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1. Einleitung 

1.1 Einführung  

 

Immer mehr Verbraucher haben ein neues Bewusstsein für die Nutztierhaltung entwickelt. Sie 

möchten vor allem wissen, woher ihr Fleisch kommt und wie die Tiere zuvor gehalten wurden. 

Im Vordergrund stehen nun nicht mehr nur der Preis und der Geschmack des Fleisches, 

sondern auch die artgerechte Haltung, das Wohlbefinden und die Gesundheit der Tiere 

(Hemsworth, 2007; Napolitano et al., 2010). Laut einer Umfrage im März 2015, durchgeführt 

vom Bundesministerium für Ernährung und Landwirtschaft, sind 80 % der Deutschen bereit 

höhere Preise für Fleisch und Wurst zu bezahlen, wenn dadurch die Haltungsbedingungen 

verbessert werden. Es gibt immer mehr Initiativen, Organisationen und Unternehmen, die sich 

mit der Thematik Tierhaltung auseinandersetzen. Zudem ist im Tierschutzgesetz (TierSchG, 

28.07.2014) und der Tierschutz-Nutztierhaltungsverordnung (TierSchuNutztV, 05.02.2014) der 

generelle Schutz der Gesundheit und des Wohlbefindens von Tieren sowie die 

verhaltensgerechte Haltung mit der Möglichkeit, Beschäftigungs- und Erkundungsverhalten 

ausführen zu können, verankert. Dieses gesellschaftliche Umdenken steht im Gegensatz zur 

Entwicklung des industriellen Fleischsektors in Deutschland, der von einer intensiven und 

weiterhin expansiven Massentierhaltung gekennzeichnet ist. Hohe Besatzdichten und geringes 

Platzangebot führen häufig zu negativen Belastungssituationen. Die Tiere sind gestresst. 

Studien zufolge wirkt chronischer Stress meist immunsuppressiv (Dhabhar, 2009, Dhabhar und 

Mc Ewen, 1997) und führt somit unter anderem zu einer erhöhten Infektanfälligkeit. Die 

Immunkompetenz sinkt. Umgekehrt ist aber auch bekannt, dass beim Menschen induzierte 

positive Stimmungen zu einem Anstieg der Immunglobulin A-Konzentrationen im Speichel 

(Hucklebridge et al., 2000), aber auch zu einem Anstieg der Zytokine Interleukin (IL)-2 und IL-3 

führen können (Mittwoch-Jaffe et al., 1995) und folglich die Immunkompetenz erhöhen. 

Bei Mensch und Tier können die emotionale Bewertung verschiedenster (Belastungs-) 

Situationen unterschiedlich ausfallen und somit auch die physiologischen Konsequenzen (z.B. 

Immunkompetenz) differieren (Stefanski, 1998). Diese Diversität von Emotionen steht im 

Mittelpunkt zahlreicher Studien, die sich mit dem Wohlbefinden von Tieren beschäftigen. Dass 

Emotionen als intensive und kurzlebige affektive Reaktionen auf ein Ereignis oder Stimulus von 

physiologischen und ethologischen Reaktionen begleitet werden, ist bekannt (Désiré et al., 

2002). Wie aus Tiersicht Ereignisse bewertet werden und welche physiologischen Reaktionen 

diese Bewertung nach sich zieht, ist bisher kaum geklärt.  
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Diese Arbeit soll daher den Einfluss der wiederholten Antizipation von positiven oder 

negativen Stimuli auf die Immunkompetenz beim Hausschwein (Sus scrofa domestica) klären. 

Durch die wiederholte positive, negative oder konflikthaltige Antizipation sollen Änderungen 

der Stimmung induziert werden. Der Einfluss der induzierten Stimmungen auf das 

Immunsystem über das Neuroendokrinum wird durch die Erfassung von Stressmarkern, wie 

beispielsweise das Adrenocorticotrope Hormon (ACTH) und Cortisol, und von 

Neurotransmittern und deren Metaboliten sowie über ein breit gefächertes Spektrum an 

Immunparametern, wie das Differentialblutbild, Immunglobulin (Ig)- und 

Zytokinkonzentrationen, NK-Zellaktivität und Lymphozytenproliferation, untersucht. Es kann 

damit geprüft werden, ob die induzierten Stimmungen die Immunkompetenz der Tiere 

schwächen oder stärken und somit einen Einfluss auf das Wohlbefinden haben können. 

 

 

1.2 Tierwohl und Wohlbefinden 

 

Das Thema Tierwohl ist aktueller denn je. Verbraucher fordern es, Landwirte bemühen sich 

darum und Unternehmen werben damit. Doch das Thema wird kontrovers diskutiert, da 

einerseits die Wirtschaftlichkeit für die Landwirte von großer Bedeutung ist und Maßnahmen, 

die das Tierwohl verbessern, häufig mit vermehrten Kosten verbunden sind. Andererseits ist 

der Begriff Tierwohl schwer zu fassen und nicht leicht zu definieren. Allgemein geht man von 

drei wesentlichen Punkten aus, die für das Tierwohl entscheidend sind: Die Tiergesundheit, die 

Möglichkeit für die Tiere, ihren natürlichen Verhaltensweisen nachzugehen, und ihr 

Wohlbefinden. Die Grundlage für viele Bewertungssysteme bildet das vom „UK Farm Animal 

Welfare Council“ (FAWC) 1979 verfasste Konzept der „5 Freiheiten“: (1) Freiheit von Hunger 

und Durst, (2) Freiheit von Diskomfort, (3) Freiheit von Schmerz, Verletzung und Krankheit, 

(4) Freiheit normales Verhalten auszuüben sowie (5) Freiheit von Angst und Disstress. Erst seit 

Ende des 20. Jahrhunderts werden Tiere auch auf europäischer Gesetzesebene als 

empfindungsfähige Wesen angesehen, die besonderen Schutzes bedürfen (Duncan, 2006; 

Korte et al., 2007; Veissier et al., 2008). Auf wissenschaftlicher Ebene gibt es seither kein 

einheitliches Verständnis von Wohlbefinden bei Tieren. Broom (1991) definiert Wohlbefinden 

als den Status eines Individuums in Verbindung zu seiner Umwelt. Für Dawkins (1990) gehören 

die subjektiven Gefühle und somit die Abwesenheit von Leiden zum Begriff Wohlbefinden bei 

Tieren. Das Wohlbefinden kann aber auch als eine Zustandsgröße definiert werden, die die 
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psychischen und physischen Fähigkeiten eines Tieres, mit seiner Umwelt zurechtzukommen, 

beschreibt und die emotionale Bewertung mit einschließt (Puppe, 2003). Das Wohlbefinden ist 

daher stark an den emotionalen Status eines Tieres gebunden (Imfeld-Mueller et al., 2011). Es 

umfasst aber auch die Möglichkeit Erfahrungen zu machen, die mit positiven emotionalen 

Zuständen verknüpft sind (Boissy et al., 2007; Yeates und Main, 2008). Damit ist Wohlbefinden 

ein subjektiver Zustand, der sowohl aus komplexen, kognitiven Prozessen als auch aus 

emotionalen Wahrnehmungs- und Bewertungsmechanismen resultiert (Désiré et al., 2002; 

Mendl und Paul, 2004). Die Möglichkeit des Auslebens von ethologischen Bedürfnissen 

(Hughes und Duncan, 1988; Jensen und Toates, 1993; Studnitz et al., 2007) spielt für das 

Wohlbefinden ebenso eine Rolle wie Situationskontrolle, Vorhersehbarkeit von Ereignissen 

und erfolgreiche Bewältigung von Herausforderungen (Dantzer et al., 2002; Bassett und 

Buchanan-Smith, 2007; Puppe, 2003). 

 

1.3 Stresskonzepte 

 

Der Begriff Stress wird in vielen Lebens- und Wissenschaftsbereichen vor allem im negativen 

Sinne verwendet. Dabei ist die durch Stress hervorgerufene psychische und physische Reaktion 

vor allem eine Aktivierung und Anpassungsreaktion von Lebewesen an eine Anforderung und 

steht somit im Zusammenhang mit dem Wohlbefinden. Ob eine Anforderung als belastend 

oder positiv empfunden wird, hängt von der individuellen Bewertung des Organismus ab. Man 

unterscheidet somit den Disstress (negativ) vom Eustress (positiv). Die Effekte von psychischen 

Belastungen auf physische Funktionen wurde bereits durch den Physiologen Cannon Anfang 

des 20. Jahrhunderts (1929) tierexperimentell untersucht und als sogenannte Notfallreaktion 

beschrieben. Er beobachtete die Kampf-oder-Flucht-Reaktion von Tieren nach der 

Konfrontation mit einer belastenden Situation, die mit der Aktivierung des sympathischen 

Nervensystems bei gleichzeitiger Hemmung des parasympathischen Systems einherging. Selye 

(1936) erweiterte diesen Ansatz später um die längerfristige körperliche Veränderung nach 

Dauerstress. Erstmalig unterschied er in Eustress, als einer notwendigen und positiv erlebten 

Aktivierung, und Disstress als einer belastend und schädlich wirkenden Reaktion auf ein 

Übermaß an Anforderung. Er beschrieb das Allgemeine Adaptationssyndrom (AAS), ein 

Reaktionsmuster des Körpers bei langanhaltendem Stress mit den drei Stadien Alarmreaktion, 

Widerstandsstadium und Erschöpfungsstadium. Nach Selye reagiert der Körper unspezifisch 

mit der gleichen Reaktionskette auf unterschiedliche Stressoren. Dabei kommt es in der ersten 

Phase zu einer vermehrten Ausschüttung von Stresshormonen (Adrenalin, A; Noradrenalin, 
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NA), die die Freisetzung von Glucocorticoiden (GCs), z.B. Cortisol, aus der Nebennierenrinde 

bewirken. Die Erhöhung der Herzfrequenz und des Blutzuckerspiegels sowie die Hemmung von 

Entzündungsreaktionen bewirken eine erhöhte Leistungsbereitschaft des Körpers. Im 

Widerstandsstadium versucht der Organismus sich an den Stressor anzupassen und den 

Normalzustand wieder herzustellen. Währenddessen lässt die Widerstandskraft gegenüber 

anderen Stressoren nach und es kann zu einer Schwächung des Immunsystems kommen. Tritt 

der einwirkende Stress chronisch auf, kann es in der Erschöpfungsphase zu organischen 

Erkrankungen, wie beispielsweise Magengeschwüren oder Bluthochdruck, kommen, im 

Extremfall die Erschöpfungsphase bis zum Tode führen. Selye konnte demnach die Bedeutung 

der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden (HPA)-Achse für die Adaptation an akute 

oder chronische Stressoren darstellen. Dieses unspezifische Stresskonzept wurde von Mason 

1971 modifiziert. Er gab zu bedenken, dass das AAS nur dann auftritt, wenn der Stressor den 

Organismus in einen emotional erregten Zustand versetzt. Die HPA-Achse wird demnach nur 

als Folge einer emotionalen Reaktion aktiviert und nicht aufgrund eines Stressors. Stress wird 

von Mason als spezifische Anpassungsleistung eines Organismus unter Einbeziehung der 

individuellen emotionalen Reaktionen definiert. Das Transaktionale Stressmodell von Lazarus, 

welches 1974 veröffentlich wurde, misst dem individuellen Bewerten von Stresssituationen 

ebenfalls eine große Bedeutung bei. Stressoren können demnach unterschiedlich bewertet 

werden und somit auch unterschiedlich stark belasten. Lazarus beschreibt drei Arten der 

Bewertung: die primäre Bewertung (Ereigniseinschätzung), die sekundäre Bewertung 

(Ressourceneinschätzung) und die Neubewertung. Zudem führte er verschiedene Arten der 

Stressbewältigung (Coping) auf, die entweder problem-, emotions- oder bewertungsorientiert 

sein können. 

Die bisher dargestellten Stresstheorien liegen dem Homöostase-Konzept zugrunde und 

basieren auf der Annahme, dass es für jeden Parameter im Körper ein optimales Niveau gibt, 

das durch lokale Mechanismen reguliert wird. Stress kann diese Homöostase bedrohen. 

Langfristige Konsequenzen in Bezug auf die Entwicklung von Krankheiten sind mit diesen 

Modellen schwer beschreibbar (Schulz et al., 2005). Das Konzept der Allostase von Sterling 

(1988) hat als zentralen Punkt die Veränderung als Garant für die Stabilität eines Systems. Das 

Gehirn koordiniert hierbei die Veränderungen, die sich auch im Verhalten bemerkbar machen 

können. Umgekehrt können allostatische Veränderungen auch antizipativ erfolgen. 

Allostatische Systeme passen, im Gegensatz zu homöostatischen Systemen, ihren Sollwert an 

die jeweiligen Anforderungen an und erzielen somit eine adaptive und protektive Reaktion. Die 

dauerhafte Aktivierung und somit die ständige Anpassung führt zur allostatischen Last, einer 

Abnutzungserscheinung aufgrund chronischer Überbelastung. Diese kann durch psychische 
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und physische Schäden deutlich werden. Beispielsweise kann der akute Anstieg von 

Stresshormonen die Gedächtnisleistung verbessern, der langfristige Anstieg jedoch die 

Gedächtnisleistung vermindern (Lupien, McEwen 1997). Außerdem können Erkrankungen des 

Stoffwechsels und des Immunsystems durch eine chronische Belastung begünstigt werden.  

 

 

1.4 Das Immunsystem 

 

Um die Beeinflussung des Immunsystems durch Stress klären zu können, soll zunächst das 

Immunsystem genauer betrachtet werden. 

Mikroorganismen, körperfremde Substanzen sowie körpereigene entartete Zellen werden vom 

Immunsystem erkannt, bekämpft und unschädlich gemacht (Kennedy, 2010). Die Abwehr von 

potentiellen Erregern erfolgt über die angeborene und die adaptive Immunität. Beide Arme 

des Immunsystems zeichnen sich durch die Beteiligung von humoralen und zellulären 

Prozessen aus und sind über verschiedene humorale oder zelluläre Komponenten miteinander 

verbunden. Dieses Zusammenspiel ermöglicht die Abwehr von Erregern auf extra- und 

intrazellulärer Ebene. 

Die angeborene Immunität (oder auch innate) ist phylogenetisch älter und ist durch eine 

universelle und schnelle Abwehr (Minuten bis Stunden) von verschiedenen Pathogenen 

gekennzeichnet (Beutler, 2004; Staros, 2005). Die adaptive Immunität (oder auch erworbene) 

hingegen zeichnet sich durch eine größere Spezifität und eine geringere Geschwindigkeit bei 

der Abwehr (Tage) im Vergleich zur angeborenen Immunität aus (Kennedy, 2010; Toskala, 

2014).  

Häufig werden zur angeborenen Immunität auch die physikalischen, chemischen und 

mikrobiologischen Barrieren gezählt. Die direkte Abwehr von Erregern erfolgt aber vor allem 

durch die im Blut zirkulierenden und im Gewebe sitzenden Zellen, das Komplementsystem und 

die Zytokine (Delves und Roitt, 2000). Dringen Mikroorganismen über die äußeren Barrieren 

ein, erkennen Gewebsmakrophagen (Vorläufer im Blut sind Monozyten) und Mastzellen die 

konservierten molekularen Muster der Infektionserreger (Pathogen-associated molecular 

patterns, PAMPs) als Gefahr (Medzhitov und Janeway, 2000). Beispiele hierfür sind 

Komponenten der Zellwände von Bakterien (Lipopolysaccharide, LPS). PAMPs werden durch 

die Pattern-Recognition Receptors (PRRs) erkannt, zu denen auch die Gruppe der Toll-like 
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Rezeptoren (TLRs) gehören (Muzio et al., 2000). Nach der Erkennung werden die Erreger von 

den Makrophagen phagozytiert und verdaut oder durch die Freisetzung von toxischen 

Substanzen (Sauerstoffradikalen) durch Mastzellen beschädigt. Zudem steht das 

Komplementsystem (humorale Abwehr) in den extrazellulären Flüssigkeiten bereit und kann 

über den alternativen oder den Lektin-Weg (Medzhitov und Janeway, 2000) sofort aktiviert 

werden. Folglich kommt es zur Opsonisierung oder zur direkten Lyse durch den Membran-

Attacke-Komplex. Reicht diese erste Abwehr nicht aus, setzen die aktivierten Makrophagen, 

aber auch Mastzellen, proinflammatorische Zytokine (z.B. TNF-α, IL-1, IL-6) frei und lösen somit 

eine Entzündungsreaktion aus. Leukozyten (z.B. Neutrophile) werden mit Hilfe von 

Adhäsionsmolekülen, Zytokinen und Chemokinen rekrutiert. Zunächst wird durch die 

Freisetzung der Zytokine die Expression von Adhäsionsmolekülen (Membranproteine auf der 

Zelloberfläche, die u.a. Zell-Zell-Interaktionen vermitteln; Aplin et al., 1999) auf den 

Endothelzellen und den Neutrophilen erhöht, um die Haftung der Zellen an den Wänden der 

Blutgefäße zu verbessern. Anschließend migrieren die Neutrophilen entlang eines Gradienten 

von Fragmenten des Komplementsystems und Chemokinen zwischen die Endothelzellen und 

wandern ins Gewebe (Diapedese; von Andrian und Mackay, 2000). Die über die Chemotaxis an 

den Ort der Entzündung geleiteten Neutrophilen phagozytieren und töten den Erreger. Die 

Phagozytose und das Abtöten eines Erregers sind 100mal effektiver, wenn dieser zuvor mit 

spezifischen Antikörpern oder Komplementfaktoren opsonisiert wurde. Insbesondere 

eingekapselte Organismen, wie Pneumococcus und Haemophilus, können erst von den 

Neutrophilen phagozytiert werden, wenn deren Oberfläche mit Antikörpern markiert wurde 

(Parkin und Cohen, 2001). Parasitäre Infektionen werden durch die eosinophilen Granulozyten 

abgewehrt. Diese Infektionen induzieren die Freisetzung des Immunglobulins E. IgE bindet an 

der Oberfläche der Parasiten. Die Eosinophilen können daraufhin an den Antikörper binden 

und zytotoxische Substanzen sezernieren (Parkin und Cohen, 2001). Außerdem spielen 

Eosinophile und Mastzellen eine Rolle bei Allergien. Sowohl Mastzellen (im Gewebe) aber auch 

die basophilen Granulozyten (im Blut) besitzen hoch affine Rezeptoren für IgE (Parkin und 

Cohen, 2001). Die Vernetzung dieser Rezeptoren über die Bindung eines Antigens führt zur 

Degranulierung der Zellen und die Freisetzung von Mediatoren wie beispielsweise Histamin, 

Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT) u.a. und können somit neben einer allergischen 

Reaktion auch eine Entzündungsreaktion auslösen. Die Basophilen sind zusätzlich an der 

Abwehr von Parasiten beteiligt. Virale Infektionen werden vom angeborenen Immunsystem 

durch die natürlichen Killer (NK)-Zellen abgewehrt, aber auch abnorme Zellen (z.B. 

Tumorzellen) oder Antikörper-markierte Zellen können durch NK-Zellen erkannt werden. Auf 

ihrer Oberfläche befinden sich einerseits Immunglobulin-Rezeptoren, die Antikörper-markierte 
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Zellen binden und diese dann Antikörper-spezifisch zytotoxisch töten. Außerdem besitzen sie 

Rezeptoren für den MHC-Klasse-I-Komplex (Major Histocompatibility Complex, 

Haupthistokompatibilitätskomplex). Da gesunde Zellen den MHC-Klasse-I-Komplex besitzen, 

werden Zellen ohne dieses Signalprotein (Tumorzellen und virusinfizierte Zellen) durch die NK-

Zellen mittels Perforinen und Granzymen lysiert und es kommt zur Apoptose der Zellen (Parkin 

und Cohen, 2001). 

Die adaptive Immunantwort wird zeitlich parallel zu den beschriebenen 

Entzündungsvorgängen durch dendritische Zellen (DCs) induziert. Die DCs, Zellen des 

angeborenen Immunsystems, nehmen ständig Substanzen aus ihrer Umgebung auf, werden 

aber erst durch die Aufnahme von Erregern aktiviert. Sie regulieren dann ihre PRRs herunter 

und wandern vom Gewebe über den Lymphstrom in die Lymphknoten und prozessieren 

währenddessen die aufgenommenen Antigene. Anschließend exprimieren sie sie in Form von 

MHC-II/Peptid-Komplexen in sehr hoher Dichte auf ihrer Zelloberfläche und verstärken die 

Expression von kostimulatorischen Molekülen (z.B. CD80 und CD86, CD für cluster of 

differentiation). In den Lymphknoten angekommen, präsentieren sie dort den naiven CD4+-T-

Lymphozyten die Antigene. Die dendritischen Zellen sind zu Antigen-präsentierenden Zellen 

(APZ) differenziert. Weitere APZ sind Makrophagen, Monozyten und B-Zellen, auch sie 

prozessieren aufgenommene Antigene und präsentieren diese über MHC-II-Moleküle auf ihrer 

Oberfläche. Für die adaptive Immunantwort ist die Bindung von Antigenen über spezifische 

Rezeptoren auf den T- und B-Zellen charakteristisch. Die T-Lymphozyten vermitteln dabei die 

zelluläre adaptive Immunantwort und erkennen Antigene über spezifische T-Zellrezeptoren 

(T cell receptor, TCR; Hall et al., 1965). Die TCR-vermittelte Antigenerkennung ist für naive 

CD4+- und CD8+-T-Lymphozyten verschieden. CD4+-Lymphozyten können Antigene nur 

erkennen, wenn diese von MHC-II-Komplexen präsentiert werden (siehe oben). CD8+-

Lymphozyten hingegen benötigen eine Antigenpräsentation über MHC-I-Komplexe, die sich 

auf allen kernhaltigen Zellen befinden. Ist das Antigen über den TCR erkannt und werden 

costimulatorische Signale über CD80 oder CD86 auf CD28 der T-Zellen übermittelt, werden die 

T-Lymphozyten aktiviert. Sie teilen sich, bilden einen Klon und differenzieren sich zu T-

Effektorzellen oder T-Gedächtniszellen. T-Effektorzellen können CD4+-T-Helferzellen (TH1, TH2, 

TfH, TH17, Treg, TH9, TH22) oder zytotoxische CD8+-T-Zellen (cytotoxic T lymphocyte, CTL) sein 

(Ivanova und Orekhov, 2015). Die DC können über die Ausschüttung von Zytokinen die 

Differenzierung der T-Helferzellen beeinflussen. Wurden die DCs durch bakterielle und virale 

Komponenten aktiviert, produzieren sie IL-12 und fördern somit die TH1-Zelldifferenzierung. 

Die TH1-Zellen werden charakteristischerweise als Vermittler der zellulären Antwort 

bezeichnet und schütten die Zytokine IL-2, TNF-α und Interferon gamma (IFN-γ; Newport et al., 
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1996) aus, wodurch wiederum die Aktivierung und Differenzierung der Makrophagen sowie 

die Aktivierung der CTL (CD8+) und NK-Zellen erfolgt. So können vor allem intrazelluläre 

Pathogene, wie beispielsweise Viren, abgewehrt werden. Tritt eine Infektion mit 

extrazellulären Pathogenen auf, schütten die DCs vermehrt IL-4 aus und bewirken somit eine 

verstärkte antigenspezifische TH2-Antwort. Die TH2-Zellen vermitteln die humorale Antwort 

gegen externe Pathogene und sezernieren die Zytokine IL-4, IL-5 und IL-10 u.a., welche die 

Mechanismen der TH1-Antwort hemmen. Infolgedessen werden B-Lymphozyten aktiviert und 

deren Proliferation und Differenzierung angeregt. Das sezernierte IL-4 fördert den Isotypen-

Wechsel zu IgE in B-Zellen. Zusätzlich werden die Mastzellen, die basophilen und eosinophilen 

Granulozyten stimuliert. Dendritische Zellen, die unreif bleiben, wirken antiinflammatorisch 

über die Ausschüttung von IL-10 und den transformierenden Wachstumsfaktor beta 

(Transforming Growth Factor β, TGF-β). Die T-Zellen können nicht zu T-Helferzellen 

differenzieren, sie werden zu regulatorischen T-Zellen (Treg) und wirken immunsuppressiv 

(Swain et al., 1991). Nach der Aktivierung der T-Zellen wandern diese aus den lymphoiden 

Geweben über Blutgefäße zum Ort der Entzündung. Ein Teil der aktivierten T-Zellen verbleibt 

innerhalb der Lymphknoten und wird zu Gedächtniszellen.  

Bestimmte mikrobielle Toxine, zum Beispiel Enterotoxine von Staphylokokken (SEB), sind sehr 

potente Aktivatoren von T-Lymphozyten und werden daher Superantigene genannt. Sie 

umgehen die Antigenprozessierung und -präsentation indem sie MHC-II und TCR direkt 

vernetzen.  

Über die B-Lymphozyten wird die adaptive humorale Immunantwort vermittelt. Die Antigene 

werden spezifisch über die B-Zellrezeptoren (B cell receptor, BCR, membrangebundener 

Antikörper) erkannt. Dies kann T-Zell-unabhängig und T-Zell-abhängig erfolgen (Parkin und 

Cohen, 2001). Die T-Zell-abhängige Immunantwort wird über das membranständige IgM 

(ebenfalls ein BCR) der B-Zellen vermittelt. Das Antigen wird über den BCR gebunden, 

prozessiert und über die MHC-II-Komplexe auf der Zelloberfläche der B-Zellen exprimiert. Das 

Antigen wird anschließend spezifischen T-Zellen präsentiert, die wiederum über Zytokine (z.B. 

B cell growth factor, BCGF) die B-Zellen aktivieren können. Es folgt die Differenzierung der B-

Zellen zu Plasmazellen, die spezifisch Antikörper synthetisieren und sezernieren. Durch die 

Bildung weiterer antigenspezifischer Zellen (klonale Proliferation) können die Pathogene 

spezifisch abgewehrt werden (Roitt, 1988). Die primäre Antikörperantwort wird durch IgM 

dominiert, erst in der späten Phase kommen andere Ig-Klassen hinzu. Ein Teil dieser aktivierten 

B-Zellen werden zu Gedächtniszellen und ermöglichen eine schnellere Immunantwort bei der 

sekundären Infektion. Die T-Zell-unabhängige Immunantwort der B-Zellen (Mond et al., 1995) 
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wird durch Antigene, wie Polysaccharide, ausgelöst. Diese binden über mehrere Epitope an 

mehrere BCRs, aktivieren die B-Zellen direkt und lösen die sofortige Freisetzung von IgM aus. 

Es finden kein Klassenwechsel der Immunglobuline und keine Bildung von Gedächtniszellen 

statt. Die T-Zell-unabhängige Immunantwort ist auf die Sekretion von IgM limitiert, gering 

spezialisiert und sehr kurzlebig.  

Die für die humorale Abwehr des adaptiven Immunsystems charakteristischen Antikörper 

neutralisieren Toxine, opsonisieren, aktivieren das Komplementsystem und markieren Zellen, 

um deren Tötung durch NK-Zellen zu ermöglichen (eine Auswahl der Antikörperfunktionen). 

Sie lassen sich in fünf verschiedene Immunglobulinklassen unterteilen, die sich in ihrer 

Struktur, Verteilung und Funktion unterscheiden Das IgA kommt auf den äußeren Oberflächen, 

z.B. Schleimhäuten, vor und wird sezerniert. Die wichtigste Funktion des IgA ist die 

Neutralisation von Pathogenen, indem die Bindung an Zellen durch die IgA-Moleküle blockiert 

wird. IgD kommt auf der Oberfläche von B-Zellen vor, seine Funktion ist bisher jedoch 

unbekannt. IgG ist die am häufigsten vorkommende Ig-Klasse. Die Monomere sind aufgrund 

ihrer geringen Größe von 150 kDa in der Lage, sich über Gewebe zu verbreiten und beim 

Menschen die Plazenta zu passieren, jedoch nicht bei Schweinen. In Folge einer 

Immunabwehrreaktion wird IgG verzögert gebildet und hat mit drei Wochen die längste 

Halbwertszeit der Immunglobuline. IgE bindet an Mastzellen und eosinophile Granulozyten. Es 

spielt eine wichtige Rolle bei der Abwehr von Parasiten, wie beispielsweise Würmern, sowie 

bei der allergischen Reaktion vom Soforttyp (z.B. Heuschnupfen). Alle naiven B-Zellen tragen 

IgM als B-Zellrezeptor auf ihrer Oberfläche. Es ist daher auch das erste Immunglobulin, das im 

Verlaufe einer Immunantwort sezerniert wird. IgM ist ein 1100 kDa großes Pentamer, das sich 

hauptsächlich im Blut befindet und die klassische Komplementaktivierung effektiv auslösen 

kann. 

 

 

1.5 Antizipation und Stimmungen 

 

Neben der Einschätzung der Tiergesundheit soll zudem der affektive Status des Tieres erfasst 

werden. Die Verwendung der Begriffe Affekt und Emotion erfolgt in der Literatur nicht immer 

einheitlich, zum Teil sogar synonym. Der Affekt wird aber mitunter als eine im Gegensatz zur 

Emotion unbewusste, da subcortical stattfindende, neurophysiologische Reaktion auf ein 

Ereignis beschrieben. Erst durch die Interpretation des Ereignisses auf neocorticaler Ebene 
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entsteht eine subjektive Wahrnehmung, die als Emotion bezeichnet wird und eine 

ethologische, eine physiologische und eine subjektive Komponente aufweist (Désiré et al., 

2002). Emotionen können demnach als intensive, kurzlebige affektive Reaktionen auf einen 

Stimulus oder ein Ereignis definiert werden, die von physiologischen und ethologischen 

Reaktionen begleitet werden (Désiré et al., 2002). Langlebige affektive Reaktionen hingegen 

werden als Stimmungen bezeichnet, die im Gegensatz zu Emotionen mehrere Minuten oder 

Stunden andauern können (Lazarus, 1994). Neben der kürzeren Dauer (Watson und Clark, 

1994) unterscheiden sich damit Emotionen von Stimmungen durch ihre stärkere Intensität 

(Clore, 1994) und sind meist auf bestimmte Auslöser zurückführbar. Stimmungen sind 

subjektiver (Ekman, 1999; Alpert und Rosen, 1990).  

Generell sind affektive Zustände durch eine bestimmte Valenz, also Wertigkeit zwischen 

positiv und negativ bzw. angenehm und unangenehm, und durch einen gewissen Grad der 

Erregung gekennzeichnet (Posner et al., 2005; Yeates und Main, 2008). Die affektive Reaktion, 

insbesondere die Erregungskomponente, ist ethologisch und physiologisch erfassbar. 

Positive Stimmungen werden mit der Freisetzung von Dopamin (DA) im Gehirn assoziiert. Die 

dopaminergen Signalwege spielen eine wichtige Rolle bei der Entstehung von positiven 

Stimmungen (Ashby et al., 1999; Mitchell, Phillips, 2007). Zu ihnen gehören der mesolimbische 

Signalweg, der seinen Ursprung im ventralen Tegmentum (ventral tegmental area, VTA) hat 

und auf das limbische System über den Nucleus accumbens (NAc), die Amygdala, den 

Hippocampus und den olfaktorischen Tuberkel projiziert (Xie et al., 2009; Mitchell, Phillips, 

2007). Er ist entscheidend für die Funktionalität des „Belohnungssystems“ (Eckart, Bunzeck, 

2013). Außerdem ist der mesocorticale Weg von Bedeutung und entspringt ebenfalls im VTA, 

projiziert aber zum Präfrontalen Cortex (PFC) und umliegenden Strukturen (Mitchell, Phillips, 

2007). Exekutive Funktionen sowie die Motivation werden so beeinflusst. Negative 

Stimmungen sind äußerst komplex und nicht einfach nur das Gegenteil von positiven 

Stimmungen. Nicht nur geringe DA-Konzentrationen, die durch einen stressbedingten 

erhöhten Umsatz von DA erreicht werden, sondern auch der Mangel an 5-HT oder seiner 

Vorstufe, der Aminosäure Tryptophan, werden mit negativer Stimmung in Verbindung 

gebracht (Asbhy et al., 1999). Im Gegensatz zu dieser Annahme zeigten Untersuchungen von 

Tomie et al. (2004), dass die aversive Stimulation oder Stressoren die Freisetzung von 

Corticosteroiden bewirken, die häufig mit einem Anstieg der NA- und 5-HT-Konzentrationen im 

PFC einhergehen.  

Regelmäßig sich wiederholende negative oder positive emotionale Erfahrungen können 

nachweislich anhaltende Veränderungen der Stimmung bewirken (Paul et al., 2005; Dudink et 
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al., 2006; Boissy et al., 2007; Matheson et al., 2008; Mendl et al., 2009). Die Antizipation 

solcher Erfahrungen ist in der Lage, Emotionen und Stimmungen zu induzieren. Der Begriff 

Antizipation ist psychologisch gesehen das Vermögen, ein Ereignis sowie sein Ausbleiben mit 

den dazugehörigen Auswirkungen vorherzusehen (Weiss, 1971; Arthur, 1987; Wiepkema und 

Koolhaas, 1992). Über eine Pawlowsche Konditionierung kann eine affektive Reaktion 

ausgelöst werden, die in der Ausprägung von Emotionen mündet. Tiere können so lernen, 

einen positiven oder negativen Reiz zu erwarten, nachdem ein neutraler Reiz wahrgenommen 

wurde. Die darauf folgende emotionale Antwort wird durch ethologische und physiologische 

Änderungen deutlich. Wie bereits erwähnt, spielt die Vorhersehbarkeit von Ereignissen eine 

wichtige Rolle für das Wohlbefinden bei Tieren. Untersuchungen an Schweinen konnten 

bereits zeigen, dass die positiven Effekte einer angereicherten Umwelt ausgeprägter sind, 

wenn die Anreicherung angekündigt erfolgte (Dudink et al., 2006, Imfeld-Mueller et al., 2011). 

 

 

1.6 Beeinflussung des Immunsystems durch Stress und Stimmungen 

 

Studien konnten belegen, dass chronischer Stress meist immunsuppressiv wirkt (Dhabhar, 

2009, Dhabhar und Mc Ewen, 1997) und demzufolge Menschen und Tiere gleichermaßen 

veränderte Leukozytenzahlen (Dhabhar, 2002; Davis et al., 2008) sowie eine zunehmende 

Infektanfälligkeit aufweisen. Im Gegensatz dazu konnte vor allem an Ratten und Mäusen 

gezeigt werden, dass akuter Stress eine Verstärkung der Immunabwehr, beispielsweise eine 

gesteigerte Lymphozytenproliferation und NK-Toxizität, bewirken kann (Dhabhar, 2000, 2014). 

Außerdem geht eine Aktivitätssteigerung der NK-Zellen mit einem Anstieg des DAs im Blut 

einher (Matsunaga et al., 2008). Der Einsatz von positiven Erfahrungen, beispielsweise die 

Anreicherung der haltungsbedingten Umwelt, konnte nachweislich das Tumorwachstum bei 

Mäusen verringern und die Remission verbessern (Cao et al., 2010). Die positive oder negative 

Modulation des Immunsystems über Verhaltenseffekte ist durch das komplexe Zusammenspiel 

von Nerven-, Hormon- und Immunsystem selbst möglich. Das Immunsystem reagiert dabei auf 

Signale des Nerven- und Hormonsystems (Ader et al., 1995). Es ist aber auch bekannt, dass 

Produkte des Immunsystems Funktionen des Nerven- und Hormonsystems beeinflussen 

können (Besedovsky und Sorkin, 1977; Blalock, 1989).  

Auf neuraler Ebene werden als erste Reaktion auf psychische oder physikalische Stressoren die 

Sympathikus-Adrenomedulläre (SAM-) Achse aktiviert und daraufhin die Katecholamine A und 
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NA aus den Nebennieren freigesetzt (Glaser und Kiecolt-Glaser, 2005). Zusätzlich erfolgt die 

Freisetzung von NA über noradrenerge sympathische Nervenfasern, um die Funktion von 

Immunzellen zu beeinflussen (Abb. 1.1). Da sympathische Nervenfasern die primären und 

sekundären lymphatischen Organe innervieren, ist eine Neurotransmission zwischen Gehirn 

und Immunsystem möglich (Felten und Felten, 1991). Rezeptorstudien zeigten, dass sich alpha- 

und beta-adrenerge Rezeptoren auf T- und B-Lymphozyten sowie auf Makrophagen befinden. 

NA bindet beispielsweise an β-adrenerge Rezeptoren auf Lymphozyten im Thymus und hemmt 

somit die Mitose der Thymozyten und verstärkt die T-Zell-abhängige Immunantwort sowie die 

Aktivität zytotoxischer T-Zellen (Stevens-Felten, Bellinger, 1997). Serotonerge und 

dopaminerge Rezeptoren konnten ebenfalls nachgewiesen werden. Immunzellen sind 

nachweislich in der Lage, Neurotransmitter wie 5-HT und DA zu synthetisieren. Die 

Kommunikation zwischen Nerven- und Immunsystem ist demnach bidirektional. Die negative 

Rückkopplung des Immunsystems erfolgt über die Ausschüttung von Zytokinen, die einerseits 

lokal die neurale Transmitterfreigabe des lymphatischen Gewebe beeinflussen, sowie 

andererseits zentral über den Vagus-Nerv vermittelt werden (Stevens-Felten, Bellinger, 1997) 

und verbindet so periphere Immunreaktionen mit dem Gehirn. Es wird somit klar, dass eines 

der Systeme funktional nicht aktiv sein kann, ohne die Aktivität des anderen zu beeinflussen.  

Bereits bevor die sympathische Innervation des lymphatischen Gewebes erkannt wurde, war 

der Zusammenhang von Läsionen im Gehirn, insbesondere im Hypothalamus und im 

limbischen System, und immunologischen Konsequenzen bekannt (Felten et al., 1991). Es 

konnte gezeigt werden, dass Läsionen im Hypothalamus zu verringerten Zellzahlen in Milz und 

Thymus führen und dass die Mitogen-induzierte T-Zell-Proliferation und die NK-Zell-

Zytotoxizität gehemmt werden. Diese Effekte basieren auf neuroendokrinen Änderungen 

(Ader et al., 1995).  
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Abb. 1.1 HPA- und SAM-Achse im Überblick (modifiziert nach Glaser und Kiecolt-Glaser, 2005). Stress 
aktiviert die Sympathikus-Adrenomedulläre (SAM-) und Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden 
(HPA) -Achse und bewirkt gleichzeitig regulierende negative Rückkopplungsprozesse. Die Endprodukte 
beider Achsen, Katecholamine (CAs) und Glucocorticoide (GCs), wirken inhibierend auf die 
proinflammatorische Abwehr und erreichen eine Verschiebung in Richtung humoraler Antwort. Akuter 
Stress aktiviert zuerst die SAM-Achse und etwas verzögert die (HPA)-Achse. Es werden über die SAM-
Achse die Katecholamine Adrenalin (A) und Noradrenalin (NA) aus dem Nebennierenmark, aber auch 
aus noradrenergen Nervenfasern des sympathischen Nervensystems, freigesetzt. Die Aktivierung der 
HPA-Achse hat die Freisetzung des Corticotropin-freisetzenden Hormons (CRH) aus den Neuronen des 
paraventrikulären Nucleus im Hypothalamus zur Folge, welches wiederum die Freisetzung des ACTH aus 
der Hypophyse bewirkt. ACTH regt die Rinde der Nebennieren an, GCs zu bilden und zu sezernieren. Die 
GCs haben als Endprodukt der HPA-Achse einen großen regulatorischen Einfluss auf Zellen und Organe 
des Immunsystems. Sowohl die GCs als auch die CAs werden über Rezeptoren auf den Immunzellen und 
dem lymphatischen Gewebe gebunden und hemmen somit die Freisetzung von proinflammatorischen 
Zytokinen und fördern antiinflammatorische Zytokine. Die Immunantwort wird durch die Verschiebung 
von TH1 zu TH2-Zellen in Richtung humoraler Abwehr gelenkt. Die TH2-Zellen fördern über 
antiinflammatorische Zytokine die Differenzierung der B-Zellen zu Plasmazellen.  

 

 

Der endokrine Einfluss auf Immunfunktionen kann somit nicht komplett separat vom neuralen 

Einfluss dargestellt werden, da, wie bereits erwähnt, eine multifaktorielle Kommunikation 

zwischen den verschiedenen Systemen stattfindet. Der Hypothalamus ist dabei die wichtigste 

Schnittstelle zwischen dem neuronalen und dem endokrinen System, während die hormonelle 

Umsetzung in der Hypophyse stattfindet. Die Aktivierung der HPA-Achse erfolgt als eine 

verzögerte Reaktion auf Stress (McEwen und Sapolsky, 1995). Die Verarbeitung der 
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psychischen oder physischen Stressoren auf cerebraler Ebene führt dazu, dass Neuronen des 

paraventrikulären Nucleus (PVN) im Hypothalamus die Neurohormone Corticotropin-

freisetzendes Hormon (CRH) und Arginin-Vasopressin (AVP) in den hypophysären 

Portalkreislauf ausschütten und diese dann vom Hypothalamus zur Hypophyse gelangen 

(Whitnall, 1993). Die Freisetzung des CRHs wird durch zahlreiche Substanzen reguliert. So 

steigt die CRH-Ausschüttung durch die Neurotransmitter Acetylcholin, NA und 5-HT, während 

γ-Aminobuttersäure (GABA) hemmend wirkt. Auch einige Zytokine, wie beispielsweise IL-1, 

IL-6 und TNF-α, bewirken eine verstärkte Ausschüttung des CRHs. Diese Zytokine können 

zentral, als Reaktion auf einen Stressor, ausgeschüttet oder peripher von Immunzellen 

sezerniert worden sein (Abb. 1.1, Glaser und Kiecolt-Glaser, 2005). Sowohl CRH als auch AVP 

initiieren die ACTH-Produktion und -Sekretion in den systemischen Blutkreislauf. Darauf 

folgend werden GCs (z.B. Cortisol) in der Nebennierenrinde synthetisiert und freigesetzt (von 

Holst, 1998). Die vermehrte Ausschüttung von GCs dient der Energiebereitstellung, der 

Erhöhung der Herzfrequenz und der Suppression von Immun- und Entzündungsprozessen 

(Sapolsky et al., 2000). Die GCs können über Rezeptoren auf den Immunzellen deren 

Proliferation fördern (Neutrophilenzahl geht hoch) oder hemmen (Anzahl an Eosinophilen, 

Basophilen, Monozyten und Lymphozyten gesenkt) und somit auch die Freisetzung von 

proinflammatorischen Zytokinen (IL-1, IL-6, TNF-α u.a.) inhibieren (Dhabhar, 2002). Neben 

dem Einfluss auf die Leukozytenverteilung durch die veränderte Expression von 

Adhäsionsmolekülen (Cronstein et al., 1992; Perretti et al., 1996; Nakagawa et al., 1999) 

können GCs sowohl die Aktivierung von T-Zellen (Boumpas et al., 1991; Paliogianni et al., 1993; 

Vacca et al., 1992) als auch die Produktion von T-Zell-aktivierenden Zytokinen, wie IL-4 und 

IFN-γ, inhibieren (Arya et al., 1984; Wu et al., 1991). Die GC-vermittelte Inhibition der Mitogen- 

oder Antigen-induzierten T-Lymphozytenproliferation wird vermutlich über die Hemmung der 

Produktion des T-Zell-Wachstumsfaktors (T cell growth factor, TCGF) induziert (Gillis et al., 

1979). Zudem kann durch GCs T-Zell-Apoptose (Tuckermann et al., 2005) oder der Fortbestand 

induziert werden, dies ist jedoch abhängig vom T-Zelltyp und vom Differenzierungsstadium 

(Zacharchuk et al., 1990; Ashwell et al., 2000). Studien konnten zeigen, dass nicht nur die GCs, 

sondern auch die Katecholamine A und NA eine Verschiebung von TH1- in Richtung TH2-Zellen 

bewirken (Elenkov und Chrousos, 1999) und somit verstärkt antiinflammatorische Zytokine 

gebildet werden (Glaser et al., 2001). Diese fördern wiederum die verstärkte Differenzierung 

der B-Zellen zu Plasmazellen und folglich eine vermehrte Antikörperproduktion. Die 

Immunantwort wird in Richtung humorale Abwehr gelenkt. Immunsuppressive Wirkungen 

werden erst durch eine hohe Konzentration an GCs erreicht. Physiologische Konzentrationen 

bewirken hingegen die Aufrechterhaltung der Immunfunktionen oder haben sogar 
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verstärkende Effekte auf die Immunfunktion (Dhabhar, 2009). Das von den Nebennieren 

freigesetzte Cortisol hemmt über eine negative Rückkopplung den Hypothalamus und die 

Hypophyse und somit auch die Synthese und Freisetzung von CRH und ACTH. Das Cortisol kann 

im Gehirn über zwei verschiedene Rezeptoren, sogenannte Transkriptionsfaktoren, gebunden 

werden: den Glucocorticoid-Rezeptor (GR) und den Mineralcorticoid-Rezeptor (MR). Cortisol 

bindet mit einer höheren Affinität an die MRs, und initiiert somit die Stressantwort (Ratka et 

al., 1989; Oitzl et al., 1995; Gesing et al., 2001). Zudem werden über die MRs cirkadiane 

Schwankungen des Cortisolgehalts im Blut reguliert. Da der GR eine niedrige Affinität zu GCs 

aufweist (Reul und de Kloet, 1985), ist die sättigende Bindung des Cortisols erst bei sehr hohen 

Konzentrationen im Blut möglich. Die Stressreaktion wird beendet. Die Genexpression von GR 

und MR wird beim Schwein vermutlich durch Stress in der frühen Entwicklungsphase 

beeinflusst (Kanitz et al., 2011). So konnte ein Anstieg der MR-Genexpression im Hippocampus 

bei Ferkeln in der Absetzphase beobachtet werden. Der Einfluss dieser Änderungen auf die 

spätere Gesundheit der Tiere muss erst noch untersucht werden.  

Sollte der Stress über einen längeren Zeitraum anhalten, kann die Hemmung 

proinflammatorischer Zytokine durch eine Ermüdung der HPA-Achse vermindert werden (Tian 

et al., 2014). Die chronisch erhöhten GC-Konzentrationen führen dann zu einem 5-HT-Mangel, 

da vermehrt IFN-γ gebildet wird und folglich der Abbau von Tryptophan in Kynurenin gefördert 

wird (Kynurenin-Weg). Es liegt dann eine höhere Konzentration des Abbauprodukts von 5-HT, 

der 5-Hydroxyindolylessigsäure (5-HIAA), vor. Die konstant hohen GC-Konzentrationen führen 

zur Apoptose von Neuronen im Hippocampus und schädigen so das Gewebe, was wiederum 

eine verstärkte Aktivierung der HPA-Achse zur Folge hat. 

Durch pathogen- und stressinduzierte Zytokinausschüttung (z.B. IL-1, TNF-α, IL-6) kann das 

Verhalten beeinflusst werden. Kranke Tiere oder Menschen verlieren ihren Appetit, werden 

lethargisch und schläfrig, meiden sozialen Kontakt und haben ein verstärktes 

Schmerzempfinden. Diese Krankheitssymptome auf der Verhaltensebene, zusammen mit 

Fieber, werden auch als „sickness behaviour“ zusammengefasst, und wurden von Hart (1988) 

als eine hoch organisierte Strategie des Organismus bezeichnet, um Pathogene und 

Infektionen abzuwehren und so das Überleben zu sichern. Durch dieses evolutionär 

vorteilhafte Verhalten wird beispielsweise eine wärmere Umgebung bevorzugt und erneuter 

Kontakt mit anderen infizierten oder aggressiven Artgenossen und somit eine zusätzliche 

Infektion und Belastung des Körpers vermieden. Gleichzeitig werden Artgenossen vor der 

Übertragung einer Infektion geschützt. Die Proliferation von Immunzellen wird durch die 

erhöhte Körpertemperatur angeregt, während Pathogene in ihrer Vermehrung gehemmt 
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werden. Der direkte Zusammenhang zwischen steigenden Zytokinkonzentrationen und dem 

beschriebenen Krankheitsverhalten konnte durch zahlreiche in vitro-Studien nachgewiesen 

werden. So bewirkte die Gabe von IL-1 den Anstieg von Acetylcholin, wodurch wiederum das 

Schmerzempfinden gesteigert wird. Zytokine werden vom Gehirn als internes Krankheitssignal 

interpretiert (Besedovsky und del Rey, 2002; Dantzer, 2001). Das kranke Individuum bewertet 

seine Bedürfnisse und Prioritäten neu und die darauf folgende Reorganisation wird durch 

Zytokine peripher und zentral gesteuert. Auf der anderen Seite kann die Veränderung des 

Verhaltens aufgrund der Änderungen des emotionalen Zustands (z. B. Stimmungen) das 

Immunsystem beeinflussen. Beispielsweise führen die Isolation oder elektrische Stromstöße 

bei Ratten zur Aktivierung der ersten Immunantwort der akuten Phase. Die Tiere bekommen 

Fieber und reagieren wie nach einer Pathogenexposition (Hennessy et al., 2001; LeMay et al., 

1990, Milligan et al., 1998). Bei Menschen konnte ein Zusammenhang zwischen der klinischen 

Depression und dem Anstieg zirkulierender Neutrophilenzahlen sowie der Abnahme von NK-

Zellen, T- und B-Lymphozyten und zytotoxischen T-Zellen gezeigt werden. Zudem wurde 

beobachtet, dass bei einer klinischen Depression die Aktivität der NK-Zellen und die Mitogen-

induzierte Lymphozytenproliferation reduziert sind (Ader et al., 1995). 

 

 

1.7 Zielstellung der Arbeit 

 

Die Bewertung von sich wiederholenden Ereignissen aus Tiersicht und die daraus folgenden 

physiologischen Reaktionen sind bisher kaum geklärt. Diese Arbeit soll daher den Einfluss einer 

wiederholten Antizipation von positiven, negativen oder ambivalenten Reizen und die folglich 

induzierten Stimmungen auf die Immunkompetenz von Schweinen klären. Im Gegensatz zu 

bereits durchgeführten Studien der Aufruffütterung (Ernst et al., 2005, Zebunke et al., 2011, 

2013) wird in dieser Arbeit die passive Antizipation getrennt von der Handlungskomponente 

untersucht. Somit soll geklärt werden, ob die bloße Antizipation eines Ereignisses ausreicht, 

das Wohlbefinden bei Tieren verbessern zu können. Bereits durchgeführte Studien geben 

Grund zur Annahme, dass die Immunkompetenz durch induzierte Stimmungen beeinflusst 

werden kann. So zeigten Ernst et al. (2006), dass die Anreicherung der Haltungsumwelt einen 

positiven Effekt auf die Wundheilung bei Schweinen hat. Bei Mäusen wurde eine Erhöhung der 

NK-Zellaktivität bei gleichzeitiger Minderung von ängstlichem Verhalten durch die 

Anreicherung der Haltungsumwelt nachgewiesen (Benaroya-Milshtein et al., 2004). Zudem ist 
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bekannt, dass die wiederholte Erfahrung von positiven oder negativen Reizen eine dauerhaft 

veränderte Stimmung induzieren kann (Dudink et al., 2006; Paul et al., 2005).  

Diese Studie ist Teil eines größeren Kooperationsprojektes. So sollen innerhalb dieser Arbeit 

neuroendokrine Messparameter die negativen und positiven psychischen Zustände 

identifizieren, während ergänzend zu diesen Parametern die Herzaktivität (Herzfrequenz und 

Herzfrequenzvariabilität) und das Verhalten der Tiere von Frau Steffi Mahnhardt innerhalb 

ihrer Dissertation (2015) aufgenommen wurden. Des Weiteren soll in dieser Arbeit über die 

Erfassung von immunologischen Parametern die Immunkompetenz der Tiere charakterisiert 

werden. Mit Hilfe dieser Parameter sollen die in ihrer Valenz differierenden induzierten 

Stimmungen in ihrer immunmodulatorischen Wirkung bewertet werden. Daraus folgend soll 

die Eignung der wiederholten Reize als wohlbefindenssteigernde Maßnahmen für die 

Haltungsbedingungen in der landwirtschaftlichen Praxis geprüft werden. Diese Arbeit basiert 

dabei auf der Annahme folgender Hypothesen: 

1. Reize, die wiederholt antizipiert werden, führen zu einer langanhaltenden 

Stimmungsänderung. 

2. Stimmungsänderungen in Abhängigkeit von ihrer positiven oder negativen Qualität 

haben unterschiedliche Auswirkungen auf das Immunsystem von Schweinen. Während 

positive Stimmungen die Immunkompetenz steigern, führen negative Stimmungen zu 

einer Verminderung der Immunkompetenz. 
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2. Material und Methoden 

2.1 Tiere und Haltungsbedingungen 

 

Als Versuchstiere dienten in 17 Durchgängen 97 weibliche und fünf kastrierte Ferkel (Sus 

scrofa domestica) der Deutschen Landrasse aus der Zucht der Experimentalanlage Schwein 

(EAS) des Leibniz-Instituts für Nutztierbiologie (FBN). Jeder Durchgang lief 31 Tage. Pro 

Durchgang wurden, wenn möglich, sechs weibliche Ferkel ausgewählt. Im Falle nicht 

ausreichender weiblicher Tierzahlen pro Wurf wurden ersatzweise männliche Kastraten 

gewählt. Die ausgewählten Tiere waren stets Vollgeschwister und zeigten ähnliche Gewichte 

(7,7 - 14,74 kg). Die Ferkel wurden nach 4-wöchiger Säugezeit abgesetzt und, um den 

Absatzstress zu minimieren, wurfweise gruppiert. Wasser und Futter (Ferkelstarter Plus, Trede 

und von Pein, Itzehoe, Deutschland) standen ad libitum zur Verfügung. 

Mit Erreichen der 5. Lebenswoche (LW) wurden die sechs Tiere in einen gesonderten 

Versuchsstall (4,00 x 3,40 m) mit sechs Einzelbuchten (0,9 x 1,40 m) ins Tiertechnikum des FBN 

Dummerstorf (Abb. 2.1) transportiert.  

 

 

Abb. 2.1 Aufriss Versuchsstall im Tiertechnikum. Im Versuchsstall im Tiertechnikum konnten die Tiere 
in sechs Einzelbuchten (90 x 140 cm) gehalten werden Alle Buchten waren mit einem Futtertrog und 
einer Nippeltränke ausgestattet. Durch eine bewegliche Seiten- und Rückwand konnten die 
Einzelbuchten auf minimal 30 x 90 cm verkleinert werden. 



2. Material und Methoden 

19 
 

Dort konnten der Tag-Nacht-Rhythmus, die Lufttemperatur und die relative Luftfeuchte 

kontrolliert werden. Der Versuchsraum wurde während der 5. LW auf 24±1 °C und ab der 

6. LW auf 22±2 °C temperiert. Die relative Luftfeuchte betrug 50 % und die Beleuchtung 

erfolgte zwischen 6:00-18:00 Uhr. 

Das Wasser stand den Tieren per Nippeltränke ad libitum zur Verfügung. Die Futtervergabe 

(Ferkelstarter Plus, Trede und von Pein, Itzehoe, Deutschland) erfolgte über Futterautomaten 

(RAFÜ II / V 01-Dosierer, Mannebeck Landtechnik GmbH Schüttorf, Deutschland) entsprechend 

den Empfehlungen für die kommerzielle Schweinehaltung. In jeder Einzelbucht befand sich ein 

Futterautomat, der zu Versuchsbeginn (5. LW) 0,48 kg Futter pro Tag und Tier und zum 

Versuchsende (10. LW) 0,96 kg pro Tag und Tier ausgab. Die Futtermenge wurde jeweils zum 

Beginn einer neuen Versuchswoche erhöht. Zusätzlich bekamen alle Tiere 0,1 kg Futter 

während der Einstallungsprozedur, sodass die Tiere ruhig blieben und die empfohlene 

Tagesration erreicht wurde (Lindermayer et al., 1994). 

Die Tiere wurden in jeweils einzelne Versuchsbuchten (1,40 x 0,90 m) eingestallt. Die 

Buchtenbelegung erfolgte randomisiert, um buchtenabhängige Effekte auszuschließen. Zur 

Beschäftigung der Tiere außerhalb der Versuchszeit und während der Mittagszeit hing ein 

Pendelbalken in den einzelnen Buchten. Über jeder Bucht wurde eine Kamera (C4S-400; 

Panasonic Europe GmbH Wiesbaden, Deutschland) installiert. Die Tiere hatten olfaktorischen, 

akustischen und eingeschränkten visuellen und taktilen Kontakt zueinander. Durch eine 

bewegliche Seiten- und Rückwand konnten die Einzelbuchten auf minimal 0,3 x 0,9 m 

verkleinert werden, sodass die Tiere in ihrer Bewegung eingeschränkt waren. Die Restriktion 

war versuchsbedingt notwendig (genaue Applikation des Luftstoßes), wurde aber aus 

Tierschutzgründen nur während des Versuchs (7:30-15:15 Uhr, Montag bis Freitag und 

Sonntag) vorgenommen. Die Größe der Restriktionsfläche wurde durch die Größe der Tiere 

vorgegeben. 

Alle durchgeführten Tierversuche wurden durch die Landesamt für Landwirtschaft, 

Lebensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern genehmigt (AZ LALLF M-V/ 

TSD/7221.3–1.1–056/09) und von der Deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG) gefördert 

(MA 943/13-1). 
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2.2 Experimentelles Design 

 

Bevor jeder Durchgang begann, wurden bereits erste Proben (Speichel, Blut) gesammelt 

(Abb.2.2). Mit dem Umzug der Schweine ins Tiertechnikum an Tag 0 startete der Durchgang 

und endete jeweils nach 31 Tagen. Innerhalb der Handling-Phase (Tag 0-6) erfolgte die 

Habituation der Tiere an die experimentelle Prozedur (Restriktion, Herzfrequenzgurte anlegen 

und tragen, Fütterung durch Futterautomaten) und den Versuchsstall im Tiertechnikum. Die 

Tiere wurden nun in Einzelbuchten gehalten und es wurden erneut Speichelproben 

genommen.  

Die Konditionierung der Tiere startete an Tag 7. Über einen im Versuchsraum installierten 

Lautsprecher wurde ein Ton abgespielt, der für alle Tiere hörbar war. Der Ton wurde zufällig 

dreimal zwischen 7:30 Uhr und 10:30 Uhr und dreimal zwischen 12:00 Uhr und 15:00 Uhr 

abgespielt. Die Zeiten für den akustischen Reiz wurden automatisch durch einen 

Kontrollcomputer generiert, der ebenfalls die Futterausgabe steuerte. Das Einsetzen des 

akustischen Signals wurde durch eine Software überwacht, sodass stets mindestens 20 min 

zwischen den einzelnen Intervallen lagen. Der amplituden-modulierte Sinuston mit einer 

Frequenz von 800–1300 Hz, einer Amplitude von + 3 dB und einer Frequenzmodulation von 

0,25 Hz dauerte 1 min. Die Lautstärke betrug 82 dB. Drei der sechs Tiere wurden auf denselben 

Ton konditioniert. Es wurde eine klassische Konditionierung durchgeführt, bei der sich nach 

Ablauf des 1-minütigen Tonsignals (konditionierter Reiz) der unkonditionierte Reiz mit einer 

maximalen Verzögerung von 1 s anschloss. Als unkonditionierte Reize wurden Futter (positiv) 

oder ein Luftstoß mit 7,5 bar für 2 s (aversiv) verwendet. Die verbleibenden drei Tiere pro 

Durchgang erhielten tonunabhängige Reize.  

Alle sechs Tiere erhielten folgende unterschiedlichen Behandlungen: 

1)  Fütterung 6mal täglich 1/6 der Futterration zu zufälligen Zeiten nach dem 

akustischen Signal. Das Futter wurde mit 1 s Verzögerung nach Tonende durch 

den Futterautomaten ausgegeben. Angekündigte Fütterung - AF 

2)  Luftstoß 6mal täglich zufällig 1 min nach akustischem Signal. Die Futtervergabe 

(3 × 1/3 der Futterration) erfolgte zu den festen Zeiten 6:00 Uhr, 11:30 Uhr und 

15:30 Uhr. Angekündigter Luftstoß - AL 

3)  Zufällig jeweils 3mal Futter (3 × 1/3 der Futterration) oder Luftstoß 1 min nach 

dem akustischen Signal. Angekündigter Konflikt - AK 
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4)  Fütterung zufällig 6mal täglich 1/6 der Futterration ohne Bezug zum 

akustischen Signal. Zufällige Fütterung - ZF 

5)  Luftstoß zufällig 6mal täglich ohne Bezug zum akustischen Signal. Die 

Futtervergabe (3 × 1/3 Futterration) erfolgte zu den festen Zeiten 6:00 Uhr, 

11:30 Uhr und 15:30 Uhr. Zufälliger Luftstoß - ZL 

6)  Fütterung der halben Tagesration zu zwei festen Zeiten (6:00 Uhr, 15:00 Uhr). 

Futter stand nicht im Bezug zum akustischen Signal. Feste Fütterung - FF 

 

Alle Tiere erhielten die gleiche Futtermenge pro Tag, jedoch in unterschiedlicher Zuordnung 

zum konditionierten Reiz und in verschiedenen Portionierungen. Das Tier in der 

Behandlungsgruppe Feste Fütterung wurde als Kontrolltier definiert. 

Die Konditionierung fand an Tag 13 ihren Abschluss und die Behandlungen konnten gezielt 

während des Experiments eingesetzt werden. Es erfolgten weitere Entnahmen von Speichel an 

Tag 16, 17, 29 und 30. Jeder Durchgang endete an Tag 31 mit der Gewichtsbestimmung, 

weiteren Probennahmen (Blut und Gewebe) und dem Töten der Tiere.  

 

Abb. 2.2 Experimenteller und zeitlicher Ablauf. Das Experiment startete an Tag 0, nachdem alle Tiere 
aus der Gruppen- in die Einzelhaltung überführt wurden und das Handling und die experimentelle 
Prozedur begann. Die Konditionierung auf ein für alle Tiere hörbares akustisches Signal startete an Tag 7 
für die Behandlungsgruppen angekündigte Fütterung (AF), angekündigter Luftstoß (AL) und 
angekündigter Konflikt (AK). Als unkonditionierte Reize wurden Futter oder Luftstoß verwendet. Die 
Probennahme von Speichel (S) und Blut (B) erfolgte an den gekennzeichneten Tagen. Die 
Gewebeentnahme erfolgte am Ende des Experiments nach dem Töten der Tiere. 
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2.3 Entnahme von Blut, Gewebe und Speichel 

 

Die Blutentnahmen erfolgten bei den Schweinen zum Beginn (Tag -4) und zum Ende (Tag 31) 

des Versuches durch Punktion der Vena cava cranialis. Die Tiere wurden hierfür in Rückenlage 

fixiert. Das Blut wurde in eisgekühlte Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) -Röhrchen 

überführt und für 10 min bei 2000 × g und 4 °C zentrifugiert. Das extrahierte Blutplasma wurde 

bis zur Analyse bei -80 °C gelagert. Für die statistische Auswertung wurde der Zeitpunkt der 

Blutentnahme zu Beginn des Versuchs als Start und zum Ende des Versuchs als Ende 

bezeichnet. Dies gilt auch für alle aus dem Blut und -plasma erhaltenen Analyseparameter 

(Differentialblutbild, Zytokine, Immunglobuline, Lymphozytenproliferation, NK-Zellen, ACTH, 

Plasmacortisol). 

Die Speichelproben wurden an den Versuchstagen -6, -5, 3, 4, 16, 17, 29 und 30 um 10:30 Uhr 

gesammelt. Die Schweine kauten hierfür auf Wattestäbchen, bis diese gut mit Speichel 

durchnässt waren. Anschließend wurden die Stäbchen bei 3000 × g für 15 min und bei 4 °C 

zentrifugiert. Die Speichelproben wurden bis zur weiteren Analyse bei -20 °C gelagert. Für die 

statistische Auswertung und Darstellung wurden die jeweils aufeinander folgenden Tage 

gemittelt, zu einem Versuchsabschnitt zusammengefasst und nach folgender Legende 

bezeichnet:  

Tag-6 und -5  = v (vor Experiment (Basiswerte)) 

   Tag 3 und 4  = h (Handlingphase) 

   Tag 16 und 17  = w (während Experiment) 

   Tag 29 und 30  = e (Ende) 

 

Bevor die Gewebeproben am Ende des Versuches entnommen werden konnten, wurden die 

Tiere durch eine intravenöse Injektion mit T61 getötet. Dabei handelt es sich um ein 

Kombinationspräparat mit 200 mg Embutramid, 50 mg Mebezonium und 5 mg Tetracain je ml. 

Das Gehirn wurde zügig entnommen und auf Eis gekühlt. Es wurden der Hypothalamus, der 

Hippocampus und die Amygdala freigelegt, gewogen, in Flüssigstickstoff gefroren und 

bei -80 °C gelagert. Außerdem wurden die Nebennieren entnommen, ebenfalls gewogen und 

in Flüssigstickstoff eingefroren. Die gesamte Probennahme fand zwischen 8:00 Uhr und 

11:00 Uhr statt. 
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2.4 Chemikalien 

 

Tab. 2.1 Übersicht über die verwendeten Chemikalien und Reagenzien. 

Chemikalien und Reagenzien  Firma 

Agarose Carl Roth GmbH 

Calciumcarbonat (CaCO3) Fisher Scientific GmbH 

Calciumchlorid (CaCl2) Fisher Scientific GmbH 

Canadabalsam Chroma-Gesellschaft 

Concanavalin A (ConA) Sigma-Aldrich Chemie GmbH  

Diethylpyrocarbonat Carl Roth GmbH 

Dihydroxybenzylamin (DHAB) Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

DIOC18 (3,3‘-Dioctadecyloxacarbocyaninperchlorat)  Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Dimethylsulfoxid (DMSO) AppliChem GmbH 

Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Eosin Chroma-Gesellschaft 

Essigsäure Riedel-de Haen Honeywell Specialty 

Chemicals 

Ethanol Carl Roth GmbH 

Ethylendiamin-Tetraacetat (EDTA) Carl Roth GmbH 

Ficoll400 Sigma-Aldrich Chemie GmbH  

Formaldehyd Carl Roth GmbH 

Fötales Kälberserum (FKS) Biochrom AG 

Gentamycin Biochrom AG 

Giemsa-Lösung Sigma-Aldrich Chemie GmbH  

Haematoxilin Carl Roth GmbH 

HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-

ethansulfonsäure) 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Heptadecafluor-1-octansulfonsäure  

(Octansulfonsäure) 

VWR International GmbH 

Kaliumchlorid (KCl) Carl Roth GmbH 

L-Glutamin Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Lipopolysaccharid aus E. coli (LPS) Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

May-Grünwald-Lösung Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

2-Mercaptoethanol Carl Roth GmbH 

Methanol Carl Roth GmbH 

MOPS (3-(N-Morpholino)propansulfonsäure) Carl Roth GmbH 
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Chemikalien und Reagenzien  Firma 

MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-

tetrazoliumbromid) 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

 

Natriumacetat Carl Roth GmbH 

Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth GmbH 

Natriumdiatrizoat Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4) Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Natriumdodecylsulfat (engl. Sodiumdodecylsulfat; SDS) Carl Roth GmbH 

Perchlorsäure Carl Roth GmbH 

Phytohämagglutinin (PHA) Sigma-Aldrich Chemie GmbH  

Propidiumiodid (PI) Sigma-Aldrich Chemie GmbH  

RPMI-1640  Sigma-Aldrich Chemie GmbH  

Saponin Sigma-Aldrich Chemie GmbH  

Schwefelsäure AppliChem GmbH  

Staphylokokken-Enterotoxin-B (SEB) Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Tetramethylbenzidine-Enzymsubstrat (TMB) BioLegend 

Trypanblau Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Xylol  Merck KGaA  

 

 

 

2.5 Zellisolation und- kultur 

2.5.1 Vollbluttest 

 

Für den Vollbluttest wurden 200 µl heparinisiertes Blut in 48-Well-Platten mit 550 µl RPMI-

Kulturmedium für 24 h bei 37 °C und 5 % CO2 Begasung im Inkubator kultiviert. Dem 

unstimulierten Ansatz (Kontrolle) wurden 250 µl RPMI und dem stimulierten Ansatz 50 µg/ml 

LPS (Gesamtmenge 250 µl) hinzugefügt. Nach Ablauf der 24 h wurden die Ansätze bei 120 × g 

für 10 min zentrifugiert. Der erhaltene Überstand wurde bei -80 °C gelagert und für die 

Bestimmung der Zytokine TNF-α und IL-10 sowie des Eiweißgehalts verwendet. Als 

Bezugsgröße wurden die Leukozyten gezählt. 
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2.5.2 Mononukleäre Zellen des peripheren Blutes (Peripheral Blood Mononuclear 
Cells, PBMCs) 

 

Die PBMCs wurden mittels einer Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Hierfür wurden 2 ml 

Ficoll-Diatrizoat-Gradient II auf 2 ml Gradient I (Zusammensetzung s. Tab. 2.2) geschichtet. 

Anschließend wurden 3 ml heparinisiertes Schweinevollblut und 3 ml RPMI-1640-Medium 

(10 % FKS, 2 mM Glutamin, 0,05 mM 2-Mercaptoethanol und 50 µg/ml Gentamycin) gemischt 

und über die Ficoll-Diatrizoat-Gradienten I und II gegeben. Nach einer Zentrifugation (700 × g, 

4 °C, 15 min) konnte die Plasmaschicht abpipettiert und die in der Schicht darunter liegenden 

PBMCs aufgenommen, in ein neues Röhrchen mit 7 ml RPMI-Medium überführt und erneut bei 

160 × g und 4 °C für 10 min zentrifugiert werden. Anschließend wurde der Überstand 

dekantiert und das Zellpellet für 15 s mit 1 ml Aqua dest. gemischt, um noch vorhandene 

Erythrozyten zu lysieren. Die Zelllyse wurde mit 108 µl NaCl-Lösung (8,8 %) gestoppt. Nach 

erneuter Zentrifugation bei 100 × g und 4 °C für 5 min wurde der Überstand dekantiert. Das 

Zellpellet wurde nach zwei Waschschritten mit RPMI-Medium (160 × g, 4 °C, 10 min) in 1 ml 

RPMI-Medium (mit 10 % FKS, 2 mM Glutamin, 0,05 mM 2-Mercaptoethanol und 50 µg/ml 

Gentamycin) aufgenommen und in eine Zellkulturflasche mit 9 ml angereichertem RPMI-

Medium überführt. Nach einer Kultur (37 °C, 5 % CO2, 18 h) konnten die Zellen für weitere 

Tests verwendet werden. Die Vitalität der Zellen wurde mit einer Trypanblau-Färbung 

überprüft. Die konduktometrische Zellzählung erfolgte mit dem Cell-Counter Multisizer 2 

(Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland). 

 

Tab. 2.2 Zusammensetzung der Ficoll-Diatrizoat-Gradienten I und II. 

Gradient I (100 ml) Gradient II (100 ml) 

11,00 g Natriumdiatrizoat 9,00 g Natriumdiatrizoat 

2,85 g Ficoll 400 2,85 g Ficoll 400 

0,5 mM EDTA 0,5 mM EDTA 

5,0 mM HEPES 5,0 mM HEPES 
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2.5.3 Myeloische Blutzelllinie K562 

 

Die humane Leukämie-Zelllinie K562 wurde nach Herstellerangaben in Kultur gebracht. Das 

verwendete Kulturmedium (RPMI 1640) wurde mit 10 % FKS, 2 mM Glutamin, 0,05 mM 

2-Mercaptoethanol und 5 µg/ml Gentamycin angereichert. Die K562-Zellen wurden im NK-Zell-

Assay verwendet. 

 

 

2.6 Allgemeiner Gesundheitszustand 

2.6.1 Körpergewicht 

 

Das Gewicht der Schweine wurde bis zur 4. LW in der EAS bestimmt. Mit dem Umzug der Tiere 

in das Tiertechnikum und dem Beginn des Versuchs wurden die Schweine einmal wöchentlich 

gewogen, sodass mit dem Geburtsgewicht elf Messwerte aufgenommen wurden. 

 

2.6.2 Eiweißgehalt 

 

Im Plasma, in den Vollblutüberständen und in den Zellkulturüberständen wurden die 

Proteinkonzentrationen mittels der Biuret-Reaktion nach Weichselbaum (1946) bestimmt. Die 

Absorption wurde bei einer Wellenlänge von 450 nm mit dem UV/VIS Spektralphotometer 

DU®640 (Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland) gemessen. 

 

2.6.3 Leukozytenzahl 

 

Zur Bewertung des allgemeinen Gesundheitszustandes der Tiere wurden die Leukozyten 

gezählt. Die Leukozytenzahl kann infektionsbedingt stark vom Referenzbereich abweichen, das 

heißt erhöht oder vermindert sein. 

Für die Zählung der Leukozyten wurde heparinisiertes Blut in einer Leukozytenmischpipette 

1:10 mit 3 % Essigsäure verdünnt und 15 s gemischt, sodass die Erythrozyten lysiert wurden. 

Mittels einer Neubauer-Zählkammer erfolgte die Auszählung der Leukozyten. Hierfür wurde 
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das Blut aus der Pipette in die Zählkammer eingebracht und 4 große Zählquadrate ausgezählt. 

Zur Berechnung der Zellzahl wurde folgende Formel verwendet: 

 

𝐿𝑒𝑢𝑘𝑜𝑧𝑦𝑡𝑒𝑛

𝑚𝑙
=  

𝑔𝑒𝑧äℎ𝑙𝑡𝑒 𝐿𝑒𝑢𝑘𝑜𝑧𝑦𝑡𝑒𝑛

𝑄𝑢𝑎𝑑𝑟𝑎𝑡𝑒 𝑥 𝐾𝑎𝑚𝑚𝑒𝑟𝑓𝑙ä𝑐ℎ𝑒 𝑥 𝐾𝑎𝑚𝑚𝑒𝑟ℎöℎ𝑒 𝑥 𝑉𝑒𝑟𝑑ü𝑛𝑛𝑢𝑛𝑔
 x 1000 

 

(Quadrate (Zählquadrate): 4; Kammerfläche: 1 mm2, Kammerhöhe: 0,1 mm, Verdünnung: 1:10) 

 

 

2.6.4 Tiergesundheit 

 

Alle Tiere wurden im Verlauf des Versuchs hinsichtlich ihrer Gesundheit genau beobachtet und 

wenn nötig medikamentös behandelt. Aufgetretene Krankheiten wurden dokumentiert. Tiere 

mit Durchfallerkrankungen (Diarrhö) wurden anfänglich mit Kohle (Carbophen C100) und bei 

Fortbestehen der Erkrankung intramuskulär mit dem Antibiotikum Trimethosel (1 ml) 

therapiert. Bei auftretender Obstipation wurde Rapsöl verabreicht. Allgemein erkrankte Tiere 

(erhöhte Körpertemperatur, ungewöhnlich ruhige Tiere) wurden mit Metapyrin und Trimetosel 

(Antibiotika) behandelt. Fortwährende (länger als eine Woche) Inappetenz wurde mit dem 

Antibiotikum Dexatat therapiert. Bei Entzündungen der Augen wurden diese mit 

physiologischer NaCl-Lösung gespült. Auftretende Abszesse oder Ödeme an den Gliedmaßen 

wurden mit Kampfersalbe behandelt. Entzündungen im Genitalbereich wurden mit 

Lebertransalbe therapiert. 

Antibiotische Therapien wurden stets von einem Tierarzt verordnet und durchgeführt. 
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2.7 Analytik 

2.7.1 Physiologische Parameter der HPA-Achse 

2.7.1.1 ACTH 

 

Im EDTA-Plasma wurden die ACTH-Konzentrationen mit einem ELISA-Kit für humanes ACTH 

(EIA-3647, DRG Instruments GmbH, Deutschland) nach Herstellerangaben quantifiziert. Der 

Test wurde für die ACTH-Quantifizierung im Schweineplasma validiert, wobei die 

Empfindlichkeit 3,3 pg/ml und die Intra- und Inter-Assay-Variationskoeffizienten 2,3 % bzw. 

4,5 % betrugen. Die Kreuzreaktivität wurde für die Fragmente (1-24) und (18-39) sowie für 

α-Melanozyten-stimulierendes Hormon und β-Endorphin mit weniger als 5,0 % angegeben. 

 

2.7.1.2 Cortisol 

 

Plasma  

Die Cortisolkonzentrationen wurden im EDTA-Plasma in Doppelbestimmung mittels eines 

kommerziellen ELISA-Kits (EIA-1887, DRG Instruments GmbH, Germany) nach 

Herstellerangaben bestimmt. Die Kreuzreaktivität der Cortisolantikörper wurde für 

verschiedene Steroide getestet und betrug 45 % für Corticosteron, 9 % für Progesteron, 

weniger als 2 % für Deoxycortisol und Dexamethason und für alle weiteren Steroide weniger 

als 0,01 %. Die Sensitivität der Cortisolbestimmung lag bei 2,5 ng/ml. Die Intra- und Inter-

Assay-Varianzen betrugen 3,2 % und 7,7 %. 

Speichel 

In 25 µl Speichelproben wurde die Cortisolkonzentration in Doppelbestimmung mit einem 

kommerziellen ELISA Kit (SLV-4635, DRG Instruments GmbH, Germany) nach 

Herstellerangaben ermittelt. Die Kreuzreaktivität wurde mit 4,6 % für 11-Desoxycortisol, 

1,25 % für Corticosteron, 0,69 % für 17-α-Hydroxyprogesteron, 0,192 % für 

Desoxycorticosteron, 0,035 % für Progesteron und mit weniger als 0,001 % für alle weiteren 

getesteten Steroide angegeben. Die Sensitivität betrug 0,012 ng/ml und die Intra- und Inter-

Assay-Varianzen lagen bei 2,62 % und 4,94 %. 
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2.7.1.3 Genexpression von CRH und GR  

 

RNA-Extraktion  

Die Gewebeproben vom Hypothalamus, Hippocampus und von der Amygdala wurden mittels 

Flüssigstickstoff und manuellem Mörser pulverisiert. Anschließend erfolgte die Extraktion der 

RNA aus den Gewebeproben nach Herstellerangaben mit dem RNeasy Lipid Tissue Kit in 

Kombination mit dem RNase-Free DNase Set (Qiagen, Deutschland). Die Proben (max. 100 mg) 

wurden mit 1 ml Lysispuffer versetzt und mit dem Dispergiergerät Ultra Turrax T18 basic (IKA, 

Deutschland) homogenisiert (90 s, 233 Hz) und entsprechend der Herstellerangaben weiter 

verarbeitet. Die RNA wurde dann mit 50 µl RNase-freiem Wasser eluiert, die Konzentration 

und die Reinheit wurden mittels Nanophotometer (Implen GmbH, München, Deutschland) bei 

260/ 280 nm ermittelt. Die RNA-Proben wurden zusätzlich auf ihre Integrität per 

Elektrophorese überprüft. Hierfür wurde ein 1,5 %-iges Agarosegel in 20 ml pH-neutralem 

MOPS-Puffer (4 M 3-(N-Morpholino)propansulfonsäure (MOPS), 1,66 M Natriumacetat, 0,13 M 

EDTA, 10 % Diethylpyrocarbonat) verwendet. Die RNA wurde bei -80 °C gelagert. 

RT-PCR  

Für die Umschreibung der extrahierten RNA in cDNA wurde der iScript cDNA Synthese Kit (Bio-

Rad, Deutschland) verwendet. Die RNA-Konzentration wurde auf 500 ng eingestellt. Der 

eisgekühlte Reaktionsansatz enthielt 4 μl Reaktionsmix und 1 μl einer Reversen Transkriptase 

aus dem Moloney murine leukemia virus und wurde mit RNase-freiem Wasser nach 

Herstellerangaben aufgefüllt. Die Inkubation erfolgte im Thermocycler Primus 96 plus (MWG 

Biotech, Deutschland) nach folgendem Ablauf: 5 min bei 25 °C, 30 min bei 42 °C und 5 min bei 

85 °C. Die synthetisierte cDNA wurde bei -20 °C zwischengelagert. Als Kontrolle diente ein 

Ansatz ohne Reverse Transkriptase. 

Real-Time qPCR  

Die Genexpression wurde mit Hilfe der quantitativen Real-Time PCR (qPCR) untersucht. Dabei 

wurde die Genexpression von porcinem GR und CRH auf die nicht regulierten, endogenen 

Referenzgene ACTB (β-Actin) und TBP (TATA box binding protein) normiert. Die Primer für die 

Analyse der Zielgene wurden mit dem Programm „Primer 3“ erstellt (Rozen und Skaletzky, 

1998) und von der Firma TIB Molbiol (Berlin, Deutschland) synthetisiert. Für die mRNA-

Expressionen von GR und CRH sind die Nukleotidsequenzen der Primer, die Längen und 

spezifischen Schmelztemperaturen der entstandenen Produkte sowie die Zugangsnummern 

(Datenbank des National Center for Biotechnology Information) der genutzten 

Nukleotidsequenzen in Tab. 2.3 angegeben. 
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Tab. 2.3 Charakterisierung der verwendeten Primer in der qPCR.  

Gen Forward Primer 5' → 3'  Produktlänge [bp] Spezif. 
Schmelztemp. 
[°C] 

Zugangsnummer 

 Reverse Primer 5' → 3'   

 

CRH CTCAGAGCCCAAGTCCGTTGAGAGA 178 76,6 NM_001113062 

 

GCATTTTAGGGGCGCTAGCTTCTGA    

 

GR GTTCCAGAGAACCCCAAGAGTTCA 173 78 AY779185 

 

TCAAAGGTGCTTTGGTCTGTGGTA    

  

 

 

Die Real-time qPCR wurde in einem CFX96 TouchTM Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, 

Deutschland) unter Verwendung des iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Deutschland) 

durchgeführt. Jeder 10 µl-Reaktionsansatz bestand aus 5 µl Supermix, 4 µl des jeweiligen 

Primerpaares und 1 µl Probe bzw. interner Kontrollen aus der RT-PCR bzw. RNase-freies 

Wasser als Negativkontrolle. Die Proben wurden in Dreifachbestimmung auf eine 96-Well-PCR-

Platte pipettiert, mit einer adhäsiven Folie verschlossen und in das qPCR-Gerät überführt. Nach 

einem initialen Polymerase-Aktivierungsschritt von 3 min bei 95 °C folgte die Denaturierung 

der DNA in 39 Zyklen mit folgendem Schema: 10 s bei 95 °C, 30 s bei 60 °C, 45 s bei 70 °C. Die 

PCR wurde mit einem Abschlusszyklus (10 s bei 95 °C, 10 s bei 60 °C und 60 min bei 95 °C) 

beendet. Die Spezifität der qPCR-Produkte wurde über eine Schmelzpunktanalyse (60 °C bis 

90 °C, 1 °C per 10 s) sowie eine Agarose-Gelelektrophorese (2 %, Cyber Gold) überprüft. Die 

relative Quantifizierung erfolgte mit der zum Gerät zugehörigen Software (CFX ManagerTM, 

Bio-Rad, Deutschland) auf der Grundlage der ΔΔCt-Methode. 

 

2.7.1.4 Nebennieren 

 

Für die histologische Analyse der Nebennieren wurden von der linken und rechten Nebenniere 

7 µm-feine Gewebeschnitte quer zur Längsachse mit einem Kryomikrotom (CM 30505, Leica 

Biosystems GmbH, Nussloch, Germany) angefertigt. Die Präparate wurden zuvor mit Wasser 

auf dem Objektträger bei -21 °C fixiert. Die Gewebeschnitte wurden mit Hämatoxylin und 

Eosin angefärbt, sodass Cortex und Medulla der Nebennieren differenziert werden konnten. 

Hierfür wurden die Präparate für 5 min in Formol-Calcium (4 % Formaldehyd, 0,09 M CaCl2, 

0,12 M Ca2CO3) fixiert und anschließend zweimal mit Aqua dest. gespült. Danach folgte die 
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Färbung mit dem sauren Farbstoff Hämatoxylin nach Harris für 3-10 min. Um den pH-Wert 

nach der sauren Färbung wieder zu erhöhen, wurden die Schnitte 10 min unter laufendem 

Leitungswasser gespült und darauf folgend zweimalig mit Aqua dest. gewaschen. Um das 

Zytoplasma anzufärben, wurden die Schnitte für 5 min in 0,1 % Eosin-Kalium inkubiert und 

anschließend mit Aqua dest gespült. Noch enthaltene Wasserreste wurden durch eine 

aufsteigende Alkoholreihe (Ethanol 70 %, 96 %, 100 %) entfernt, anschließend wurde der 

Schnitt zweimal für je 5 min in Xylol geklärt. Die Präparate wurden abschließend mit 

Canadabalsam eingedeckelt. Drei ausgewählte Schnitte wurden mit Hilfe einer Videokamera 

(CF15/2RGB; KAPPA, Gleichen, Deutschland) und einem Computersystem (SIS; Münster, 

Deutschland) aufgenommen. Die umgebende Bindegewebskapsel, die Grenze zwischen Cortex 

und Medulla sowie Aussparungen durch vorhandene Blutgefäße wurden nachgezeichnet. 

Mittels des Bildanalysenprogramms SIS wurden die markierten Bereiche für die Ermittlung der 

Gesamtfläche der Nebenniere, des Cortex und der Medulla (ausgenommen die Aussparungen) 

genutzt. Für jeden ausgewählten Gewebsschnitt wurden die markierten Zellen ausgezählt und 

ins Verhältnis zur ermittelten Fläche gesetzt (Zellzahl/mm2), sodass die Zelldichte angegeben 

werden konnte. 

 

 

2.7.2 Neurotransmitter 

 

Die Quantifizierung der Neurotransmitter NA, 5-HT und dessen Metabolit 5-HIAA, DA und 

dessen Metaboliten 3,4-Dihydroxyphenylessigsäre (DOPAC) und Homovanillinsäure (HVA) 

erfolgte mittels Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) mit elektrochemischer 

Detektion. Die Neurotransmitter wurden im VTA, im PFC und im NAc detektiert. Die Gewebe 

wurden gewogen, 10 ng Dihydroxybenzylamin (DHAB) als Standard hinzu gegeben und für 

5 min mit 0,2 M Perchlorsäure (1,5 ml) und einem Handhomogenisator auf Eis homogenisiert. 

Anschließend wurden die Proben für 10 min bei 45000 × g und 4 °C zentrifugiert. Die 

Überstände wurden abgenommen und bis zur weiteren Verwendung kühl gestellt. Das 

erhaltene Homogenat wurde erneut mit 0,5 M Perchlorsäure versetzt, mit einem Glasstab 

homogenisiert und anschließend zentrifugiert (10 min, 45000 g, 4 °C). Die gewonnenen 

Überstände wurden gemischt und wieder zentrifugiert (10 min, 50000 g, 4 °C). Direkt nach der 

Extraktion wurden jeweils 20 µl der Aliquots ins HPLC-System (SIL-10A, Shimadzu Europa, 

Duisburg, Deutschland) injiziert. Die Extrakte wurden in Duplikaten untersucht und überzählige 

Reste wurden bei -80 °C gelagert. Die Auftrennung der Proben erfolgte durch eine 
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Umkehrphasensäule (reverse Phasen, RP; 125 x 4 mm), die mit Prontosil C18 AQ (Bischoff 

Analysentechnik, Leonberg, Germany) beladen war. Die mobile Phase bestand aus 58 mM 

Natriumhydrogenphosphatpuffer (pH 3,5) mit 1,2 mM Octansulfonsäure, 0,3 mM EDTA, 2 mM 

KCl und 9 % Methanol. Die Fließrate betrug 1,2 ml/min. Die elektrochemische Detektion 

erfolgte mit dem DECADE II und der enthaltenen ISAAC-Zelle mit einer Arbeitselektrode aus 

Glascarbon (Antec Leyden, Zoeterwoude, Niederlande) bei einem Potential von 600 mV. Die 

untersuchten Neurotransmitter konnten innerhalb einer Retentionszeit von 37 min eluiert 

werden. Die Identifizierung der Peaks erfolgte über die Zugabe von Referenzsubstanzen zu den 

Proben. Die Homogenität der Peaks wurde durch eine variable Zusammensetzung der mobilen 

Phase und verschiedene Potentiale der Arbeitselektrode erreicht. Die Kurven der 

Einzelpunktkalibrierung wurden unter der Verwendung der Peak-Flächen im Vergleich zur 

Konzentration des Analyten kalkuliert. Für jede Substanz wurde ein Reaktionsfaktor im 

Verhältnis zum DHAB bestimmt. Die Intra-Assay-Varianz lag für die verschiedenen 

Neurotransmitter zwischen 2,4 und 5,3 % und die Inter-Assay-Varianz zwischen 2,8 und 7,0 %. 

Die jeweiligen Konzentrationen der Neurotransmitter in den verschiedenen Geweben wurden 

in pg je mg Gewebegewicht angegeben. Der Umsatz von DA konnte durch die Quotienten aus 

HVA und DA sowie aus DOPAC und DA bestimmt werden. Der Umsatz von 5-HT ergab sich aus 

dem Quotienten von 5-HIAA und 5-HT. 

 

 

2.7.3 Physiologische Parameter des Immunsystems 

2.7.3.1 Lymphozytenproliferation 

 

Die Bestimmung der Mitogen-induzierten Lymphozytenproliferation erfolgte mit dem 

Lymphozytentransformationstest (LTT), einem colorimetrischem Assay zur 

Proliferationsmessung und einem in vitro-Index für zelluläre Immunfunktionen. Zwei T-Zell-

spezifische Mitogene, Concanavalin A (0,6 µg/ml, ConA) und Phytohämagglutinin (10,0 µg/ml, 

PHA) und ein B- und T-Zell-spezifisches Superantigen Staphylokokken-Enterotoxin-B 

(1,5 µg/ml, SEB) wurden für den LTT genutzt. Die verwendeten Konzentrationen der Mitogene 

ConA und PHA und des Superantigens SEB wurden über Dosis-Titrierversuche bestimmt. Die 

isolierten PBMCs (100 µl, 2 x 106/ml) wurden in einem Dreifachansatz in eine 96-Well-

Kulturplatte gegeben. Die Stimulation der PBMCs erfolgte mit dem jeweiligen 

Mitogen/Superantigen (100 µl). Die Zugabe von 100 µl RPMI-1640-Medium diente als 

Kontrolle für spontane Proliferation. Nach der Inkubation (37 °C, 5 % CO2, 72 h) wurde die 
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Platte bei 220 × g und Raumtemperatur (RT) für 10 min zentrifugiert und die Überstände 

vollständig abgenommen. Danach wurden 10 µl 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazoliumbromid (MTT-Reagenz) in jedes Well gegeben und für weitere vier Stunden 

bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Der membrangängige gelbe Farbstoff MTT wurde von der 

mitochondrialen Dehydrogenase in lebenden Zellen metabolisiert und zu blauen Formazan-

Kristallen reduziert. Die entstandenen Formazan-Kristalle wurden mit 100 µl erwärmter 10 %-

iger SDS-Lösung bei 37 °C und 5 % CO2 über Nacht, nach erfolgter Zelllysis, in das Medium 

freigesetzt. Die optische Dichte (O.D.) wurde bei einer Wellenlänge von 550 nm und einer 

Referenzwellenlänge von 690 nm mittels Mikrotiterplattenreader (Dynatech MR5000, Dynex, 

Denkendorf, Deutschland) gemessen. Aus dem Quotienten der O.D. von stimulierten Zellen 

und nicht stimulierten Zellen konnte der Proliferationsindex berechnet werden. 

 

2.7.3.2 Immunglobuline 

 

Die Quantifizierung der Immunglobuline A, G und M im Plasma erfolgte mit einem Enzyme 

Linked Immunoabsorbent Assay (ELISA). Der quantitative Sandwich-ELISA wurde in 

Doppelbestimmung mit kommerziellen schweinespezifischen ELISA-Test-Kits (E100-102, E100-

104, E100-100, Bethyl Laboratories Inc., Montgomery, Texas, USA) durchgeführt. Die 96-

Wellplatten wurden jeweils mit Anti-Schwein-IgA, -IgG oder-IgM-Antikörper aus der Ziege 

beschichtet. Die Plasmaproben wurden jeweils 1:10000 (IgA, IgM) und 1:50000 (IgG) verdünnt. 

Als Detektionsantikörper in Kombination mit dem Tetramethylbenzidin-Enzymsubstrat (TMB) 

wurde der mit der Meerrettichperoxidase-gekoppelte Anti-Schwein-IgA, -IgG oder –IgM-

Antikörper aus der Ziege verwendet. Die Enzym-Substrat-Reaktion wurde durch 0,18 M 

Schwefelsäure (H2SO4) gestoppt. Die Absorption wurde bei 450 nm mit dem 

Mikrotiterplattenreader Dynatech MR5000 (DYNATECH Laboratories, USA) gemessen. Die 

Probenquantifizierung erfolgte relativ zur Standardkurve, die mittels bekannter Mengen von 

IgA, IgG und IgM kalkuliert wurde. Die Testsensitivität lag jeweils bei 15,625 ng/ml IgA, 

7,8 ng/ml IgG und 15,625 ng/ml IgM. 
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2.7.3.3 Zytokine 

 

Mit Hilfe kommerzieller ELISAs wurde überprüft, ob die Behandlung der Tiere die Fähigkeit 

ihrer PBMCs, nach Mitogenstimulation Zytokine zu produzieren, veränderte. Die PBMCs 

(4 x 106/ml) wurden in einem 500 µl RPMI-Mitogen-Mix (SEB: 1,5 µg/ml, PHA: 10,0 µg/ml oder 

ConA: 0,6 µg/ml) in 48-Well-Platten in Kultur gegeben (37 °C, 5 % CO2, 72 h). Anschließend 

wurden die Platten zentrifugiert (220 × g, 10 min, RT) und die Zellkulturüberstände (2 x 300 µl) 

für die Analyse der Produktion der Zytokine IL-4, IL-10 und IFN-γ verwendet. Die Überstände 

wurden bis zum Gebrauch bei -80 °C gelagert. Die Konzentrationen wurden von IL-4, IL-10 und 

IFN-γ im Zellkulturüberstand in Doppelbestimmung mit den schweinespezifischen ELISA-Kits 

KSC0042 (IL-4), KSC0101 (IL-10) und KSC4021 (IFN-γ) von Life Technologies (USA) entsprechend 

der Herstellerangaben gemessen. 

Für die Vollblutuntersuchungen wurden 200 µl heparinisiertes Vollblut in 550 µl RPMI-1640-

Medium (mit 10 % FKS, 2 mM Glutamin, 0,05 mM 2-Mercaptoethanol und 50 µg/ml 

Gentamycin angereichert) in einem Einfachansatz in 48-Wellplatten kultiviert. Dem 

unstimulierten Ansatz (Kontrolle) wurden 250 µl RPMI und dem stimulierten Ansatz 50 µg/ml 

LPS (Gesamtmenge 250 µl) hinzugefügt. Die Zellen wurden in Kultur gegeben (37 °C, 5 % CO2, 

24 h) und anschließend zentrifugiert (160 × g, RT, 10 min). Die Vollblutüberstände wurden 

bei -80 °C gelagert und für die Quantifizierung der Zytokine TNF-α und IL-10 genutzt. Die 

Konzentrationen von TNF-α und IL-10 im Vollblutüberstand wurden in Doppelbestimmung mit 

den schweinespezifischen ELISA-Kits KSC0101 (IL-10) und KSC3011 (TNF-α) von Life 

Technologies (USA) entsprechend der Herstellerangaben gemessen. 

Die Sensitivität sowie die Intra- und Inter-Assay-Varianz der verschiedenen Tests sind in 

Tab. 2.4 aufgeführt. 

 

Tab. 2.4 Sensitivität und Präzision der verwendeten ELISA-Tests. 

Zytokin Sensitivität [pg/ml] Intra-Assay-Varianz [%] Inter-Assay-Varianz [%] 

IL-4 ≥ 2 3,7 4,9 

IL-10 ≥ 3 6,3 9,4 

IFN-γ ≥ 2 4,9 8,8 

TNF-α ≥ 3 6,2 8,2 
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2.7.3.4 NK-Zell-Assay 

 

Effektor- und Zielzellen  

Zur Bestimmung der zytotoxischen Aktivität der NK-Zellen wurde ein Fluoreszenz-basierter, 

durchflusszytometrischer Assay nach Piriou et al. (2000) durchgeführt, bei dem PBMCs mit NK-

Effektorzellen und die Krebszelllinie K562 als Zielzellen eingesetzt wurden. Die separierten 

PBMCs wurden in einer Kulturflasche für 18 h im Inkubator (37 °C, 5 % CO2) kultiviert 

(s. Kap. 2.5.2). Danach wurden die PBMCs in Zentrifugenröhrchen überführt, bei 160 × g und 

4 °C für 10 min zentrifugiert, in 1 ml RPMI-1640-Medium aufgenommen und auf eine 

Zelldichte von 2 x 107/ml eingestellt. Zwei weitere 1:2-Verdünnungen (1 x 107/ml, 5 x 106/ml) 

wurden hergestellt und bis zum Gebrauch auf Eis gestellt. Die K562-Zellen (5 ml) wurden, wie 

in Kapitel 2.5.3 beschrieben, vorkultiviert, in Zentrifugenröhrchen überführt und bei 160 × g 

und 4 °C für 10 min zentrifugiert. Anschließend wurden die K562-Zellen in 3 ml RPMI-Medium 

aufgenommen. 

Zellfärbung 

Die Zielzellen (K562) wurden mit dem lipophilen, grün fluoreszierenden Zellmembranfarbstoff 

3,3‘-Dioctadecyloxacarbocyaninperchlorat (DIOC18) separat gefärbt, um eine Unterscheidung 

von den NK-Effektorzellen (PBMCs) zu ermöglichen. Es wurden 2 ml der K562-Zellsuspension 

mit 4 µl DIOC18 (30 mM; gelöst in 0,2 % DMSO) für 30 min im Inkubator (37 °C, 5 % CO2) 

gefärbt. Während der Inkubation wurde die Zellsuspension zur Durchmischung leicht 

geschüttelt und danach zweimal mit HBS-Puffer (HEPES Buffered Saline (HBS), enthält 16 mM 

HEPES, 0,9 % NaCl) gewaschen, indem die K562-Zellen bei 220 × g und 4 °C für 5 min 

zentrifugiert wurden. Das Zellpellet wurde in 1 ml RPMI-Medium aufgenommen, die 

Zellkonzentration auf 5 x 105/ml eingestellt und anschließend auf Eis gelagert.  

Die Zellvitalität der PBMCs und der K562-Zellen wurde über eine DNA-Färbung mit einem rot 

fluoreszierenden Farbstoff (Propidiumjodid (PJ) 10 µg/ml) bestimmt. Dieser DNA-Farbstoff 

kann nur durch permeable Zellmembranen von toten Zellen diffundieren. Für die jeweilige 

Messung wurden 100 µl PBMCs in 550 µl HBS-Puffer sowie 50 µl K562-Zellen in 600 µl HBS 

aufgenommen und anschließend mit jeweils 10 µl PJ (0,65 mg/ml) versetzt. Der Anteil der 

toten Zellen wurde durchflusszytometrisch quantifiziert. Es wurden mindestens 2500 Zellen 

pro Probe erfasst. 
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Zytotoxizitätstest 

In 96-Wellplatten wurden 100 µl der auf Eis gestellten Verdünnungen der PBMC-Effektorzellen 

(E, 2 x 107/ml, 1 x 107/ml, 5 x 106/ml) mit 50 µl der K562-Zielzellsuspension (Z, 5 x 105/ml) 

gemischt, um 80:1, 40:1 und 20:1 Verdünnungen (E/Z) zu erhalten. Um einen besseren 

Zellkontakt zu gewährleisten, wurde die Platte bei 100 × g und 4 °C für 30 min zentrifugiert. Die 

zytotoxische Aktivität der NK-Zellen konnte dann ermittelt werden, indem die Platte bei 37 °C 

und 5 % CO2 für 4 h inkubiert wurde. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Proben in 

Messröhrchen überführt. Hierfür wurden 150 µl E/Z-Zellmix in 500 µl HBS-Puffer 

aufgenommen und mit 10 µl PJ (10 µg/ml) gefärbt. Der Anteil der Zielzellen wurde 

durchflusszytometrisch quantifiziert. 

Kontrollen 

Der spontane Zelltod wurde mittels der Niedrigkontrolle für den Zytotoxizitätstest bestimmt. 

Hierfür wurde eine zweite Platte mit Effektor- und Zielzellen, äquivalent zur Aktivitätsmessung 

beim Zytotoxizitätstest, mit einer Verzögerung von 30 min angesetzt. Diese Platte wurde bei 

4 °C für 4 h inkubiert, um die zytotoxische Aktivität der Effektorzellen zu inhibieren.  

In Vorversuchen wurde der maximale Anteil an toten Zellen ermittelt, indem das Zellgemisch 

(Ziel- und Effektorzellen) mit Saponin als Detergenz (20 µl, 0,23 mg/ml) im Inkubator (37 °C, 

5 % CO2, 4 h) behandelt wurde. Dieser Anteil an permeabilisierten Zellen wurde auf 100 % 

gesetzt. 

Die Vitalität der Effektorzellen sowie der gefärbten bzw. ungefärbten Zielzellen wurde über die 

Färbung mit PJ (10 µg/ml) ohne Permeabilisierung der Zellen erhalten. Der Zytotoxizitätstest 

wurde nur durchgeführt, wenn die Zellvitalität über 80 % lag. 

Durchflusszytometrische Quantifizierung von Effektor- und Zielzellen 

Die fluoreszenz-basierte Analyse der Zellen wurde mit dem Durchflusszytometer Gallios 

(Beckmann Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland) durchgeführt, welches mit einem Argon-Laser 

(Excitation 488 nm, blau) und einer multiplen, optischen Bank für die Emission (grün, orange, 

rot, tiefrot) ausgerüstet ist. Für die Vitalitätsbestimmung wurden mindestens 2500 und für den 

Zytotoxizitätstest mindestens 10000 Zellen pro Probe erfasst. Die Zellen wurden einzeln 

hinsichtlich Zellgröße, Zellgranularität, grüner und roter Fluoreszenz analysiert und 

anschließend quantifiziert. 
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Die interessierenden Zellen wurden nach folgenden zwei Schritten identifiziert: 

(1) Erstellung eines Histogramms (Häufigkeitsverteilung der Messsignale eines 

Parameters), welches die Zellgröße und Zellgranularität erfasst 

(2) Festsetzen des Fluoreszenzhistogramms 

Die Zellgröße konnte durch die Messung der Intensität des Vorwärtsstreulichts (forward 

scatter, FS) bestimmt werden. Die Zellgranularität wurde über die Intensität des 

Seitwärtsstreulichts (side scatter, SS) ermittelt. Für den Nachweis des Anteils toter (rote 

Fluoreszenz) und DIOC18 (grüne Fluoreszenz) positiver Zellen wurde eine 

Doppelfluoreszenzanalyse durchgeführt. Dann wurden beide Fluoreszenzintensitäten 

gegeneinander dargestellt und quantifiziert. Die Zellen konnten hinsichtlich Vitalität und 

Zelltyp differenziert werden (Abb. 2.3), nachdem, aufgrund der Doppelfärbung, die Sortierung 

der Zellsignale in vier verschiedenen Quadranten (y1, y2, y3, y4) erfolgte.  

 

 

Abb. 2.3 Histogramm für die duchflusszytometrische Zelldifferenzierung. Die Differenzierung der mit PJ 
und DIOC18 gefärbten Zellen konnte durch die Sortierung der Zellsignale in die vier verschiedenen 
Quadranten (y1, y2, y3, y4) erfolgen. Die Zellen konnten hinsichtlich Vitalität und Zelltyp differenziert 
werden. 

 

Für die weitere Analyse der Zytotoxizität wurden Gates (sogenannte Filter) für die Quadranten 

y2 und y4 gesetzt, um so das Augenmerk auf die für die Bestimmung der Zytoxizität 

interessierenden Zellen zu legen. Anschließend konnten die Ergebnisse der 

durchflusszytometrischen Quantifizierung als Zytotoxizität in % angegeben werden, nachdem 

diese nach folgender Formel berechnet wurde: 

𝑍𝑦𝑡𝑜𝑡𝑜𝑥𝑖𝑧𝑖𝑡ä𝑡 =  [
(% 𝑙𝑦𝑠𝑖𝑒𝑟𝑡𝑒 𝑍𝑖𝑒𝑙𝑧𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛 𝑖𝑚 𝑇𝑒𝑠𝑡 − % 𝑠𝑝𝑜𝑛𝑡𝑎𝑛𝑒𝑟 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑡𝑜𝑑)

(% 𝑚𝑎𝑥𝑖𝑚𝑎𝑙𝑒 𝐿𝑦𝑠𝑖𝑠 − % 𝑠𝑝𝑜𝑛𝑡𝑎𝑛𝑒𝑟 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑡𝑜𝑑)
] ∗ 100 
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2.7.3.5 Differentialblutbild 

 

Im Differentialblutbild wurden Leukozyten anhand ihrer Morphologie unterschieden 

(Tab.  2.5). Die Differenzierung konnte anhand der Zellform und -größe, Kernform, -größe 

und -struktur, Plasmafarbe, Granulierung und Kern-Plasma-Relation erfolgen (Niepage, 1989, 

Kixmöller, 2004). Die angefertigten Blutausstriche wurden für 2 h getrocknet und nach 

Pappenheim angefärbt. Dazu wurden die Objektträger 2 min in einer May-Grünwald-Lösung 

inkubiert, danach mit Aqua dest. gespült und anschließend für 30 min mit einer Giemsa-Lösung 

(Verdünnung 1:20) gefärbt. Nachdem die Objektträger mit Aqua dest. gespült wurden, 

trockneten die Präparate an der Luft. Die Leukozytenverteilung wurde mikroskopisch durch 

Auszählung von 200 Leukozyten ermittelt.  

 

Tab. 2.5 Differenzierung von porcinen Blutzellen im Differentialblutbild. Häufigkeit bezieht sich auf 
Referenzwerte von 10-12 Wochen alten Schweinen der Deutschen Landrasse (Kixmöller, 2004).  

Differentialblutbild Größe [µm] Häufigkeit [%] 

Basophile Granulozyten 10 - 15 0 - 1,34 

Eosinophile Granulozyten 12 - 17  

Neutrophile Granulozyten   

- Myelozyten 10 - 15 - 

- stabkernige 10 - 15 0 - 3,86 

- segmentkernige 10 - 15 21,4 - 49 

Lymphozyten 6 - 18 46,7 - 75,1 

Monozyten 14 - 22 0 - 2,52 

 

 

2.7.3.6 Eiweißgehalt 

 

Im Plasma, in den Vollblutüberständen und in den Zellkulturüberständen wurden die 

Proteinkonzentrationen mittels der Biuret-Reaktion nach Weichselbaum (1946) bestimmt. Die 

Absorption wurde bei einer Wellenlänge von 450 nm mit dem UV/VIS Spektralphotometer 

DU®640 (Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland) gemessen. 
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2.8 Statistik 

 

Von 17 Durchgängen wurden 16 Durchgänge in die statistische Auswertung miteinbezogen. 

Der erste Durchgang wurde als Vorversuch gewertet, da es anschließend Änderungen im 

Versuchsablauf gab. Zudem musste in einem der Durchgänge ein Tier der Behandlungsgruppe 

AF, aufgrund von Krankheit, vorzeitig getötet werden. Für alle anderen Behandlungsgruppen 

konnten 16 Tiere in die Auswertung miteinbezogen werden. 

Die statistische Auswertung wurde mit der SAS Software Version 9.2 (SAS Institute Inc., 2009, 

Cary, NC, USA) durchgeführt. Die Normalverteilung der Daten sowie die deskriptive Statistik 

wurde mit der UNIVARIATEN Prozedur der SAS Software kalkuliert. UNIVARIAT bedeutet, dass 

die Messgröße eindimensional ist, auch wenn sie von mehreren Variablen abhängig ist. Die 

Daten der Parameter der HPA-Achse (ACTH, Cortisol, Nebennieren, Genexpression CRH und 

GR), des Immunsystems (Differentialblutbild, Eiweißgehalt, Immunglobuline, NK-Zellen, 

Lymphozytenproliferation, Zytokine), der Neurotransmitter und der Gewichtsmessungen 

wurden näherungsweise als normalverteilt angenommen und mit dem Varianzmodell (ANOVA, 

engl. für analysis of variance) repeated measurements und der Prozedur GLIMMIX analysiert. 

Messwiederholungen am gleichen Tier wurden durch die Option random residual 

berücksichtigt und so die Blockdiagonalstruktur der Restkovarianzmatrix ermittelt.  

Für das verwendete Varianzmodell (ANOVA) wurden die festen Faktoren Durchgang, 

Behandlung und Zeitpunkt für folgende Parameter verwendet: ACTH, Plasmacortisol, 

Differentialblutbild, Eiweißgehalt, Immunglobuline, NK-Zellen, Lymphozytenproliferation und 

Zytokine. Der Faktor Zeitpunkt wird in den grafischen Darstellungen als Start (Tag -4) und Ende 

(Tag 31) bezeichnet und bezieht sich somit auf die Tage der Blutentnahme. Zudem wurden die 

Zweifach-Interaktionen Durchgang x Zeitpunkt und Behandlung x Zeitpunkt berechnet. 

Vorbedingung für die Interaktion ist, dass zwei unabhängige Faktoren (Durchgang, Zeitpunkt 

oder Behandlung) einen abhängigen Parameter (Parameter der HPA-Achse, des 

Immunsystems, Gewichte oder Neurotransmitter) vorher sagen, wobei die Wirkung des einen 

unabhängigen von der Ausprägung des anderen unabhängigen Faktors abhängt. Immer, wenn 

die Möglichkeit besteht, dass mindestens zwei Faktoren einen Parameter vorhersagen, kann 

eine Wechselwirkung auftreten. Die Aussagekraft der Interaktion wird mittels eines 

Signifikanztests (Tukey-Kramer) überprüft. Die Interaktion zweier Faktoren kann einen 

signifikanten Einfluss auf den zu untersuchenden Parameter haben, auch wenn die Faktoren 

im Einzelnen keinen signifikanten Einfluss zeigen. 
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Für die Parameter Nebennieren, Neurotransmitter und die Genexpression von CRH und GR 

wurden die festen Faktoren Durchgang und Behandlung für das ANOVA-Modell angewandt. 

Für die Datenanalyse des Speichelcortisols wurden Durchgang, Behandlung und 

Versuchsabschnitt als feste Faktoren gesetzt und alle Zweifach-Interaktionen berücksichtigt. 

Der Faktor Versuchsabschnitt ist durch die Probenentnahmetage v, h, w und e, wie in 

Kapitel 2.3 beschrieben, definiert.  

Es wurden least square means (LSM) und deren Standardfehler für alle festen Effekte 

berechnet und paarweise mittels Tukey-Kramer Test geprüft. Die Ergebnisse wurden als 

signifikant unterschiedlich eingestuft bei p < 0,05. Die signifikanten Unterschiede wurden mit 

* für p < 0,05, ** für p < 0,01 und *** für p < 0,001 angegeben. Tendenzen wurden mit 

† p < 0,1 gekennzeichnet. 

Für die Parameter Differentialblutbild, Eiweißgehalt, Immunglobuline, ACTH, NK-Zellen, 

Lymphozytenproliferation und Zytokine konnten zusätzlich Basalwerte ermittelt werden. Diese 

wurden durch eine Blutentnahme vor Versuchsbeginn (Tag -4) erhoben. Bei diesen Parametern 

konnte somit die Differenz aus Endwert und Startwert gebildet werden, die mit dem Tukey-

Kramer Test geprüft wurde. 

  



3. Ergebnisse 

41 
 

3. Ergebnisse 

3.1 Allgemeiner Gesundheitszustand 

3.1.1 Körpergewicht 

 

Innerhalb der 16 Durchgänge hatte der Faktor Lebenswoche einen signifikanten Einfluss auf 

die Entwicklung des Körpergewichts (F5,70 = 3645,47; p < 0,001). Der Faktor Durchgang und 

somit der Wurf-, der Sauen- sowie der Jahreszeiteneffekt hatten einen signifikanten Einfluss 

auf die Gewichtsentwicklung (F14,70 = 2,80; p < 0,01). Die Schweine wiesen am Ende des 

Versuchs (10. LW) mit 29,44 ± 0,25 kg (t70 = 119,98; p < 0,001) mehr als das Doppelte ihres 

Gewichts im Vergleich zum Beginn auf (11,14 ± 0,15 kg; t70 = 73,02; p < 0,001; 5. LW; Abb. 3.1). 

Der Faktor Behandlung hatte keinen Effekt (F5,70 = 0,27; p = 0,93) auf die Gewichte der 

Versuchstiere.  

 

 

Abb. 3.1 Entwicklung der Körpergewichte innerhalb des Versuchs. Körpergewichte für die einzelnen 
Behandlungsgruppen (AF-Angekündigte Fütterung, AL-Angekündigter Luftstoß, AK-Angekündigter 
Konflikt, ZF-Zufällige Fütterung, ZL-Zufälliger Luftstoß, FF-Feste Fütterung) zum Start (5. LW) und zum 
Ende des Versuchs (10. LW); Signifikante Unterschiede sind mit *** p < 0,001 angegeben; n = 15 pro 
Behandlung. 

 

 

3.1.2 Eiweißgehalt 

 

Der Eiweißgehalt wurde zur Kontrolle bestimmt, um beispielsweise Kontaminationen der 

Proben ausschließen zu können. Um den gesundheitlichen Allgemeinzustand zu überprüfen 

wurde der Eiweißgehalt im Blutplasma bestimmt. 
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Für die Auswertung der Daten der Analysen des Eiweißgehalts im Blutplasma, Vollblut und 

Zellkulturüberstand wurden die Werte von 16 Durchgängen verwendet.  

Der Faktor Durchgang hatte sowohl im Plasma als auch im Vollblut- und Zellkulturüberstand 

einen signifikanten Einfluss auf den Eiweißgehalt. Der Einfluss des Zeitpunkts war nicht bei 

allen Parametern signifikant und wird daher separat dargestellt. Die Ergebnisse sind in der 

Tab. 3.1 zusammengefasst.  

 

Tab. 3.1 Durchgangseffekte und Effekte des Zeitpunkts für den Eiweißgehalt. Eiweißgehalt im Plasma, 
in den Vollblutüberstände (VU) und den Zellkulturüberstände (ZKU). 

Parameter    Durchgang Zeitpunkt 

Eiweißgehalt    

Plasma unstimuliert F = 9,75; p < 0,001 F = 405,45; p < 0,001 

VU unstimuliert F = 15,86; p < 0,001 F = 37,54; p < 0,001 

 

LPS F = 27,77; p < 0,001 F = 38,15; p < 0,001 

ZKU unstimuliert F = 8,42; p < 0,001 F = 0,31; p = 0,59 

 

ConA F = 5,67; p < 0,001 F = 0,74; p = 0,39 

 

PHA F = 9,71; p < 0,001 F = 1,28; p = 0,26 

  SEB  F = 13,85; p < 0,001 F = 4,72; p < 0,05 

 

 

Der Faktor Zeitpunkt (F1,73 = 405,45; p < 0,001) und der Zeitpunkt innerhalb einer 

Behandlungsgruppe (p < 0,001) hatten einen signifikanten Einfluss auf den Eiweißgehalt im 

Blutplasma, welcher im Verlauf des Experiments signifikant in allen Behandlungsgruppen 

anstieg. Zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen gab es keine signifikanten Unterschiede 

(Abb. 3.2). Dies konnte durch die Analyse der Differenzen des Eiweißgehalts im Blutplasma 

zum Ende und zum Start des Versuchs bestätigt werden. Diese zeigte ebenfalls keine 

signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen. 

Die Untersuchung der LPS-stimulierten Vollblutproben zeigte, dass der Zeitpunkt (F1,75 = 38,15; 

p < 0,001) und die Behandlungen (F5,75 = 3,84; p < 0,01) den Eiweißgehalt signifikant 

beeinflussten. Die Behandlungsgruppen ZL (t74 = -4,11; p < 0,01) und FF (t74 = -3,99; p < 0,01) 

zeigten einen signifikanten Anstieg des Eiweißgehalts zum Ende des Versuchs hin, während in 

den anderen Behandlungsgruppen der Anstieg nicht signifikant war. Die Analyse der 

Differenzen von End- und Startwerten des Eiweißgehalts im stimulierten Vollblut zeigte keine 

signifikanten Unterschiede.  
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Der Eiweißgehalt des unstimulierten Ansatzes der Vollblutüberstände (Kontrolle) wurde 

signifikant durch den Faktor Zeit (F1,75 = 37,54; p < 0,001) beeinflusst. Für die 

Behandlungsgruppen AL (t75 = -3,51; p < 0,05) und FF (t75 = -3,60) konnte ein signifikanter 

Anstieg der Eiweißkonzentration in den Kontrollansätzen der Vollblutüberstände 

nachgewiesen werden. In allen anderen Gruppen stieg der Eiweißgehalt nicht signifikant an. 

Die Unterschiede zwischen den Behandlungen waren nicht signifikant und dementsprechend 

konnte auch kein signifikanter Einfluss der Behandlung innerhalb der Analyse der Differenzen 

von End- und Startwerten der Vollblutüberstände gezeigt werden.  

 

 

Abb. 3.2 Eiweißgehalt im Plasma. Eiweißgehalt im Plasma für die jeweiligen Behandlungsgruppen 
(AF-Angekündigte Fütterung, AL-Angekündigter Luftstoß, AK-Angekündigter Konflikt, ZF-Zufällige 
Fütterung, ZL-Zufälliger Luftstoß, FF-Feste Fütterung) zum Start (vier Tage vor dem Beginn des 
Experiments) und zum Ende des Experiments; Signifikante Unterschiede sind mit *** p < 0,001 
angegeben; n = 16 pro Behandlung. 

 

 

Die Ergebnisse der Zellkulturüberstandsanalysen zeigten einen Haupteffekt des Zeitpunkts 

nach der Stimulation mit SEB (F1,74 = 4,72; p < 0,05) sowie einen Behandlungseffekt 

(F5,74 = 5,70; p < 0,001). Der Eiweißgehalt stieg zum Versuchsende an. Zum Ende des Versuchs 

war der Eiweißgehalt im Zellkulturüberstand der Behandlungsgruppen AF und AL signifikant 

höher als der der FF-Gruppe (AF > FF t73 = 4,85; p < 0,001; AL > FF t73 = 3,67; p < 0,05). Die 

Differenzen (End- minus Startwerte) des Eiweißgehalts im Zellkulturüberstand der 

verschiedenen Behandlungsgruppen unterschieden sich jedoch nicht signifikant. Die 

Zellkulturüberstände, die mit ConA oder PHA stimuliert wurden, zeigten in Abhängigkeit von 

Zeitpunkt und Behandlungen keine Änderungen im Eiweißgehalt. Die Kontrollen der 

Zellkulturüberstände (unstimulierter Ansatz) zeigten keinen erhöhten Eiweißgehalt und somit 
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keine signifikanten Effekte. Die Differenzen der End- und Startwerte des Eiweißgehalts in den 

Zellkulturüberständen zeigten für keinen der Ansätze (stimuliert oder unstimuliert) signifikante 

Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen.  

Die Ergebnisse der Eiweißbestimmung zeigen, dass die Proben nicht kontaminiert waren. 

 

3.1.3 Leukozytenzahl 

 

Die Leukozytenzahl innerhalb der untersuchten 16 Durchgänge wurde durch die verschiedenen 

Behandlungen (F5,75 = 1,68; p = 0,15) und den Zeitpunkt (F1,75 = 0,002; p = 0,97) nicht signifikant 

beeinflusst (Abb. 3.3). Sie blieb auf einem konstanten Niveau von durchschnittlich 

ca. 14,9 x 106 Zellen.  

 

 

Abb. 3.3 Leukozytenzahl. Zellzahl von Leukozyten im Blut zum Start (vier Tage vor Versuchsbeginn) und 
zum Ende des Experiments für alle Behandlungsgruppen (AF-Angekündigte Fütterung, AL-Angekündigter 
Luftstoß, AK-Angekündigter Konflikt, ZF-Zufällige Fütterung, ZL-Zufälliger Luftstoß, FF-Feste Fütterung). 
Keine signifikanten Unterschiede; n = 16 pro Behandlung. 
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3.1.4 Tiergesundheit 

 

Innerhalb der 16 Durchgänge traten bei einzelnen Tieren, vor allem während der ersten 

Versuchswochen, Durchfallerkrankungen (Diarrhö) auf. Einmalig war für die weitere Therapie 

der Einsatz eines Antibiotikums (Trimetosel) notwendig (Tab. 3.2). Vereinzelt wurden bei den 

Schweinen ein Abszess am Bauch sowie eine Schwellung des vorderen rechten Fußes 

festgestellt. Weiterhin traten, ebenfalls vereinzelt, Verstopfung (Obstipation), Appetitlosigkeit 

(Inappetenz), Verletzungen des Sprunggelenks und ein entzündeter After auf. Die Inappetenz 

wurde nach längerem Fortbestand (acht Tage) mit der Gabe von Dexatat (Antibiotikum) 

behandelt. Im Durchgang 14 musste nach vorhergehender antibiotischer Behandlung mit 

Metapyrin und Trimetosel das Tier der Behandlungsgruppe AF eingeschläfert werden. Die 

nachfolgende Tabelle gibt einen Überblick über die erkrankten Tiere und die erfolgten 

Therapien. 

 

Tab. 3.2 Übersicht Tiergesundheit. Es wurden die Erkrankungen der Tiere, der Durchgang, die 
zugehörige Behandlungsgruppe (AF-Angekündigte Fütterung, AL-Angekündigter Luftstoß, 
AK-Angekündigter Konflikt, ZF-Zufällige Fütterung, ZL-Zufälliger Luftstoß, FF-Feste Fütterung), die 
Versuchswoche (VW) und, wenn erfolgt, auch die Medikation erfasst. Die 1. VW startete mit Tag (d) 0 
und endete mit d 6, die 2. VW mit d 7 und d 13, 3. VW mit d 14 und d 20, die 4. VW mit d 21 und d 27 
und die 5. VW mit d 28 und d 34 (Versuchsende). 

Durchgang/ 
Behandlung  

VW Erkrankung Medikation 

1/ FF 1 Diarrhö Carbophen ins Futter 

2/ AF, AL, AK, 
 ZF, ZL, FF 

1 Diarrhö Carbophen, dann 3 d 2x 1 ml 
Trimethosel (i. m.) 

2/ ZL 1 After entzündet Lebertransalbe für den After 

3/ AL 2-4  Diarrhö Carbophen 
3/ AK 1 Obstipation  keine 
3/ ZF 1 Diarrhö Carbophen 
3/ ZL 3-4 

4 
Diarrhö;  
wirkt krank 

Carbophen 

4/ AF, AL, AK, 
 ZF, ZL, FF 

1 Diarrhö Carbophen 

5 AF 1-2 Entzündung Auge mit phys. Kochsalzlösung 
gespült 

5/ AL 5 Husten; wirkt krank, keine erhöhte Temp.  
5/ AK 1 Diarrhö Carbophen 

6/ AL 1 
2-3 

Diarrhö; 
Inappetenz  

Carbophen 
1x 1 ml Dexatat 

7/ AK 1 Diarrhö Carbophen 
7/ ZL 1-2 Abszess hinteres rechtes Bein Kampfersalbe 
7/ FF 1 Diarrhö  Carbophen 

8/ AF 1-2 Ödem vorderer rechter Fuß  Kampfersalbe 
8/ AL, AF, ZF 1 Diarrhö  Carbophen 
8/AK 2 Diarrhö  Carbophen 
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Durchgang/ 
Behandlung  

VW Erkrankung Medikation 

9/ AL 1 Diarrhö Carbophen 

10/ ZL 3-4 Abszess Bauch Kampfersalbe 
10/ FF 2 & 4 Obstipation  Rapsöl ins Futter 

11/ AF 1-2 Diarrhö Carbophen 
11/ AL 2 Entzündung vorderes rechtes 

Sprunggelenk 
 

11/ AK 4 Abszess Bauch  
11/ ZL, FF 2 Diarrhö  Carbophen 

12/ AL 1-3 Diarrhö  Carbophen 
12/ AF,AK 1 Diarrhö  Carbophen 
12/ ZF 1 & 3 Diarrhö  Carbophen 
12/ FF 3 Diarrhö  Carbophen 

13/ AK 3 Diarrhö Carbophen 
13/ ZF 1 Diarrhö Carbophen 
13/ ZL 1-2 

3 
Auge verklebt; 
Diarrhö 

mit phys. Kochsalzlösung 
gespült 
Carbophen 

13/ FF 1-3 & 5 Diarrhö Carbophen 

14/ AF 2-3 
 
3 

krank 3 d je 1,5 ml Metapyrin und 
Trimethosel i. m.;  
eingeschläfert  

15/ ZF 1 & 3 Diarrhö Carbophen 
15/ FF 3 Diarrhö Carbophen 

16/ ZL, FF 1-2 Diarrhö Carbophen 

17/ AL 2 Diarrhö Carbophen 
17/ ZF 1 Diarrhö Carbophen 
17/ FF 2 Erbrochen, krank 2 ml Metapyrin (1d) + 1,5 ml 

Trimethosel (3d) i. m. 

 

 

 

 

 

 

3.2. Physiologische Parameter der HPA-Achse 

3.2.1 Einfluss der einzelnen Faktoren und ihrer Interaktionen auf die Parameter 
der HPA-Achse 

 

Bei der Analyse der Parameter der HPA-Achse konnten für die Parameter ACTH, die Cortisol- 

und Nebennierendaten signifikante Durchgangseffekte nachgewiesen werden (Tab. 3.3). Die 

Genexpression von CRH und GR sowie das relative Nebennierengewicht wurden jedoch nicht 

signifikant von den Durchgängen beeinflusst. 
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Tab. 3.3 Durchgangseffekte auf die Parameter der HPA-Achse. 

Parameter     Durchgang 

ACTH     p < 0,01 

Cortisol 
   

 
Plasma 

 
p < 0,01 

  Speichel   p < 0,001 

Genexpression 
  

 
CRH Amygdala p = 0,08 

  
Hypothalamus p = 0,73 

 
GR Amygdala p = 0,24 

  
Hippocampus p = 0,08 

    Hypothalamus p = 0,73 

Nebennieren 
  

 
rel. Nebennierengewicht p = 0,06 

 
Nebennierenfläche p < 0,05 

 
Fläche Rinde p < 0,05 

  
Mark p < 0,05 

 Verhältnis Rinde/Mark P < 0,05 

 
Zelldichte  Rinde p < 0,001 

    Mark p < 0,01 

 

 

3.2.2 ACTH 

 

Das Adrenocorticotrophe Hormon (ACTH) wird vermehrt bei Stress gebildet und ist daher ein 

etablierter Indikator für die Stressinduktion. 

Die Ergebnisse der ACTH-Analysen von neun Durchgängen zeigen einen signifikanten Effekt des 

Zeitpunkts auf die Konzentration des ACTHs (F1,40 = 34,62, p < 0,001; Abb. 3.4 A). Die 

Konzentration des ACTHs im Plasma war demnach am Ende des Experiments, unabhängig von 

der Behandlungsgruppe, signifikant niedriger als zu Beginn (t40 = 5,88, p < 0,001). Dass die 

ACTH-Konzentrationen in den einzelnen Behandlungsgruppen zum Ende des Versuchs 

niedriger als zum Start waren, verdeutlicht die Abbildung 3.4 B. Diese Unterschiede waren 

jedoch nicht signifikant (AF: p = 0,19; AL: p = 0,14; AK: p = 0,34; ZF: p = 0,99; ZL: p = 0,28; 

FF: p = 0,62). Die verschiedenen Behandlungen hatten keinen Einfluss auf die ACTH-

Konzentration im Plasma. Dies spiegelt sich auch in der Darstellung der Differenzen der ACTH-

Konzentrationen wider (Abb. 3.4 C). 
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Abb. 3.4 ACTH-Konzentrationen im Plasma. A ACTH-Konzentration für alle Behandlungsgruppen 
zusammen vier Tage vor Beginn (Start) und zum Ende des Experiments; B ACTH-Konzentrationen der 
einzelnen Behandlungsgruppen (AF-Angekündigte Fütterung, AL-Angekündigter Luftstoß, 
AK-Angekündigter Konflikt, ZF-Zufällige Fütterung, ZL-Zufälliger Luftstoß, FF-Feste Fütterung) zum Start 
und zum Ende des Experiments; C Differenzen (End- minus Startwerte) der ACTH-Konzentrationen der 
einzelnen Behandlungsgruppen; Signifikante Unterschiede sind mit *** p < 0,001 angegeben; n = 9 pro 
Behandlung. 

 

 

3.2.3 Cortisol 

 

Ein weiterer Indikator für Stress ist der Anstieg des Cortisolspiegels. Das Glucocorticoid wurde 

sowohl im Plasma als auch im Speichel nachgewiesen. Für die Auswertung wurden Daten von 

elf Durchgängen (Plasma) bzw. acht Durchgängen (Speichel) genutzt. 

Plasma  

Die Plasmaproben wurden drei Tage vor Beginn und zum Ende des Experiments genommen. So 

wurde überprüft, ob die Tiere durch das Experiment chronischem Stress ausgesetzt waren. Die 

Analysen der Cortisolkonzentrationen im Plasma ergaben, dass weder die verschiedenen 

Behandlungen (F5,45 = 0,64, p = 0,67) noch der Zeitpunkt (F1,45 = 0,91, p = 0,35) einen 

signifikanten Einfluss hatten (Abb. 3.5 A). Auch die Betrachtung der Differenzen zeigte, dass die 

Behandlungen keinen Langzeiteffekt auf die Cortisolkonzentrationen im Plasma hatten. 

Speichel 

Die Cortisolkonzentrationen im Speichel wurden nicht signifikant durch die verschiedenen 

Behandlungen beeinflusst (F5,36 = 1,11, p = 0,371), jedoch konnte ein signifikanter Haupteffekt 

des Versuchsabschnitts nachgewiesen werden (F3,96 = 27,63, p < 0,001). Die 

Cortisolkonzentrationen sanken signifikant in allen Behandlungsgruppen im Verlauf des 

Experiments (Abb. 3.5 B). 
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Abb. 3.5 Cortisolkonzentrationen im Verlauf des Experiments. A Cortisolkonzentrationen im Plasma für 
die einzelnen Behandlungsgruppen vier Tage vor und zum Ende des Experiments; 
B Cortisolkonzentrationen im Speichel für alle Behandlungen (AF-Angekündigte Fütterung, 
AL-Angekündigter Luftstoß, AK-Angekündigter Konflikt, ZF-Zufällige Fütterung, ZL-Zufälliger Luftstoß, 
FF-Feste Fütterung) vor dem Start (v), während der Handlingphase (h), während des Experiments (w) 
und zum Ende des Experiments (e); Signifikante Unterschiede sind mit *** p < 0,001; ** p < 0,01; 
* p < 0,05 angegeben; Plasma: n = 11 pro Behandlung, Speichel:, n = 8 pro Behandlung. 

 

 

3.2.4 Genexpression von CRH und GR  

 

Bei Stress erhöht sich die mRNA-Expression von CRH und GR. Diese kann mittels qPCR 

untersucht werden. Es wurde die Genexpression von drei Durchgängen analysiert. 

Die Expression von CRH und GR in den Geweben Amygdala, Hypothalamus und Hippocampus 

wurde nicht signifikant durch die verschiedenen Behandlungen beeinflusst (Abb. 3.6; n = 3). 

Auffällig ist jedoch die im Vergleich zu der Behandlungsgruppe ZL und der Kontrolle FF erhöhte 

Expression von GR in der Amygdala für die Behandlungsgruppe AL (AL/ZL: p = 0,197; 

AL/FF: p = 0,190), auch wenn diese nicht signifikant ist. 
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Abb. 3.6 Genexpression von CRH und GR. A Genexpression von CRH in der Amygdala (schwarz) und im 
Hypothalamus (grau) für die verschiedenen Behandlungsgruppen (AF-Angekündigte Fütterung, 
AL-Angekündigter Luftstoß, AK-Angekündigter Konflikt, ZF-Zufällige Fütterung, ZL-Zufälliger Luftstoß, 
FF-Feste Fütterung) am Ende des Experiments. Die n-fache Expression wird durch den ΔΔCt-Wert 
angegeben; B Genexpression von GR in der Amygdala (schwarz), im Hippocampus (hellgrau) und im 
Hypothalamus (grau) für die verschiedenen Behandlungsgruppen am Ende des Experiments. Die n-fache 
Expression wird durch den ΔΔCt-Wert angegeben; Keine signifikanten Unterschiede; n = 3 pro 
Behandlung. 

 

 

3.2.5 Nebennieren 

 

Da chronischer Stress die Morphologie der Nebennieren beeinflusst, wurden Gewicht, Fläche 

und Zelldichte der Nebennieren in Abhängigkeit der verschiedenen Behandlungen untersucht. 

Die Untersuchungen der Nebennieren zeigten keine signifikanten Änderungen des relativen 

Gewichts, der Fläche der Nebennieren sowie des Verhältnisses von Rindenfläche zur 

Markfläche (R/M) in Abhängigkeit von der Behandlung (Abb. 3.7).  

 

 

Abb. 3.7 Einfluss der Behandlungen auf das relative Nebennierengewicht, die Nebennierenfläche und 
das Verhältnis von Rinden- zu Markfläche. A Relatives Nebennieren (NN)-gewicht in Abhängigkeit von 
der Behandlungsgruppe (AF-Angekündigte Fütterung, AL-Angekündigter Luftstoß, AK-Angekündigter 
Konflikt, ZF-Zufällige Fütterung, ZL-Zufälliger Luftstoß, FF-Feste Fütterung); B Nebennieren (NN)-fläche in 
Abhängigkeit von der Behandlungsgruppe; C Das Verhältnis von Rindenfläche (R) zur Markfläche (M) in 
Abhängigkeit von der Behandlungsgruppe; Keine signifikanten Unterschiede vorhanden; relatives NN-
gewicht: n = 15 pro Behandlung; NN-fläche: n = 9 pro Behandlung; R/M: n = 9 pro Behandlung. 
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Die Zelldichte und Fläche in Mark und Rinde der Nebennieren wurden ebenfalls nicht 

signifikant durch die Behandlungsgruppen beeinflusst (Tab. 3.4). Die Behandlungen hatten 

demnach keinen Einfluss auf die Nebennierenanatomie. 

 

Tab. 3.4 Nebennieren. Einfluss der verschiedenen Behandlungen (AF-Angekündigte Fütterung, 
AL-Angekündigter Luftstoß, AK-Angekündigter Konflikt, ZF-Zufällige Fütterung, ZL-Zufälliger Luftstoß, 
FF-Feste Fütterung) auf das relative Gewicht der Nebennieren, die gesamte Fläche der Nebennieren, die 
Teilflächen Rinde und Mark sowie auf deren Verhältnis zueinander und auf die Zelldichte in Rinde und 
Mark. Die Ergebnisse sind dargestellt als LSM ± SE. n pro Behandlung. 

    

 Behandlungen 
n AF AL AK ZF ZL FF 

relatives 
Nebennierengewicht, 
mg/kg Körpergewicht 

 
15 2,95 ± 

0,16 
3,06 ± 
0,16 

2,70 ± 
0,16 

2,84 ± 
0,16 

2,82 ± 
0,16 

2,79 ± 
0,16 

   
   

      Nebennierenfläche 
[mm2]   

9 58,70 ± 
3,07 

58,25 ± 
3,07 

57,58 ± 
3,07 

55,26 ± 
3,07 

58,71 ± 
3,07 

53,06 ± 
3,07 

   
   

      Rindenfläche (R)  
[mm2]   

9 45,97 ± 
2,62 

44,13 ± 
2,62 

43,85 ± 
2,62 

43,75 ± 
2,62 

46,48 ± 
2,62 

41,16 ± 
2,62 

   
   

      Markfläche (M)  
[mm2]   

9 12,73 ± 
1,04 

14,12 ± 
1,04 

13,73 ± 
1,04 

11,51 ± 
1,04 

12,23 ± 
1,04 

11,91 ± 
1,04 

   
   

      R/M 
    

9 3,82 ± 
0,30 

3,35 ± 
0,30 

3,41 ± 
0,30 

3,96 ± 
0,30 

3,90 ± 
0,30 

3,68 ± 
0,30 

           
Zelldichte Rinde 
[Zellen/mm2]   

10 5121,60 
± 148,24 

5226,13 
± 148,24 

5226,67 
± 148,24 

5580,27 
± 148,24 

5167,47 
± 148,24 

5116,80 
± 148,24 

   
   

      Zelldichte Mark 
[Zellen/mm2]   

10 6364,27 
± 179,50 

6365,87 
± 179,50 

6119,47 
± 179,50 

6302,40 
± 179,50 

6183,47 
± 179,50 

6158,93 
± 179,50 

 

 

3.3 Neurotransmitter 

 

Neurotransmitter steuern die Stimmung und das Stressempfinden. Es wurde untersucht, ob 

die verschiedenen Behandlungen einen Einfluss auf die Konzentration der Neurotransmitter in 

den Hirnregionen NAc, PFC und VTA haben. 
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Die Daten von 16 Durchgängen gingen in die Auswertung mit ein. Nicht alle Neurotransmitter 

wurden signifikant von Durchgangseffekten beeinflusst. Die Ergebnisse sind in der folgenden 

Tabelle (Tab. 3.5) zusammengestellt. 

 

Tab. 3.5 Durchgangseffekte auf die Neurotransmitter. Einfluss der Durchgänge auf die Konzentrationen 
der Neurotransmitter und deren Metaboliten (DA-Dopamin, DOPAC-3,4-Dihydroxyphenylessigsäure, 
HVA-Homovanillinsäure, 5-HT-Serotonin, HIAA-5-Hydroxyindol-3-Essigsäure; NA-Noradrenlin) in 
verschiedenen Hirnregionen. 

Gewebe  Neurotransmitter Durchgang 

Nucleus accumbens DA p = 0,32 

 

DOPAC p = 0,52 

 

DOPAC/DA p < 0,01 

 

HVA p = 0,58 

 

HVA/DA p < 0,001 

 

5-HT p < 0,01 

 

HIAA p < 0,01 

 

HIAA/5-HT p < 0,001 

  NA p = 0,11 

Präfrontaler Cortex DA p < 0,01 

 

DOPAC p < 0,001 

 

DOPAC/DA p < 0,001 

 

HVA p < 0,001 

 

HVA/DA p < 0,001 

 

5-HT p < 0,001 

 

HIAA p < 0,01 

 

HIAA/5-HT p < 0,01 

  NA p = 0,07 

Ventrales Tegmentum DA p < 0,05 

 

DOPAC p < 0,05 

 

DOPAC/DA p = 0,11 

 

HVA p < 0,05 

 

HVA/DA p < 0,01 

 

5-HT p < 0,001 

 

HIAA p < 0,001 

 

HIAA/5-HT p = 0,13 

  NA p < 0,001 
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Die Konzentrationen der Neurotransmitter NA, DA und dessen Metaboliten DOPAC und HVA 

sowie 5-HT und dessen Metabolit 5-HIAA wurden im NAc durch die verschiedenen 

Behandlungen weder signifikant erhöht noch gesenkt. Auffällig ist, dass die 

Behandlungsgruppe ZF die numerisch höchsten Mittelwerte für die Neurotransmitter DOPAC 

(AF/ZF: p = 0,523; ZF/FF: p = 0,561), DA (AF/ZF: p = 0,585; ZF/FF: p = 0,643) und HVA 

(AF/ZF: p = 0,748; ZF/FF: p = 0,730) im Vergleich zur Behandlungsgruppe AF und zur Kontrolle 

FF hat (Tab. 3.6).  

Im PFC waren die NA-Konzentrationen signifikant höher nach der AL-Behandlung im Vergleich 

zur ZL-Gruppe (t74 = 3,36, p < 0,05; Abb. 3.8 A, Tab. 3.6). Die verschiedenen Behandlungen 

beeinflussten die DA-, die DOPAC-, die HVA-, die 5-HT und die 5-HIAA-Konzentrationen im PFC 

nicht signifikant.  

 

Abb. 3.8 Einfluss der Behandlungsgruppen auf die Konzentration des Neurotransmitters NA im PFC 
und auf das Verhältnis von HIAA/5-HT im VTA. A Einfluss der verschiedenen Behandlungsgruppen 
(AF-Angekündigte Fütterung, AL-Angekündigter Luftstoß, AK-Angekündigter Konflikt, ZF-Zufällige 
Fütterung, ZL-Zufälliger Luftstoß, FF-Feste Fütterung) auf die Konzentration von Noradrenalin (NA) im 
Präfrontalen Cortex (PFC) B Einfluss der verschiedenen Behandlungsgruppen auf das Verhältnis von 
Homovanillinsäure (HIAA) zu Serotonin (5-HT) im ventralen Tegmentum (VTA); Signifikante Unterschiede 
sind mit * p < 0,05 angegeben; n = 16 pro Behandlung. 

 

Die Ergebnisse der VTA-Analysen zeigten einen signifikanten Haupteffekt der Behandlung auf 

das Verhältnis von 5-HIAA zu 5-HT (F5,71 = 2,77; p < 0,05). Zudem konnte ein signifikanter 

Unterschied zwischen den Gruppen AF und AK ermittelt werden, wobei das 5-HIAA/5-HT-Level 

in der AF-Gruppe signifikant höher als in der AK-Gruppe war (t71 = 3,17, p < 0,05; Abb. 3.8 B, 

Tab. 3.6). Die Konzentrationen der restlichen Neurotransmitter und deren Metaboliten wurden 

nicht signifikant durch die Behandlungen beeinflusst. Auffällig ist auch hier, dass die 

Behandlungsgruppe ZL die numerisch niedrigsten Mittelwerte für die Neurotransmitter DOPAC 

(AL/ZL: p = 0,756; ZL/FF: p = 0,358), DA (AL/ZL: p = 0,780; ZL/FF: p = 0,553) und HVA 

(AL/ZL: p = 0,652; ZL/FF: p = 0,437) im Vergleich zu der Behandlungsgruppe AL und der 

Kontrolle FF aufweist (Tab. 3.6). 
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Tab. 3.6 Least square means der Konzentrationen der verschiedenen Neurotransmitter in den 
Hirnregionen NAc, PFC und VTA für die verschiedenen Behandlungen. Behandlungspezifische 
(AF-Angekündigte Fütterung, AL-Angekündigter Luftstoß, AK-Angekündigter Konflikt, ZF-Zufällige 
Fütterung, ZL-Zufälliger Luftstoß, FF-Feste Fütterung) Neurotransmitterkonzentrationen (DA-Dopamin, 
DOPAC-3,4-Dihydroxyphenylessigsäure, HVA-Homovanillinsäure, 5-HT-Serotonin, HIAA-5-Hydroxyindol-
3-Essigsäure; NA-Noradrenlin) in den Hirnregionen Nucleus accumbens (NAc) in pg/mg, Präfrontaler 
Cortex (PFC) in ng/g und dem ventralen Tegmentum (VTA) in pg/mg angegeben. Die Ergebnisse sind 
dargestellt als LSM ± SE mit n = 16 pro Behandlung. Signifikante Unterschiede sind mit unterschiedlichen 
Buchstaben gekennzeichnet und fett gedruckt. Auffällige, aber nicht signifikante, Werte sind kursiv 
gedruckt. 

Behandlungen 

    AF AL AK ZF ZL FF 

NAc             
DA  324,3 ± 82,7 312,9 ± 79,6 349,0 ± 79,6 510,9 ± 79,6 338,5 ± 82,7 338,1 ± 79,6 

DOPAC 94,3 ± 39,6 100,5 ± 38,1 100,4 ± 38,1 188,9 ± 38,1 99,9 ± 39,6 99,4 ± 38,1 

DOPAC/D
A 

0,29 ± 0,02 0,32 ± 0,02 0,29 ± 0,02 0,32 ± 0,02 0,31 ± 0,02 0,31 ± 0,02 

HVA 440,8 ± 108,3 472,4 ± 104,4 437,4 ± 104,3 646,0 ± 104,3 439,1 ± 108,3 440,3 ± 104,3 

HVA/DA 1,36 ± 0,10 1,54 ± 0,10 1,30 ± 0,10 1,32 ± 0,10 1,37 ± 0,10 1,36 ± 0,10 

5-HT  1307,5 ± 
108,3 

1236,2 ± 62,4 1289,7 ± 62,4 1333,4 ± 62,4 1317,2 ± 64,9 1357,9 ± 62,4 

HIAA 630,0 ± 28,7 619,9 ± 27,6 592,0 ± 27,6 601,1 ± 27,6 612,9 ± 28,7 644,5 ± 27,6 

HIAA/5-
HT 

0,49 ± 0,02 0,52 ± 0,02 0,46 ± 0,02 0,46 ± 0,02 0,47 ± 0,02 0,50 ± 0,02 

NA 3952,1 ± 
186,6 

3863,1 ± 
179,5 

4018,8 ± 
179,5 

3921,9 ± 
179,5 

4018,4 ± 
186,6 

4022,7 ± 
179,5 

PFC             

DA 10,0 ± 0,8 12,6 ± 0,8 11,8 ± 0,8 11,4 ± 0,8 11,0 ± 0,8 10,8 ± 0,8 

DOPAC 11,1 ± 1,1 12,7 ± 1,0 10,3 ± 1,0 11,0 ± 1,0 11,1 ± 1,0 11,6 ± 1,0 

DOPAC/D
A 

1,13 ± 0,07 0,99 ± 0,06 0,91 ± 0,06 0,99 ± 0,06 1,01 ± 0,06 1,13 ± 0,06 

HVA  26,2 ± 2,4 31,0 ± 2,3 27,7 ± 2,3 26,9 ± 2,3 27,8 ± 2,3 29,5 ± 2,3 

HVA/DA 2,63 ± 0,17 2,45 ± 0,16 2,45 ± 0,16 2,49 ± 0,16 2,63 ± 0,16 2,78 ± 0,16 

5-HT 180,7 ± 8,7 210,6 ± 8,4 211,5 ± 8,4 199,1 ± 8,4 202,1 ± 8,4 207,0 ± 8,4 

HIAA  49,2 ± 1,9 55,6 ± 1,8 50,2 ± 1,8 53,8 ± 1,8 51,0 ± 1,8 53,3 ± 1,8 

HIAA/5-
HT 

0,28 ± 0,01 0,27 ± 0,01 0,24 ± 0,01 0,28 ± 0,01 0,26 ± 0,01 0,26 ± 0,01 

NA 167,2 ± 14,6 a, 

b 
222,2 ± 14,1 a 171,8 ± 14,1 a, 

b 
197,2 ± 14,1 a, 

b 
155,4 ± 14,1 
b 

176,9 ± 14,1 a, 

b 

VTA              

DA  227,9 ± 71,7 252,4 ± 72,0 256,8 ± 72,0 211,7 ± 69,0 120,6 ± 72,0 287,6 ± 69,0 

DOPAC 166,1 ± 35,7 175,5 ± 35,9 176,0 ± 35,9 144,1 ± 34,4 107,8 ± 35,9 206,6 ± 34,4 

DOPAC/D
A 

1,30 ± 0,12 0,96 ± 0,13 0,94 ± 0,13 0,99 ± 0,12 1,02 ± 0,13 1,20 ± 0,12 

HVA 669,0 ± 86,3 722,4 ± 86,6 690,5 ± 86,6 602,6 ± 83,0 538,1 ± 86,6 760,8 ± 83,0 

HVA/DA 7,60 ± 0,94 4,75 ± 0,94 5,45 ± 0,94 4,89 ± 0,90 5,50 ± 0,94 6,47 ± 0,90 

5-HT 486,5 ± 50,7 627,1 ± 50,9 639,2 ± 50,9 675,3 ± 48,8 612,2 ± 50,9 654,7 ± 48,8 

HIAA 368,8 ± 27,4 439,4 ± 27,5 398,7 ± 27,5 414,8 ± 26,4 396,9 ± 27,5 438,9 ± 26,4 

HIAA/5-
HT 

0,78 ± 0,03 a 0,71 ± 0,03 a, 

b 
0,64 ± 0,03 b 0,66 ± 0,03 a, b 0,65 ± 0,03 a, 

b 
0,71 ± 0,03 a, b 

NA 572,0 ± 73,2 588,0 ± 73,5 564,5 ± 73,5 745,4 ± 70,4 687,9 ± 73,5 587,9 ± 70,4 
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3.4 Physiologische Parameter des Immunsystems 

3.4.1 Einfluss des Faktors Durchgang auf die Immunparameter 

 

Der Faktor Durchgang hatte einen signifikanten Einfluss auf die erhobenen Parameter des 

Immunsystems (Tab. 3.7), außer auf die Zellzahl der Basophilen und der Eosinophilen. Die 

Faktoren Zeitpunkt und Behandlungen hatten keinen einheitlichen signifikanten Einfluss auf 

die Parameter des Immunsystems und werden daher separat in den folgenden Kapiteln 

ausgewertet.  

 

Tab. 3.7 Effekte des festen Faktors Durchgang auf die Parameter des Immunsystems. 
Vollblutüberstand (VU), Zellkulturüberstand (ZKU). 

Parameter  Durchgang 

Lymphozytenproliferation (s. Kap. 3.4.2) 
  

 

ConA 

 

F = 9,11; p < 0,001 

 

PHA 

 

F = 11,10; p < 0,001 

  SEB   F = 11,25; p < 0,001 

Immunglobuline (s. Kap. 3.4.3)  

 

IgA 

 

F = 14,72; p < 0,001 

 

IgG 

 

F = 11,82; p < 0,001 

  IgM   F = 15,34; p < 0,001 

Zytokine (s. Kap. 3.4.4)   

ZKU IL-4 ConA F = 4,04; p < 0,01 

  

PHA F = 5,89; p < 0,001 

  

SEB F = 24,96; p < 0,01 

 

IL-10 ConA F = 3,59; p < 0,001 

  

PHA F = 3,69; p < 0,001 

  

SEB F = 6,11; p < 0,001 

VU IL-10 LPS F = 1,90; p < 0,05 

  TNF-α LPS F = 4,00; p < 0,001 

NK-Zellen (s. Kap. 3.4.5)  F = 28,33; p < 0,001 

Differentialblutbild (s. Kap.  3.4.6)   

 

Basophile F = 1,20; p = 0,31 

 

Eosinophile F = 1,67; p = 0,11 

 

Lymphozyten F = 3,31; p < 0,01 

 

Monophile F = 2,72; p < 0,01 

 

Neutrophile F = 2,89; p < 0,01 

  N/L   F = 2,89; p < 0,01 

Leukozytenzahl (s. Kap. 3.4.6)  F = 2,52; p < 0,01 
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3.4.2 Lymphozytenproliferation 

 

Zur Überprüfung der Proliferationsfähigkeit der PBMCs in den verschiedenen 

Behandlungsgruppen wurde der LTT genutzt und die Zellen mit den Mitogenen ConA, SEB oder 

PHA stimuliert. Der ermittelte PI zeigt die Vitalität und das Wachstum der Zellen an und somit 

auch indirekt, ob Zellen als Reaktion auf einen Stimulus proliferieren. Für die Auswertung 

standen Daten von 16 Durchgängen zur Verfügung. Die verschiedenen Behandlungen 

beeinflussten die Lymphozytenproliferation nicht signifikant. Unabhängig von den 

Behandlungsgruppen konnte ein signifikanter Haupteffekt des Zeitpunktes auf die Proliferation 

der Lymphozyten nach der Stimulation mit ConA (F1,75 = 4,35; p < 0,05) oder PHA (F1,75 = 10,38; 

p < 0,01) nachgewiesen werden. In beiden Fällen war die Lymphozytenproliferation zum Ende 

des Experiments (ConA: t75 = 2,09; p < 0,05; PHA: t75 = 3,22; p < 0,01) reduziert (Abb. 3.9 A-C).  

 

Abb. 3.9 Lymphozytenproliferation der verschiedenen Behandlungsgruppen nach Mitogenzugabe. 
A-F Dargestellt sind die Proliferationsindizes nach der Zugabe von ConA (A, D), PHA (B, E) und SEB (C, F) 
in A-C für alle Behandlungsgruppen zusammen sowie in D-F für die einzelnen Behandlungsgruppen 
(AF-Angekündigte Fütterung, AL-Angekündigter Luftstoß, AK-Angekündigter Konflikt, ZF-Zufällige 
Fütterung, ZL-Zufälliger Luftstoß, FF-Feste Fütterung). Die Proben wurden vier Tage vor dem Beginn 
(Start) und zum Endes des Experiments genommen G-I Die Differenzen der PI wurden aus dem PI zum 
Ende des Experiments minus dem PI vor dem Start des Experiments für die Stimulation mit ConA (G), 
PHA (H) und SEB (I) gebildet; Signifikante Unterschiede sind mit ** p < 0,01; * p < 0,05 angegeben; 
n = 16 pro Behandlung. 
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Die Stimulation mit SEB hatte keinen signifikanten Effekt auf die Zellproliferation 

(Abb. 3.9 A-C). Der Zeitpunkt innerhalb einer Behandlungsgruppe hatte keinen signifikanten 

Einfluss auf die mit ConA, PHA oder SEB stimulierte Lymphozytenproliferation (Abb. 3.9 D-E). 

Die Differenzen der PIs (Werte zu Beginn und zum Ende des Experiments) verdeutlichen 

zusätzlich, dass es keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen 

Behandlungsgruppen gab (Abb. 3.9 G-I). 

 

3.4.3 Immunglobuline A, G und M 

 

Zur Charakterisierung der humoralen Immunantwort wurden die Immunglobuline A, G und M 

im Blutplasma bestimmt. Für die Auswertung konnten die Daten von 16 Durchgängen 

verwendet werden. Die Konzentrationen von Ig A, G und M waren zum Ende des Experiments 

signifikant höher als zu Beginn (IgA: F1,75 = 546,13; p < 0,001; IgG: F1,75 = 51,12; p < 0,001; 

IgM: F1,75 = 105,60; p < 0,001; Abb. 3.10). Demnach wurde ein signifikanter Haupteffekt des 

Zeitpunkts bestimmt. Zum Versuchsbeginn gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen 

den Behandlungsgruppen. 

 

 

Abb. 3.10 Immunglobulinkonzentrationen zum Start und zum Ende des Experiments. Dargestellt sind 
die IgA- (A), IgG- (B) und IgM-Konzentrationen (C) für alle Behandlungsgruppen zusammen vier Tage vor 
dem Start des Experiments (Start) und zum Ende des Experiments; Signifikante Unterschiede sind mit 
*** p < 0,001 angegeben; n = 16 pro Behandlung. 

 

Die IgA-Konzentrationen stiegen signifikant in allen Behandlungsgruppen zum Versuchsende 

an (p < 0,001; Abb. 3.11 A). Die IgG-Konzentrationen hingegen zeigten im Verlauf des 

Experiments nur in der ZL-Gruppe einen signifikanten Anstieg (t76 = -3,48; p < 0,05; 

Abb. 3.11 B). In den anderen Behandlungsgruppen war der Konzentrationsanstieg des IgGs 

nicht signifikant. Die IgM-Konzentrationen stiegen zum Ende des Experiments signifikant bei 

den Behandlungsgruppen AL, AK, ZF, und ZL (AL: t73 = -4,14, p < 0,01; AK: t73 =  3,57, p < 0,05; 
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ZF: t73 = -5,55, p < 0,001; ZL: t75 = -6,20, p < 0,001) und nicht signifikant bei den Gruppen AF 

und FF (Abb. 3.11 C). Zudem konnte ein tendenzieller Einfluss der Interaktion 

Behandlung x Zeitpunkt (Haupteffekt, F74,21 = 1,93; p = 0,099) für die IgM-Konzentrationen 

ermittelt werden. Diese Tendenz ist durch den signifikanten Effekt des Zeitpunktes innerhalb 

einer Behandlungsgruppe begründbar. 

 

 

Abb. 3.11 Ig-Konzentrationen der verschiedenen Behandlungsgruppen zum Start und zum Ende des 
Experiments. Dargestellt sind die gemessenen IgA- (A), IgG- (B) und IgM-Konzentrationen (C) in den 
verschiedenen Behandlungsgruppen (AF-Angekündigte Fütterung, AL-Angekündigter Luftstoß, 
AK-Angekündigter Konflikt, ZF-Zufällige Fütterung, ZL-Zufälliger Luftstoß, FF-Feste Fütterung) vier Tage 
vor Beginn des Experiments (Start) und zum Ende des Experiments; Signifikante Unterschiede sind mit 
*** p < 0,001; ** p < 0,01; * p < 0,05 angegeben; n = 16 pro Behandlung. 

 

 

Die Differenzen der Immunglobulinkonzentrationen zu Beginn und zum Ende des Experiments 

zeigten, dass es zwischen den verschiedenen Behandlungsgruppen keine signifikanten 

Unterschiede gab (Abb. 3.12). Nur für die Differenzen der IgM-Konzentrationen konnte eine 

Tendenz für den Einfluss des Faktors Behandlung (Haupteffekt) ermittelt werden (F5,71 = 2,20; 

p < 0,1). Numerisch auffällig, aber nicht signifikant, waren die Unterschiede für die Differenzen 

der IgM-Konzentrationen zwischen den Behandlungen AF und ZL sowie zwischen ZL und FF. 

Diese beruhten vermutlich auf den geringen Startkonzentrationen des IgMs in der 

Behandlungsgruppe ZL und dem zum Ende des Experiments folgenden starken Anstieg 

(Abb. 3.11 C). Für die Differenzen der IgA- und der IgM-Konzentrationen konnte ein 

signifikanter Durchgangseffekt ermittelt werden (IgA: F15,72 = 7,06, p < 0,001; IgM: F15,71 = 8,57, 

p < 0,001). 
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Abb. 3.12 Differenzen der Ig-Konzentrationen der verschiedenen Behandlungsgruppen. Die 
Differenzen der IgA- (A), der IgG- (B) und der IgM-Konzentrationen (C) der Behandlungsgruppen 
(AF-Angekündigte Fütterung, AL-Angekündigter Luftstoß, AK-Angekündigter Konflikt, ZF-Zufällige 
Fütterung, ZL-Zufälliger Luftstoß, FF-Feste Fütterung) ergeben sich aus den Ig-Werten zum Ende des 
Experiments minus der Ig-Werte zum Start (vier Tage vor dem Start des Experiments);keine signifikante 
Unterschiede; n = 16 pro Behandlung. 

 

 

3.4.4 Zytokine  

 

Es wurde geprüft, ob die verschiedenen Behandlungen einen Einfluss auf die Mitogen- bzw. 

LPS-induzierte Zytokinproduktion hatten. Zur Kontrolle wurden Ansätze ohne LPS oder 

Mitogen mitgeführt. Die anti- und proinflammatorischen Zytokine IL-4, IL-10, IFN-γ und TNF-α 

wurden in Zellkulturüberständen oder im Vollblut bestimmt. 

IL-4. Die im Zellkulturüberstand nach Mitogenstimulation (ConA, PHA) gemessenen IL-4-

Konzentrationen (n = 7) stiegen im Verlauf des Experiments nicht an. Der signifikante Einfluss 

des Durchgangs konnte auch für die Differenzwerte bestimmt werden (F30 = 2,57; p < 0,05). Die 

Behandlungen zeigten keine signifikanten Effekte auf die IL-4-Produktion nach 

Mitogenstimulation. Nach der Stimulation mit SEB lagen die gemessenen IL-4-Konzentrationen 

ebenso wie die Kontrolle (unstimuliert) unterhalb der Detektionsgrenze, sodass nach zwei bzw. 

drei Durchgängen die Messungen abgebrochen wurden.  

IL-10. Für alle IL-10-Analysen konnten die Daten von 16 Durchgängen verwendet werden. Das 

mit LPS-stimulierte Vollblut zeigte in allen Behandlungsgruppen am Ende des Experiments 

geringere IL-10-Konzentrationen im Vergleich zum Start (F1,75 = 27,03; p < 0,001). Im 

paarweisen Vergleich der Zeitpunkte gab es bis auf die Behandlung AL (t75 = 3,56; p < 0,05) 

keine signifikanten Unterschiede. Dies konnte durch die Differenzberechnungen (End- minus 

Startwerte) bestätigt werden (Abb. 3.13). Die unstimulierten Vollblutproben enthielten IL-10-

Konzentrationen unterhalb der Detektionsgrenze.  
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Abb. 3.13 IL-10-Konzentration im Vollblutüberstand. Gemessene IL-10-Konzentrationen im 
Vollblutüberstand nach der LPS-Stimulation für alle Behandlungen (AF-Angekündigte Fütterung, 
AL-Angekündigter Luftstoß, AK-Angekündigter Konflikt, ZF-Zufällige Fütterung, ZL-Zufälliger Luftstoß, 
FF-Feste Fütterung) zusammen (A) und für die einzelnen Behandlungen (B) zum Start (vier Tage vor 
Versuchsbeginn) und zum Ende des Experiments. C Differenzen der IL10-Konzentrationen (End- minus 
Startwerte) für die verschiedenen Behandlungsgruppen. Signifikante Unterschiede sind mit 
*** p < 0,001; * p < 0,05 angegeben; n = 16 pro Behandlung. 

 

Die IL-10-Konzentrationen in den Mitogen-stimulierten Zellkulturüberständen wurden von den 

verschiedenen Behandlungen nicht signifikant beeinflusst. Dennoch konnte ein signifikanter 

Haupteffekt des Zeitpunktes für die Stimulation mit ConA (F1,75 = 4,15 p < 0,05) und SEB 

(F1,75 = 5,4; p < 0,05) nachgewiesen werden, wonach die IL-10-Konzentrationen am Ende des 

Experiments signifikant niedriger als zu Beginn waren (Abb. 3.14). Die IL-10-Produktion nach 

PHA-Stimulation wurde nicht signifikant beeinflusst. Die Zellkulturüberstände, die nicht 

stimuliert wurden, wiesen IL-10-Konzentrationen unterhalb der Detektionsgrenze auf. 

 

 

Abb. 3.14 IL-10-Konzentration im Zellkulturüberstand. Einfluss des Zeitpunkts (Start (vier Tage vor 
Versuchsbeginn) und Ende des Experiments) auf die IL-10-Konzentration in allen Behandlungsgruppen 
nach der Stimulation mit ConA (A) und SEB (B); Signifikante Unterschiede sind mit * p < 0,05 angegeben; 
n = 16 pro Behandlung. 
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IFN-γ. Die IFN-γ-Konzentrationen lagen unterhalb der Detektionsgrenze und wurden nach drei 

Durchgängen nicht mehr analysiert. 

TNF-α. Die Daten von 16 Durchgängen konnten für die Auswertung genutzt werden. Die 

Untersuchungen der Vollblutproben nach der LPS-Stimulation hinsichtlich der TNF-α-

Konzentrationen zeigten einen signifikanten Haupteffekt des Zeitpunktes unabhängig von der 

Behandlungsgruppe. Demnach waren die TNF-α-Konzentrationen zu Beginn des Experiments 

höher als im Vergleich zum Ende (F1,149 = 41,27; p < 0,001). Im paarweisen Vergleich waren die 

TNF-α-Konzentrationen zum Ende des Versuches bei den Tieren der Behandlungsgruppen ZF 

(t149 = 4,16; p < 0,001) und ZL (t149 = 3,73; p < 0,05) im Vergleich zu den Startkonzentrationen 

signifikant niedriger (Abb. 3.15). Die restlichen Behandlungsgruppen zeigten ebenfalls 

geringere Konzentrationen am Versuchsende, diese waren jedoch nicht signifikant. Die 

Betrachtung der Differenzen von End- und Startwerten zeigte keine signifikanten Unterschiede 

zwischen den Behandlungsgruppen, lediglich der Faktor Durchgang hatte einen signifikanten 

Einfluss (F15,74 = 3,67; p < 0,001). In den unstimulierten Vollblutüberständen lagen die TNF-α-

Konzentrationen unterhalb der Detektionsgrenze.  

 

 

Abb. 3.15 TNF-α-Konzentration im Vollblutüberstand. Gemessene TNF-α-Konzentrationen im 
Vollblutüberstand nach der LPS-Stimulation für alle Behandlungen (AF-Angekündigte Fütterung, 
AL-Angekündigter Luftstoß, AK-Angekündigter Konflikt, ZF-Zufällige Fütterung, ZL-Zufälliger Luftstoß, 
FF-Feste Fütterung) zusammen (A) und für die einzelnen Behandlungen (B) zum Start (vier Tage vor 
Versuchsbeginn) und zum Ende des Experiments. C Differenzen der TNFα-Konzentrationen (End- minus 
Startwerte) für die verschiedenen Behandlungsgruppen. Signifikante Unterschiede sind mit 

*** p < 0,001; ** p < 0,01; * p < 0,05 angegeben; n = 16 pro Behandlung. 
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3.4.5 NK-Zell-Assay 

 

Als Teil des angeborenen Immunsystems wurde die zytotoxische Aktivität der NK-Zellen 

ermittelt.Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Identifizierung und Quantifizierung der 

NK-Effektor- und der K562-Zielzellen ist hier beispielhaft anhand der Behandlungsgruppe FF 

(Feste Fütterung) in Durchgang 15 dargestellt (Abb. 3.16, Abb. 3.17). Zunächst wurden die 

Zellgröße und -granularität mittels der Messung des Vorwärts- (FS, forward scatter) sowie des 

Seitwärtsstreulicht (SS, side scatter) als ein Identifizierungsmerkmal ermittelt (Abb. 3.16). 

Anschließend wurde die zellspezifische Doppelfluoreszenz gemessen und quantifiziert 

(Abb. 3.17) und darüber die Zytotoxizität der NK-Zellen ermittelt. Für die Auswertung konnten 

die Daten von zehn Durchgängen genutzt werden. 

 

 

Abb. 3.16 Beispielhafte Histogramm für die Zellgranularität und -größe zur Identifizierung der Zellen 
im NK-Zell-Assay für die Behandlungsgruppe FF. A-B Histogramme zur Erfassung der Zellgröße (FS, 
forward scatter) sowie der Zellgranularität (SS, side scatter) im NK-Zell-Assay für die Behandlungsgruppe 
FF in A zu Beginn und in B zum Ende des Experiments.  
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Abb. 3.17 Beispielhafte Histogramme des Zytotoxizitätstests und der Niedrigkontrolle des NK-Zell-
Assays zu Beginn des Versuchs für die Behandlungsgruppe FF.  Beispielhafte Darstellung für die 
durchflusszytometrische Quantifizierung von NK-Effektor- und K562-Zielzellen (Behandlung FF (Feste 
Fütterung) in Durchgang 15) zu Beginn des Versuchs (d0). Die Analyse der Fluoreszenz erfolgte jeweils 
für DIOC18 (grüne Fluoreszenz) und für PI (rote Fluoreszenzintensität). Gezeigt sind die Ergebnisse des 
Zytotoxizitätstests (A-C) und dessen Niedrigkontrolle (D-F) für die 80:1 (A, D), 40:1 (B, E) und 20:1 (C, F) 
Verdünnungen des Effektor-Zielzellgemisches. 

 

 

Die Aktivität der NK-Zellen wurde nicht signifikant durch die Behandlungen beeinflusst. Es gab 

keine Aktivitätsunterschiede zwischen den unterschiedlichen Behandlungsgruppen, dies 

konnte auch durch die Differenzberechnungen (Ende minus Start) bestätigt werden 

(Abb. 3.18). Der Zeitpunkt, Start und Ende des Experiments, hatte keinen Einfluss auf die NK-

Zellen. Die berechneten Differenzen der NK-Zytotoxizität wurden signifikant durch den Faktor 

Durchgang beeinflusst (F8,32 = 9,99; p < 0,001). 
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Abb. 3.18 Ergebnisse des NK-Zell-Assays. Die Aktivität der NK-Zellen wurde für alle 
Behandlungsgruppen (AF-Angekündigte Fütterung, AL-Angekündigter Luftstoß, AK-Angekündigter 
Konflikt, ZF-Zufällige Fütterung, ZL-Zufälliger Luftstoß, FF-Feste Fütterung) zusammen (A) und für die 
verschiedenen Behandlungen einzeln (B) zum Start und zum Ende des Versuchs dargestellt. C Die 
Differenzen der NK-Aktivität (End- minus Startwerte) wurden für die einzelnen Behandlungen ermittelt; 
keine signifikanten Unterschiede; n = 10 pro Behandlung. 

 

 

3.4.6 Differentialblutbild  

 

Die experimentellen Behandlungen innerhalb der verwendeten elf Durchgänge hatten keinen 

signifikanten Effekt auf die Zellzahlen von Basophilen, Eosinophilen und Monozyten. Die 

Zellzahlen der Lymphozyten (L) und Neutrophilen (N) sowie das Verhältnis beider zueinander 

(N/L) wurden signifikant durch den Haupteffekt Behandlung (L: F5,50 = 3,08; p < 0,05; 

N: F5,50 = 2,92; p < 0,05; N/L: F5,50 = 2,94; p < 0,05) und Zeitpunkt (L: F1,50 = 40,36; p < 0,001; 

N: F1,50 = 41,64; p <0,001; N/L: F1,50 = 34,49; p < 0,001) beeinflusst. Dabei stieg die Anzahl der 

Lymphozyten (t50 = -6,35; p < 0,001) zum Ende des Experiments bei allen Behandlungsgruppen, 

im Gegensatz dazu sank die Anzahl der Neutrophilen (t49 = 4,13; p < 0,01) zum Ende hin 

(Abb. 3.19). Daraus resultierend sank auch das N/L Verhältnis signifikant (t49 = 3,85; p < 0,001).  

 

 

Abb. 3.19 Anteil Lymphozyten und Neutrophile für alle Behandlungsgruppen zusammen. Zellzahlen 
der Lymphozyten (A, L) und der Neutrophilen (B, N) und das Verhältnis N/L (C) 4 Tage vor dem Beginn 
des Experiments (Start) und zum Ende des Experiments; Signifikante Unterschiede sind mit 
*** p < 0,001 angegeben; n = 11 pro Behandlung. 



3. Ergebnisse 

65 
 

Für die Behandlungen AK (t49 = -3,99; p < 0,001) und ZL (t49 = -3,93; p < 0,001) konnte ein 

signifikanter Anstieg der Lymphozytenzahlen zum Ende des Experiments (Abb. 3.20) gezeigt 

werden. Die Anzahl der Lymphozyten der AK-Tiere war am Ende des Experiments signifikant 

höher als die der FF-Tiere (t49 = 3,47; p < 0,01). Für die Behandlungen AK (t49 = 4,29; p < 0,01) 

und ZL (t49 = 4,13; p <  0,01) konnte zudem eine signifikante Abnahme der Neutrophilenzellzahl 

zum Versuchsende nachgewiesen werden. Das N/L-Verhältnis war zum Ende des Experiments 

ebenfalls signifikant kleiner als zu Beginn, jedoch nur bei den ZL-Tieren (t49 = 3,85; p < 0,01). 

 

 

Abb. 3.20 Anteil Lymphozyten und Neutrophile für die jeweilige Behandlungsgruppe. Zellzahlen der 
Lymphozyten (A, L) und der Neutrophilen (B, N) sowie das Verhältnis von N/L (C) 4Tage vor dem Beginn 
des Experiments (Start) und zum Ende des Experiments für die verschiedenen Behandlungen 
(AF-Angekündigte Fütterung, AL-Angekündigter Luftstoß, AK-Angekündigter Konflikt, ZF-Zufällige 
Fütterung, ZL-Zufälliger Luftstoß, FF-Feste Fütterung); Signifikante Unterschiede sind mit ** p < 0,01; 
* p < 0,05 angegeben; n = 11 pro Behandlung. 

 

 

Betrachtet man die Ergebnisse der Differenzberechnungen (End- minus Startwerte), zeigten 

sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen (Abb. 3.21). Lediglich 

die Differenzen der Lymphozytenzahlen zeigten einen tendenziellen Einfluss des Faktors 

Behandlung (F5,48 = 2,86; p < 0,1) sowie signifikante Effekte des Faktors Durchgang auf die 

Anzahl der Lymphozyten (F10,48 = 3,85; p < 0,001), der Neutrophilen (F10,49 = 2,52; p < 0,05) und 

der Eosinophilen (F10,49 = 2,84; p < 0,01) sowie auf das Verhältnis von N zu L (F10,49 = 2,58; 

p < 0,05). Der tendenzielle Einfluss des Faktors Behandlung auf die Differenzen der 

Lymphozytenzahlen konnte für die einzelnen Behandlungsgruppen nicht bestätigt werden. Es 

konnte lediglich ein numerisch auffälliger, jedoch nicht signifikanter Unterschied zwischen den 

Behandlungen AK und FF ermittelt werden (t48 = 2,59; p = 0,12). 
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Abb. 3.21 Differenzen der Anteile an Lymphozyten und Neutrophilen für die jeweiligen 
Behandlungsgruppen. Differenz (End- minus Startwerte) der Zellzahlen für die Lymphozyten (A, L) und 
Neutrophilen (B, N) sowie für das Verhältnis von N/L (C) für die verschiedenen Behandlungsgruppen 
(AF-Angekündigte Fütterung, AL-Angekündigter Luftstoß, AK-Angekündigter Konflikt, ZF-Zufällige 
Fütterung, ZL-Zufälliger Luftstoß, FF-Feste Fütterung); keine signifikanten Unterschiede;  n = 11 pro 
Behandlung. 
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4. Diskussion 

4.1 Allgemein 

 

Diese Studie untersucht erstmalig den Einfluss von antizipationsbedingten Stimmungen auf die 

neuroendokrine Modulation des Immunsystems beim Hausschwein. Die Tiere wurden je nach 

Behandlungsgruppe mit wiederholten unangekündigten oder angekündigten (akust. Signal) 

positiven (AF, ZF), negativen (AL, ZL) oder ambivalenten Stimuli (AK) gereizt. Über den Aufbau 

einer passiven Erwartungshaltung (Antizipation) sollte bei den konditionierten Tieren 

langfristig Stimmungen entsprechend der Valenz des verwendeten Stimulus induziert werden. 

Die Erfassung von immunologischen und neuroendokrinen Parametern sollte Aufschluss über 

die Effekte der induzierten Stimmungen auf die Immunkompetenz geben. Ein besseres 

Verständnis der tierseitigen Bewertung eröffnet neue Möglichkeiten, das Wohlbefinden der 

Tiere über die entsprechende Anpassung der Haltungsumwelt zu verbessern. 

 

 

4.2 Versuchsdesign 

 

Die von uns ausgewählten Stimuli sollten positive, negative oder ambivalente Emotionen 

erzeugen, die langfristig zu Stimmungsänderungen führen (Boissy, 2007). Als positiver Stimulus 

wurde bewusst das in der Schweinezucht verwendete Standardfutter verwendet, um den 

garantierten Verzehr durch alle Tiere zu gewährleisten. Zudem ist Futter an sich als essentielle 

Ressource biologisch relevant für das Überleben der Tiere, sodass eine über den ganzen 

Versuch andauernde Motivation zur Futteraufnahme gegeben war. Die Fütterung über einen 

elektronischen Futterautomaten ermöglichte die zeitgleiche Futterausgabe für verschiedene 

Behandlungsgruppen (AF, AK).  

Der ausgewählte Aversivreiz musste mehrere Anforderungen erfüllen. Zum einen sollte er 

innerhalb der experimentellen Prozedur automatisierbar sein und zum anderen die Erhebung 

aller Messparameter ermöglichen. Die Gabe von Elektroschocks als Aversivreiz, wie bei Düpjan 

et al. (2008) beschrieben, konnte aufgrund der parallel laufenden Herzfrequenzmessungen an 

den Versuchstieren nicht eingesetzt werden (Mahnhardt, 2015). Die Verwendung von Wasser 

als mildem aversiven Stimulus wurde bereits durch Hutson et al. (1993) bei Schweinen und 

durch Ward et al. (2008) beim Waschbären getestet. Die Reizung mit einem Wasserstrahl kann 
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jedoch die Infektanfälligkeit bei den Versuchstieren erhöhen, insbesondere da die Tiere bereits 

starken Stressoren ausgesetzt waren. Zu diesen Stressoren zählte das Absetzen vom 

Muttertier, die darauf folgende Umstellung auf Pelletfutter sowie die experimentell bedingte 

Umstallung ins Tiertechnikum, wo aufgrund der Einzelhaltung ein gegenseitiges Wärmen nicht 

möglich war. Die aversive Reizung durch Wedeln und Rascheln mit einer Plastiktüte wurde von 

Douglas et al. (2012) erfolgreich verwendet. Da dieser Aversivreiz jedoch nicht automatisierbar 

ist und zudem nicht gezielt nur das gewünschte Tier trifft, wurde er von uns nicht eingesetzt. 

Die Reizung mit einem kräftigen Luftstoß hingegen, ein etablierter Aversivreiz (Meagher et al., 

2012: Nerz; Huot et al., 2002: Ratten; Lansade und Simon, 2010: Pferde), eignete sich für den 

experimentellen Aufbau und Ablauf dieser Studie am besten und wurde daher von uns 

bevorzugt. Der Luftstoß war automatisierbar, traf nur das gewünschte Tier und war zudem 

nicht mit einem erhöhten Infektionsrisiko verbunden. 

Als ambivalenter Reiz wurde der Wechsel von Futter und Luftstoß gewählt. Die Tiere standen 

in Konflikt, ob nach dem akustischen Signal der positive oder der negative Stimulus erfolgte. 

Durch das Ausbleiben von Futter (positiver Stimulus) sollte Frustration auftreten.  

Alle Tiere wurden in Einzelbuchten und während des Experiments restriktiv gehalten. Nur so 

konnten die kardiologischen Untersuchungen sowie die Luftstoßbehandlungen durchgeführt 

werden und eine vergleichbare experimentelle Situation für alle Behandlungsgruppen 

garantiert werden. Die Tiere hatten akustischen, olfaktorischen und eingeschränkten taktilen 

Kontakt zueinander. In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass die Tiere sich an die 

Restriktionshaltung gewöhnen, sodass eine emotionale Beeinträchtigung der Tiere nicht 

anzunehmen war. Die Gruppenhaltung per se wäre vermutlich besser geeignet, um positive 

Stimmungen zu induzieren. Bei Ratten konnte bereits ein Einfluss der Haltungsbedingungen 

auf die Glucocorticoidkonzentrationen gezeigt werden (Stefanski et al., 2001 (Kolonie- oder 

Paarhaltung), 2005 (Einzelhaltung oder Haltung mit wiederholtem sozialem Stress)). Für 

trächtige Sauen wurde ebenfalls ein Einfluss des Haltungssystems (Gruppen- oder 

Einzelhaltung) auf die adaptive Immunantwort nachgewiesen (Grün et al., 2014). Die 

Gruppenhaltung war im Rahmen dieser Studie aufgrund der gezielten Anwendung des 

Aversivreizes, des Futters sowie der Herzfrequenzgurte nicht möglich. Bei der Verwendung 

eines eigenen Versuchsraumes für jede Behandlungsgruppe wären mehrere Tiere pro 

Behandlungsgruppe und somit eine Gruppenhaltung denkbar. Die Herzfrequenzgurte könnten 

nach neuestem Erkenntnisstand mit zusätzlichen Gurten fixiert werden, sodass diese nicht 

durch andere Tiere entfernt werden. Es kämen dann auch Negativreize wie die Vibration 

mittels Bodenplatten (Manteuffel et al., 2014) oder das Erschrecken mit einem raschelndem 
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Gegenstand, z.B. einer Plastiktüte (Douglas et al., 2012), in Betracht. Innerhalb der 

Einzelhaltung wäre die Kombination von Vibration und Luftstoß oder Elektroschocks (dann 

ohne Herzfrequenzmessung) denkbar. 

 

 

4.3 Effekte auf die Parameter der HPA-Achse 

 

Die Vorhersehbarkeit eines Reizes, sei er von positiver oder negativer Natur, ist entscheidend 

für die Wahrnehmung durch das Tier. Ist ein aversiver Reiz vorhersehbar, kann dieser von 

einem starken zu einem mittleren aversiven Reiz werden, selbst wenn dieser in seiner Dauer 

länger und der Intensität stärker ist als ein nicht vorhersehbarer Stimulus (Basset und 

Buchanan, 2007). Es herrscht jedoch keine Einigkeit in Bezug auf den Einfluss der 

Vorhersehbarkeit und des daraufhin folgenden Stressempfindens. Einerseits zeigen Studien an 

Ratten, dass eine physiologische Stressantwort durch einen elektrischen Schock ausgelöst 

wird, der zuvor nicht angekündigt und zeitlich unvorhersehbar ist. Infolge der Aktivierung der 

HPA-Achse konnten so beispielsweise erhöhte Plasmacortisolwerte nachgewiesen werden 

(Seligman und Meyer, 1970). Andererseits zeigten andere experimentelle Untersuchungen bei 

Ratten, dass durch die Vorhersehbarkeit des aversiven elektrischen Fuss-Schocks eine stärkere 

aversive Wirkung nachweisbar ist, als bei einem vergleichbaren physiologischen Stresssignal 

(Weinberg und Levine, 1980). Eine Untersuchung bei Totenkopfäffchen ergab zudem, dass eine 

stärkere physiologische und verhaltensauffällige Stressantwort nach der Separation vom 

Muttertier bei bekannter Dauer im Vergleich zur unbestimmten Dauer auftritt (Jordan et al., 

1984). Offenbar ist neben der Vorhersehbarkeit auch die Intensität des aversiven Reizes für die 

Aktivierung der HPA-Achse entscheidend. 

Innerhalb unserer Studie konnten die Tiere der Behandlungsgruppe AL im Gegensatz zur 

Gruppe ZL einen negativen Stimulus antizipieren. Die durch den angekündigten aversiven 

Stimulus bewirkte Initiierung der physiologischen Stressreaktion sollte durch den Aufbau einer 

Erwartungshaltung stärker ausfallen als bei den Tieren ohne Ankündigung (ZL). Es konnte 

jedoch, entgegen unseren Erwartungen, weder für die negativ antizipierenden Tiere eine 

erhöhte und noch für die positiv antizipierenden Tiere eine gesenkete HPA-Antwort gezeigt 

werden.  



4. Diskussion 

70 
 

Die angekündigt aversiv behandelten Tiere zeigten keine antizipationsinduzierten 

Unterschiede in den Herz- und Verhaltensreaktionen. Durch das Tonsignal wurde der 

Aversivreiz für die Tiere vorhersehbar und offenbar in seiner Intensität abgeschwächt 

(Mahnhardt, 2015). Die Verhaltensreaktionen der Gruppen mit Luftstoßreizung (AL, AK, ZL) 

lassen auf eine Habituation an den Aversivreiz schließen und zeigten einen Wechsel von 

aktivem zu passivem Coping. Für die positiv gereizten Tiere (AF, AK) konnte während der 

Antizipation (Tonsignal) eine positive emotionale Reizung anhand der Verhaltens- und 

Herzreaktionen gezeigt werden. Die erwartete altersabhängige Abnahme der 

Basalherzfrequenz blieb jedoch für die positiv gereizten Tiere (AF, AK, ZL) aus. Vermutlich 

waren diese Tiere aufgrund der ständigen Erwartung von Futter dauererregt, was die 

Verschiebung des autonomen Gleichgewichts in Richtung Sympathikus zur Folge hatte. Diese 

Verschiebung war in allen Behandlungsgruppen zu beobachten und deutet auf eine negative 

Belastung der Tiere in Bezug auf das experimentelle Design hin (Mahnhardt, 2015).  

Zu Beginn des Versuches konnten behandlungsunabhängige, signifikant erhöhte ACTH-Werte 

festgestellt werden. Die Ausschüttung des ACTHs ist eine Folge der aktivierten HPA-Achse und 

zieht die Freisetzung von Cortisol aus der Nebennierenrinde nach sich. In unserem Versuch 

waren die Cortisolwerte im Speichel zu Beginn und während des Handlings bei allen 

Behandlungsgruppen signifikant erhöht. Die Konzentrationserhöhung von ACTH und 

Speichelcortisol in allen Behandlungsgruppen zu Beginn des Versuches zeigt, dass die Tiere sich 

zunächst an die experimentelle Prozedur und die beteiligten Personen gewöhnen mussten. 

Nach der erfolgten Habituation innerhalb der ersten Tage und Wochen sanken sowohl die 

ACTH- als auch die Speichelcortisolwerte wieder auf ein basales Niveau. Die Habituation an 

einen wiederholten Stressor ist charakteristisch für die HPA-Achse und wurde bereits 

mehrfach für Tiere und Menschen beschrieben (Wüst et al., 2005; Gianferante et al., 2014; 

Meyer et al., 2015).  

Studien konnten belegen, dass die Cortisolkonzentrationen im Speichel und im Plasma 

korrelieren (Gozansky et al., 2005; Calixto et al., 2002). Unsere Tiere zeigten jedoch nicht, wie 

ursprünglich erwartet, einen ähnlichen Verlauf der Cortisolkonzentrationen im Plasma und im 

Speichel. Da die Speichelentnahme eine nicht-invasive Messmethode ist, konnten im Vergleich 

zur Plasmabestimmung mehr Messwerte an verschiedenen Tagen aufgenommen und 

zusätzlicher Stress durch die Entnahme vermieden werden. Aufgrund der erhöhten 

Stichprobenzahl konnte eine statistisch sichere Bestimmung des Cortisolverlaufs im Speichel 

innerhalb des Versuchs ermöglicht werden. Daher sind diese Werte denen der Plasmaanalyse 

zu bevorzugen. Cook et al. (1996) bezeichnete die Bestimmung der Cortisolwerte innerhalb des 
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Speichels im Vergleich zum Plasma als biologisch bedeutender, da diese den biologisch aktiven 

und somit freien Anteil an Cortisol repräsentieren. Im Blutplasma hingegen liegt neben dem 

freien Cortisol auch die gebundene Form vor. Über 90 % der im Blut vorkommenden GCs 

werden über das Corticosteroid-bindende Globulin (CBG) gebunden und sind somit nicht aktiv 

(Lewis et al., 2005). Über die Stressreaktion wird die Freisetzung des Cortisols ins Blut reguliert 

und der Anteil an CBG sinkt im Verhältnis dazu. Da bei der Bestimmung des Cortisols im Plasma 

die Verteilung von freiem und gebundenem Cortisol berücksichtigt werden muss, sehen 

Gozansky und Kollegen (2005) klar den Vorteil in der Erfassung des Cortisols im Speichel. 

Zudem konnte beim Menschen ebenfalls ein verstärkter signifikanter Anstieg des 

Speichelcortisols im Vergleich zum Plasmacortisol nach der Gabe von CRH oder nach 

Sportübungen beobachtet werden. Aardal-Eriksson et al. (1998) konnten ebenso eine 

verstärkte Cortisolantwort im Speichel im Vergleich zum Plasma feststellen und schlagen die 

Bestimmung des Cortisols im Speichel als einen geeigneten alternativen Parameter für 

dynamische endokrine Tests vor. 

Über einen negativen Rückkopplungsprozess können die GCs über die Bindung an MRs und 

GRs an die cerebralen Strukturen Hippocampus, Hypothalamus und Hypophyse die 

Stressantwort regulieren und beenden. Folglich wird die CRH-Ausschüttung gehemmt und 

somit auch die Expression der CRH-Rezeptoren. CRH wird als Initiator der HPA-Antwort vor 

allem im PVN exprimiert, zudem aber auch in Gehirnbereichen wie der Amygdala, dem 

frontalen Cortex, dem Cerebellum und anderen (Swanson et al., 1983) sowie in peripheren 

Organen wie Nebenniere, Herz, Lunge und anderen (Ableitner, 2009). CRH hat neben seiner 

endokrinen Funktion auch physiologische und neuromodulatorische, die unter anderem 

Kognition, Motivation und Emotionen beeinflussen können (Bale und Vale, 2004). Die mRNA 

von CRH wurde von uns in den Hirnregionen Amygdala und Hypothalamus für die 

verschiedenen Behandlungsgruppen überprüft. Es war anzunehmen, dass die mRNA-

Konzentrationen des CRHs bei induziertem Stress bzw. negativer oder auch ambivalenter 

Stimmung erhöht sind. Dies konnte für unsere Tiere nicht nachgewiesen werden. Die 

verschiedenen Behandlungsgruppen unterschieden sich nicht signifikant hinsichtlich der 

mRNA-Konzentrationen des CRHs. Dies stützt die Annahme, dass die Tiere an die 

experimentelle Prozedur habituierten und der aversive sowie der ambivalente Reiz in ihrer 

Intensität nicht stark genug waren, um langfristig eine negative Stimmung zu induzieren. 

Zusätzlich zeigten die Untersuchungen der Herzfrequenzen, dass die angekündigte negativ 

gereizte Gruppe (AL) die am schwächsten ausgeprägte negative Belastung durch die 

experimentelle Prozedur erfuhren. So wiesen diese Tiere eine deutlich weniger ausgeprägte 

Verschiebung der autonomen Balance in Richtung sympathischer Kontrolle im Vergleich zu der 
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Kontrollgruppe und zu allen weiteren Behandlungsgruppen bei den untersuchten Parametern 

der Herzaktivität auf (Mahnhardt, 2015). 

Es ist anzunehmen, dass die CRH-Konzentrationen zu Beginn des Versuchs, ähnlich wie die 

ACTH-Werte, bei allen Behandlungsgruppen erhöht waren und erst im Laufe der Habituation 

während des Versuchs wieder sanken. Da für keine der Behandlungsgruppen eine signifikant 

erhöhte Konzentration an Cortisol im Speichel oder im Blutplasma nachweisbar waren, konnte 

auch keine erhöhte mRNA-Konzentration des Glucocorticoidrezeptors nachgewiesen werden. 

Lediglich eine numerische Erhöhung der mRNA-Konzentrationen des GRs in der Amygdala bei 

den Tieren der Behandlungsgruppe AL würde für eine verstärkte Aktivierung des limbischen 

Systems durch den angekündigten Aversivreiz sprechen (zusammengefasst in Herman et al., 

2005). Da diese Behandlungsgruppe aber keine verstärkte Cortisolausschüttung oder erhöhte 

CRH-Konzentrationen zeigt, ist davon auszugehen, dass dieser Effekt auf tierindividuelle 

Unterschiede zurückzuführen ist. Zudem zeigen die kardiologischen Untersuchungen innerhalb 

unseres Projektes, dass insbesondere für die Gruppe AL keine Erhöhung, sondern sogar eine 

eindeutige Abnahme der Basalherzfrequenz festgestellt werden konnte (Mahnhardt, 2015). 

Lee et al. (2005) zufolge werden niedrigere Basalherzfrequenzen bei Menschen mit induzierten 

positiven Emotionen in Verbindung gebracht. Dies bestärkt die Annahme, dass die Tiere der 

Gruppe AL durch die experimentelle Prozedur weniger negativ belastet waren als die Tiere 

aller anderen Behandlungsgruppen. Vermutlich wurde durch die Ankündigung des aversiven 

Stimulus die aversive Wirkung geschwächt, sodass die Schweine schnell an den Reiz 

habituierten. 

Zusätzlich wurden die Nebennieren auf mögliche Änderungen bezüglich Größe und Gewicht, 

Zelldichte in Rinde und Mark sowie Verhältnis der Flächen von Rinde zu Mark auf mögliche 

Behandlungseffekte überprüft. Bereits Selye zeigte den Zusammenhang zwischen chronischem 

Stress und der morphologischen Veränderung der Nebennieren. Sowohl beim chronisch 

gestressten Menschen als auch bei Tieren sind die Nebennieren, rechts und links 

gleichermaßen, signifikant vergrößert und folglich auch schwerer. Clark et al. (2006) konnten 

für Delfine zeigen, dass bei chronisch gestressten Tieren im Vergleich zu akut gestressten die 

Nebennieren nicht nur signifikant schwerer sind, sondern auch ein signifikant verändertes 

Verhältnis von Rindenfläche zu Markfläche zeigen. Die Fläche der Rinde nahm im Vergleich 

zum Mark signifikant zu. Dies ist auf die verstärkte Produktion von GCs zurückzuführen. Den 

gleichen Effekt konnten Haussmann et al. (2000) bei trächtigen Sauen nach Gabe von ACTH in 

Kombination mit Restriktionshaltung nachweisen. Otten et al. (2010) konnten einen 

signifikanten Einfluss von pränatalem Stress auf das Gewicht der Nebennieren der Ferkel vier 
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Tage nach der Geburt, sowie auf die Zelldichte in Rinde und Mark nach 28 Tagen zeigen. 

Sowohl das Gewicht als auch die Zelldichte nahmen zu. Innerhalb unserer Studie nahmen wir 

ursprünglich an, dass die aversiv und ambivalent gereizten Tiere über die Dauer von vier 

Wochen chronischen Stress erfahren würden. Tatsächlich aber zeigten die Nebennieren keine 

morphologischen Veränderungen. Demzufolge konnte innerhalb unseres Versuches kein 

chronischer Stress über die Induktion von negativen oder ambivalenten Stimmungen 

nachgewiesen werden.  

Alle untersuchten Parameter der HPA-Achse (bis auf die Genexpression von CRH und GR) 

wurden signifikant vom Durchgangseffekt beeinflusst. Dieser deutet auf mögliche genetische 

(Muttertier, Vatertier) als auch Wurfeffekte (Jahreszeit, Handling, Verhalten Muttertier) hin. 

Für Pferde konnte bereits ein Einfluss der Jahreszeit auf die ACTH- und Cortisol-

Konzentrationen im Plasma nachgewiesen werden, die demnach im Herbst bzw. im Frühling 

erhöht waren (Cordero et al., 2012). Das Alter hatte innerhalb der Studie von Cordero keinen 

Effekt. Für CRH, ACTH und Cortisol ist bekannt, dass die Konzentrationen einer circadianen 

Rhythmik unterliegen (Griffith und Minton, 1991; Klemcke et al., 1989; Ekkel et al., 1996, 

1997). Schweine weisen im Allgemeinen morgens höhere ACTH- (Blut) und 

Basalcortisolkonzentrationen (im Blut und im Speichel) auf als am Nachmittag oder am Abend 

(Barnett et al., 1981; Bate und Hacker., 1985; Becker et al., 1985; Evans et al., 1988; Griffith 

und Minton, 1991; Janssens et al., 1995). Nur wenige Studien berichten von erhöhten 

Cortisolwerten am Nachmittag (Engeland et al., 1977; Griffith und Minton, 1991). Die 

circadiane Rhythmik der Cortisolkonzentrationen tritt bei Schweinen verstärkt mit 

zunehmendem Alter auf und konnten von Ekkel et al. (1996) für 8-Wochen alte Tiere 

nachgewiesen werden. Ekkel konnte 1997 zudem höhere Cortisolkonzentrationen bei 

15-Wochen alten Schweinen im Vergleich zu zehn Wochen alten Schweinen nachweisen. In 

einem Alter von vier Wochen verschiebt sich das Verhältnis von freiem Cortisol in Richtung 

gebundener Form (an CBG) im Blutplasma. Mit einem Alter von sechs Wochen ist dieser 

Prozess bei den Schweinen abgeschlossen (Kattesh et al., 1990). Innerhalb unserer Studie 

wurden bewusst die Speichelproben für die Cortisolbestimmung zu stets gleicher Zeit am 

Vormittag genommen, um so das Tageshoch der Cortisolwerte zu erhalten. Ein Effekt des 

Alters kann nicht eindeutig ausgeschlossen werden, da die Tiere zu Versuchsbeginn fünf 

Wochen und zum Ende zehn Wochen alt waren und gerade innerhalb dieser Lebensspanne 

Entwicklungen bezüglich der Cortisolkonzentrationen im Blut und Speichel stattfinden.  
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Die Aktivität der HPA-Achse zeigt eine große individuelle Varianz, die bereits sehr gut 

untersucht wurde (zusammengefasst in Mormede et al., 2011 und Sautron et al., 2015) und 

eine Erklärung für die gezeigten signifikanten Durchgangseffekte sein könnte.  

 

 

4.4 Effekte auf die Neurotransmitter und deren Metaboliten 

 

Sowohl der NAc als auch das VTA spielen eine zentrale Rolle im mesolimbischen System. Dies 

ist für die Entstehung von Emotionen (insbesondere Positive) von Bedeutung (Mitchell, 

Phillips, 2007) und wird über dopaminerge Neuronen reguliert. Der PFC ist eng mit dem 

limbischen System assoziiert (Moreraft und Yeterian, 2002) und ist entscheidend für kognitive 

Prozesse (z.B. Arbeitsgedächnis, Fletcher und Henson, 2001) und emotionale Reaktionen (Stuss 

und Levine, 2002). Psychischer Stress führt über die Erregung des limbischen Systems zur 

Aktivierung des Nucleus coeruleus und des Hypothalamus und somit zur Erregung des SAM-

Systems. Als Folge werden aus den Nervenendigungen des Symphatikus vor allem A und NA 

ausgeschüttet. Die Katecholamine erhöhen die Belastbarkeit und Leistungsfähigkeit des 

Organismus über die verstärkte Durchblutung von Herz- und Skelettmuskulatur, die Erhöhung 

der Herzfrequenz sowie über die verstärkte Lipolyse und Proteolyse zur besseren 

Energieversorgung. 

Innerhalb unserer Studie konnte eine signifikant erhöhte NA-Konzentration im PFC der Tiere 

der Behandlungsgruppe AL im Vergleich zur Gruppe ZL nachgewiesen werden. Es ist für Ratten 

bekannt, dass die verstärkte Freisetzung von Cortisol über eine aversive Reizung möglich ist 

und damit verbunden die Konzentration von NA und 5-HT vor allem im PFC ansteigen (Tomie 

et al., 2004). Stress kann somit die NA-Konzentrationen im PFC erhöhen (Adell et al., 1988a, b; 

Nisenbaum et al., 1991, Hayley et al., 2001). Unsere Tiere (AL, ZL) könnten folglich den Luftstoß 

als aversiven Reiz bewertet und somit als Stress empfunden haben. Es ist aber anzunehmen, 

dass der Luftstoß zum Ende des Versuchs in seiner aversiven Wirkung geschwächt war. Diese 

Annahme ist begründet durch die fehlende Erhöhung der DA-Konzentration im PFC, die bereits 

durch milde Stressoren induziert wird (Deutch und Roth, 1990). Zudem ist die NA-

Konzentration nur moderat erhöht gewesen. Dies ist typisch für stressfreie, aber erregende 

Bedingungen, die den PFC stärken und die Amygdala hemmen (Arnsten, 2000). Gegen die 

Bewertung als aversiv wirkenden Stimulus sprechen zusätzlich die nicht erhöhten Cortisol- und 

5-HT-Konzentrationen (im PFC), die Tomie et al. (2004) zur Folge, mit einer aversiven Reizung 
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verbunden sind. Die Verhaltensbeobachtungen und Analysen der Herzfrequenzdaten von 

Mahnhardt (2015) unterstützen diese Einordnung, da die Tiere der Gruppe AL eine 

Verschiebung des Verhaltens von aktiv zum Beginn des Versuchs zu passivem Coping zum Ende 

des Versuchs zeigten und somit an den aversiven Stimulus habituierten. Zudem sanken die 

Basalherzfrequenzen der Gruppe AL dem Alter der Tiere entsprechend zum Ende des Versuchs, 

während die positiv stimulierten Tiere einen Anstieg zeigten. Auch die Verschiebung der 

autonomen Balance in Richtung sympathische Kontrolle fiel im Vergleich zu den anderen 

Behandlungsgruppen geringer aus. Folglich zeigten die Tiere der Gruppe AL, entgegen unseren 

Erwartungen, die geringste Belastung durch die experimentelle Prozedur. 

Der VTA ist mit den dort vorkommenden dopaminergen Neuronen entscheidend für die 

Funktionalität des „Belohnungssystems“. Sowohl corticale als auch subcorticale Teile des 

Gehirns beim Menschen und bei Tieren werden von serotonergen Neuronen innerviert, die 

dem Raphekern im Mittelhirn entspringen und 5-HT mit Belohnung und Bestrafung in 

Verbindung bringen (Hornung, 2003). Die serotonerge Modellierung des Belohnungssystems 

erfolgt vermutlich über mehrere Subtypen von 5-HT-Rezeptoren (Kranz et al., 2010). Studien 

konnten zeigen, das 5-HT vor allem eine Rolle bei verzögerten zukünftig erwarteten 

Belohnungen spielt. Miyazaki et al. (2012) behaupten beispielsweise, dass über das 

serotonerge System bei Ratten die Abnahme von aktivem Verhalten vermittelt wird, um so 

einerseits zukünftige Belohnungen abzuwarten oder auch anderseits angekündigte 

Bestrafungen zu vermeiden. Sie fanden heraus, dass die Aktivität der serotonergen Neuronen 

bei Ratten, die Futter und Wasser als Belohnung erwarteten, steigt. Diese verstärkte 

serotonerge Aktivität ermöglicht es den Ratten geduldig auf ihre Belohnung zu warten. 

Letztendlich ist es aber die Interaktion von dopaminergem und serotonergem System, die die 

Kontrolle der ethologischen Antwort auf Strafe oder Belohnung ermöglicht (Cools et al., 2011). 

Entgegen unseren Erwartungen war das Verhältnis von 5-HIAA zu 5-HT im VTA bei der 

Behandlungsgruppe AF im Vergleich zur Gruppe AK signifikant erhöht. Steigt die Aktivität der 

serotonergen Neuronen durch Stress, wird der Umsatz von 5-HT erhöht. Daher steigen die 

Konzentration des Metaboliten 5-HIAA und somit auch das Verhältnis 5-HIAA/5-HT (Blanchard 

et al., 1993; Shannon et al., 1986). Demzufolge haben die Tiere der Behandlungsgruppe AF den 

angekündigten positiven Stimulus Futter als aufregend empfunden und die verstärkte 

serotonerge Aktivität führte nicht, wie bei Miyazaki et al. (2012) beschrieben, zu einem 

geduldigen Warteverhalten. Die verstärkte serotonerge Aktivität des Gehirns wird in 

verschiedenen Studien als eine Möglichkeit der Stressbewäting (Coping-Strategie) beschrieben 

(Koolhaas et al., 2007; Puglisi-Allegra, Andolina, 2015;). Anhand der Verhaltensbeobachtungen 

und der Herzfrequenzmessungen von Mahnhardt (2015) konnte bestätigt werden, dass die 
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Tiere der Gruppe AF dauerhaft erregt waren. Die Basalherzfrequenzen waren erhöht, das 

Verhalten der Tiere war aktiver im Vergleich zur Kontrollgruppe (FF) und es zeigte sich eine 

verstärkte sympathische Aktivierung. Im Gegensatz dazu verhielten sich die Tiere der Gruppe 

AK passiver. Folglich habituierten diese Tiere (AK) an den aversiven Stimulus oder ihr Verhalten 

wurde über Neurotransmitter gehemmt, um den aversiven Stimulus abzuwarten. Da jedoch 

keine Aktivierung des dopaminergen Systems für die Behandlungsgruppe AK gezeigt werden 

konnte, erfolgte vermutlich die Habituation der Tiere an den Aversivreiz. Die Daten der 

Herzfrequenzanalysen zeigten für die Tiere der Gruppe AK, dass auch sie in einem dauerhaften 

Erregungszustand waren, da sie Futter (Belohnung) erwarteten. Da diese Tiere neben der 

Belohnung aber auch den aversiven Reiz erwarteten, waren sie weniger aktiv im Vergleich zu 

den Tieren der Gruppe AF (Mahnhardt, 2015). 

Auffällig ist, dass die Behandlungsgruppe ZL die niedrigsten DA-, DOPAC- (Vorstufe von DA)- 

und HVA-Konzentrationen (Metabolit von DA) im VTA aufwiesen. Individuelle Variationen der 

dopaminergen Stressantwort im VTA werden mit individuellen Coping-Strategien assoziiert 

(Russo und Nestler, 2013). Demnach kann die gehemmte DA-Antwort als eine passive 

Bewältigungsstrategie gewertet werden, vor allem dann, wenn die Situation als 

unkontrollierbar bewertet wird (Cabib und Puglisi-Allegra, 2012). Es ist anzunehmen, dass die 

Tiere der Gruppe ZL die Situation als unkontrollierbar und ausweglos bewerteten und somit 

die Hemmung der dopaminergen Stressantwort einhergeht.  

Im Gegensatz dazu zeigte die Behandlungsgruppe ZF erhöhte Konzentrationen (DOPAC, DA, 

HVA) im NAc. Der erhöhte Umsatz sowie die verstärkte Freisetzung von DA im NAc werden 

durch wiederholte Stresssituationen induziert (Russo und Nestler, 2013). Demnach bewirkte 

die zufällige Fütterung der Tiere (ZF) die Aktivierung der dopaminergen Neuronen und erhöhte 

somit die Freisetzung und den Umsatz von DA im NAc. Erhöhte DA-Konzentrationen im NAc 

werden durch schmackhaftes Futter induziert (zusammengefasst in Baldo und Kelley, 2007) 

und stehen offenbar in Verbindung mit Belohnungen. Die Aktivität der dopaminergen 

Neuronen steigt infolge unerwarteter Belohnungen an und verstärkt sich über die Zeit, sodass 

bereits Hinweise auf eine Belohnung ausreichen, um die DA-Antwort auszulösen (Schultz, 

1997). Zudem hat die Freisetzung von DA im NAc eine verstärkende Wirkung auf jenes 

Verhalten, das förderlich ist, eine Belohnung zu erreichen oder auch um einem aversiven 

Stimulus zu entkommen (Berridge, 2007; Salamone et al., 2007; Imperato et al., 1992). Die 

Verhaltensbeobachtungen und die kardiologischen Untersuchungen konnten dies bestätigen. 

Die Gruppe ZF zeigte eine erhöhte Aktivität sowie eine verstärkte sympathische Aktivierung, 

die mit einer Dauererregung der Tiere einherging (Mahnhardt et al., 2014). 
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In den von uns untersuchten Hirnregionen wurden die Neurotransmitter von 

Durchgangseffekten beeinflusst (s. Kap. 3.4). Neurotransmitterstudien werden meist an 

männlichen Ratten und Mäusen durchgeführt und die Ergebnisse als allgemeingültig postuliert. 

Mittlerweile weiß man jedoch, dass das Geschlecht einen Einfluss auf das mesolimbische DA-

System hat und die Neuronenantwort im VTA bei weiblichen Tieren durchaus anders ausfällt. 

Zudem ist der soziale Kontext (z.B. soziale Niederlagen) ein entscheidender Faktor für den 

Ablauf der Signalwege im mesolimbischen System (Trainor, 2011). Da für unsere Studie, bis auf 

fünf Kastraten, nur weibliche Tiere zum Einsatz kamen, ist der Einfluss des Geschlechts 

vermutlich eher gering. Es ist jedoch möglich, dass sich die einzelnen Durchgänge und somit 

die einzelnen Würfe aufgrund genetischer Effekte unterschieden. Durch Polymorphismen 

innerhalb der Gene MAOA, COMT und 5HTTLPR, welche vorhersehbare Effekte auf die 

Verfügbarkeit der Neurotransmitter DA, NA und 5-HT haben, kann die kognitive Leistung 

zwischen Individuen variieren (Barnett et al., 2011). Pränataler Stress hat ebenfalls einen 

Einfluss auf das spätere Neurotransmitterprofil (Bowman et al., 2004, Kanitz et al., 2006) und 

kann von uns als mögliche Einflussgröße nicht vollkommen ausgeschlossen werden. 

 

 

4.5 Effekte auf die Parameter des Immunsystems 

 

Die in vitro Stimulation der Lymphozyten mit Mitogenen, wie ConA und PHA, sowie dem 

Superantigen SEB ist ein indirektes Maß für die Zellproliferation und somit ein Nachweis für 

die immunsuppressive oder -fördernde Wirkung der untersuchten Behandlungen. Die 

Mitogene ConA und PHA aktivieren T-Zellen. Das Superantigen SEB stimuliert neben T-Zellen 

auch einen kleinen Anteil an B-Zellen (Salvadori und Tournefier, 1996). Die Erzeugung positiver 

Stimmungen durch die Anreicherung der Haltungsumwelt, beispielsweise mittels eines Ton-

Schalter-Futterautomaten, wirkte sich nachweislich verstärkend auf die Mitogen-induzierte T-

Zellproliferation in vitro aus (Ernst et al., 2006). Innerhalb unserer Studie wurde die 

Proliferation der Lymphozyten nicht wie erwartet durch die positive Antizipation von Futter 

(AF) verstärkt und durch die aversive und die ambivalente Antizipation gesenkt. Für die mit 

ConA und PHA induzierte T-Lymphozytenproliferation zeigte sich als Haupteffekt der Einfluss 

des Zeitpunktes. So sank, entgegen unseren Erwartungen, der PI zum Ende des Versuches 

durch die Stimulation mit ConA oder PHA. Die SEB-induzierte Lymphozytenproliferation blieb 

hingegen unverändert. Vermutlich wurde die experimentelle Prozedur durch die Tiere aller 
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Behandlungsgruppen als „belastend“ bewertet, worauf die Verschiebung der autonomen 

Balance in Richtung sympathische Kontrolle bei allen Behandlungsgruppen hinweist 

(Mahnhardt, 2015). Die Tiere waren demnach in einer erregten Stimmung, die verantwortlich 

für die abnehmende T-Zellproliferation bei Stimulation mit den Mitogenen ConA und PHA sein 

könnte. Die Proliferation von T-Zellen wird Studien von Tuchscherer et al. (1998) und Kanitz et 

al. (2004) zufolge durch psychosozialen Stress gehemmt, die von B-Zellen dagegen nicht. Da 

SEB sowohl T- als auch B-Zellen stimuliert, blieb die Lymphozytenproliferation unverändert. 

Sutherland et al. (2006) konnten bei chronisch gestressten Schweinen (Hitzestress) eine 

erhöhte B-Lymphozytenproliferation nach LPS Stimulation nachweisen, während die T-

Zellproliferation nach ConA-Stimulation unverändert blieb. Im Gegensatz dazu fanden Hicks et 

al. (1998), ebenfalls bei Schweinen, für die PHA-stimulierte T-Zellproliferation keine 

Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und der Gruppe, die Kälte-, Hitze- oder 

Transportstress für jeweils 4 h ausgesetzt waren. Die Art und Dauer des Stressors ist demnach 

entscheidend, ob die Lymphozytenproliferation beeinflusst wird.  

Für die ermittelten PIs nach der Stimulation mit PHA und ConA konnten höhere Werte im 

Vergleich zur Stimulation mit SEB gezeigt werden. Diese Unterschiede sind auf den durch 

Mitogene oder Superantigene erreichten prozentualen Anteil an Zellen zurückzuführen. So 

können Mitogene zwischen 80 und 90 % der Zellen stimulieren, während Superantigene nur 

20-30 % der Zellen erreichen (Kotb, 1995). Es lässt sich allgemein sagen, dass der LTT eine 

Methode ist, deren Ergebnisse stark durch individuelle Variationen innerhalb eines Wurfes 

sowie zwischen verschiedenen Rassen geprägt ist (Joling et al., 1993) und zudem von Faktoren, 

wie beispielsweise der Ernährung und dem Alter, abhängen (Kristensen et al., 1982). 

Durch akuten Stress wird die IgG-, aber auch die IgA-Produktion erhöht, während chronischer 

Stress die Immunglobulinproduktion hemmt (Silbermann et al., 2003; Jemmott et al., 1983). 

Für das sekretorische IgA (sIgA) konnte durch Studien am Menschen ein Zusammenhang 

zwischen der Sekretionsrate (v.a. Speichel) und der vorherrschenden Stimmung nachgewiesen 

werden. Stone et al. (1987, 1994) untersuchten den Einfluss von täglichen Ereignissen und 

Stimmungen auf die Antigen-spezifische sIgA-Antwort durch die orale Gabe eines fremden 

Proteins (z. B. Albumin vom Kaninchen). Sie konnten zeigen, dass die Konzentration des sIgAs 

an Tagen mit negativer Stimmung verringert und an Tagen mit positiver Stimmung erhöht war. 

Hucklebridge et al. (2000) hingegen fanden sowohl für positive als auch für negative 

Stimmungen eine erhöhte Sekretionsrate sowie eine erhöhte Konzentration des IgAs. Gourkow 

und Phillips (2015) wiederum konnten bei Katzen in Tierheimen eine verstärkte sIgA-Sekretion 

sowie eine reduzierte Anfälligkeit für Atemwegserkrankungen durch menschliche Fürsorge 
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(streicheln, Fellpflege, spielen) nachweisen. Innerhalb unserer Studie sollten durch die 

langfristige Auswirkung der verwendeten Behandlungen die Immunglobulinkonzentrationen je 

nach Intention der Behandlung (positiv, negativ, ambivalent) entweder gesteigert oder gesenkt 

werden. Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigen, dass alle untersuchten 

Immunglobulinkonzentrationen im Mittel zum Ende des Experiments anstiegen. Die IgA-

Konzentrationen stiegen von 0,27 mg/ml auf 0,81 mg/ml, die IgG-Konzentrationen von 

6,88 mg/ml auf 8,80 mg/ml und die IgM-Konzentrationen von 2,25 mg/ml auf 3,05 mg/ml an. 

Ähnliche Konzentrationsanstiege von IgA, IgG und IgM im Serum wurden bereits von Curtis 

und Bourne (1971) und von Bourne nochmals 1973 für Ferkel in der 5. und der 10. LW 

beschrieben. IgA stieg bei deren Untersuchungen von 0,2 mg/ml auf 0,9 mg/ml, IgG von 

7,5 mg/ml auf 8,5 mg/ml und IgM von 1,1 mg/ml auf 1,9 mg/ml an. Da die in unserer Studie 

bestimmte IgM-Konzentration bereits zu Beginn des Versuchs sehr hoch war, ist anzunehmen, 

dass die Tiere schon vor Versuchsbeginn Pathogene, wie beispielsweise E. coli, abwehren 

mussten (Porter und Hill, 1970). 

Die IgA-Konzentrationen der verschiedenen Behandlungsgruppen unterschieden sich nicht 

signifikant voneinander, zeigten jedoch alle den gleichen signifikanten Anstieg über die Zeit. 

Der Anstieg der IgG-Konzentrationen ist nur bei der Behandlungsgruppe ZL signifikant 

gewesen. Die IgM-Konzentrationen stiegen bei allen Behandlungsgruppen, ausgenommen bei 

den Gruppen AF und FF, signifikant an. Da jedoch die Differenzen der Start- und Endwerte für 

keine der Immunglobulin- und Behandlungsgruppen signifikant unterschiedlich zueinander 

waren, ist anzunehmen, dass die Behandlungen keinen starken suppressiven oder fördernden 

Effekt auf die Ig-Konzentration im Serum haben. Der für alle Immunglobulinklassen 

beobachtete Anstieg, wie bereits bei Curtis und Bourne (1971) beschrieben, ist lediglich ein 

Alterseffekt. Der Beginn der Eigensynthese der einzelnen Immunglobuline erfolgt dabei nach 

der Geburt zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Zuerst startet die IgM-Produktion in der 2. LW, 

gefolgt von IgA in der 4. LW und letztlich IgG in der 6. bis 7. LW (Habe, 1974, Bourne, 1973). 

Der Anstieg von IgG und IgM verläuft wie in der Literatur beschrieben, daher erscheint eine 

verstärkte IgG-Synthese durch die Behandlung ZL und eine Hemmung des Anstiegs von IgM 

durch die Behandlungen AF und FF abwegig. Bereits zu Beginn des Versuches waren die 

ermittelten Plasmakonzentrationen von IgG und IgM in den verschiedenen 

Behandlungsgruppen numerisch stark zueinander verschieden, aber trotz allem nicht 

signifikant unterschiedlich. Im Gegensatz dazu waren die IgA-Konzentrationen zum Beginn für 

alle Behandlungsgruppen ähnlich. Der signifikante Anstieg der IgA-Konzentrationen verlief aus 

diesem Grund für alle Gruppen homogen. Der vermeintliche Unterschied zwischen den 
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Behandlungsgruppen bei IgG und IgM ist vermutlich auf die tierindividuellen Unterschiede 

zurückzuführen, die auch bereits von Bourne (1973) beschrieben wurden.  

Sowohl chronischer als auch akuter Stress haben einen Einfluss auf die Produktion von 

Zytokinen und können je nach Ausrichtung eine Beeinträchtigung oder Steigerung der 

Immunkompetenz bewirken (Glaser und Kiecolt-Glaser, 2005; Dhabhar, 2009). Die 

Immunmodulation erfolgt hauptsächlich über GCs, die über pharmakologische 

Konzentrationen immunsuppressiv und über physiologische Konzentrationen immunfördernd 

wirken können. Mit der Zugabe von LPS aus E. coli beim Vollbluttest wurden 

behandlungsbedingte Veränderungen des angeborenen Immunsystems untersucht. LPS ist ein 

starker Aktivator von Monozyten und Makrophagen (Randolph et al., 2008) sowie ein B-Zell-

Mitogen (Skidmore et al., 1975). Im Zellkulturüberstandstest wurde über die Stimulation mit 

den Mitogenen ConA, PHA oder SEB das erworbene Immunsystem untersucht.  

Entgegen unseren Erwartungen wurde die Mitogen-stimulierte Lymphozytenproliferation 

durch die verschiedenen Behandlungen nicht beeinflusst. Lediglich die TNF-a und die IL-10-

Konzentrationen waren zu Beginn des Versuchs bei den Tieren aller Behandlungsgruppen 

erhöht. Dies ist ein Hinweis für eine Infektion mit E. coli. Absatzferkel zeigen häufig während 

der Umstellung auf feste Nahrung Durchfallerkrankungen, die auf eine Infektion mit E. coli 

zurückzuführen sind. Die Ansteckung der Ferkel erfolgt über den eigenen Dickdarm, in dem 

sich nach dem Absetzen verstärkt E. coli vermehren. Die freigesetzten Endotoxine (z.B. LPS) 

stören die Motilität des Darms und begünstigen so das Aufwandern der Keime in den 

Dünndarm. Im Dünndarm erfolgen die Festsetzung der Keime und eine erneute Freisetzung 

der Toxine (Eich und Schmidt, 1998). Diese bakteriellen Produkte (Endotoxine) bewirken vor 

allem einen Anstieg der Expression des proinflammatorischen Zytokins TNF-α im Ileum, einem 

Teil des Dünndarms (Pie et al., 2004). E. coli stimuliert zusätzlich die Produktion von IL-10 

(Hessle et al., 2000), einem antiinflammatorischen Zytokin, das die T-Zellzytotoxizität und IFN-

γ-Produktion herunterreguliert (D'Andrea et al., 1993) und die B-Zellreifung stimuliert (Rousset 

et al., 1992). Die Produktion des antiinflammatorischen IL-4 wird hingegen durch E. coli nicht 

beeinflusst (Hessle et al., 2000). Unsere Untersuchungen konnten diese Effekte zum Teil 

bestätigen. So blieben bei den Tieren aller Behandlungsgruppen die Mitogen-induzierten IL-4- 

und IFN-γ-Produktionen im Zellkulturüberstand unverändert, während die IL-10- und die 

TNF-α-Konzentrationen im Vollblut zum Ende des Versuches signifikant abnahm. Die 

Ergebnisse des Vollbluttests widersprechen dem zu erwartenden altersbedingten Anstieg, der 

von Moya et al. (2007) und Matteri et al. (1998) für Plasmauntersuchungen beschrieben 

wurde, und lassen zusätzlich keine Behandlungseffekte erkennen. Die zu Beginn des Versuchs 
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stark erhöhten TNF-α-Konzentrationen im Vollblut nach LPS-Stimulation gehen einher mit den 

auftretenden Durchfallerkrankungen der Ferkel im Zuge einer E. coli-Infektion und der 

Umstellung auf feste Nahrung nach dem Absetzen. Unsere Beobachtungen (s. Tab. 3.2) sowie 

der ermittelte Durchgangseffekt machen deutlich, dass einige Durchgänge stärker von 

Infektionen betroffen waren als andere. Die Durchfallerkrankungen traten vor allem innerhalb 

der ersten Versuchswoche auf, wodurch die TNF-α-Konzentrationen zu Beginn des Versuchs 

erhöht waren. Der altersbedingte Anstieg von TNF-α nach LPS-Stimulation wird vermutlich 

durch die erwähnte E. coli-Infektion und die dadurch bedingten erhöhten Anfangswerte 

überlagert. Die Behandlungsgruppen ZL und ZF für TNF-α und AL für IL-10 zeigten zwischen 

den Anfangs- und Endwerten bei den LPS-stimulierten Vollblutproben signifikante 

Unterschiede. Diese sind vermutlich auf den bereits erwähnten Durchgangseffekt 

zurückzuführen und sprechen somit gegen einen Behandlungseffekt.  

Die IL-10-Konzentration nach LPS-Stimulation im Vollblut sowohl nach Stimulation mit ConA 

und SEB im Zellkulturüberstand war zum Versuchsbeginn (IL-10 [pg/ml] LPS: 44,3; ConA: 60,8; 

SEB: 37,7) höher als am Versuchsende (IL-10 [pg/ml] LPS: 31,3; ConA: 55,5; SEB: 34,5). Da aber 

die Konzentrationsunterschiede zwar statistisch signifikant, aber sehr gering waren, ist davon 

auszugehen, dass diese biologisch nicht relevant sind. Zum Vergleich, Hessle et al. (2000) 

konnten durch die Zugabe von 10 µg/ml LPS die IL-10-Synthese induzieren und 

Konzentrationen über 600 pg/ml nachweisen.  

Die persönliche Coping-Fähigkeit eines Individuums während einer belastenden Situation 

beeinflusst die NK-Zell-Aktivität (Schlesinger und Yodfat, 1991). So zeigten Kibbutz-Mitglieder 

mit einer diagnostizierten Angststörung deutlich geringere NK-Aktivitäten im Vergleich zu 

gesunden Mitgliedern. Bei Ratten kann durch sozialen Stress (z.B. Konfrontation) ebenfalls die 

NK-Aktivität bei den subdominanten Tieren verringert sein (Stefanski, 2001). Studien mit 

Schweinen zeigten wiederum, dass die Injektion von ACTH die Aktivität der NK-Zellen vor allem 

dann steigert, wenn diese aufgrund des circadianen Rhythmus in ihrer Konzentration 

verringert sind (McGlone et al., 1991). Die Hemmung der NK-Aktivität erfolgt vermutlich über 

die Freisetzung des CRH (Irwin et al., 1988).  

Innerhalb unserer Studie sollten die Tiere der Behandlungsgruppe AL im Falle einer erfolgreich 

induzierten negativen Stimmung geringere NK-Zell-Aktivitäten aufweisen, während bei den 

Tieren in der Behandlungsgruppe AF eine gesteigerte zytotoxische Aktivität der NK-Zellen 

aufgrund der induzierten positiven Stimmung erwartet wurde. Die Aktivität der NK-Zellen 

wurde jedoch durch keine der Behandlungen beeinflusst.  
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Die NK-Zell-Aktivität kann neben Modulation durch emotionale Stimuli auch durch die 

Freisetzung von IL-10 durch Makrophagen nach Kontakt mit bakteriellen Produkten gehemmt 

werden (Hessle et al., 2000). Da die IL-10-Konzentrationen zu Beginn des Versuchs nur 

moderat erhöht waren, ist anzunehmen, dass diese die NK-Zell-Aktivität nicht beeinflusst 

haben. Dies weist darauf hin, dass die verwendeten Behandlungen nicht geeignet sind, um 

Stimmungen zu induzieren, die die NK-Zell-Aktivität beeinflussen können.  

Es ist allgemein anerkannt, dass bei gesunden Tieren hämatologische Parameter einer 

gewissen Verteilung folgen, bei erkrankten Tieren hingegen ist diese Verteilung verändert 

(Lumsden und Mullen, 1978). Beim Schwein werden die hämatologischen Parameter unter 

anderem durch die Faktoren Genetik (Rasse), Geschlecht, Fütterung, Trächtigkeit und 

Laktation sowie Alter und Gewicht beeinflusst (Heinritzi und Plonait, 2001). Stress ist der 

bedeutendste Faktor, der haltungsbedingt auftreten kann (Heinritzi und Plonait, 2001; Grün et 

al., 2013). Das weiße Blutbild ist ein Anhaltspunkt, um den erfahrenen Stress der Tiere zu 

erfassen (Davis et al., 2008). Zum weißen Blutbild gehören die Bestimmung von 

Leukozytenzahlen und -profil, das sogenannte Differentialblutbild. Innerhalb unserer Studie 

zeigten die Tiere aller Behandlungsgruppen keine signifikant veränderte 

Gesamtleukozytenzahl. Mit einem mittleren Wert von 14,9 x 109 Zellen /l lag die 

Leukozytenzahl im für Schweine gültigen Referenzbereich von 10 – 22 x 109 Zellen /l (Kraft und 

Dürr, 2005). Die Tiere mussten offenbar keine schweren Infektionen überstehen.  

Die stressbedingte auftretende Neutrophilie (Zunahme der Neutrophilenzahl) und 

Lymphopenie (Abnahme der Lymphozytenzahl) ist eine Folge der vermehrten 

Cortisolausschüttung (Stull et al., 1999). Der daraus resultierende Anstieg des N/L-

Verhältnisses wurde bereits mehrfach in Studien bei gestressten Tieren dokumentiert. So 

zeigten Schweine nach dem Transport per Schiff (McGlone et al., 1993), sowie sozialem Stress 

ausgesetzte Hühner (Gross und Siegel, 1983) erhöhte N/L-Verhältnisse. Die in unseren 

Versuchen zu Beginn in allen Behandlungsgruppen auftretenden erhöhten N/L-Verhältnisse 

können, Stull et al. (1999) zufolge, mit dem Absetzstress, der Umstellung auf feste Nahrung 

sowie mit der ersten Abwehr von Pathogen, beispielsweise E. coli-Infektion, verbunden sein. 

Dass die Tiere mit großer Wahrscheinlichkeit E. coli-Infektionen aufwiesen, kann durch die 

beobachteten Durchfallerkrankungen, insbesondere innerhalb der ersten Versuchswochen, 

bestätigt werden (s. Tab. 3.2). Da es sich meist um leichte Infektionen handelte, die schnell 

überstanden waren, zeigten die Tiere im Verlauf des Versuchs eine altersgerechte 

Gewichtszunahme. 
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Friendship et al. (1984) und Kraft et al. (1999) sind im Gegensatz zu Stull et al. (1999) der 

Ansicht, dass das Verhältnis von Lymphozyten zu Neutrophilen generell bei jungen Schweinen 

(Absatzferkel) zugunsten der Neutrophilen verschoben ist. Das lymphozytäre Blutbild ist dann 

erst beim Läuferschwein nachweisbar (Chmielowiec-Korzeniowska et al., 2013) und konnte so 

auch von uns bestätigt werden.  

Dass die Behandlungsgruppen AK und ZL einen signifikanten Anstieg der Lymphozytenzahlen 

sowie einen signifikanten Abfall der Neutrophilenzahlen zum Ende des Versuchs aufweisen, 

entspricht nicht den Erwartungen eines negativen Effekts einer induzierten ambivalenten 

Stimmung bei der Gruppe AK. Die aufgetretenen signifikanten Änderungen im 

Differentialblutbild sind, wie bereits erläutert, altersbedingte Änderungen, die zusätzlich durch 

Faktoren wie Nahrungsumstellung und Infektionen beeinflusst werden. Der signifikante 

Unterschied der Lymphozytenzahlen zwischen den Gruppen AK und FF zum Ende des Versuchs 

steht womöglich mit dem geringen Anstieg der Lymphozytenzahlen in der Behandlungsgruppe 

FF im Zusammenhang, der vermutlich nicht behandlungsbedingt, sondern durch 

tierindividuelle Unterschiede innerhalb der Gruppe FF begründet ist. Auch wenn die Abnahme 

des N/L-Verhältnisses in der Behandlungsgruppe ZL signifikant war, ist davon auszugehen, dass 

die Verminderung nur auf tierindividuelle Unterschiede begrenzt auf die Gruppe ZL 

zurückzuführen ist.  

Die Anzahl der Monozyten sowie der basophilen und eosinophilen Granulozyten lag im 

jeweiligen Referenzbereich (Kraft und Dürr, 2005). Bei mentalem und psychischem Stress 

wären sowohl die Eosinophilen als auch die Basophilen in ihrer Anzahl dezimiert (Zheng et al., 

2009; Mathur und Sachdev, 1958; Kerr, 1956; Dyke et al., 2008). 

Um den gesundheitlichen Allgemeinzustand zu überprüfen, wurde das Gesamteiweiß im 

Plasma bestimmt. Besonders wichtig sind die Akute-Phase-Proteine (APP), die in der Leber 

synthetisiert werden und deren Anteil sich sehr schnell als Reaktion auf Infekte, Stress und 

Verletzungen ändern kann. Innerhalb der Akuten-Phase-Reaktion des angeborenen 

Immunsystems wird über die Zytokine IL-1, IL-6 und TNF-α die Synthese der positiv regulierten 

APP angeregt und die der negativ regulierten gesenkt. Die Konzentrationen von Haptoglobin 

(Hp), C-reaktivem Protein (CRP), Serum-Amyloid A und Schwein-Haupt-Akute-Phase-Protein 

(Pig-Major Acute Phase Protein, Pig-MAP) steigen nach überstandener Infektabwehr an. 

Albumin, ein Hauptbestandteil des Plasmas, zählt zu den negativ regulierten Akute-Phase-

Proteinen. Neugeborene Ferkel weisen sehr geringe Gesamteiweißkonzentrationen auf, die 

direkt nach der Kolostrumaufnahme (1. bis 3. Lebenstag) ansteigen. Da die Ferkel in den ersten 

Tagen sehr schnell wachsen und somit das Blutvolumen schneller zunimmt als die eigene 
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Globulinsynthese, sinkt die Proteinkonzentration wieder, um dann auf einem konstanten 

Niveau zwischen dem 4. und 50. Lebenstag zu bleiben. Erst ab dem 51. Lebenstag übersteigen 

die Konzentrationen des Gesamteiweißes die Ausgangswerte nach Kolostrumaufnahme 

(Nerbas, 2008; Wehrend et al., 2000). Unsere Untersuchungen des Plasmas zeigten einen 

signifikanten Anstieg des Gesamteiweißgehaltes vom Beginn bis zum Ende des Versuchs, der 

bei allen Behandlungsgruppen im altersbedingten Referenzbereich von 50 bis 80 g/l lag 

(Faustini et al., 2000; Nerbas, 2008). Daher können schwere Infektionen bei den Tieren sowie 

Kontaminationen der Proben ausgeschlossen werden. 

Innerhalb unserer Studie konnte ein signifikanter Einfluss des Faktors Durchgang ermittelt 

werden. Die Variationen zwischen den einzelnen Durchgängen sind genetisch bedingt oder 

durch Wurfeffekte aufgetreten. Die verschiedenen Immunparameter unterliegen bei 

Schweinen starken individuellen Variationen (Edfors-Lilja et al., 1991; Joling et al., 1993). Dies 

wurde bereits auch durch mehrere Studien an Nagern und Menschen, insbesondere für die 

Produktion von Zytokinen, belegt (Suarez et al., 2003; Bidwell et al., 1999; Coppin et al., 2003; 

Cui et al., 2003; Kelm et al., 2001; Nieters et al., 2004). De Groot et al. (2005) konnten einen 

Einfluss des Wurfs, des Alters und des Geschlechts auf die Zytokinproduktion auf 

Proteinebene, nicht aber auf Ebene der mRNA-Expression, bei Schweinen nachweisen. 

Weiterhin ist bekannt, dass sowohl die Mitogen-induzierte Lymphozytenproliferation als auch 

die Zytokinproduktion unter genetischer Kontrolle stehen(Edfors-Lilja et al., 1991; Jensen und 

Christensen, 1981). Die Expression von IL-4 differiert zudem zwischen den verschiedenen 

porcinen Zuchtlinien (Verfaillie et al., 2001; Raymond et al., 2004, Reddy et al., 2000). Neben 

genetischen Einflüssen auf die Immunkompetenz werden häufig externe Faktoren wie Stress, 

Ernährung oder Infektionen während der prä- und der postnatalen Entwicklung als 

Einflussgrößen beschrieben (Barker, 1992, 2004; Rhind et al., 2003; von Hertzen, 2002). 

Insbesondere bei Schweinen konnte durch pränatalen Stress und die vermehrte Ausschüttung 

von Cortisol ein Einfluss auf das Immunsystem des Nachwuchses nachgewiesen werden (Kanitz 

et al., 2003; Otten et al., 2000 und 2001; Tuchscherer et al., 2002). Levast et al. (2014) konnten 

einen Einfluss von extrinsischen Faktoren (z. B. Zusammensetzung des mütterlichen 

Kolostrums/ Milch) auf die prä- und postnatale Entwicklung des IgA nachweisen.  
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4.6 Fazit 

 

Innerhalb dieser Studie sollten durch die wiederholte Antizipation eines Stimulus mit jeweils 

unterschiedlicher Valenz (positiv, negativ, ambivalent) langfristige Stimmungsänderungen bei 

Ferkeln induziert werden. Diese sollten wiederum über die neuroendokrine Modulation die 

Immunkompetenz je nach Valenz verbessern oder verschlechtern.  

Unsere Studie zeigte jedoch, dass durch die wiederholte Antizipation eines positiven Reizes 

keine positive Stimmung bei Schweinen induziert werden konnte. Stattdessen zeigten die 

einen positiven Reiz antizipierenden Tiere eine Dauererregung, die langfristig eine eher 

negative Stimmung induzierte. Der ausgewählte Stimulus Futter konnte nachweislich nur 

kurzfristig eine positive Emotion induzieren, die durch ansteigende Herzfrequenz und das 

verstärkte aktive Verhalten sichtbar wurde. Diese affektive-emotionale Reaktion führte jedoch 

nicht zu einer langanhaltenden Änderung der Stimmung mit einer positiven Valenz 

(Mahnhardt, 2015). Die Immunkompetenz wurde bei den einen positiven Reiz antizipierenden 

Tieren nicht gesteigert. Die Tiere zeigten trotz der induzierten Dauererregung (Mahnhardt, 

2015) jedoch auch keine verminderte Immunkompetenz. Dies konnte auch für die einen 

negativen Reiz antizipierenden Tiere (AL) gezeigt werden. Sie zeigten entgegen unseren 

Erwartungen nach anfänglicher Aktivität ein passives Coping-Verhalten gegenüber dem 

aversiven Stimulus Luftstoß (Mahnhardt, 2015). Zusätzlich zeigten die Tiere der Gruppe AL 

keine erhöhte Aktivität der HPA-Achse und nur moderat erhöhte NA-Konzentrationen im 

Präfrontalen Cortex, was gegen eine aversive Wirkung des Luftstoßes sprechen könnte 

(Arnsten, 2000). Vermutlich war der aversive Stimulus in seiner Langzeitwirkung zu schwach, 

sodass die Tiere an seine Wirkung habituierten. Für alle Tiere konnte eine im Verlauf des 

Versuchs erfolgte Habituation an die experimentelle Prozedur anhand der sinkenden ACTH- 

und Cortisolkonzentrationen gezeigt werden. Die Tiere, die eine positive Reizung durch den 

Stimulus Futter (AF, AK, ZF) erhielten, zeigten zum Ende des Versuchs erhöhte 

Basalherzfrequenzen und eine verstärkte sympathische Aktivierung, die auf eine mögliche 

Dauererregung durch die Erwartung des Futters zurückzuführen sind (Mahnhardt, 2015). Die 

negativ stimulierten Tiere (AL, ZL) sowie die Kontrollgruppe (FF) zeigten hingegen geringere 

Basalherzfrequenzen zum Ende des Versuchs. Für alle Tiere konnte anhand der 

Herzaktivitätsmessungen eine negative Belastung durch die experimentelle Prozedur 

nachgewiesen werden, die bei den angekündigt negativ stimulierten Tieren am geringsten 

ausfiel.  
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Offenbar sind Schweine der Deutschen Landrasse sowie ihr Immunsystem robust gegenüber 

induzierten Stimmungen. Als robust werden Schweine definiert, die sowohl ein hohes 

Produktionspotential als auch eine große Widerstandskraft gegenüber externen Stressoren 

besitzen (Knap, 2005). Durch ein hohes Maß an Robustheit ist bei Schweinen ein hohes 

Produktionspotential bei gleichzeitig auftretender großer Varianz an Umweltbedingungen 

möglich. Daher bedarf es für die Verminderung der Immunkompetenz sehr starker Stressoren. 

Der von uns verwendete milde aversive Stimulus reichte nicht aus, um die Immunkompetenz 

negativ zu beeinflussen. 

Schlussfolgernd lässt sich für diese Studie sagen, dass die passive Antizipation eines positiven 

Stimulus nicht ausreicht, um eine positive Stimmung bei Schweinen zu induzieren und somit 

ihr Wohlbefinden zu verbessern. Entscheidend für die erfolgreiche Induktion einer positiven 

Stimmung ist folglich die Kombination einer emotionalen Komponente (positiver Stimulus, 

Belohnung) mit einer Handlungskomponente, wie es beispielsweise in Studien zur 

Aufruffütterung von Ernst et al. (2005) und Zebunke et al. (2011, 2013) gezeigt werden konnte. 

Für zukünftige Untersuchungen wären Ansätze denkbar, die das Spielverhalten der Schweine 

integrieren und in denen Tiere über operante Verhalten den Erhalt der Belohnung 

kontrollieren können. 
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5. Zusammenfassung 

 

Das Interesse an wohlbefindenssteigernden Maßnahmen im Rahmen der Nutztierhaltung ist 

innerhalb der letzten Jahre durch ein neues Bewusstsein der Verbraucher gestiegen. 

Emotionen stehen hierbei im Mittelpunkt zahlreicher Studien, die sich mit dem Wohlbefinden 

von Tieren beschäftigen. Wie aus Tiersicht auftretende Ereignisse bewertet werden und 

welche physiologischen Reaktionen diese Bewertung nach sich zieht, ist bisher kaum geklärt. 

Diese Arbeit soll daher den Einfluss der wiederholten Antizipation von positiven oder 

negativen Stimuli auf die Immunkompetenz beim Hausschwein (Sus scrofa domestica) klären. 

Durch die wiederholte positive, negative oder konflikthaltige Antizipation sollten Änderungen 

der Stimmung induziert werden. Im Vergleich zu früheren Studien (Ernst et al., 2005; Zebunke 

et al., 2011) wurde bewusst auf eine Handlungskomponente verzichtet, um so den Einfluss der 

passiven Antizipation eines positiven oder negativen Stimulus auf das Wohlbefinden der Tiere 

zu klären. Der Einfluss der induzierten Stimmungen auf das Immunsystem über das 

Neuroendokrinum sollte über die Erfassung von Stressmarkern, wie beispielsweise ACTH und 

Cortisol, von Neurotransmittern und deren Metaboliten sowie über ein breit gefächertes 

Spektrum an Immunparametern, wie dem Differentialblutbild, Immunglobulin- und 

Zytokinkonzentrationen, NK-Zellaktivität und Lymphozytenproliferation, untersucht werden.  

Als Versuchstiere dienten 96 Ferkel der Deutschen Landrasse in 16 Durchgängen à 30 Tagen 

und mit je sechs Tieren. Die Schweine wurden restriktiv in sechs Einzelbuchten gehalten. Alle 

Tiere hörten je Versuchstag sechsmal zu randomisierten Zeitpunkten ein 1-minütiges 

Tonsignal. Drei der Tiere waren auf diesen Ton konditioniert und erhielten unterschiedliche 

Behandlungen. Ein Tier erhielt nach dem Ton Futter (Angekündigte Fütterung, AF), eines einen 

Luftstoß (Angekündigter Luftstoß, AL) und ein weiteres erhielt zufällig Futter oder einen 

Luftstoß (je dreimal pro Tag; Angekündigter Konflikt, AK). Die anderen beiden Versuchstiere 

erhielten tonunabhängige Reize. Das eine Tier bekam pro Tag sechsmal unangekündigt Futter 

(Zufällige Fütterung, ZF) und das andere Tier sechsmal unangekündigt einen Luftstoß 

(Zufälliger Luftstoß, ZL). Zusätzlich wurde als Kontrolle ein Tier zweimal täglich zu festen Zeiten 

gefüttert (Feste Fütterung, FF). 

Zum Beginn des Versuchs zeigten die Tiere aller Behandlungsgruppen Anzeichen von Stress. Sie 

wiesen aufgrund des kürzlich erfolgten Absetzens und der experimentellen Prozedur erhöhte 

ACTH- und Cortisolkonzentrationen sowie ein erhöhtes Verhältnis von Neutrophilen zu 

Lymphozyten (N/L) auf.  
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Da am Ende des Versuchs sowohl die ACTH- und Cortisolkonzentrationen als auch das 

Verhältnis N/L nicht mehr erhöht waren und zudem weder die Genexpression von CRH und GR 

noch die Morphologie der Nebennieren signifikant verändert waren, ist davon auszugehen, 

dass die Tiere an die experimentelle Prozedur habituierten und folglich nicht chronisch 

gestresst waren. Möglicherweise wurde die experimentelle Prozedur von den Tieren jedoch als 

„belastend“ bewertet, worauf die Verschiebung der autonomen Balance in Richtung 

sympathische Kontrolle bei allen Behandlungsgruppen hinweist (Mahnhardt, 2015). Zudem 

konnte für die einen positiven Reiz antizipierenden Tiere (AF) eine verstärkte Erregung durch 

die Antizipation des Futters anhand des erhöhten Verhältnisses von 5-HIAA zu 5-HT im VTA 

ermittelt werden. Dies spiegelte sich auch in der zum Ende des Versuchs auftretenden 

Erhöhung der Basalherzfrequenzen bei den positiv gereizten Tieren wider (Mahnhardt et al., 

2014). Die aversiv gereizten Tiere (AL) waren vermutlich auch in einer erregten Stimmung, da 

sie leicht erhöhte NA-Konzentration im PFC aufwiesen. Die erhöhte NA-Konzentration im PFC 

ist ein Hinweis auf die Erfahrung eines aversiven Stimulus. Die Konzentrationen von Cortisol, 

DA sowie von 5-HT blieben unverändert und stützen daher die Annahme einer Dauererregung 

und der Abwesenheit von chronischem Stress. Die Gruppe AL zeigte, entgegen unseren 

Erwartungen, im Vergleich zu den anderen Behandlungsgruppen die geringste Belastung durch 

die experimentelle Prozedur, da einerseits die Verschiebung der autonomen Balance in 

Richtung sympathische Kontrolle deutlich geringer ausfiel und andererseits die 

Basalherzfrequenz dem Alter der Tiere entsprechend sank (Mahnhardt, 2015).  

Die Dauerregung der Tiere durch die experimentelle Prozedur könnte dafür verantwortlich 

gewesen sein, dass die Lymphozytenproliferation nach Stimulation mit ConA und PHA bei den 

Tieren aller Behandlungsgruppen am Ende des Versuchs reduziert war. Die 

Lymphozytenproliferation nach SEB-Stimulation blieb hingegen unverändert.  

Entgegen unseren Erwartungen konnte keine Beeinflussung der Immunkompetenz durch die 

wiederholte Antizipation eines positiven oder negativen Stimulus nachgewiesen werden. 

Lediglich zu Beginn des Versuchs wurden erhöhte TNF- α und IL-10-Konzentrationen 

nachgewiesen, die für eine E. coli-Infektion bei den Tieren sprechen. Die NK-Zell-Aktivität blieb 

unverändert, während die Immunglobulinkonzentrationen entwicklungsbedingt zum Ende des 

Versuchs anstiegen.  

Die Antizipation eines positiven Stimulus ohne die Möglichkeit der Kontrolle reicht demnach 

nicht aus, um eine positive Stimmung zu induzieren und so das Wohlbefinden über eine 

gesteigerte Immunkompetenz zu verbessern. Der eingesetzte aversive Stimulus war in seiner 

Intensität nicht stark genug, sodass die Tiere an diesen Reiz habituierten. Hausschweine 
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besitzen züchtungsbedingt eine große Robustheit gegenüber emotionalen Reizen, wodurch 

eine erfolgreiche Immunabwehr und somit auch stabile Leistungen in der Produktion gesichert 

werden. 
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6. Summary 

 

The interest in measures enhancing animal welfare in farm animal husbandry has risen by a 

new awareness of consumers in the last years. Emotions are a central aspect in numerous 

studies dealing with animal welfare. Little is known about how animals assess events from 

their point of view and the resulting physiological reactions.  

This study aims at elucidating the effects of repeated anticipation of positive or negative 

stimuli on the immune competence in swine (Sus scrofa domestica). We used repeated 

positive, negative or ambivalent anticipation to induce changes in mood. In comparison to 

former studies (Ernst et al., 2005; Zebunke et al., 2011) we consciously excluded an active 

component to find out whether passive anticipation of positive or negative stimuli can 

influence animal welfare. To analyse the influence of induced moods on the immune system 

via the neuroendocrine system, we recorded stress markers, such as ACTH and cortisol, plus 

neurotransmitters and their metabolites and by a broad spectrum of immune parameters such 

as differential leucocyte count, cytokine and immunoglobulin concentrations, NK cell activity 

and lymphocyte proliferation.  

The experiments were conducted with 96 German Landrace piglets in 16 replicates, lasting for 

30 days each. Six female animals were housed in individual pens, which were spatially 

modifiable, in the same room. All of the six experimental animals heard a one-minute sound 

signal randomized six times per day. Three of these piglets were conditioned to the sound that 

was followed either by food (announced food, AF), an air-puff (announced air-puff, AL) or a 

random choice of food or air-puff (announced conflict, AK). Two other animals received the 

stimuli independently from the sound signal. One animal received feed six times per day 

(randomized feeding, ZF), and one an air puff six times per day (randomized air puff, ZL). 

Furthermore, one animal had fixed feeding times two times per day (fixed feeding, FF; control 

group). 

At the beginning of the experiment the animals of all treatment groups showed signs of stress. 

They had increased ACTH and cortisol levels as well as an elevated neutrophil/leukocyte ratio 

probably due to the recent weaning and the experimental procedure  

Low values of ACTH and cortisol as well as the N/L ratio, the stable gene expression of CRH and 

GR and furthermore the unchanged morphology of the adrenal glands at the end of the 

experiment are evidence for the habituation of the animals to the experimental procedure. 

Apparently, the animals were not chronically stressed, although they probably experienced a 
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strain due to the experimental procedure. This is indicated by a shift of the autonomous 

balance towards sympathetic control, which was found for animals of all treatment groups 

(Mahnhardt, 2015). In addition, animals anticipating a positive stimulus (AF) exhibited an 

increased arousal as indicated by the elevated 5-HIAA/5-HT ratio in the VTA. This was 

confirmed by the investigated increased basal heart rate and sympathetic activation 

(Mahnhardt et al., 2014). Also the animals anticipating a negative stimulus (AL) were probably 

aroused, because NA levels in the PFC were slight increased. The increase of NA levels 

indicates experienced aversive stimuli (Tomie et al. 2004). The concentrations of cortisol, DA 

and 5-HT stayed unchanged, which justifies the assumption of arousal and the absence of 

chronic stress. Contrary to our expectations the animals of treatment group AL showed the 

smallest strain due to the experimental procedure in comparison to all other groups. This was 

indicated by the clearly smaller shift of autonomous balance towards sympathetic control as 

well as by the age-related decrease of basal heart rate at the end of the experiment 

(Mahnhardt, 2015). 

The arousal of the animals by the experimental procedure probably influenced the lymphocyte 

proliferation, so that for all treatment groups the lymphocyte proliferation after ConA and PHA 

stimulation decreased at the end of the experiment. The lymphocyte proliferation after 

stimulation with SEB stayed unchanged. 

Contrary to our expectations, the immunocompetence was not influenced by the repeated 

anticipation of neither a positive nor a negative stimulus. 

The concentrations of the cytokine TNF-α and IL-10 were increased only at the beginning of 

the experiment, which argued for an E. coli infection in animals. The animals showed no 

significant changes of NK cell activity. Immunoglobulin concentrations showed an age-related 

increase at the end of the experiment. 

Thus the anticipation of a positive stimulus without the possibility of control is not sufficient to 

induce positive moods and thereby improve animal welfare due to enhanced 

immunocompetence. The used aversive stimulus was too weak, so that animals habituated to 

this stimulus. It seems that domestic pigs are very robust towards emotional stimuli as a result 

of breeding. This ensures a stable immunocompetence and a high production efficiency.  
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