricht der Zellzahl pro Mikroliter Blut bzw. Medium.

2.5.3.2 Zellpopulationen des Vollblutes ( Differentialblutbild)

Materialien
- Objekttrager
- May-Grunwald-Losung (Merck)
- Giemsa-Lésung (Merck)
20ml Giemsa (filtriert) in 180ml Aqua bid.
- Aqua bidest.
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Durchfliihrung

Da fur Tupajas keinerlei Antikérper gegen Membran-Marker erhaltlich sind, wurden
die Zellpopulationen aus dem Differentialblutbild nach einer vorhergehenden panop-
tischen Farbung nach Pappenheim (siehe Rick 1974) bestimmt.

Diese Farbemethode beruht auf dem Zerfall der Farbstoffe in wassrigen Losungen in
einen aktiven, den Farbstofftrager und einen inaktiven Teil. Der Farbstofftrager und
die Zellinhalte bilden ein Farbsalz. Da saure Farbstoffe einen negativ geladenen akti-
ven Teil bilden, farben sie positiv geladene Eiweifsstrukturen an. Basische Farbstoffe
(Methylenblau) bilden positive aktive Farbstofftrager und farben demzufolge negativ
geladene Eiweil3strukturen. Die Farbsalzbildung schafft somit die Grundlage der
panoptischen Farbung (BAAKE & GILLES, 1994).

Die Blutausstriche wurden mit ca. 15pl des EDTA-Blutes angefertigt, einen Tag
luftgetrocknet und anschlieSend fir je 5 Minuten mit unverdinnter und 1:1 ver-
dinnter (Aqua bidest.) May-Grunwald-Losung gefarbt, anschlieSend wurden die
Ausstriche in Aqua bidest. gespult. Danach wurden sie nochmals fir 20 Minuten in
frisch angesetzter Giemsa-Losung gefarbt. AbschlieSend wurden die Objekttrager
noch zweimal mit Aqua bidest. gespult und dann bis zur mikroskopischen Auswer-
tung lichtgeschutzt gelagert.

Fur die Farbung der Lymphozytenbanden-Ausstriche (vgl. 2.6.6) wurden die Farbe-
zeiten wie folgt verandert: je 2 Minuten in unverdinnter und 1:1 verdunnter May-
grunwald-Lésung und 5 Minuten in der Giemsa-Losung. Ansonsten wurde wie bei
der Farbung der Blutausstriche vorgegangen. Die Bestimmung der Anteile der ver-
schiedenen Leukozytenpopulationen erfolgte unter dem Mikroskop bei 1250facher
Vergroferung. Pro Blut-Ausstrich wurden 100 Leukozyten anhand von Form, Farbe
und spezifischer Anfarbbarkeit in segmentkernige, basophile und eosinophile Grano-
lozyten, Lymphozyten und Monozyten differenziert. Um die Reproduzierbarkeit der
Zahlergebnisse sicherzustellen, wurden bei jeder Auszahlung neuer Ausstriche zwei
altere nochmals gezahlt. Bei den Lymphozytenbanden-Ausstrichen wurden ebenfalls
100 Zellen ausgezahlt, um die Bestimmung des Reinheitsgrades der Lymphozyten-

bande zu ermitteln.
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2.5.3.3 Gewinnung Lymphozyten-Suspension (Dichtegradientenzentrifugation)

Materialien
- Percoll Trennlésung® (Dichte 1,077g/ml, seromed)
- sterile Zentrifugenréhrchen
- Plastik Reaktionsgefafs (15m)l
- Medium RPMI-1640 (Sigma, Biochrom KG,
5,59/ NaCl, w 5mg/l Phenol Red
w2,0g/l NaHCO,, w 25mM Hepes,

w 0,530 g/l N-Acetyl-L-alanyl-lglutamine)

- EKS: fetales Kalberserum hitzeinaktiviert (Sigma)

Durchfiihrung

Aufgrund einer hoheren Dichte der Erythrozyten, Granulozyten und Monozyten im
vergleich zu den Mononukleiden (Lymphozyten) ist es moglich, diese durch die Dich-
tegradientenzentrifugation zu isolieren. Die Lymphozyten akkumulieren sich auf-
grund ihrer geringeren Dichte im Vergleich zum Trennmittel auf dessen Interphase
zum Serum.

Die Aufarbeitung des Blutes erfolgte unter sterilen Bedingungen. Aus dem periphe-
ren Blut der Versuchstiere wurden etwa 1 ml heparinisiertes Vollblut (Spritze) mit
Medium RPMI auf ein Endvolumen von 4ml verdliinnt und vorsichtig auf eine in Zent-
rifugenglasrohrchen befindliche Percoll-Trennldésung im Verhaltnis 1:1 Uberschichtet.
Nach 20mindtiger Zentrifugation (450g, Raumtemperatur, ohne Bremse) wurde die
Lymphozytenbande vorsichtig mit einer Pipette abgezogen und in einem Plastikreak-
tionsgefals mit 4ml Medium RPMI 1640 gewaschen (Zentrifugation: 250g, 10 Min,
Raumtemperatur). AnschlieSend wurde das Pellet in 100ul FKS und 400ul Medium**
resuspendiert.

Mit 15pl dieser Suspension wurde ein Ausstrich angefertigt, welcher (ber einer Bun-
senbrennerflamme hitzefixiert wurde. Dieser Ausstrich diente der Bestimmung der
tatsachlichen Lymphozytenkonzentration aus der Dichtegradientenzentrifugation,
Diese kann bei Tupajas in einem Bereich von 60-90% schwanken. (Rest: Monozyten,

Granulozyten).
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20ul der Suspension wurden zur Bestimmung der Zellzahl in Coulter Gefal3e pipet-
tiert (vgl. 2.6.3.1).
AnschlieSend wurde durch Zugabe der entsprechenden Menge Medium** ein Zellti-

ter von 10° Zellen/150pl eingestellt.

2.5.3.4 Lymphozytentransformationstest (LTT) von isolierten Zellen

Materialien

- Sterile Mikrotiterplatten mit Rundboden
96 Well, U-shaped, Tissue.culture treated
(TPP)

- Medium RPMI-1640 (Sigma, Biochrom KG,
5,59/l NaCl, w 5mg/l Phenol Red W
2,09/l NaHCO;, w 25mM Hepes, w 0,530
g/l N-Acetyl-L-alanyl-lglutamine)

- Medium *
50ml Medium RPMI-1640
5ml Penicilin (1001U/ml) + Streptomycin
(100mg/l)- Solution 2%(Sigma)
5ml fetales Kalberserum hitzeinaktiviert
(FKS; Sigma)

- Concanavalin A Gebrauchslésung (ConA; Sigma)
2,5pug/ml

- Methyl *H-Thymidin Stammlésung

(spez Akt:1Ci/mmol;NEN)

Gebrauchslésung: 20mCi/ml

- Glasfiberfiltermatten (Skatron Instruments)

- Szintillationsrohrchen (Beckmann)

- Szintilationsmittel (Unisafe 1, Zinsser Analytic)

Durchfihrung

Im Lymphozytentransformationstest von isolierten Zellen wird eine durch polyklona-

le Mitogene induzierte Proliferation von Lymphozyten gemessen. Die Bestimmung
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der Aktivierbarkeit erfolgt unabhangig von Mediatoren, die sich im Blut befinden.
Das in diesem Versuch eingesetzte Mitogen Concanavalin A (ConA), ein Lectin aus
der Schwertbohne (Canavalia ensiformes), stimuliert dabei vor allem in T-
Lymphozyten die Teilung und damit auch die Neusynthese von DNA. Im Kulturmedi-
um vorhandenes radioaktiv markiertes Thymidin (Methyl-*H-Thymidin) wird in die
neusynthetisierte DNA miteingebaut. Die Menge an eingebautem radioaktivem
Thymidin wird anschlieBend in einem Beta-Counter bestimmt und stellt ein Mal$ far
die Proliferationsfahigkeit der Lymphozyten dar. Der Test wurde nach einer Methode
von GILMAN (1982) modifiziert nach ScHUTT (1991) durchgefuhrt; alle Arbeitschritte
fanden in einer Sterilbank statt. Pro Versuchstier wurden in finf Vertiefungen (Wells)
einer Rundboden-Mikrotiterplatte jeweils 10° Zellen (150ul der auf 10°/150pl ein-
gestelleten Suspension; siehe 2.6.3.3) eingesat:

Vier Wells wurden durch die Zugabe von jeweils 25ul ConA-(2,5x10°mg/well)
Gebrauchslésung stimuliert, in das funfte Well (Leerwert) wurden 25ul Medium*™
gegeben. Nach 24 Stunden Inkubation bei 37°C, 5% CO, erfolgte die Zugabe von
25pl *H-Thymidingebrauchslosung (0,5 mCi) pro Well und eine weitere Inkubation
von 24 Stunden bei 37°C, 5% CO,.

Durch Ernten mit einem Cell-Harvester auf Glasfiltermatten wurden die Zellen lysiert
und die DNA-haltigen Zellkernreste auf den Filterplattchen fixiert, wahrend Zell-
trimmer, Medium und unverbrauchtes *H-Thymidin den Filter passierten. Nach tber-
fuhren der Filterplattchen in Szintillationsrohrchen und der Zugabe von 3ml Szintial-
tionsmittel wurde die Menge an eingebauter Radioaktivitat in einem Beta-Counter

ermittelt.

2.5.3.5 Lymphozytentransformationstest mit Vollblut

Der Lymphozytentransformationstest mit Vollblut basiert auf den selben Mechanis-
men wie der LTT mit isolierten Zellen Der Test milSt die Fahigkeit der Lymphozyten
in ihrem nattrlichen Medium auf Antigene zu reagieren.
Materialien
- Sterile Mikrotiterplatten mit Rundboden
96 Well, U-shaped, Tissue culture treated
(TPP)
- Medium RPMI-1640 (Sigma, Biochrom KG,
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Durchfliihrung

5,59/l NaCl, w %mg/l Phenol Red W
2,09/l NaHCO,, w 25mM Hepes, w 0,530
g/l N-Acetyl-L-alanyl-Iglutamine)

Medium **

50ml Medium RPMI-1640

5ml Penicilin (1001U/ml)

Streptomycin (100mg/l)-Solution 2%(Sigma)
5ml fetales Kalberserum (FKS; Sigma)

Heparinisiertes Medium *(Medium™Hep)

Medium*™ mit 5 IU/ml Medium

ConcavalinA Gebrauchslésung(ConA; Sigma)

2,5pg/ml
Methyl *H-Thymidin Stammlésung(spez Akt:

1Cl/mmol;NEN)

Gebrauchslsg. (1:50): Tml Stammlésung + 49ml Medi-
um*™

Glasfiberfiltermatten (Skatron Instruments)
Szintillationsrohrchen (Beckmann)

Szintilationsmittel (Unisafe 1, Zinsser Analytic)

Fur diese Untersuchung wurden aus der Spritze mit heparinisiertem Blut 60pul ent-

nommen und mit 540pl Medium™Hep verdinnt. Von dieser Verdinnung wurden

5x100ul pro Tier auf die Mikrotiterplatte gegeben. Vier Wells wurden durch die Zu-

gabe von jeweils 25l ConA- Gebrauchslésung stimuliert und durch Zugabe von 50pl

Medium™Hep auf ein ausreichendes Volumen gebracht. In das funfte Well (Leer-

wert) wurden 75pl Medium*™Hep gegeben.
Nach 72 Stunden Inkubation bei 37°C, 5% CO, wurden den Proben 25ul Thymidin-

Gebrauchslésung zugegeben.

Nach weiteren 24 Stunden

Inkubation wurden die Proben geerntet und gezahlt (a-

nalog zu LTT von isolierten Zellen 2.3.4).
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2.5.3.6 In vitro-Phagozytosekapazitat (Chemilumineszenstest) aus Vollblut

Materialien
- Medium =
50ml| Medium RPMI-1640
5ml Penicilin (1001U/ml)
Streptomycin (100mg/l)- Solution 2% (Sig-
ma)
5ml fetales Kalberserum hitzeinaktiviert
(FKS; Sigma)
ZymosanA
von Saccharomyces cerevisae 12mg/ml,

(PBS; Sigma)

Lucigenin 5,1mg/ml (Sigma)
Phagozytoserdhrchen (Berhold)

Die Aktivitat phagozytisch aktiver Zelle, vor allem eosinophiler und basophiler Granu-
lozyten, aber auch neutrophiler Granulozyten und Monozyten fuhrt zur Freisetzung
hochreaktiver Sauerstofspezies(O’,, H,0,, °OH, NO). Das Messprinzip dieser Metho-
de beruht auf der Quantifizierung der aktiven Sauerstoffmolekile mittels Chemilu-
mineszens. Die Ergebnisse geben Auskunft Uber die Kapazitat der unspezifischen
zelluldaren Immunantwort.

Die Phagozyten werden im Test durch das Antigen ZymosanA angeregt und bilden
verstarkt Sauerstoffspezies, welche das chemiluminogene Substrat (Bis-N-
methylacridinium-Nitrat = Lucigenin) in einen angeregten Zustand versetzt. Bei
Rickkehr in den Grundzustand werden Photonen emittiert, die mit Hilfe von einem

Luminescensgerat bei 510nm Wellenlange detektiert werden kénnen.

Durchfihrung

FUr einen Testansatz wurde in einem Phagozytoserohrchen 10ul Lucigenin und
460ul Medium ** vorgelegt und nach Zugabe von 20pl heparinisiertem Vollblut (aus
Spritze) fir 30 Minuten vorinkubiert (37°C, 5% CO,). Die Messung im Luminescens-

gerat wurde durch Zugabe von Zymosan A gestartet und dauerte 30 Minuten.
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2.5.3.7 Klassische Komplementbindungsreaktion (CHs,-Test)

Materialien

Plastikreaktionsgefals 1,5ml (Eppendorf)

Heyemsche Ldsung
(0,59 Nadl, 2,5g Na,SO,, 0,25g HgCl, ad
100ml)

Neubauer-Zahlkammer
Hammelblut (stabilisiert; DADE Behring)
(40 Vol%, Ethacridinlctat, max. 0,18g/l)

Ambozeptor-Gebrauchslosung

0,4ml Ambozeptor fur Schaferythrozyten

(DADEBehring)

mit PBS EDTA-Puffer auf 100ml auffullen
Barbiturat-Puffer

4,6059 Diacethylbarbitursaure
0,11025g CaCl, x 2H,0

1,0165g MgCl, x 2H,0

35,0649 NaCl

mit Aqua bidest. auf 1000ml aufftllen

VBS-Puffer
58,29 Saccharose (Merck)
19 Gelatine (Merck)
200ml Barbituratpuffer
mit Aqua bidest. auf 1000ml auffillen,
pH 7,3
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- PBS 10fach
80g Nadl
2g KCl
9,69 Na,HPO, x H,0
2,49 KH,PO,
mit Aqua bidest. auf 1000ml auffullen,
pH 7,4

- Reaktionsgefalde (0,75 ml, Eppendorf)
- 96-Well-Flachbodenplatte (Linbro)

Durchfiihrung

Das Komplementsystem ist Teil der unspezifischen humoralen Immunabwehr. Ein
Kaskadensystem aus 20 Serumproteinen fihrt zur Aktivierung phagozytierender Zel-
len durch Opsonierung von Pathogenen sowie deren direkter Lyse durch seine ter-
minale Komponenten. Die Auslésung der Komplementkaskade erfolgt auf dem klas-
sischen Weg Uber Antigen-Antikorper Komplexe als Initiator.

Die Bestimmung der Komplementaktivitat erfolgte in einem Hamolyse Test (nach
MEYER 1961). Hierbei dienen mit anti-Schaf-Antikdrpern markierte Hammelerythro-
zyten als Targetzellen, deren komplementabhangige Lyse durch Absorptionsmes-
sung des freigesetzten Hamoglobins quantifiziert werden kann.

Waschen der Schaferythrozyten: Fir die Gewinnung der Erythrozyten wurden 5ml
stabilisiertes Hammelblut in einem Plastikréhrchen (50ml) abzentrifugiert (1370g,
%min, Raumtemperatur) und der Uberstand abgesaugt. Zur Entfernung des Stabili-
sators folgten drei Waschschritte mit PBS-EDTA-Puffer, wobei das Erythrozytenpellet
vorsichtig in 5ml Puffer gelést und dann auf ein Endvolumen von 25ml aufgefullt
wurde. AnschlieSend wurde die Erythrozytensuspension fur 10 Minuten bei 37°C in
vorgewarmten Puffer inkubiert und ein weiteres Mal wie oben beschrieben gewa-
schen. Zuletzt wurde das Erythrozytenpellet mit PBS-EDTA Puffer auf ein Gewichht
von 5g eingestellt.

Ermittlung des Erythrozytentiters und Sensibilisierung: Mit Hilfe einer Zahlkam-
mer wurde die Konzentration der Suspension ermittelt und mit PBS-EDTA-Puffer auf

eine Zellzahl von 10%ml eingestellt, um anschlieBend mit einer analogen Menge
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Ambozeptor-Gebrauchslosung versetzt zu werden. Nach 20-minuatiger Inkubation
(37°C) wurden die Erythrozyten abzentrifugiert (1370g, 10 Minuten) und abschlie-
Rend einmal in PBS-EDTA-Puffer und dreimal in VBS-Puffer gewaschen. Die sensibili-
sierten Hammelerythrozyten wurden bis zum Gebrauch bei 2-8°C aufbewabhrt.
Hamolysetest (modifiziert nach HARRISON & LACHMANN, 1986): Die Komplementblut-
proben (unbehandelte Reaktionsgefalse vgl.2.6.2.) wurden direkt nach der Blutab-
nahme zur Gerinnung fir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert und dann fir weitere 60
Minuten im Kuhlschrank bei 2 - 8 °C stehen gelassen. Das Serum wurde nach zwei-
maliger Zentrifugation (3 Minuten) in Reaktionsgefal3en (0,75 ml, Eppendorf) und bis
zur Messung bei -20 °C gelagert.

Die Proben wurden erst direkt vor jedem Testansatz aufgetaut. In Eppendorf-
reaktionsgefalden wurde eine Serumverdinnungsreihe in VBSS-Puffer angesetzt,
wobei Vortests folgende optimale Verdinnungsstufen ergeben haben: Aus einer
1:100 Vorverdinnung wurden die Verdinnungsstufen 1:200, 1:400, und 1:800 er-
stellt. Zu jeder Verdunnungsstufe (Doppelansatze a 200pl) wurden 50p sensibilisierte
Schaferythrozyten zupipettiert und anschlieBend fur 45 Minuten unter leichtem
Schutteln bei 37 °C im Inkubator (37°C) inkubiert. Zusatzlich wurden drei Ansatze
fur die totale Lyse (50 pl Erythrozyten + Aqua bidest.), drei fur die spontane Lyse
(50pl Erythrozyten + 200pl VBSS-Puffer) und pro Probe je ein Leerwert der Verdun-
nungs-stufen 1:100 und 1:200 zur Extrapolation des Hamoglobineigenanteils mit
inkubiert. Nach Zugabe von 75pul VBS-Puffer wurden nicht lysierte Erythrozyten ab-
zentrifugiert (3 Minuten) und der Hamoglobingehalt im Uberstand bei 412nm pho-
tometrisch bestimmt.

Nach Korrektur der MelBwerte durch die gemittelte Spontanlyse und den Hamoglo-
binanteil jeder Serumprobe konnte anhand der totalen Lyse der Lysegrad jeder Ver-
dinnungsstufe berechnet werden. Der Wert der 50%-Hamolyse ergab sich aus der
doppeltlogarithmischen Auftragung von eingesetzter Serummenge [pl] und prozen-
tualer Erythrozytenlyse: Wurden log (Serummenge) als Abszisse und log (Lyse/100-
Lyse) als Ordinate gewahlt, so ergab der Schnittpunkt der Regressionsgeraden mit
der Abszisse die log Menge an Serum, die zu 50%iger Lyse fihrte. 1000 dividiert
durch diese Zahl ergab die CH., units/ml (vgl. Formel 1).
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Lin Regression: f(x) = ax + b mit x = log(Serum/ul)
o0
F(x) = log| —22L¥se
100 — &Lyse
CH,,[U/ml]= 1oobo
102

Formel 1: Berechnung des 50% Hamolysegrades CH50-[U/ml]

Der CH.,-[U/ml] Wert ist somit ein Mafs fur die Aktivitat des Komplementsystems: Je
hoher der CH., Wert einer Probe ist (hohe Absorption), umso mehr Erythrozyten
wurden vom Komplementsystem zerstort, desto besser ist also die Abwehrkapazitat

des Komplementsystems.
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2.5.4 Endokrine Untersuchungen

In diesem Teil der Untersuchung wurden das Sexualhormon Ostradiol und die Glu-
cokorticoide Kortisol und Kortikosteron mit Hilfe von Radioimmunoassays bestimmt.
Materialien

Reaktionsgefalse 2ml (etherfest, Eppendorf)

- Glutaminsaurepuffer

3g L-Glutamin
2,5ml 0,4% KCN-L6sung
ad 500mlAqua dest.
- RIA-Puffer
2,689 KH,PO, (Merck)
8,359 NaHPO, x 2H,0
0,32g NaN; (Sigma)
1g Rinderseumalbumin (Serva)
ad 1000ml Aqua bidest., pH 7,2
- Aktivkohle-Suspension
0,5% (w/v) Norit A (Serva)
0,5% (w/v) Dextran T 70 (Roth)
in RIA-Puffer, pH 7,2

- Tracer = Radioaktiv markiertes Hormon
(Kortisol, Kortikosteron, Ostradiol)
- Rundbogenglasrohrchen
- Diethylether (Merck)
- Extrelut (Merck)
- Steroide
Kortisol, Kortikosteron, Ostradiol
- Antikorper
(Verdiinnug und Kreuzreaktion siehe Tabel-
le 2)

- Zahlrohrchen (5ml, Beckman)
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Angabe der Kreuzreaktion der verwendeten Antikorper:

Hormon Kortisol- Korticosteron-  Ostradiol
Antikorper Antikérper Antikérper
Verdlnnung 1:50000 1:10000
Kortisol 100% 4,4% < 0,001
Kortikosteron 1.3% 100% 0,001
Kortison 2% 0,65% 0,003
Deoxycortisol 10% <0,4% 0,001
Deoxycorticosteron 0,16% 30% 0,003
17-a-OH-Progesteron 2,5% <0,4% 0,003
Progesteron <0,1% 35% 0,004
Testosteron <0,1% 5,5% 0,012
Androstendion <0,1% 3,2% 0,005
Aldosteron <0,1% 0,8% nicht getestet
Ostradiol nicht getestet nicht getestet 100
Dihydroxytestosteron nicht getestet nicht getestet 0,08
DHEA nicht getestet nicht getestet <0,005
A4-Androstendion nicht getestet nicht getestet <0,005
Ostradiolsulfat nicht getestet nicht getestet 0,03
Ostradiolglucoronid nicht getestet nicht getestet 0,08

Durchfihrung

Kortisol und Kortikosteronkonzentrationen im Serum

Die Glucokortikoide Kortisol und Kortikosteron sind Nebennierenrindenhormone und
liegen im Blut Uberwiegend an Tragerproteine gebunden vor; somit stellen sie ein
Reservoir dar, das mit dem Anteil an freien Hormonen im Gleichgewicht steht. Der
Anstieg der Glucokortikoidwerte im Serum nach Einwirken einer Belastung erfolgt
sehr schnell (KVETNANSKY 1978); bei Tupajas etwa drei Minuten nach Betreten des
Raumes. Die Blutabnahme fand daher innerhalb der ersten drei Minuten nach Betre-
ten des Raumes statt. Die Ausschuttung der Glucokortikoide unterliegt einem Ta-
gesgang, bei dem die hochsten Werte etwa zwei Stunden vor Beginn der Hellphase

(JUNKER 1999) vorliegen. Aus diesem Grund wurden die Blutabnahmen flr Ver-
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suchsteil 1 immer zu dieser Zeit durchgefihrt und fur den Umsetzversuch von 10-12

Uhr eigene Ausgangswerte um 12 Uhr bestimmt.

Die durch Zentrifugation gewonnenen Serumproben wurden bis zur Aufarbeitung
bei -20°C gelagert. Der Bestimmung der Kortisol- bzw. Kortikosteronkonzentration
ging eine Glutamatfallung voraus. Die Hormonkonzentrationen wurde aus jeweils

5ul des Uberstandes in Radioimmunoassay's (RIA) nach FENSKE (1989) ermittelt

Sexualhormone im Serum: Ostradiol

Ostradiol ist ein biologisch hochwirksames weibliches Sexualhormon, gehért zur
Gruppe der Ostrogene und wird in Gonaden und Nebennieren synthetisiert. Im Blut
liegen die Ostrogene vorwiegend an Globulin gebunden vor.

Da sich auch die Sexualhormonkonzentrationen bei akuter Belastung innerhalb rela-
tiv kurzer Zeit verandern, wurden die Proben zur Bestimmung ebenfalls innerhalb
von drei Minuten entnommen.

Fur den Ostradiolassay wurden 20ul Serum in 1080ul Phoshatpuffer aufgenommen
und als Doppelproben a 500l auf Kieselgursaulen aufgetragen und durch zutropfen
von 3ml Ether direkt in Assayrohrchen extrahiert, in denen nach Abdampfen des
Lésungsmittel die Ostradiolkonzentration in einem RIA nach der Methode von FENSKE

UND PROBST (1982) durchgeftihrt wurde.
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2.6 Mathematik, Statistik und Darstellungsweise

Um physiologische Veranderungen als Reaktion auf die Umsetzphase aus Versuch2
quantitativ darstellen zu konnen wurde im Versuch nach Formel 2 der Quotient aus
den Werten nach der Umsetzphase und den Ausgangswerten um 12 Uhr (AGW,,)
berechnet. Dieser Dezimalwert wird im folgenden als prozentuale Anderung nach

nicht sozialer Belastung angegeben.

KUmsetzversuche

—1[*100 = Anderung [%]
AGW,,,

Formel 2: Berechnung der prozentualen Veranderung nach Belastung

Alle statistischen Berechnungen wurden mit dem Computerprogramm SPSS fur
Windows 6.1.3 durchgefiihrt. Fir alle Tests werden die zweiseitig ermittelten Irr-
tumswahrscheinlichkeiten angegeben.

In den hier durchgefiihrten Versuchen waren weder die Verhaltensdaten, noch die
physiologischen Daten normalverteilt. Es wurden daher ausschlieBlich nicht-
parametrische Statistische Tests verwendet.

Als Signifikanzgrenze wurde ein o von 0,05 festgelegt.

Zur Untersuchung signifikanter Zusammenhange zwischen dem Alter der Tiere und
Physiologischen- oder Verhaltensdaten wurde der Rangkorrelations-Koeffizient R
nach Spearman berechnet.

Unterschiede zwischen zwei nicht verbundenen Gruppen (=unabhangig) wurde mit
dem Mann-Whitney-U-Test untersucht.

Die ermittelten Signifikanzen wurden folgender mafsen angegeben:

(*=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001);

Tendenzen(p<O0, 1) wurden durch # gekennzeichnet.

In den Graphiken sind Medianwerte mit 25-75% Interquartilbereich oder individuel-

le Daten dargestellt.
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3 Ergebnisse

In diesem Versuch wurden Unterschiede im Verhaltenstagesbudget der Tiere auf

individueller Ebene der Tiere in Abhangigkeit von ihrem Alter untersucht.

3.1 Ergebnisse unter Haltungsbedingungen (Versuch 1)

3.1.1 Altersabhangige Unterschiede im Verhalten
(Haltungsbedingungen)

Das Verhalten der Tiere wurde fir 12 Stunden aufgezeichnet und ausgewertet.
Ingesamt ergaben sich fir alle Verhaltensweisen grofSe individuelle Unterschiede.
Doch generell bestanden hoch signifikante altersabhangige Zusammenhange bei
<Lokomotion>, <Ruhen>, <Verweilen> und <Turnen>; nicht signifikant veranderte
sich <Putzen> und die Nahrungsaufnahme im Alter.

Mit zunehmendem Alter zeigten die Tiere weniger Lokomotion (Abb. 2); entspre-
chend ruhten sie mehr (Abb. 3). Ebenfalls war eine Anstieg des <Verweilens> mit

hoherem Alter zu beobachten (Abb. 4).
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Abb. 2: <Lokomotion> in Abhdngigkeit vom Alter der Tiere.
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Abb. 4: <Verweilen> in Abhangigkeit vom Alter der Tiere.
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Da mit zunehmendem Alter <Ruhen> einen deutlichen Anteil an der Gesamtbeo-
bachtungszeit ausmacht wurde diese Verhaltensweise und Kastenaufenthalt fur die
folgende Auswertung nicht mit einbezogen. Wahrend dieser als Gesamtaktivitatszeit
(ohne Kastenaufenthalt und Ruhen) bezeichneten Auswertungsphase blieben die
altersabhangigen Unterschiede von <Lokomotion> und <Verweilen> mit der glei-
chen Teststarke und Richtung bestehen (Tabelle 3).

Tabelle 3: Analyse von <Verweilen> und <Lokomotion> in Abhangigkeit vom
Alter bezogen auf die Aktivitatszeit.

Verweilen Lokomotion
Rs 0,717 -0,778
p 0,001 0,001

Analog zur geringeren Lokomotion turnten die Tiere wahrend der Gesamtbeobach-

tungszeit mit zunehmendem Alter weniger (Abb. 5).

°
400 - Rg =-0,546
p <0,001
n =36
)
Ne)
§ 300 - o
Q
;—-’3 °
C
°
< 200 | °
C
g S
= [ )
—
100 A d . . o
°
° b * o
0 - — : - oo © |
0 500 1000 1500 2000 2500

Abb. 5: <Turnen> pro Stunde in Abhangigkeit vom Alter der Tiere.
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<Putzen> und <Fressen> veranderten sich mit dem Alter nicht (ohne Abb.), jedoch

nahm <Trinken> bei alteren Tieren leicht ab. (Abb. 6).
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3.1.2 Physiologische Veranderungen in Abhangigkeit vom Alter

(unter Haltungsbedingungen)

3.1.2.1 Kérpergewicht

Das Korpergewicht der Versuchstiere zeigte keine altersabhangige Veranderung.

3.1.2.2 Immunologische und hamatologische Parameter

Die Gesamtzahl der Leukozyten, Lymphozyten und neutrophilen Granulozyten im
peripheren Blut stand in keinem signifikanten Zusammenhang zum Alter der Tiere,
jedoch veranderte sich das Verhaltnis von Lymphozyten zu neutrophilen Granulozy-
ten. Dies beruhte auf einem leichten Abfall des Lymphozytenanteil bei den alten Tie-
ren (Abb. 7) und einem entsprechendem Anstieg des Anteils der neutrophilen Gra-
nulozyten (Abb. 8); die Funktion der neutrophilen Granulozyten (Phagozytoseaktivi-
tat) zeigte keine VerMinutenderung im Alter. Es bestanden keine altersbedingten
Effekte der Komplementaktivitat.

Besonders auffallig war die stark reduzierte Funktionalitat der Lymphozyten: Sowohl
die in vitro Stimulierbarkeit isolierter Lymphozyten, sowie die von Lymphozyten aus

dem Vollblut nahm stark ab (Abb. 9, Abb. 10).
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Abb. 7: Anteil der Lymphozyten im Differentialblutbild in Abhangigkeit vom
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Abb. 9: Stimulierbarkeit der isolierten Lymphozyten in Abhdngigkeit vom Alter
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3.1.2.3 Endokrine Parameter

Die ermittelten Serum-Konzentrationen von Kortisol und Kortikosteron sowie von

Ostradiol nahmen mit zunehmendem Alter ab (Abb. 11 - Abb. 13).
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Abb. 11: Konzentration von Kortikosteron im Serum in Abhangigkeit vom Alter
der Tiere.
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Abb. 12: Konzentration von Kortisol im Serum in Abhangigkeit vom Alter der
Tiere.
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Abb. 13: Konzentration von Ostradiol im Serum in Abhéngigkeit vom Alter der

Tiere.
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3.2 Vergleich der Ausgangswerte von 8 Uhr und 12 Uhr

Vergleicht man die Veranderungen der physiologischen Parameter unabhangig vom
Alter, so findet man einen signifikanten Abfall sowohl der Leukozyten und Granulo-
zytenzahl, als auch der Glucokortikoide von den 8 Uhr zu den 12 Uhr - Werten. Hin-
gegen war die Aktivierbarkeit der Lymphozyten im Vollblut um 12 Uhr signifikant
hoher als um 8:00 Uhr (Tabelle 4).

Auf individueller Ebene waren hierbei die 8 Uhr Werte der Proliferationsfahigkeit der
Lymphozyten mit den entsprechenden 12 Uhr Werten signifikant negativ und die
Ostradiol Werte positiv korreliert. Fiir alle anderen in dieser Arbeit erfassten Parame-

ter bestanden keine erkennbaren Beziehungen.

Tabelle 4: Mediane und Korrelationen der Ausgangswerte um 8 und um 12 Uhr

Angegeben sind im linken Teil der Tabelle die Mediane der Ausgangswerte zu den verschie-
denen Uhrzeiten; diese wurden mittels Wilcoxon—Test flr Paardifferenzen verglichen und die
Irrtumswahrscheinlichkeit berechnet. Die beiden rechten Spalten geben die Korrelationsana-
lyse nach Spearman wider; hervorgehoben sind statistisch signifikante Zusammenhange
(Fett-Schrift).

8 Uhr 12 Uhr p Re p
Leukozyten [n/u] 6727 3147 0,003 0,0393 0,820
Lymphozyten [n/pl] 3688 2352 0,41 -0,0282 0,877
Granulozyten [n/pl] 2745 824 0,001 -0,285 0,206
o omiaiy 320 598 0932 | 0163 0354
o [ﬁmfgémm] 1108 1644 0,234 0,00547 0,977
leSLS;rﬁffgS;ellen] 0,44 0,38 0,668 0,470 0,006
l[_;r;)rsl/;rilwk/)erollblut] 64,9 95,18 0,001 0,499 0,002
E%r,tr'ﬁf 'Serum] 187 49 0,001 0,0703 0,686
'[f,%r,tr'rlff’ ;‘eerﬁ’;] 50,7 22,0 0,001 0,172 0,320
ggﬁﬁ?‘;’;mm] 4,9 4,8 0,182 0,541 0,001
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3.3 Altersabhangige Reaktionen auf nicht sozialen Stress
(Versuch 2)

3.3.1 Altersabhangige Unterschiede im Verhalten

Das Verhalten der Tiere wurde wahrend der 2 Stunden dauernden Umsetzphase
aufgezeichnet. Alle Tiere zeigten in dieser leichten Belastung fast ausschlief3lich <Ex-
ploration>, <Lokomotion> und <Turnen>; die prozentualen Anteile der Aktivitat
waren bei jungen und alten Tieren in der neuen Umgebung vergleichbar hoch, wah-
rend die alten Tiere im Heimatkafig weniger aktiv waren als die jungen, also einen
Anstieg ihrer Aktivitdt aufwiesen. Altere Tiere waren zwar gleich aktiv wie die jun-
gen jedoch explorierten sie den Kafig in der Umsetzphase weniger (Abb. 14). In der
neuen Umgebung Turnten alle Tiere erheblicher weniger. Altere Tiere turnten je-
doch, ebenso wie unter Haltungsbedingungen, schwach ausgepragt weniger als die
jungeren (Abb. 15).

Tiere die mehr als die Halfte der Beobachtungszeit im Kasten verbrachten, waren im
Mittel dlter als die Tiere, die nicht so haufig im Kasten waren (Abb. 16).Die Verhal-
tensweisen <Fressen>, <Trinken> und <Putzen> zeigten junge und alte Tiere in einer

grof3en individuellen Varianz ohne eine erkennbare Altersabhangigkeit.
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Abb. 14: <Exploration> wahrend der Umsetzphase in Abhadngigkeit vom Alter

der Tiere.
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Abb. 15: <Turnen> wahrend Umsetzphase in Abhangigkeit vom Alter der Tiere.
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Abb. 16: Alter von Tieren, die weniger als 50 % der Zeit im Kasten verbrachten
(Gruppe I) oder mehr als 50% (Gruppe ).

Angegeben sind die Mediane (Gruppe I: KA<50% (n=12); Gruppe Il: KA>50% (n=12)

des Alters in Tagen.
Statistik: Mann-Whitney U Test *p< 0,05
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Da Tiere die mehr als die Halfte der Zeit im Kasten waren im Mittel alter waren, wur-
de die Kastenaufenthaltsdauer fur die folgende Auswertung nicht mit einbezogen; in
dieser Gesamtaktivitatszeit (ohne Kastenaufenthalt und Ruhen) ergaben sich — im
Gegensatz zur Gesamtbeobachtungszeit — keine signifikanten altersabhangigen Ef-

fekte (Tabelle 5).

Tabelle 5: Analyse aller aufgenommener Verhaltensweisen in Abhangigkeit vom
Alter bezogen auf die Aktivitatszeit

Lokomoti- Exploration Verweilen Fressen Trinken Putzen

on
R -0,302 -0,0146 -0,0907 0,632 0,099 0,200
p 0,0729 0,931 0,597 0,716 0,568 0,242

3.3.2 Altersabhdngige Veranderung der Reaktion physiologischer
Parameter (Umsetzphase)
Um quantitative Aussagen Uber die physiologischen Veranderungen nach der leich-
ten Belastung (Umsetzen in einen neuen Kafig und Raum) treffen zu kénnen, wur-

den die prozentualen Veranderungen ausgehend vom Ausgangswert (12 Uhr) nach

Formel 2 (vgl. 2.5 ) berechnet.

3.3.2.1 KoOrpermasse

Es ergaben sich keine altersabhangigen Veranderungen der Korpergewichte als Re-

aktion auf das Umsetzen.
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3.3.2.2 Immunologische und hamatologische Parameter

Die Mehrzahl der Tiere reagierte — ungeachtet des Alters — auf die leichte Belastung
mit folgenden Veranderungen: Verringerung der Leukozytenanzahl, Absinken der
Phagozytosekapazitat und der Komplementaktivitat.

Alle bestimmten Veranderungen der Immunparameter nach Belastung zeigten keine
signifikanten altersabhangigen Zusammenhange; so war das Ausmaf$ der Verande-
rung der Zellzahlen und der Zellpopulationen im Blut, sowie die verringerte Kom-
plementaktivitat vom Alter der Tiere unbeeinflusst.

Die Lymphozytenproliferation konnte aufgrund eines technischen Defekts in diesem
Versuchsteil nicht bestimmt werden.

Die absoluten Werte der Phagozytoseaktivitat nach Umsetzen zeigten mit zuneh-

mendem Alter der Weibchen eine negative signifikante Korrelation (Abb. 17).
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Abb. 17: Absolutwerte der Phagozytosekapazitat nach Belastung in Abhangig-
keit vom Alter der Tiere.
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3.3.2.3 Endokrine Parameter

Mit zunehmendem Alter der Tiere verringerte sich die ,Stressreaktion” in Form der
Ausschittung der Glucokortikoide Kortisol und Kortikosteron ausgehend vom
AGW,,, (Abb. 18, Abb. 19); auch die absoluten Werte der Glucokortikoidkonzentra-
tionen waren bei alteren Tieren niedriger im Vergleich zu jungeren (Abb. 20, Abb.
21).

Eine altersabhangige Veranderung der Ostradiol Ausschittung nach Belastung konn-

te nicht beobachtet werden.
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Abb. 18: Anderung der Kortisolkonzentration im Serum [%]nach Belastung in
Abhangigkeit vom Alter der Tiere.
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Abb. 19: Anderung der Kortikosteronkonzentration im Serum [%] nach Belas-

tung in Abhangigkeit vom Alter der Tiere.
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Abb. 20: Konzentration von Kortisol im Serum nach leichter Belastung in Ab-

hangigkeit vom Alter der Tiere.
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Abb. 21: Konzentration von Kortikosteron im Serum in Abhangigkeit vom Alter

der Tiere.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit sollte geklart werden, wie sich Verhalten und einige physiologische
Parameter von Tupaia belangeri unter Kontrollbedingungen und bei einer leichten

nicht sozialen Belastung mit dem Alter verandern.

4.1 Altersabhangige Veranderungen unter Haltungsbedingungen

4.1.1 Verhalten

Altersabhangige Veranderungen bestanden vor allem bei der Lokomotion der Tiere.
Mit zunehmendem Alter der Tiere sank die Lokomotion stetig; jungere Tiere waren
zum Teil mehr als 70% der Lichtphase in Bewegung, altere mit 30% hingegen deut-
lich weniger. Ebenso turnten die alteren Tiere deutlich weniger — einige sogar uber-
haupt nicht, obwohl sie sich aufSerhalb des Schlafkastens aufhielten. Analog zu der
verringerten Aktivitat verbrachten altere Tiere zweimal mehr Zeit mit Ruhen und
Phasen der Bewegungslosigkeit (<Verweilen>) als jingere Tiere. Altere Tiere ver-
brachten — wieder Erwarten — nicht mehr Zeit im Schlafkasten als jingere, wie von
mannlichen Tupajas beschrieben (SCHERER 2005).

Eine Abnahme der motorischen Leistung aufgrund von physiologischen Veranderun-
gen ist eine allgemein beschriebene Folge von Alterungsprozessen (JOSEPH & ROTH,
1988). Hierauf wird eine Abnahme der Aktivitat im Verhalten mit dem Alter zurick-
gefuhrt und bereits bei einer Reihe von Arten, inklusive dem Menschen beschrieben:
PARDON et al. (2000) konnten zum Beispiel bei Mausen in einer , open field” Versuch-
reihe eine Verringerung der Lokomotion im Alter feststellen. Die Gruppe ihrer jungs-
ten Tiere (6 Monate) zeigte im Versuch 10% mehr Lokomotion als die beiden mittle-
ren Altersklassen (11-12 und 17-18 Monate). Die 23-24 Monate alten Tiere zeigten
wiederum 40% weniger Lokomotion als diese mittelalten Tiere. Auch bei Ratten
(SCIMONELLI 1998; VAN WAss 1995), Gerbils (MeAD L. 1994) und Goldhamstern (GAT-
TERMAN 2003) wurde eine Abnahme der Aktivitat im Alter beschrieben. Siwak et al.
(2002) untersuchten diesen Alterseffekt bei Hunden (Beagles). Nach ihren Befunden
war die Aktivitat bei den Alten (3 bis 9 Jahre) deutlich niedriger als bei den jungeren
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Hunden (1 bis 3 Jahre). Eine altersabhangige Abnahme von Aktivitat fand man eben-
falls bei Rhesus Affen, gehalten in Heimatkafigen (EMBORG 1998).

Altere Tupaja Weibchen putzten sich ebenso gleich haufig und auf dieselbe Art und
Weise wie jungere Tiere; dies steht im Widerspruch zur generell abnehmenden Akti-
vitat mit dem Alter und zu Befunden bei Ratten, bei denen eine Abnahme von Fell-

pflege (grooming) im Alter beschrieben wird (SCIMONELLI 1998).

In der vorliegenden Untersuchung konnten keine generelle altersabhangige Veran-
derungen in der Haufigkeit der Nahrungsaufnahme festgestellt werden, lediglich
eine leicht verminderte Zahl der Trinkvorgange konnte bei alten Tieren beobachtet
werden. Entgegen dieser Befunde wird in der Literatur oft von verringerter Nah-
rungsaufnahme im Alter berichtet wird. So beschreiben MarciA et al. (2002) eine
Abnahme der aufgenommenen Kalorienmenge bei alteren Ratten. Auch Rhesusaffen
nehmen im Alter weniger Nahrung zu sich, was MATTISON (2002) mit einer geringe-
ren Fre3-Motivation der Tiere begrindet. Ebenso belegen Humanstudien weniger
Hungergefihl und ,spontane Nahrungszufuhr” im Alter (RoLLs 1997). In Anbetracht
dieser Befunde kann die beobachtete Abnahme des Trinkens im Alter infolge gerin-
gerer Trink-Motivation aber auch als Folge der generellen Reduktion der Aktivitat im

Alter von Tupajas erklart werden.
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4.1.2 Physiologie

In der vorliegenden Untersuchung der Immun- und Endokrinparameter fanden sich

teilweise signifikante Veranderungen in Abhangigkeit vom Alter der Tiere.

Die Kérpermasse der Versuchstiere und die der weiblichen Tupajas in der institutsei-
genen Tierhaltung veranderten sich nicht mit dem Alter. In diesem Befund unter-
scheiden sich Tupajas von anderen Labortieren zum Beispiel Ratten; bei denen die
Kérpermasse bedingt durch den steigenden Fettanteil ansteigt (THOMAS 2002; SKALI-
Cky 2000). Junge Ratten sind in der Lage ihre Energiezufuhr auf den Bedarf, Uber
Menge und Art der Nahrungszufuhr, zu regulieren (LARUE-ACHAGIOTIS 1992,1994;
RICHTER 1941). Eine gestorte ,Regulation und Energiebalance” fuhrt neben reduzier-
ter Bewegungsfahigkeit nach RoLLs (1995) beim Menschen zu den oben beschriebe-
nen Veranderungen im Alter.

Aus den vorliegenden Ergebnissen lasst sich schlief3en, dass die Regulationsfahigkeit

von Tupajas im Alter nicht gestort ist.

Weiterhin konnten Veranderungen der Immunparameter festgestellt werden. Extrem
ausgepragt war die altersabhangige Reduktion der Lymphozytenproliferationsrate
nach Stimulation im Alter; diese ergab im Vollblut von Tieren im Alter mit weniger
als 1000 Lebenstagen im Mittel einen Wert von 200 x 10° cpom/ml und sank bei Tie-
ren mit Gber 2000 Lebenstagen auf weniger als 50 x 10° com/ml ab. Nach Auffas-
sung von GREELEY (2001) ist diese Abnahme der Proliferationsrate die zur Zeit am
universellsten zu bestimmende Zeigergrof3e von Immunseneszenz. GREELEY stellt fest
.[...] that Lymphoproliferate response to mitogens are likely to be a reliable indica-
tor over a broad range for both genders”. Dies bestatigen eine Vielzahl von Untersu-
chungen an unterschiedlichsten Arten bis hin zum Menschen: Zum Beispiel konnten
DE LA Fuente et al.. (2004) bei Ratten sowie Aoki et al. (1994) bei Mausen eine Ab-
nahme der Proliferationsrate nach mitogener Stimulation zeigen. Bei verschiedenen
Hunderassen fanden GREELEY et al. (2001: Labrador Retiever), HOGENESCH et al.
(2004: Mischlingshunde und div. Stamme) und STRASSER (2000: Schaferhunde) deut-
lich verminderte Lymphozytenproliferationsraten. Ebenso wiesen HOROHOV et al.

(2000) bei Pferden diesen Alterseffekt nach. SchlieRlich konnten JAYASHANKAR et al.



Diskussion — Haltungsbedingungen 49

(2003) bei Pavianen und STRAUB (2001) ebenso wie KRAUSE et al. (1999) in Humanstu-
dien den Effekt auch bei Primaten nachweisen.

Die Zellzahl und prozentualen Anteile der Leukozytensubpopulationen sind grund-
satzlich ein guter Indikator fur den Zustand des spezifischen Immunsystems, weil sie
in gesunden Individuen keine gerade ablaufenden Immunantworten wiederspiegeln
(GREELEY 2001, S. 67). In der vorliegenden Untersuchung nahm der prozentuale An-
teil der Lymphozyten ab, zu Gunsten einer Zunahme der neutrophilen Granulozyten.
Die Anzahl der Leukozyten blieb nahezu konstant. Ahnliche Befunde stammen auch
von Ratten (FLAHERTY 1997), Katzen (HEATON 2002), Hunden (GReeLey 2001), Pferden
(Mc FARLANE 1998) und dem Menschen (RINK SEYFARTH 1997, PTAK & SZCEPANIK 1998).
Die Literatur uber Veranderungen von Zellzahl und Differentialblutbild im Alter ist
allerdings widerspruchlich: ADLER UND NAGEL (1981) fanden in einer humanen longi-
tudinal angelegten Studie keine altersabhangigen Effekte, wohingegen GouLD et al.
(1998) bei Rhesus Affen und BowbDeN (1994) bei Makaken eine Abnahme der Lym-
phozytenzahl in unterschiedlicher Deutlichkeit beobachten konnten.

Bei der Auswertung der unspezifischen Parameter des Immunsystems ergaben sich
keine altersabhangigen Veranderungen: Phagozytosekapazitat und Komplementak-
tivitat standen in keinem Zusammenhang mit dem Alter der Tiere. Diese Ergebnisse
stimmen mit einer Untersuchung an mannlichen Tupajas Uberein: Diese 8 Jahre alten
Tiere (N=4) hatten selbst noch kurz vor ihrem Tod ein funktionierendes unspezifi-
sches Immunsystem (SCHERER 2005).

Einige Arbeiten Uber Phagozytoseaktivitat bestatigen die Konstanz des Parameters
im Alter bei Hunden (GREELEY, 2001: Labrador Retiever) und Menschen (KUROIWA et
al., 1989 ; Niwa et al., 1989). Andere Autoren fanden ein altersabhangiges Absinken
der Phagozytosekapazitat ebenfalls beim Menschen (PouGagno et al., 1994) und

zum Beispiel bei Mausen (GERVAIS 1988).

Bei alten Tupajas sank demzufolge vor allem die Aktivierbarkeit des spezifischen Im-
munsystems (Lymphozytenproliferation) mit dem Alter: Die Lymphozyten teilen sich
langsamer, nehmen in ihrer Anzahl ab kénnen weniger infizierte Kérperzellen abto-
ten (KLEIN 1991).

Veranderungen des Hormonsystems, die im Alter auftreten, sind gut beschriebene

Vorgange. Alle grofsen Drisen des Hormonsystems erleben einen altersabhangigen
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Niedergang (LAMBERTS et al.,1997; PARKER 1999; PErrRY 1999); die Blutspiegel von
Progesteron und Testosteron (Geschlechtsdrisen), von Dehydroepiandrosteron,
Androstendion und Aldosteron (Nebenniere), von Wachstumshormon (Hirnanhang-
drise), von Vitamin D (Darm, Leber, Haut, Niere), Calcitonin (Schildruse) und Insulin-
like growth factor-1 (IGF, Leber) nehmen zunehmend ab. Nun gibt es auch Hormone,
die im Alter ansteigen kénnen. Dies ist zum Beispiel das adrenocorticotrophe Hor-
mon (ACTH). Andere sind das Follikel- stimulierende Hormon (FSH) und das luteinni-
sierende Hormon (LH), die Geschlechtsdrusen aktivieren. Diese Hormone sind Uber-
geordnete Steuerhormone fur periphere Drusen. Da die Leistung der peripheren Dru-
sen — zum Beispiel der Nebenniere und der Geschlechtsdrusen — nachlasst, versucht
das Ubergeordnete Steuerzentrum durch eine Erhéhung der Auswurfleistung des
Steuerhormons, die Produktion dieser peripheren Hormone zu stimulieren.
Interessanterweise belegen viele , Alters-Studien” an Ratten, dass der Blutspiegel der
Glucokortikoide ansteigt; da sehr wahrscheinlich die generell geringere Nebennie-
renaktivitat zu einer niedrigeren Gesamthormonproduktion fihrt, die nun zur Her-
stellung der lebenswichtigen Glucokortikoide zu ungunsten der anderen Hormone
umgelenkt wird (De Kosky et al. 1984; HAUGERT et al. 1994; MEANEY et al. 1992; SA-
POLSKY et al. 1986). Bei Primaten und dem Menschen wiederum bleiben die Blutspie-
gel des Cortisols, aufgrund von Regulationsmechanismen, mit zunehmendem Alter
unverandert (ANTIFEROVA 1998; BLICHERT-TOFT 1978; BORN et al. 1995; GONCHOROVA
1997). In der vorliegenden Arbeit wurde entgegen aller bisherigen Befunde von Rat-
ten und Primaten eine signifikante Abnahme der morgendlichen Kortisol- sowie Kor-
tikosteronkonzentration mit zunehmendem Alter weiblicher Tupajas festgestellt. Die
in der Literatur beschriebene Zunahme bei Ratten bezieht sich meist auf einen 24--
Stunden Mittelwert oder eine Steigerung im Verhaltnis zu anderen Nebennierenrin-
denhormonen (Androgene, Mineralkortikosteroide); aufgrund der unterschiedlichen
Einheiten und Methoden ist ein Vergleich mit diesen Ergebnissen nicht méglich. Je-
doch ist die Verminderung des morgendlichen Kortisolspiegels bei Frauen ein be-
schriebener Alterungsprozess (STRAUB 2001).

SAPOLSKY (1992) weist darauf hin, dass alle bisherigen Studien in denen kein Anstieg
der Serum-Kortisolkonzentrationen im Alter gefunden wurde, auf falsch bestimmten
Basalwerten der jungen Tiere basierte. Im vorliegenden Versuch ist die Wahrschein-

lichkeit aufgrund der langjahrig angewandten einheitlichen Methodik gering, das die
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Ergebnisse durch unterschiedliche Behandlung der jungen und alten Tiere bedingt
sein kdnnten.

Im Zusammenhang mit einer Alterung des Endokrinum wird weiterhin der Abfall der
Geschlechthormone berichtetet (Ubersicht: BRANN & MAHESH 2004). In der vorliegen-
den Arbeit konnte eine Abnahme des Ostrogens (Ostradiol) im Alter nachgewiesen
werden. Da uber die Fortpflanzungsbiologie bei Spitzhérnchen keine abschlielSenden
Kenntnisse vorliegen, kann diese Abnahme nicht ausschlieSlich als Alterungsprozess

gedeutet werden.
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4.2 Altersabhangig veranderte Reaktionen auf den Umsetzversuch

Alle Tiere zeigten wahrend der Umsetzphase generell kaum Fressen, Trinken und
Putzen; es konnten in diesen Verhaltensweisen keine altersabhangigen Veranderun-
gen festgestellt werden.

Die Tiere verbrachten in der ungewohnten Umgebung im Mittel wesentlich mehr
Zeit im Schlafkasten als unter Haltungsbedingungen. Tiere, die mehr als die Halfte
der Zeit im Schlafkasten beobachtet wurden, waren im Mittel doppelt so alt wie Tie-
re, die weniger im Kasten waren: Alte Tiere waren im Mittel somit langer im Schlaf-
kasten. Wider erwartend konnte in der neuen Umgebung keine Abnahme der Ge-
samtaktivitat mit zunehmendem Alter beobachtet werden wie sie unter Haltungsbe-
dingungen vorhanden war; vielmehr waren die alten Tiere ebenso haufig aktiv wie
die jungen. Das heil3t, alte Tiere zeigten im Vergleich zum Heimatkafig einen Anstieg
der Aktivitat. Altere Tiere hatten eine andere Zusammensetzung ihres Verhaltens: sie
explorierten den Kafig deutlich weniger und turnten weniger oft im Vergleich zu
jungen Tieren. Erhohte Exploration junger Tiere ist z.B. von SiwAk (2002) bei Hunden
und CHEN (2004) bei Mausen beschrieben. Im vorliegenden Versuch ist jedoch zu
beachten, dass alte Tiere aufgrund ihres hohen Alters schon an zahlreichen Untersu-
chungen, die stets das Umsetzen in einen neuen Raum beinhalten, teilgenommen
hatten. Aufgrund dessen war die Umgebung fir sie vermutlich nicht neu und sie
zeigten aus diesem Grund weniger Neugierde.

Alte und junge Tiere verhalten sich unter Belastung in diesem Versuch sehr ahnlich.
Dieser Befund festigt sich, wenn man die Phasen in denen die Tiere sich fortbeweg-
ten (rel. Aktivitatszeit), gesondert auswertet. Hier ergaben sich keine altersabhangi-
gen Veranderungen im Verhalten.

Demzufolge wurde als Veranderung im Alter unter Belastung ausschlief3lich eine

erhohte Kastenaufenthaltsdauer festgestellt.
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AuRere Einfliisse, somit auch eine neue Umgebung, flihren bei Wirbeltieren zu einer
messbar veranderten Hormonausschittung. Je nach Qualitat des Stressors kdnnen
einzelne Hormonsysteme in unterschiedlichem Maf betroffen sein. Als gutes Maf3
fur die Einschatzung der Belastung eines Tieres gilt allgemein die Konzentration der
Serum-Glucokortikoide (SELYE 1950; VON HOLST 1969; SACHSER & Lick 1989).
Belastungen haben zudem einen Einfluss auf das Immunsystem von Saugetieren der
sich wie folgt aufSert: Abnahme der Leukozyten und Lymphozytenzahl im Blut, ver-
minderte Lymphozytenproliferationsfahigkeit sowie ein Absinken der Komplement-
aktivitat (Uberblick: Coe 1993).

In der vorliegenden Studie reagierte die Mehrzahl der Tiere auf die kurze Belastung —
in Bezug auf den Ausgangswert zu dieser Uhrzeit — mit individuell verringerter Leu-
kozytenzahl, einer verminderten Phagozytosekapazitat sowie einem Absinken der
Komplementaktivitat. Diese Veranderungen der Immunparameter nach Belastung
zeigten jedoch keine generellen altersabhangigen Zusammenhange.

Nahezu alle Tiere zeigten als physiologische individuelle Reaktion auf die Umsetz-
phase erhdéhte Kortisol- und Kortikosteronkonzentrationen im Vergleich zum Basal-
wert. Diese ,Stressreaktion” verminderte sich mit zunehmendem Alter der Tiere.
Altere Tiere zeigten ferner nach der Belastung niedrigere absolute Kortisolkonzentra-
tionen als jungere. Studien an versuchsunerfahrenen Ratten konnten ebenfalls keine
altersabhangigen Geschwindigkeits- oder Qualitatsunterschiede in der Stressantwort
auf Kalte oder Immobillisationstress zeigen (SApoLsky 2003); altere Ratten bendtigen
jedoch langere Latenzzeiten um ihre Basal Serumkonzentrationen zu erreichen. Ent-
gegen dieser Befunde belegen Untersuchungen am Menschen eine Zunahme im
Alter der Cortisolfreisetzung unter Einfluss eines standardisierten physiologischem
Stressors (RASKIND 1995: Infussion einer Salzldsung).

Die alten Tiere haben im vorliegenden Versuch aufgrund ihres hohen Alters schon an
zahlreichen Untersuchungen, die stets das Umsetzen in einen neuen Raum beinhal-
ten, teilgenommen. Die niedrigeren Glucokortikoidkonzentrationen kénnten somit

eine GewoOhnung an die Situation darstellen.
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4.3 Schlussbetrachtung

Es konnte eine deutliche Abnahme der Aktivitat im Heimatkafig bei dlteren Tupajas
beobachtet werden. Entgegen anderer Befunde nahmen die Tiere altersunabhangig
gleich viel Futter zu sich und putzten sich ahnlich haufig. Die Tiere nahmen im Alter
nicht an Kérpermasse zu.

Bezuglich der Immunseneszenz verringerten sich ausgepragt die Funktionalitat und
Anzahl der Zellen des spezifischen zelluldaren Immunsystems (Lymphozyten).
Entgegen der Befunde von anderen Tieren wurde eine Abnahme der Glocokorti-
koidkonzentrationen im Alter festgestellt.

Auf eine leichte nicht soziale Belastung, reagierten Tiere verschiedenen Alters ohne
besondere Verhaltensunterschiede. Die alteren Tiere mit mehr Versuchserfahrung
zeigten weniger Interesse an der neuen Umgebung und waren haufiger im Schlaf-
kasten. Dies spiegelte sich auch in den geringeren Stresshormon-Konzentrationen

bei alteren Tieren wieder.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob es bei Tupaia belangeri (Spitzhérn-
chen) Veranderungen von Verhalten und im Immunsystem im Alter gibt. In einem
ersten Versuch wurden unter Standard Laborbedingungen (Heimatkafig) gehaltene,
zwischen 3 Monaten und 7 Jahren alte, Tiere untersucht. Hierfur wurden Verhal-
tensaufzeichnungen der Hellphase (12h) per Video fur eine spatere Auswertung er-
stellt. FUr die Bestimmung von Hormonen und Immunparametern wurde den Tieren
zwei Stunden vor Beginn der Aktivitastphase Blut entnommen.

In einem weiteren Versuch wurden dieselben Individuen fur 2 Stunden in eine ihnen
unbekannte Umgebung gebracht, um zu erforschen, ob die Tiere verschiedenen Al-
ters unterschiedlich in Verhalten und Physiologie auf diese leichte Belastung reagie-
ren. Wahrend der Zeit in der neuen Umgebung (Versuchsraume) wurden wiederum
Verhaltensaufzeichnungen angefertigt und im Anschluss eine Blutabnahme durchge-
fuhrt. Zusatzlich wurden 2 Wochen vor diesem Versuch Vorwerte zu dieser Tages-

zeit bestimmt, um Uber individuelle Veranderungen Aussagen treffen zu konnen.

Die wichtigsten Befunde sind:

» Die Aktivitat nimmt mit zunehmendem Alter ab.

» Koérpermasse und Nahrungsaufnahme andern sich nicht im Alter.

» Die Funktionalitat und Anteile der Zellen des spezifischen Immunsystems
nehmen bei Tupajas mit zunehmendem Alter ab.

» Die morgendlichen Glucokortikoidkonzentrationen im Serum nehmen mit
dem Alter ab.

» Auf eine leichte Belastung reagieren alte und junge Tiere mit vergleichbarem
Verhalten; altere Tiere explorieren im Unterschied weniger das neue Umfeld.

» Die Glucokortikoidausschuttung auf eine Belastung hin nimmt mit zuneh-

mendem Alter der Tiere ab.
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6 Anhang

6.1 Verwendete Abklrzungen

Abb. Abbildung

ConA Concanavalin A

cpm counts per minute

EDTA Ethylendiamintetraacetat
4-(2-Hydroxyethyl)-1-

Hepes
piperazinethansulfonsaure

LTT Lymphozyten-Transformationstest

n Anzahl

Lymph. Lymphozyten

Mono. Monozyten

Gran. Granulozyten

n.g. nicht gezahlt

Akt. Aktivitat

p statistische Irrtumswahrscheinlichkeit

PBS phosphatgepufferte Saline

R Korrelationskoeffizient nach Spearman

RIA Radioimmunoassay

VBLTT Vollblut-LymphozytenTransformationstest

VBS Veronal Buffered Saline

VBSS Veronal Buffered Sacharose Saline

WBC White blood cells (Leukozyten)
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6.2 Gerate

— Laborwaage (Modell PT 6, Sartorius)

— Partikelzahlgerat (Coulter Electronics Ltd.)

— Mikroskop (Leitz)

— Zentrifuge(Roto Silenta/rp; Hettich)

— Cleanbench (Gelaire TC48, Flow Laboratories)

- Kuhlzentrifuge (Roto Silenta/RP, Hettich)

— Inkubator. IR 1500; Flow Laboratories, ICN Biomedicals).

— Titertek Cell Harvester (Flow Flow Laboratories, ICN Biome-
dicals

— Beta Counter (1409 Liquid Scintillation Counter, Wallac)

— Lumineszens-Messgerat: Multi-Bioluminat LB95505

— Eppendorf-Tischzentrifuge 5412

— Photometer: GenesysTM 5, Spectronics® Instruments
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6.3 Originaldaten

6.3.1 Versuch 1 (Haltungsbedingungen)

6.3.1.1 Verhaltensdaten

Tabelle 6: Verhaltensdaten (12 Stunden) fir ale Versuchstiere im Haltungskafig.

r=ruhen,l=lokomotion,f=fressen,t=trinken, p=putzen,k=Kasten,s=sonst [% der Tagesinterval-
le]; t=turnen: angegeben in Anzahl pro Stunde.

Kennung r L f t p k s t[n]
Bt

852 10,3 32,6 13,6 2,9 5,4 0,6 4,0 0

871 10,2 33,5 13,7 2,0 8,0 0,8 1,5 0
875 17.1 22,8 14,5 3,2 3,6 1,4 2,6 24,3
887 27,3 30,0 15,2 1.1 2,3 0,0 1.4 0
890 37,2 13,4 14,1 4,5 1,5 2,0 1,7 7,0
902 18,3 41,3 6,1 2,5 3,6 0,0 0,8 0
910 12,7 40,3 12,6 3,9 6,0 2,1 0,3 32,7
926 29,2 25,7 15,1 2,0 3,1 0,0 2,1 2,9
939 26,0 33,1 19,0 4,3 2,9 0,1 3,5 0
942 23,3 43,3 13,1 1,8 3,6 1,8 1,7 59,8
945 16,0 43,4 13,6 1,5 4,3 0,3 0,1 31,7
948 13,5 46,8 9,6 2,4 4,7 0,1 1,4 n.g.
954 17,2 14,5 2,8 4,1 6,1 1,5 0,0 85,5
986 24,7 33,5 14,6 1,9 1,9 0,1 0,8 66,1
991 9,0 48,3 16,6 4,3 53 0,0 3,1 n.g.
996 22,7 48,8 11,4 2,1 4,7 0,6 0,7 63,2
1001 18,1 22,0 19,5 3,1 2,8 0,0 0,4 21,3
1005 3,6 55,9 15,4 1,2 6,9 1.4 2,2 46,8
1022 22,9 32,5 14,0 1,9 4,0 0,6 1,3 0
1110 13,1 48,1 8,6 2,8 4,0 0,1 1,0 85,0
1117 3,1 61,2 12,0 2,3 4,0 1,3 1,0 204,4
1124 5,2 50,0 14,6 3,7 6,1 0,0 1,6 149,6
1148 5,8 54,9 17,4 2,2 2,9 0,6 0,6 68,0
1209 12,4 45,7 12,2 6,4 2,9 1,1 1,5 83,8
1225 18,8 47,7 17,5 2,2 2,9 0,4 3,3 0
1229 13,7 44,5 14,2 4,3 4,7 3,3 2,6 0
1236 2,4 70,0 8,9 5,1 3,9 0,0 3,9 0
1243 8,6 59,2 14,0 5,5 7,2 1,2 2,5 0
1245 2,2 50,3 10,8 3,5 3,8 0,4 2,1 106,8
1253 0,0 70,5 18,2 4,3 1,9 1,7 0,3 420,8
1260 4,9 55,6 17,1 2,5 4,6 1,5 1,3 172,9
1265 1,8 61,1 12,2 4,2 53 0,3 3,6 166,1
1266 2,9 71,5 8.0 2,5 6,0 0,0 1,1 294,5
1269 4,5 63,0 14,5 3,3 4,0 0,3 1.4 215,8
1271 1,7 65,8 15,5 3,7 3,2 0,0 2,9 288,7
1286 1,8 60,2 14,6 6,3 2,1 0,4 2,1 251,5




Anhang 59

6.3.1.2 Physiologische Daten

Tabelle 7: Aufstellung der ermittelten Gewichte [g] aller Versuchstiere unter
Haltungsbedingungen zwei Stunden vor Beginn der Hellphase (8 Uhr).

Kennung Bt | Gewicht [g]
852 169
871 183
875 204
887 184
890 227
902 184
910 229
926 239
939 207
942 197
945 197
948 199
954 201
986 238
991 213
996 200
1001 229
1005 206
1022 195
1110 237
117 193
1124 217
1148 190
1209 238
1225 174
1229 189
1243 168
1245 183
1253 164
1260 159
1265 202
1266 172
1269 175
1270 175
1271 163
1286 232
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Tabelle 8: Auflistung immunologischer Parameter der Blutabnahme aller Ver-
suchstiere um 8.00 Uhr( AGWy,) unter Haltungsbedingungen.

Kennung | Leukozyten | Phagozytose- Komplement- | LTT VBLTT
Bt [n/pl] Kap.[10 ® cpm 30min/ | Akt. [cpm/10° [Cpm/ml
ml Blut] [IU/ml Serum] | Zellen] Vollblut]
852 6840 0,00 662 3106 908719
871 5315 280,13 1001 251 33589
875 13588 4180,23 477 11744 2207920
887 7191 0,00 1140 5320 1341607
890 9783 1304,18 1148 593 77755
902 7564 1026,78 1229 2763 334917
910 4019 311,06 649 921 97179
926 3644 246,15 2078 779 73403
939 10562 1256,55 1591 34212 8386506
942 4303 6061,33 653 8736 1729728
945 3911 122,44 629 2428 196308
948 4801 127,71 318 16159 1514076
954 10243 307,40 1516 92437 17100864
986 8280 1378,65 483 121538 46446129
991 5481 73,47 3506 104548 20700592
996 8124 127,39 713 51972 41263761
1001 10796 24670,55 1743 63824 12637152
1005 4321 288,11 - 1151 158129
1022 19272 2705,00 - 12271 2380576
1110 17624 330,80 3088 109709 21064208
1117 6615 236,10 1352 87718 17192736
1124 10262 253,70 2604 12833 2540912
1148 17288 530,90 1763 124876 24475616
1209 6549 366,67 788 63300 12533488
1225 12804 212,30 470 129719 42368314
1229 8631 22130,77 1000 103691 20530752
1243 4416 26522,36 - 102141 20223984
1245 9807 24139,62 1213 102900 20374112
1253 6025 2615,54 - 11719 2285218
1260 13829 69,80 731 117576 23280048
1265 3887 154,09 - 18030 4046441
1266 2880 37,47 1275 46983 7625384
1269 5251 120,69 1008 62188 6277194
1270 5236 134,04 - 13885 2806166
1271 5912 1780,28 1077 42458 6711130
1286 18040 2460,00 2246 141920 28100160
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Tabelle 9: Auflistung hamatologischer Parameter der Blutabnahme aller Ver-
suchstiere um 8.00 Uhr( AGWy,) unter Haltungsbedingungen.

Kennnung Anteil Anteil Anteil Gran. Anzahl Anzahl Anzahl
Bt Lymph. Mono Lymph. Mono. Gran.

852 50 4 46 3420 273,6 3146,4
871 65 6 29 3454,75 318,9 1541,35
875 44 10 46 5978,72 1358,8 6250,48
887 42 5 53 3020,22 359,55 3811,23
890 40 2 58 3913,2 195,66 5674,14
902 40 3 57 3025,6 226,92 4311,48
910 49 3 48 1969,31 120,57 1929,12
926 54 4 42 1967,76 145,76 1530,48
939 52 8 40 5492,24 844,96 4224,8
942 46 7 47 1979,38 301,21 2022,41
945 62 3 35 2424,82 117,33 1368,85
948 54 2 44 2592,54 96,02 2112,44
954 46 3 51 4711,78 307,29 5223,93
986 42 8 50 3477,6 662,4 4140

991 67 5 28 3672,27 274,05 1534,68
996 47 4 49 3818,28 324,96 3980,76
1001 33 4 63 3562,68 431,84 6801,48
1005 52 3 45 2246,92 129,63 1944,45
1022 43 6 51 8286,96 1156,32 9828,72
1110 57 2 41 10045,68 352,48 7225,84
1117 56 3 41 3704,4 198,45 2712,15
1124 50 2 48 5131 205,24 4925,76
1148 56 2 52 9681,28 345,76 8989,76
1209 61 4 35 3994,89 261,96 2292,15
1225 50 5 45 6402 640,2 5761,8
1229 68 3 29 5869,08 258,93 2502,99
1243 75 10 15 3312 441,6 662,4

1245 67 5 28 6570,69 490,35 2745,96
1253 40 8 52 2410 482 3133

1260 65 5 30 8988,85 691,45 4148,7
1265 70 3 27 2720,9 116,61 1049,49
1266 52 3 45 1497,6 86,4 1296

1269 80 4 16 4200,8 210,04 840,16
1270 50 10 40 2618 523,6 2094,4
1271 64 6 30 3783,68 354,72 1773,6
1286 80 2 18 14432 360,8 3247,2
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Tabelle 10: Auflistung endokriner Parameter der Blutabnahme aller Versuchstie-
re um 8.00 Uhr( AGWy,) unter Haltungsbedingungen.

Kennung Kortisol Kortikosteron Ostradiol
Bt [ng/ml Serum] [ng/ml Serum] [ng/ml Serum]
852 13,9 37,7 3,8
871 36,6 60,9 4,4
875 10,7 48,4 4,2
887 61,2 110,7 5,3
890 12,5 34,3 1,6
902 7,9 23,9 3,3
910 40,9 58,4 4,5
926 12,9 21,9 5,2
939 11,0 33,6 2,4
942 5,0 25,5 3,9
945 11,1 40,9 4,6
948 24,1 96,2 4,9
954 17,5 64,9 5,0
986 16,8 70,5 6,8
991 15,0 20,3 6,0
996 24,9 59,8 6,0
1001 34,4 69,5 4,9
1005 14,0 31,9 7,0
1022 12,7 35,4 2,7
1110 20,2 43,0 4,9
1117 33,5 88,3 4,2
1124 35,6 79,1 5,8
1148 18,9 38,5 7,0
1209 25,5 64,6 7,5
1225 14,3 39,6 6,2
1229 21,5 41,2 5,3
1243 9,2 36,1 8,8
1245 23,5 62,6 8,1
1253 50,5 110,0 7,4
1260 14,8 30,5 5,8
1265 33,8 93,3 7.3
1266 35,0 99,5 4,6
1269 18,7 53,0 9,0
1270 25,3 68,4 4,3
1271 2,3 102,4 4,3
1286 46,6 86,8 1,5
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6.3.2 Versuch 2 (Umsetzphase)

6.3.2.1 Verhaltensdaten

Tabelle 11: Verhaltensdaten (2 Stunden) aller Versuchstiere wahrend der Um-
setzphase.

ex.=exploration,v=verweilen,|=lokomotion,f=fressen, tr=trinken, p=putzen,k=Kasten:
angegeben in [% der Tagesintervalle]; tu=turnen, m=markieren: angegeben in An-
zahl pro 2 Stunden.

Kennung | ex. V. l. f tr P k tu. [n] | m[n]
Bt

852,0 20,2 0 0 0 0 0 79,8 0 0
871,0 0 0 0 0 0 0 100 0 0
875,0 1,7 0,8 0 0 0 0 97,5 4,0 0
887,0 37,2 21,2 18,6 12,4 4,4 6,2 0 55,0 26,0
890 32,5 57 49 0 0 1,6 55,3 0 13,0
902,0 24,8 69,5 57 0 0 0 0 0 0
910 28,3 2,5 9,2 0 0 2,5 57,5 0 40
926,0 44,0 34,9 15,6 0 0 0 5,5 0 6,0
939,0 69,0 15,9 8,0 0 0 0 7.1 3,0 0
942,0 15,8 3,3 1,7 0 0 0 79,2 23,0 0
945,0 8,8 0 0 0 0 0 91,2 0 0
948,0 52,3 8.4 29,9 0 1,9 0,9 6,5 7.0 0
954,0 5,0 34,2 0 0 0 0 60,8 0 0
986,0 71,4 0 19,6 0 3,6 0 5,4 0 0
991,0 59,1 15,5 20 0 0 0 5,5 0 1,0
996,0 52,5 4,2 26,7 0,8 0 0,8 15,0 93,0 2,0
1001,0 34,9 17,8 8,5 0 0 0,8 38,0 17,0 45,0
1005,0 6,9 3,4 0 0 0 0 89,7 0 0
1022,0 46,8 18,0 23,4 5,4 0 0 6,3 21,0 20
1110 0,9 3,5 0 0 0 0 95,6 0 0
1117,0 35,4 24,8 11,5 0 0 0 28,3 5,0 37,0
1124,0 58,8 22,8 14,9 0 0 0 3,5 0 0
1148,0 85,6 4,5 3,6 0 0 0 6,3 6,0 0
1209,0 5,2 8,6 0,9 0 0 0 85,3 0 0
1225,0 53,8 31,6 12,8 0 0 0 1,7 3,0 16,0
1229,0 15,4 30,8 0,9 0 0 0 53,0 0 0
1243,0 0 0,9 5,5 0 0 0 93,6 6,0 0
1245,0 51,3 6,2 26,5 2,7 0 1,8 11,5 29,0 0
1253,0 70,8 6,9 13,9 0 0 0 8,3 4,0 0
1260 39,8 12,7 2,5 0 0,8 0 441 4,0 7,0
1265,0 34,2 3,3 14,2 0 0 0 48,3 39,0 0
1266,0 35,1 3,5 12,3 0 0 0 49,1 0 6,0
1269,0 45,1 31,9 4,4 0 0 0 18,6 3,0 0
1270 63,2 9,2 22,4 0 0 0 5,3 22,0 37,0
1271,0 62,5 14,2 20 0 0 0,8 2,5 3,0 0
1286,0 63,3 16,7 15,0 0 0 0 5,0 49,0 0
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6.3.2.2 Immunologische und hamatologische Parameter

Tabelle 12: Auflistung immunologischer Parameter der Blutabnahme aller Ver-
suchstiere um 12 Uhr (AGW,,,).

Kennung | Leukozyten Phagozytose- Komplement- LTT VBLTT
Bt [n/pl] Kap.[10°cpm30min/ Akt. [cpm/10° [cpm/ml
ml Blut] [IU/ml Se- Zellen] Vollblut]
rumj
852 8274 333 2493 120872 166682602
871 2261 390 2657 110410 25173423
875 5007 672 1669 78030 29571128
887 3254 481 596 147626 61933365
890 7911 699 4907 285486 135564502
902 1071 1062 728 160850 37075524
910 1895 177 - 71177 15896596
926 9254 2168 882 16639 8588863
939 2981 217 654 127367 32972328
942 2617 295 - 19722 2971793
945 2781 213 1175 233810 38966268
948 6017 4009 2780 36936 10806502
954 - 112 711 31915 -
986 3110 535 898 96680 10805549
991 3184 262 1398 21720 8471502
996 2333 640 782 18503 3129064
1001 922 557 1743 9700 660281
1005 2645 179 2421 43532 10448169
1022 3946 2489 2788 188 69683
1110 8226 5570 2476 2591 680731
1117 19077 3902 641 30402 47364948
1124 5400 286 3359 - 730
1148 886 297 1499 19940 2347622
1209 2966 148 1287 23130 6191148
1225 3936 733 1518 21007 933909
1229 2124 3867 738 21961 4065007
1243 20527 2336 2356 115416 86859759
1245 3483 459 3717 135702 39823282
1253 23345 3871 2880 31713 48895316
1260 2051 3680 1022 3781 644005
1265 1115 116 1987 239489 24523173
1266 1435 1092 1619 41809 5133629
1269 2708 117 779 41055 8300541
1270 4768 2643 2163 36730 8189827
1271 3955 4371 2906 67451 8365614
1286 969 3186 2154 26108 2010093
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Tabelle 13: Auflistung immunologischer Parameter der Blutabnahme aller Ver-
suchstiere nach der Umsetzphase (12 Uhr).

Kennung Leukozyten Phagozytose- | Komplement- LTT VBLTT
Bt [n/pl] Kap.[10%pm Akt. [cpm/10° [cpm/ml
30min/ [IU/ml Serum] Zellen] Vollblut]
ml Blut]
852 1427 78,00 2333,00 41612 7906248
871 1267 69,20 533,00 13044 2980129
875 1392 46,67 2301,00 9307 1442739
887 905 96,60 2137,00 22597 1578615
890 3657 1678,00 860,00 10194 1834837
902 3561 36,40 1769,00 735 797281
910 2419 34,65 4725,00 1887 132699
926 2054 0,00 3623,00 2541 354993
939 1703 578,00 750,00 19051 3314934
942 2366 106,20 565,00 24053 4709350
945 1477 19,42 1557,00 7507 1451891
948 1552 79,40 1124,00 761 191079
954 1154 1840,00 1831,00 2325 266859
986 6100 589,00 920,00 57221 9140428
991 2633 38,10 1656,00 21785 4191635
996 1486 1716,00 1031,00 84989 15585825
1001 517 4208,00 2514,00 18118 2917309
1005 2381 232,40 1193,00 149 35789
1022 2766 100,20 162,00 17119 5336057
1110 3513 3550,00 1858,00 1185 414942
1117 - 48,90 960,00 - -
1124 - 2550,00 581,00 - -
1148 641 1457,00 828,00 120 31935
1209 2097 54,40 1237,00 16512 3363622
1225 1271 116,90 3405,00 4909 62832
1229 974 675,60 1089,00 3483 682715
1243 6363 1424,00 2396,00 16137 24948200
1245 901 1184,00 1467,00 9358 861852
1253 753 226,60 807,00 7078 869027
1260 1339 1538,00 393,00 3571 1147614
1265 394 20,70 674,00 4910 1018626
1266 468 2692,00 1198,00 4074 268120
1269 2500 129,00 4134,00 4790 3470518
1270 1669 2692,00 423,00 18803 2483520
1271 - 807,30 618,00 - -
1286 2889 790,00 712,00 1005 492165
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Tabelle 14: Auflistung hamatologischer Parameter der Blutabnahme aller Ver-
suchstiere um 12 Uhr (AGW,,).

Kennnung Anteil Anteil Anteil Anzahl Anzahl Anzahl
Bt Lymphozyten. | Monozyten | Granulozyten Lymph. Mono. Gran.
852 66,0 3,8 35,2 5461 314 2912
871 69,1 3,9 26,3 1562 88 595
875 54,0 7,0 36,0 2704 350 1803
887 76,4 1,8 21,1 2486 59 687
890 55,0 4,0 41,0 4351 316 3244
902 73,0 4,5 22,5 782 48 241
910 40,0 35,0 55,0 758 663 1042
926 76,0 4,5 19,5 7033 416 1805
939 78,0 0,5 21,5 2325 15 641
942 63,5 2,0 31,5 1662 52 824
945 72,0 3,5 24,5 2002 97 681
948 56,0 4,0 40,0 3370 241 2407
954 55,0 4,0 41,0 - - -
986 76,5 2,0 21,5 2379 62 669
991 59,0 3,0 36,5 1879 96 1162
996 78,5 3,0 18,5 1831 70 432
1001 - - - - - -
1005 75,0 4,0 21,0 1984 106 555
1022 80,5 6,0 13,5 3177 237 533
1110 83,5 3,0 12,5 6869 247 1028
1117 87,5 4,5 8,0 16692 858 1526
1124 72,5 2,5 17,5 3915 135 945
1148 75,5 4,0 20,5 669 35 182
1209 58,5 3,5 38,0 1735 104 1127
1225 80,0 3,0 17,0 3149 118 669
1229 65,3 6,5 27,5 1386 138 583
1243 80,0 2,5 17,5 16422 513 3592
1245 63,0 7,0 30,0 2194 244 1045
1253 78,0 3,5 17,5 18209 817 4085
1260 64,0 1,0 35,0 1313 21 718
1265 - - - - - -
1266 60,0 3,5 35,0 861 50 502
1269 60,0 2,0 37,5 1625 54 1016
1270 73,0 4,0 12,5 3481 191 596
1271 73,0 1,0 23,0 2887 40 910
1286 90,0 10,0 10,0 872 97 -
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Tabelle 15: Auflistung hamatologischer Parameter der Blutabnahme aller Ver-
suchstiere nach der Umsetzphase (12 Uhr).

Kennnung Anteil Anteil Anteil Anzahl Anzahl Anzahl
Bt Lymphozyten | Monozyten | Granulozyten Lymph. Mono. Gran.
852 64 4 32 913,28 57,08 456,64
871 77 3 20 975,59 38,01 253,4
875 71 2,8 24,6 988,32 38,976 342,432
887 50 3 47 452,5 27,15 425,35
890 80 5 15 2925,6 182,85 548,55
902 74 3 22,5 2635,14 106,83 801,225
910 78 2 20 1886,82 48,38 483,8
926 39 3 58 801,06 61,62 1191,32
939 54,5 6,25 39,25 928,135 106,4375 668,4275
942 71 4 25 1679,86 94,64 591,5
945 46 4 50 679,42 59,08 738,5
948 59 4 37 915,68 62,08 574,24
954 69,5 1,5 29 802,03 17,31 334,66
986 37 6 57 2257 366 3477
991 65 5 30 1711,45 131,65 789,9
996 79 13 6 1173,94 193,18 -
1001 - - - - - -
1005 54 2 44 1285,74 47,62 1047,64
1022 62 1 36 1714,92 27,66 995,76
1110 22 2 74 772,86 70,26 2599,62
1117 69,5 8,5 22 - - -
1124 70 3 27 - - -
1148 63 12 25 403,83 76,92 160,25
1209 77 2 19 1614,69 41,94 398,43
1225 70,5 2,5 26,5 896,055 31,775 336,815
1229 82 1 17 798,68 9,74 165,58
1243 75 4 21 4772,25 254,52 1336,23
1245 70 3 27 630,7 27,03 243,27
1253 72 2 24 542,16 15,06 180,72
1260 69,5 3 27,5 930,605 40,17 368,225
1265 72 3 25 283,68 11,82 -
1266 75 3 21 351 14,04 -
1269 49,5 15 35,5 1237,5 375 887.,5
1270 80 2 18 1335,2 33,38 300,42
1271 - - - - -
1286 69 6 25 1993,41 173,34 722,25
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Tabelle 16: Auflistung endokriner Parameter der Blutabnahme nach der Um-

setzphase aller Versuchstiere um 12 Uhr.

Kennnung Kortisol Kortikosteron Ostradiol
Bt [ng/ml Serum] [ng/ml Serum] [ng/ml Serum]

852 24,49 59,658 4,173
871 3,526 14,631 5,397
875 13,078 57,418 1,912
887 2,225 8,942 6,073
890 10,716 32,186 1,998
902 3,273 18,378 3,358
910 6,649 18,793 3,899
926 6,007 16,112 0,866
939 3,435 21,648 3,426
942 0,488 15,477 4,857
945 4,121 19,429 5,476
948 5,612 30,892 1,84
954 7 38,366 4,478
986 12,859 67,228 7,401
991 4,695 14,85 4,534
996 4,515 17,92 5,185
1001 2,355 11,419 4,547
1005 1,388 10,066 5,025
1022 7,793 25,551 3,003
1110 9,138 34,177 5,691
1117 3,439 18,948 4,947
1124 4,12 13,663 3,79
1148 3,388 14,86 10,22
1209 4,983 22,053 7,394
1225 4,688 13,681 4,894
1229 10,914 24,383 3,836
1243 4,946 24,88 5,729
1245 8,342 36,781 5,418
1253 12,427 42,773 4,578
1260 - - 7,489
1265 3,902 14,849 4,233
1266 17,894 44,22 5,51
1269 8,484 28,08 5,364
1270 7,737 26,833 4,884
1271 3,436 26,419 -

1286 6,791 23,247 2,636
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Tabelle 17: Auflistung endokriner Parameter der Blutabnahme aller Versuchstie-

re um 12 Uhr nach der Umsetzphase.

Kennnung Kortisol Kortikosteron Ostradiol
Bt [ng/ml Serum] [ng/ml Serum] [ng/ml Serum]

852 6,458 29,748 2,457
871 7,26 33,284 4,7
875 28,438 137,695 2,774
887 44,672 120,075 3,3725
890 10,24 47,066 0,916
902 16,366 23,496 3,733
910 5,051 20,939 4,0145
926 105,192 113,202 5,8935
939 23,164 73,715 2,6565
942 24,391 82,405 4,7555
945 7,002 30,689 2,714
948 15,974 85,296 1,532
954 62,888 136,889 5,5685
986 30,724 131,494 4,521
991 11,327 27,604 5,139
996 29,708 43,946 6,89
1001 70,765 135,595 5,001
1005 186,186 263,306 7,5
1022 40,932 117,161 1
1110 144,642 312,879 6,1535
1117 34,21 97,76 4,416
1124 197,283 276,962 6,9655
1148 228,461 287,615 6,471
1209 19,866 78,721 10,319
1225 108,008 160,435 5,468
1229 118,849 142,293 6,357
1243 29,09 120,149 7,144
1245 43,01 154,862 6,318
1253 228,327 203,412 6,486
1260 9,676 18,815 5,648
1265 11,297 38,821 4,012
1266 52,974 91,509 1,987
1269 32,215 55,396 9,312
1270 171,862 219,123 4,247
1271 40,576 134,585 0,631
1286 169,292 150,039 6
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