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1 Einleitung 

Mastitis zählt nach wie vor weltweit zu den häufigsten und verlustreichsten infektiösen 

Erkrankungen von Nutztieren in der Milchwirtschaft (Miller et al., 1993). Sie liegt in 

Deutschland mit ca. 15% seit vielen Jahren an zweiter Stelle der Gründe für die vorzeitige 

Schlachtung von Milchkühen (Roosen et al., 2004). Etwa ein Drittel aller Kühe erleidet 

zumindest einmal im Jahr eine Euterinfektion (Seegers et al., 2003) und weltweit werden die 

durch Mastitiden verursachten finanziellen Einbußen auf rund 25 Milliarden Euro geschätzt 

(Pareek et al., 2005). Entzündungen der Milchdrüse haben jedoch nicht nur eine große 

wirtschaftliche Bedeutung für den Landwirt, sie beeinträchtigen auch das Wohlergehen der 

Tiere und stellen beim Verzehr von Rohmilch und Rohmilchprodukten, die Rückstände von 

Antibiotika oder humanpathogene Mikroorganismen beinhalten, ein Problem für die 

Lebensmittelsicherheit dar (Tenhagen et al., 2006). 

Vom Verlauf her werden akute, chronische und subklinische Mastitiden unterschieden. Die 

Erreger werden in Umweltkeime (Escherichia coli, Pseudomonas spp., Streptococcus uberis) 

und sogenannte Kuh-assoziierte kontagiöse Keime (Staphylococcus aureus, Streptococcus 

agalactiae, Streptococcus dysgalactiae) eingeteilt. Letztere leben fast ausschließlich im 

Euter und gelangen über den Melkvorgang von Kuh zu Kuh. Durch verbesserte 

Managementpraktiken und präventive Maßnahmen konnten kontagiöse, gram-positive 

Pathogene einigermaßen unter Kontrolle gebracht werden, während Mastitiden verursacht 

durch opportunistisch invadierende Umweltpathogene für die Milchwirtschaft eine steigende 

Belastung darstellen. 

E. coli ist der häufigste gram-negative Erreger, welcher für die Mehrheit aller akuten 

klinischen Mastitiden verantwortlich ist. Euterentzündungen bedingt durch E. coli sind 

üblicherweise von kurzer Dauer und heilen durch Keimelimination spontan von selbst. Des 

Öfteren jedoch manifestieren sie sich in markanten lokalen und schwerwiegenden 

systemischen Symptomen begleitet von verminderter Milchleistung, Änderungen der 

Milchzusammensetzung und ausgedehnter Zerstörung des Milchdrüsengewebes. In 

Einzelfällen kann es durch Septikämie zum Versterben des Tieres kommen. 

Mastitisempfänglichkeit hängt sowohl vom vorherrschenden Hygienestatus als auch den 

Virulenzfaktoren der Pathogene ab, die die Milchdrüse bevorzugt über den Strichkanal 

invadieren. Klinische Mastitiden treten beim Rind gehäuft im geburtsnahen Zeitraum auf. Ihr 

Verlauf wird hauptsächlich vom Immunstatus des Wirts beeinflusst. Die frühzeitige 

Erkennung der Anwesenheit von Pathogenen durch den Wirt und die darauffolgende 

prompte Einwanderung von Leukozyten sind von entscheidender Bedeutung für die 

Pathogenese vieler Infektionskrankheiten. Die Schwere der Symptome hängt von 
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tierindividuellen Faktoren ab und bleibt auch bei wiederholter zeitversetzter Infektion eines 

Tieres mit dem selben E. coli Stamm gleich (Hirvonen et al., 1999). 

Generelles Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss einer Infektion mit E. coli 1303 auf das 

Transkriptom des Milchdrüsengewebes in der frühen und späten Phase der Infektion zu 

untersuchen. Durch bioinformatische Analysen der differentiell exprimierten Gene sollten 

ablaufende Prozesse erfasst und charakterisiert werden.  

Die Untersuchungen sollten an einem standardisierten Mastitis-Modellsystem durchgeführt 

werden, in dem Tiere im Bezug auf Alter, Parität, Laktationsstadium, Milchleistung und 

-zellzahl und vor allem auf Eutergesundheit nach streng definierten Kriterien ausgewählt 

wurden. Dadurch sollten die beschriebenen tierindividuellen Schwankungen in der 

Symptomatik nach Infektion mit E. coli (Hirvonen et al., 1999) vermieden und die 

Aussagekraft der Ergebnisse trotz relativ kleiner Gruppenstärke (n=5) verbessert werden. 

Bei E. coli Mastitiden treten für gewöhnlich nur an einem Euterviertel klinische Symptome 

auf, während die restlichen Viertel asymptomatisch bleiben (Bradley and Green, 2001). 

Jedoch kann in Fällen wiederauftretender Mastitis derselbe Genotyp von E. coli aus 

Eutervierteln isoliert werden, die ursprünglich keine Symptome einer Infektion gezeigt hatten 

(Dopfer et al., 1999). Eine zeitversetzte natürliche Infektion mit demselben Genotyp des 

Umweltkeims E. coli ist sehr unwahrscheinlich und so muss sich die ursprüngliche Infektion 

auch auf andere Euterviertel ausgebreitet haben ohne dort klinische Symptome zu 

verursachen. Diese Beobachtung spricht dafür, dass die Infektion mit E. coli nicht nur 

infizierte Euterviertel beeinflusst. Dieser mögliche Einfluss auf benachbarte, nicht-infizierte 

Euterviertel sollte nach experimenteller Infektion mit E. coli 1303 untersucht werden. Dazu 

sollte das Transkriptom von Milchdrüsengewebe gesunder Tiere erfasst und mit dem 

Transkriptom von Milchdrüsengewebe nicht-infizierter Euterviertel infizierter Tiere verglichen 

werden. Durch bioinformatische Analysen der differentiell exprimierten Gene sollten 

ablaufende Prozesse identifiziert und charakterisiert werden. 



LITERATURTEIL 

 3

2 Literaturteil 

2.1 Die Mastitis des Rindes 

2.1.1 Definition und Klassifikation 

Als Mastitis des Rindes wird eine entzündliche Reaktion der Milchdrüse in der Gesamtheit 

ihrer milchbildenden, -ableitenden und speichernden Kompartimente bezeichnet. Bezüglich 

ihrer Verlaufsform kann je nach zeitlicher Dauer zwischen einer akuten und einer 

chronischen Mastitis unterschieden werden. Neben der klinisch manifesten Entzündung der 

Milchdrüse, welche mit sichtbaren pathologischen Veränderungen des Euterviertels und der 

Milch einhergeht (Rodenburg, 1990), tritt auch eine sogenannte subklinische Form auf. Diese 

ist nur durch labordiagnostische Untersuchung der Milch erkennbar. Davon abzugrenzen 

sind Reizzustände, latente Infektionen der Milchdrüse und Besiedlungen des Zitzenkanals 

durch Mastitiserreger (Schulz, 1994). 

Die Ursachen einer Mastitis können infektiöser, traumatischer oder toxischer Natur sein, 

wobei den Mikroorganismen ätiologisch die größte Bedeutung beizumessen ist. Weiters 

kann die Form der Mastitis nach den morphologischen Befunden klassifiziert werden. Dabei 

wird zwischen einer katarrhalischen, interstitiellen, parenchymatösen, abszedierenden sowie 

hämorraghisch-nekrotisierenden Mastitis unterschieden. 

Die Anzahl an somatischen Zellen in der Milch ist ein Maßstab für die Eutergesundheit von 

Milchkühen (Hillerton, 1999). Die Deutsche Veterinärmedizinische Gesellschaft schlug 1994 

(DVG, 1994) basierend auf den Beobachtungen von Hess und Egger (Hess and Egger, 

1969) sowie Reichmuth (Reichmuth, 1975) im Rahmen der Mastitisdiagnostik ein Schema 

für orientierende Aussagen zur Beurteilung zytologisch-mikrobiologischer Befunde vor. Dabei 

wird empfohlen den Gehalt an somatischen Zellen im Viertelanfangsgemelk mit dem 

Nachweis von mikrobiologischen Erregern zu kombinieren. 

 

Tabelle 1: Beurteilung zytologisch-mikrobiologischer Befunde (DVG 1994) 

Euterpathogene Mikroorganismen Zellgehalt der Milch 
negativ positiv 

< 100.000 
Zellen/ml 

normale Sekretion 
(NS) 

latente Infektion 
(LI) 

> 100.000 
Zellen/ml 

unspezifische 
Mastitis (US) 

Mastitis (M) 

Die Definition gilt für die Untersuchung von Viertelanfangsgemelken, die zur üblichen Melkzeit von 

Kühen in normaler Laktation gewonnen werden. 
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Die Kategorien der verschiedenen Stadien der Eutergesundheit wurden von der DVG (1994) 

wie folgt definiert: 

Tabelle 2: Stadien der Eutergesundheit (DVG 1994) 

Normale 

Sekretion 

gesunde Euterviertel: keine äußerlichen pathologischen Veränderungen 

Milch: keine euterpathogenen Mikroorganismen, normaler Zellgehalt 

Latente 

Infektion 

normaler Zellgehalt 

euterpathogene Mikroorganismen nachweisbar 

Unspezifische 

Mastitis 

keine euterpathogenen Mikroorganismen 

erhöhte Zellzahlen nachweisebar 

Mastitis euterpathogene Mikroorganismen und erhöhte Zellzahlen nachweisbar 

Subklinische 

Mastitis 

keine äußerlichen klinischen Symptome erkennbar 

chemische Zusammensetzung der Milch verändert 

Klinische 

Mastitis 

äußerliche klinische Symptome erkennbar (erhöhte Temperatur, 

Schmerzen, Schwellung, Rötung), makroskopisch veränderte Milch 

(Flocken) 

2.1.2 Ökonomie der Eutergesundheit 

Mastitiden zählen zu den meist verbreitetsten Erkrankungen der Rinder in der 

Milchviehproduktion (Rajala-Schultz and Grohn, 1999). Mit ca. 15,2% stehen diese neben 

Fruchtbarkeitsstörungen in Deutschland an zweiter Stelle der Gründe für eine vorzeitige 

Schlachtung der Kühe (Roosen et al., 2004). Ungefähr ein Drittel aller Kühe erleiden einmal 

im Jahr eine Mastitis (Tenhagen et al., 2006) und verursachen damit einen weltweiten 

Schaden von umgerechnet 25 Milliarden Euro (Pareek et al., 2005). 

Die Milch zählt nach wie vor zu den Grundnahrungsmitteln und ihre Erzeugnisse bereichern 

in vielfältiger Weise die Ernährung des Menschen. Der Rinderreport Bayern (Bayern, 1999) 

belegt, dass 79% der Erlöse der milchviehhaltenden Betriebe mit dem Milchverkauf erzielt 

werden.  

Als Folge mit erheblicher wirtschaftlicher Konsequenz gelten vor allem der Milchverlust bei 

akut verlaufenden Mastitiden (nicht verkehrsfähige Milch, Milchleistungsrückgang), sowie die 

Milchminderleistung bei chronischen und subklinischen Mastitiden. Durch Extrapolation von 

Stichprobenuntersuchungen auf die Gesamtpopulation kann die mastitisbedingte 

Milchleistungsverminderung auf ca. 5% der produzierten Milchmenge geschätzt werden 

(Krömker, 2007; Seegers et al., 2003). Weitere Verluste entstehen durch die Merzung von 

infizierten Kühen, die mastitisbedingte Minderung der Rohmilchqualität, die Kosten für 

therapeutische Maßnahmen und die Gefahr der Erregerübertragung auf andere Kühe 

(Schulz 1994). Durch die vorzeitige Merzung wird eine Erhöhung der Kosten für die 

Bestandsremontierung verursacht sowie die Ausschöpfung des wirtschaftlichen Potentials 

von fünf Laktationen deutlich unterschritten (Ø der Nutzungsdauer: drei Laktationen). 
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2.1.3 Ätiologie und Pathogenese 

Euterentzündungen werden zum größten Teil durch bakterielle Erreger hervorgerufen, aber 

auch Pilze (Hefen) und Algen (Prototheken) verursachen gelegentlich Mastitiden (Bradley 

and Green, 2001). Über virale Genesen ist nur weinig bekannt. Die pathogenen 

Mikroorganismen gelangen durch den Zitzenkanal in die Milchdrüse und beginnen sich darin 

zu vermehren (Bannerman et al., 2004). Bei der Entwicklung einer Mastitis spielen jedoch 

neben dem ursächlichen Agens eine Vielzahl weiterer Faktoren eine große Rolle wie die 

genetische Konstitution des Wirts, die Melk- und Stallhygiene und das Management (Hogan 

and Smith, 2003; Oviedo-Boyso et al., 2007).  

Eine Einteilung der verschiedenen Erreger kann aufgrund der Hauptquelle, aus der sie 

stammen, erfolgen. Dabei werden sogenannte euterassoziierte Erreger, die sich nur 

innerhalb des Euters vermehren können (Streptococcus agalactiae und euterpathogene 

Mycoplasma spp.), von jenen die außerhalb des Euters leben können (Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis, Klebsiella) unterschieden. Letztere vermehren 

sich im Darmtrakt, in Genitalorganen oder infektiösen Hautwunden und werden auch als 

Umweltkeime bezeichnet. Eine Übertragung dieser Keime findet vor allem über 

Stalleinrichtungen oder Einstreu statt. 

Weiters können die Erreger entsprechend ihrer Pathogenität in sogenannte major pathogens 

und minor pathogens unterteilt werden. Vertreter der ersten Gruppe stellen alle bereits 

genannten Erreger dar, während koagulase negative Staphylokokken sowie 

Corynebacterium bovis als weniger pathogen eingestuft werden (Schulz, 1994).  

Eine dritte Klassifikation, wie sie die DVG (1994) vorschlägt, kann bezüglich des Reservoirs 

der Mastitiserreger erfolgen. Dabei wird einerseits die infizierte Milchdrüse als Infektionsherd 

genannt, worüber Keime wie S. aureus, Str. agalactiae und Str. dysgalactiae in erster Linie in 

der Melkzeit über die Melkmaschine oder den Melker übertragen werden. Andererseits gilt 

die Umwelt als weiteres Reservoir für Keime wie E. coli, Str. uberis und Klebsiella. Bei 

diesen sogenannten umweltassoziierten Keimen liegt vor allem in den Zwischenmelkzeiten 

ein erhöhtes Infektionsrisiko vor. Ungefähr 65% der klinischen Fälle werden durch 

Umwelterreger hervorgerufen (Radostits et al., 2000). 

Die Resistenzlage des Wirts, die Pathogenität und Virulenz des Erregers, prädisponierende 

Faktoren, der Funktionszustand des Milchdrüsengewebes und die Ausprägung der Blut-

Euter-Schranke spielen in komplexer Weise zusammen und bestimmen die Ausprägung 

klinischer Symptome und den Entzündungsverlauf (Seffner and Bergmann, 1994). Je nach 

Spezies, Gattung, Stamm oder Standortvariante der Krankheitserreger variiert deren 

Pathogenizität und Virulenz. Das Ein- und Vordringen der euterpathogenen Keime in das 

Euterinnere erfolgt über den Zitzenkanal und weiter über die Zitzenzisterne aufsteigend über 

die Drüsenzisterne, die Milchgänge bis hinein in die Alveolarhohlräume. Dieser galaktogene 

Infektionsweg ist neben dem hämatogenen und lymphogenen der bedeutendste.  
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2.2 Escherichia coli Mastitis 

Escherichia coli wurde erstmalig im Jahre 1885 vom deutschen Kinderarzt Theodor 

Escherich beschrieben (Polen, 2003). Dieser gram-negative, fakultativ anaerobe und 

saprophytär lebende Einzeller ist eine der verbreitetsten Spezies der Familie der 

Enterobacteriaceae und lebt im Verdauungstrakt des Menschen und vieler Tiere. E. coli und 

andere (coliforme) Keime werden mit dem Kot ausgeschieden. Ein Teil dieser 

Mikroorganismen kann in Geweben außerhalb des Intestinaltrakts eine pathogene Wirkung 

entfalten. Beispielsweise ruft E. coli opportunistisch Euterentzündungen hervor (Nemeth et 

al., 1994). Für die Manifestation einer intramammären Infektion mit E. coli bedarf es weder 

einer Adhärenz am Drüsenepithel noch besonderer Virulenzfaktoren (Opdebeeck et al., 

1988). Vorraussetzung ist lediglich die Laktoseverwertung und das Wachstum bei nahezu 

anaeroben Bedingungen. Ungefähr 40% der jährlich auftretenden bovinen Mastitiden werden 

durch gram-negative Bakterien verursacht (Erskine et al., 1991; Ziv, 1992), welche gehäuft 

unmittelbar nach der Geburt und in den ersten Laktationswochen auftreten (Burvenich et al., 

2003). Diese Form der Mastitis verläuft meist akut oder perakut und in der Mehrzahl der 

Fälle unter erheblichen Allgemeinsymptomen, die von einer massiven Rekrutierung 

neutrophiler Granulozyten (polymorphkerniger Leukozyten, PMN) begleitet werden. Diese 

tragen wiederum zur Elimination der invadierten Keime bei (Riollet et al., 2000). 

Klinisch kommt es lokal zu einer starken Umfangsvermehrung des betroffenen Euters, 

welches vermehrt warm, gerötet und schmerzhaft ist. Die Haut ist nicht abziehbar und 

manchmal blau-rot verfärbt. Durch massive Endotoxinproduktion (Lipopolysaccharide, LPS) 

werden Permeabilitätsstörungen der Gefäße hervorgerufen. Diese führen zur 

Ödematisierung des Interstitiums, einer hochgradigen Gewebsschädigungen und Zerstörung 

der Alveolarepithelien. Auch durch häufig vorkommende Thromben in den Blut- und 

Lymphgefäßen können sich einzelne Bezirke des Euters sequestrieren und nekrotisch 

werden. Dies ist makroskopisch durch diffuse bzw. herdförmige Rötungen erkennbar. Das 

Sekret des betroffenen Viertels ist hochgradig vermindert, wässrig, serös, blutig oder sogar 

eitrig-jauchig und mit Fibrin- oder Eiterflocken durchsetzt. Systemisch kommt es zu einem 

erheblich gestörten Allgemeinbefinden mit hochgradigem Fieber (< 41 °C). Je nach Menge 

der ausgeschütteten Toxine sind die Skleralgefäße stark injiziert bis verwaschen und die 

Schleimhäute blassviolett verfärbt (Stampa et al., 2006). Bedingt durch die Septikämie kann 

eine „Coli-Mastitis“ vereinzelt zu Todesfällen führen, jedoch findet auch oftmals eine zügige 

Heilung statt (Hogan and Smith, 2003). Infektionen mit coliformen Keimen persistieren in 

über 50% aller Fälle weniger als 10 Tage (Krömker, 2007). 

Die Vermehrung des Keimes und die Störung des Allgemeinbefindens sind von der 

Effektivität und Schnelligkeit der Antwort der neutrophilen Granulozyten abhängig. Jedoch 

dauert es zwischen 7 und 9 Stunden nach experimenteller intramammärer Infektion, bis eine 

erhöhte PMN-Zahl in der Milch nachgewiesen werden kann (Van Werfen, 1999). Unter 
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günstigen Bedingungen können Keime Populationsdichten von 108 Kolonie-bildenden 

Einheiten (KbE) pro mL Milch erreichen (Hogan et al., 1992). In vitro konnte gezeigt werden, 

dass sich die Wachstumsbedingungen für E. coli in der Milch von individuellen Kühen 

maßgebend unterscheiden. Nach einer Inkubation von 6 h in Vollmilch differiert die 

Bakterienzahl bis zu 100fach zwischen einzelnen Kühen, was jedoch nicht mit dem Gehalt 

an somatischen Zellen (SCC, somatic cell count) assoziiert war (Kornalijnslijper et al., 2003). 

Neben phagozytierenden Zellen enthält die Milch eine Vielzahl an antibakteriellen Faktoren 

wie Immunglobulinen, Laktoperoxidase oder Laktoferrin (van Hooijdonk et al., 2000). 

Laktoferrin limitiert die nutritive Grundlage von E. coli, indem es Eisen bindet und dieses 

demnach den Bakterien nicht zur Verfügung steht (Welty et al., 1976). Auch Peptide, die von 

Kaseinen ( S1-, S2-, - und -Kaseine) stammen, welche den größten Proteinanteil in der 

Milch darstellen (Shah, 2000), scheinen verschiedene bioaktive Eigenschaften zu besitzen. 

Zum Beispiel konnte gezeigt werden, dass ein Fragment von bovinem S2-Kasein dazu in der 

Lage war, das Wachstum von E. coli zu hemmen (Zucht et al., 1995). 

 

2.2.1 Lipopolysaccharid (LPS) 

Die Zellwand gram-negativer Bakterien ist aus drei Schichten aufgebaut: der 

Zytoplasmaschicht, der Außenmembran und einer Peptidoglycanschicht, welche die beiden 

voneinander trennt. Die äußere Zellmembran besteht aus Phospholipiden, 

Membranproteinen und Lipopolysacchariden (LPS). LPS besteht aus drei Teilbereichen, die 

miteinander verbunden sind: Lipid A, der Kernregion und repetitiven Polysaccharid-

Einheiten, den sogenannten O-Antigenen (Cullor and Tyler, 2001). Lipid A bildet den 

lipophilen inneren Bereich des LPS und wirkt als Endotoxin (Tyler et al., 1992). Diese kann 

aufgrund eines Endotoxinschocks zum Tod des Tieres führen (Zheng et al., 2006). LPS wird 

während der bakteriellen Vermehrung und dem bakteriellen Tod freigesetzt und initiiert eine 

entzündliche Reaktion. Es stellt den primären Virulenzfaktor gram-negativer Bakterien dar 

(Bannerman et al., 2003; Lee et al., 2003), ist charkateristisch für E. coli und ist 

phylogenetisch hoch konserviert. Dieses Strukturmotiv wird den pathogen-assoziierten 

molekularen Mustern (pathogen associated molecular patterns, PAMPS) zugeordnet, welche 

wiederum von Mustererkennungs-Rezeptoren (pattern recognition receptors, PRR) an der 

Oberfläche verschiedener Immunzellen erkannt werden (Aderem and Ulevitch, 2000). Toll-

like Rezeptoren stellen eine Untergruppe der PRRs dar und spielen bei der Induktion der 

angeborenen Immunantwort und der Auslösung einer Entzündungsreaktion eine große Rolle 

(Akira et al., 2006; Iwasaki and Medzhitov, 2004; Takeda and Akira, 2005). Bislang konnten 

13 TLR bei Säugetieren identifiziert werden (Beutler, 2004). TLR4 stellt den 

signaltransduzierenden Rezeptor für LPS dar (Hirschfeld et al., 2000). LPS wird über CD14, 
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LBP und MD-2 an den TLR4 auf Zellen gebunden und stimuliert über eine intrazelluläre 

Reaktionskaskade deren Aktivierung (Dauphinee and Karsan, 2006; Schumann et al., 1990).  

Die Stimulation durch LPS führt zur Sekretion von Akut-Phase Proteinen (Wong et al., 2000) 

und der vermehrten Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen wie z.B. 

Tumornekrosefaktor-alpha (TNF ) und Interleukin 1B (IL1B) (Medzhitov, 2007). Die beiden 

letztgenannten scheinen sowohl an der Ausprägung von lokalen als auch systemischen 

Reaktionen beteiligt zu sein (Dinarello, 1996; Thijs et al., 1996). Beispielsweise werden 

systemische Effekte wie Inappetenz, Fieber, Dehydration und Diarrhoe durch LPS 

verursacht. Eine Reduktion der Milchleistung kann direkt bzw. indirekt auf die lokalen und 

systemischen LPS-Effekte zurückgeführt werden. 

 

2.3 Inflammatorisches System 

Stressoren, wie in diesem Fall eine Mastitis, aber auch Schock, oxidativer Stress, oder 

Hyperthermie, rufen eine Stress- und Entzündungsreaktion des Körpers hervor, die auf 

komplexen ineinander greifenden Kaskaden endogener Immunmediatoren basiert. Die 

inflammatorische Reaktionsabfolge beginnt mit der Immunaktivierung auf molekularer Ebene 

durch erhöhte Expression entzündungsspezifischer Gene, welche die zelluläre Rekrutierung, 

das Rolling, die Adhäsion, Diapedese und schließlich die Infiltration von inflammatorischen 

Zellen nach sich zieht. Eine Mastitis triggert also prompte, unspezifische 

Entzündungsvorgänge durch eine direkte und massive Expression inflammatorischer 

Induktoren wie z.B. Zytokinen, Chemokinen, Akut-Phase Proteinen und Adhäsions-

molekülen. 

Die allgemeinen Prinzipien des Immunsystems sind sehr anschaulich in dem Lehrbuch 

„Immuno Biology“ (Janeway et al., 2004) dargestellt und werden im Folgenden nur kurz 

erläutert. 

Das Immunsystem gliedert sich funktionell in zwei interagierende Teilsysteme, das 

angeborene und das adaptive Immunsystem. Alle Immunzellen gehen aus einer 

pluripotenten Stammzelle des Knochenmarks hervor, welche durch Teilung zwei 

spezialisierte Typen von Stammzellen erzeugt: eine gemeinsame lymphatische 

Vorläuferzelle (adaptiv) und eine gemeinsame myeloide Vorläuferzelle (angeboren). 

Die Zellen des angeborenen Immunsystems (Phagozyten wie Makrophagen, Monozyten, 

Granulozyten) bilden die erste Verteidigungslinie in der Abwehr eindringender Pathogene, 

bevor die antigenspezifischen Zellen des adaptiven Immunsystems (T- und B-Lymphozyten, 

Natürliche Killer (NK)-Zellen) aktiviert werden. Fremdzellen werden von Phagozyten anhand 

typischer Oberflächenstrukturen (pathogen associated molecular patterns, PAMPS) und des 

Fehlens bestimmter körpereigener Moleküle (major histocompatibility complex, MHC-

Antigene) erkannt und anschließend durch Phagozytose intrazellulär oder durch 
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Ausschüttung zytotoxischer Moleküle zerstört. Die Zellen des adaptiven Immunsystems, die 

B- und T-Lymphozyten, bilden Rezeptoren, die Antigene spezifisch binden können. B-Zellen 

differenzieren nach dem ersten Kontakt mit ihrem spezifischen Antigen zu reifen 

Plasmazellen und lösen eine humorale Immunantwort aus, indem sie Antigen-spezifische 

Antikörper bilden und ins Blut sezernieren. T-Zellen unterteilen sich in zwei Subtypen. Die 

zytotoxischen T-Zellen können durch direkten Kontakt mit Zellen, die das spezifische Antigen 

präsentieren, deren Apoptose auslösen. Die Helfer-T-Zellen spielen eine zentrale Rolle bei 

der Aktivierung und Aufrechterhaltung sowohl der zellulären als auch der humoralen 

Immunabwehr. 

 

2.4 Relevanz der Studie 

Die Euterentzündung gilt als eine der verlustreichsten Einzeltiererkrankungen in der 

Milchwirtschaft, deren Schaden auf 25 Milliarden Euro weltweit pro Jahr geschätzt wird 

(Pareek et al., 2005). Ein Großteil der Verluste wird durch Escherichia coli verursacht, einen 

gram-negativen Umweltkeim der meist akute Verläufe einer Mastitis hervorruft. In der frühen 

Phase einer akuten Infektion steht die unspezifische Immunantwort im Vordergrund, wobei 

die Milchdrüse verschiedene Immunmediatoren bildet. Dadurch werden Leukozyten 

angelockt und aus dem Blut rekrutiert. Den polymorphkernigen Leukozyten (PMN) wird die 

Hauptfunktion bei der Bekämpfung von eindringenden Mikroorganismen zugeschrieben 

(Prgomet et al., 2005), aber auch das milchbildende Epithel scheint eine wesentliche Rolle 

zu spielen. Während einer Immunantwort bildet es z.B. Laktoferrin, Zytokine und Akut-Phase 

Proteine. In letzter Zeit wurden auch vermehrt Hinweise darauf gefunden, dass es selbst in 

den nicht betroffenen Nachbarvierteln eines infizierten Tieres zu Veränderungen in der 

Genexpression kommt. 

 

2.5 Hinweise auf eine systemische Immunantwort 

Die Immunantwort des Wirts auf pathogene Mikroorganismen zählt zu den am häufigsten 

untersuchten Modellen für zelluläre Reaktionen auf externe Stimuli (Jenner and Young, 

2005). 

Aufgrund der anatomischen Abgrenzung der einzelnen Mammarkomplexe voneinander wird 

allgemein angenommen, dass es bei einer Infektion eines Euterviertels zu keinem 

Übergreifen auf die benachbarten Viertel kommt. Kürzliche Studien beim Rind können jedoch 

so interpretiert werden, dass Abwehrmechanismen auf systemischer Ebene angeschalten 

werden, welche nicht-infizierte Euterviertel schützen. Merle et al. beschreiben beispielsweise 

ein Phänomen, das auf eine Auswirkung der Infektion eines Euterviertels auf die 
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Zellaktivitäten der Nachbarviertel hinweist (Merle et al., 2007). Sie konnten nachweisen, dass 

sich die Zusammensetzung der somatischen Zellen in nicht-infizierten Vierteln infizierter 

Tiere von der gesunder Tiere signifikant unterscheidet. Der Anteil an polymorphkernigen 

Leukozyten (PMN) überstieg erheblich jenen, der für die Kontrolltiere ermittelt wurde. PMN 

stellen eine wesentliche Komponente des angeborenen Immunsystems dar und spielen eine 

entscheidende Rolle in der akuten Phase einer Entzündung. Sequenzielle Infektionsstudien 

mit E. coli zeigten, dass es in den anfänglich infizierten Eutervierteln zu einem massiven 

Einstrom von Zellen kommt, während in den nachfolgend infizierten Vierteln ein 

Zellzahlanstieg nachweisbar geblockt wird (Yang et al., 2008). Während dieser Zeit steigt der 

SCC im initial infizierten Viertel jedoch weiterhin an, was eine Limitierung chemotaktischer 

Zellen ausschließen lässt. Neben den Änderungen in der Zellzusammensetzung fällt sowohl 

in den infizierten Vierteln (> 50%) als auch den nicht-infizierten Nachbarvierteln (~1/3) die 

Milchproduktion dramatisch ab. Vangroenweghe et al. (Vangroenweghe et al., 2004a) 

führten die Einbußen der Milchleistung der nicht-infizierten Viertel nach Infektion eines 

Nachbarviertels mit E. coli auf die ausgeprägten systemischen Effekte zurück. 

In einer kürzlichen Arbeit wurden auch Änderungen in der Genexpression der gesunden 

Viertel in Reaktion auf eine Infektion eines benachbarten Viertels aufgezeigt (Jaffrezic et al., 

2007). Beim Vergleich der nicht-infizierten Viertel aus zwei Versuchstierkollektiven, die an 

einem Viertel entweder mit E. coli oder mit S. aureus infiziert wurden, konnte man unerwartet 

ein Set von Genen identifizieren, deren Expression in den E. coli gegenüber den S. aureus 

behandelten Tieren signifikant geändert war. 

 

2.6 Mastitis-Infektionsmodell 

In dieser Arbeit wurde ein etabliertes, streng definiertes Mastitis-Infektionsmodell verwendet, 

das eine von genotypischen Faktoren weitgehend unbeeinflusste Mastitisinduktion erlaubt. 

Bei Untersuchungen an Tierinfektionsmodellen können die Rahmenbedingungen bewusst 

vorgegeben werden, welche bei spontan erkrankten Tieren nur schwer kontrollier- bzw. 

interpretierbar sind. Eine Vielzahl an physiologischen Faktoren (Wirtsfaktoren) haben neben 

der Pathogenität des Erregers (Erregerfaktor) und dem Stallmanagement (Umweltfaktor) 

einen großen Einfluss auf den Verlauf einer E. coli Mastitis (Burvenich et al., 2003), deren 

Berücksichtigung für die Güte des Tiermodells entscheidend ist. Aus der genauen Analyse 

bisheriger Mastitismodelle geht hervor, dass die Voruntersuchungen und Auswahl der Tiere 

auf sehr unterschiedlichem Niveau stattfanden. Nur in wenigen Fällen wurden die 

Versuchstiere streng nach Laktationsstadium, Anzahl bisheriger Laktationen, niedriger 

Zellzahl und wiederholt bakteriologisch negativen Befunden ausgewählt (Schukken et al., 

1999). Standardisierte Bedingungen und strenge Modellgrenzen bezüglich der Euter- sowie 

der Allgemeingesundheit galten deshalb in unserem Tiermodell als unerlässlich. 
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Eine Reihe von Studien untersuchten rasseabhängige Unterschiede bezüglich des Risikos 

einer Mastitis (Bannerman et al., 2008; Begley et al., 2009; Walsh et al., 2007). Um 

eventuelle rassespezifische genetische Varianzen zu vermeiden wurden für unsere 

Experimente nur Kühe der Rasse Deutsche Holstein Frisian herangezogen. Die 

Empfänglichkeit der Milchdrüse für eine intramammäre Infektion ist während der frühen 

Involution zum Zeitpunkt des Trockenstellens (Nickerson, 1989) und während der frühen 

Laktation im geburtsnahen Zeitraum (Smith et al., 1985) merklich gesteigert. Dies ist vor 

allem auf die eingeschränkte Leukozytenfunktion zurückzuführen, welche einige Wochen vor 

und nach der Kalbung auftritt (Burton and Erskine, 2003; Mehrzad et al., 2002; Sordillo and 

Peel, 1992). Diese Immunsuppression wird durch einen erhöhten Bedarf an Nährstoffen 

aufgrund der Umstrukturierung und Sekretproduktion des Milchdrüsengewebes 

hervorgerufen (Burvenich et al., 2007), aber auch perinatale Krankheiten wie 

Nachgeburtsverhaltung können die Wiederstandsfähigkeit negativ beeinflussen (Kimura et 

al., 2002). Demnach wurden bei uns ausschließlich Tiere eingesetzt, die sich zwischen dem 

3. und 6. Laktationsmonat befanden. Zusätzlich zum Laktationsstadium hat auch die Parität 

einen großen Einfluss auf den Schweregrad einer klinischen Mastitis (Gilbert et al., 1993). 

Erstgebärende und damit jüngere Kühe erwiesen sich als resistenter gegenüber einer 

intramammären E. coli-Infektion als ihre multiparen Pendants (Vangroenweghe et al., 

2004b). Dies ist durch die erhöhte Aktivität der Leukozyten im Blut bedingt (Begley et al., 

2009). Für unsere Versuche wurden deshalb nur Erstkalbinnen verwendet. Parameter wie 

die Anzahl der zirkulierenden Leukozyten im Blut, die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies 

(ROS) durch Neutrophile (Heyneman et al., 1990; Vandeputte-Van Messom et al., 1993) 

sowie die chemotaktische Aktivität der PMN (Dosogne et al., 1997; Van Werven et al., 1997), 

welche eine Vorhersage über den Grad der klinischen Ausprägung einer Mastitis erlauben, 

wurden bereits eingehend untersucht. In diesem Zusammenhang verdiente insbesondere 

der initiale Gehalt an somatischen Zellen („somatic cell count“; SCC) in der Milch Beachtung, 

da dieser als aussagekräftiger Parameter für die Beurteilung des Gesundheitszustandes des 

Euters angesehen wird (Pyorala, 2003). Bereits ab einer Zellzahl von 100.000 Zellen/ml 

Milch wird angenommen, dass die normale zelluläre Abwehr in eine entzündliche Reaktion 

überzugehen beginnt. Es gibt in der Literatur jedoch Hinweise darauf, dass eine zu starke 

züchterische Reduktion des Zellgehaltes die physiologischen Abwehrmechanismus außer 

Kraft setzen könnte (Schukken et al., 1989; Shuster et al., 1996). Suriyasathaporn et al. 

konnten eine negative Korrelation zwischen dem SCC und der Inzidenz einer E. coli-Mastitis 

aufzeigen (Suriyasathaporn et al., 2000). Aber auch die verwendeten Probanden in dem 

Mastitis-Modells von Petzl (Petzl, 2005), die einen initialen Zellgehalt von 100.000 Zellen/ml 

Milch nicht überschritten, reagierten individuell sehr unterschiedlich auf die Inokulation von 

Mastitiserregern. Darüber hinaus wird vermutet, dass die Aktivität residenter Zellen in der 

Milchdrüse möglicherweise hormonellen Einflüssen unterliegen (Suriyasathaporn et al., 

2000). Als weiteres wichtiges Kriterium für die Selektion der Tiere galt, dass diese noch nie 
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zuvor an klinischer Mastits erkrankt waren und somit durch das Vorhandensein von 

erregerspezifischen Antikörpern in ihrer Abwehrfähigkeit divergieren. 

In vivo Studien belegen, dass bereits mit einer Injektion von 72-74 KbE E. coli in ein 

Euterviertel eine Mastitis ausgelöst werden kann (Bannerman et al., 2004). Aus der Studie 

von Petzl et al. (Petzl et al., 2008) geht hervor, dass alle Kühe nach Injektion von 500 KbE 

E. coli innerhalb der ersten 12 h p.i. Fieber mit Maximalwerten zwischen 12 h und 18 h p.i. 

entwickelten. 

 

2.7 Warum Analysen des Transkriptoms? 

Viele physiologische Prozesse gehen mit umfangreichen Änderungen des Transkriptoms 

und/oder des Proteoms einher. Der beste Weg, solche Prozesse zu untersuchen und die 

beteiligten Gene zu identifizieren, wäre die Erfassung und Quantifizierung aller Proteine des 

betroffenen Gewebes. Solche Untersuchungen sind extrem schwierig und aufwendig. 

Proteine können beispielsweise extrem unterschiedliche biochemische Eigenschaften 

besitzen. Sie können von einigen wenigen Kopien pro Zelle bis zu mehr als 108 Kopien pro 

Zelle vorkommen, wodurch die Erfassung seltener Spezies extrem aufwendig wird. Zurzeit 

reicht die Leistungsfähigkeit der vorhandenen Verfahren zur Analyse des Proteoms nicht 

aus, um mit vertretbarem Aufwand Proteome vollständig zu erfassen. Deshalb werden in der 

Regel nur bestimmte Anteile des Proteoms untersucht, wie z.B. die jeweils in höchster 

Kopienzahl vorkommenden Proteinspezies. Eine Alternative zur aufwendigen Analyse des 

Proteoms ist die Analyse des Transkriptoms, die gleich mehrere Vorteile hat. Im Vergleich zu 

Proteinen haben Nukleinsäuren definierte chemische Eigenschaften. Sie können 

reproduzierbar in hoher Qualität aus Geweben isoliert und durch wenig aufwendige 

Verfahren mit hoher Empfindlichkeit nachgewiesen werden. Die Nachweisverfahren können 

miniaturisiert und hochparallel durchgeführt werden, so dass innerhalb kurzer Zeit komplette 

Transkriptome erfasst werden können. Allerdings können bei physiologischen Abläufen nur 

solche Prozesse durch Analysen des Transkriptoms untersucht werden, die eine erhöhte 

oder erniedrigte Transkriptionsrate von Genen auslösen. Prozesse, die dagegen nur auf der 

Proteinebene reguliert werden wie z.B. über Phosphorylieren von Proteinen oder deren 

Abbau, werden nicht erfasst. 

 

2.8 Analysen des Transkriptoms mit DNA Microarrays 

Das Genom eines Säugetieres enthält etwas mehr als 20.000 Gene für Proteine, von denen 

jeweils mehrere mRNA-Spezies transkribiert werden können. Als Konsequenz werden zur 

Erfassung aller mRNA-Spezies einer Zelle sehr leistungsfähige Verfahren benötigt. Durch 
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die Entwicklung von Microarrays (Freeman et al., 2000; Schena et al., 1995; Schulze and 

Downward, 2001) wurde es möglich, in einem einzigen Experiment die Transkriptionsraten 

aller bekannten mRNA-Spezies einer Zelle zu erfassen und genomweite Expressionsprofile 

zu erstellen. Die Technologie beruht auf dem klassischen Northernblot, der die Expression 

eines Gens durch Hybridisierung gegen mRNA nachwies. Bei Analysen mit Microarrays wird 

diese Technologie umgekehrt und die komplette mRNA gegen eine definierte Sonde 

hybridisiert, die auf einem festen Träger aufgebracht ist. Der Vorteil dieses „Reverse 

Northernblotting“ liegt darin, dass die Fläche für eine Sonde bis in den Bereich von einigen 

wenigen m2 verkleinert werden kann.  

Es gibt verschiedene Microarray-Technologien, die mit verschiedenen Ansätzen die 

Genexpression untersuchen und sich jeweils für spezielle Fragestellungen besonders gut 

eignen (Ahmed, 2006; Mandruzzato, 2007). Für die Untersuchung einer begrenzten Anzahl 

von Genen können mit selbst angefertigten Arrays hochwertige Ergebnisse erzielt werden. 

Diese bewähren sich besonders dann, wenn es keine kommerziellen Arrays für den 

untersuchten Organismus gibt. Kommerzielle Systeme benötigen nur wenige m2. Dadurch 

können auf einem Quadratzentimeter mehrere Millionen verschiedener Sonden 

untergebracht und gleichzeitig in einem Experiment unter völlig identischen Bedingungen 

gegen eine Sonde aus markierten Nukleinsäuren hybridisiert werden, die z.B. aus Gesamt-

RNA hergestellt wurde. Die Menge an gebundener markierter Sonde entspricht der 

Häufigkeit der zugehörigen mRNA im untersuchten Gewebe. Mit empfindlichen 

Nachweisverfahren können Gene erfasst werden, deren Transkript nur in einer Kopie pro 

Zelle vorkommt. Trotz dieser hohen Leistungsfähigkeit wurde die Qualität und 

Reproduzierbarkeit dieser Technologie in Frage gestellt, weil widersprüchliche Ergebnisse 

mit verschiedenen Plattformen aber auch mit derselben Plattform erhalten wurden. So 

verglichen Hoffmann et al. die Ergebnisse einer Expressionsanalyse mit Affymetrix 

GeneChips, die mit vier verschiedenen Verfahren zur Normalisierung der Expressionsdaten 

erhalten worden waren (Hoffmann et al., 2002). Sie fanden heraus, dass die Anzahl der 

jeweils identifizierten differentiell exprimierten Gene von der Normalisierungsmethode der 

Daten abhing.  

Im Rahmen des MicroArray Quality Control (MAQC) Project wurde die Leistungsfähigkeit 

verschiedener Microarray Plattformen und alternativer Technologien untersucht (Shi et al., 

2006). Es konnte gezeigt werden, dass die Genexpression in verschiedenen Laboren mit 

verschiedenen Technologien reproduzierbar erfasst werden konnte. Auch wurden die 

Ergebnisse von Analysen mit Microarrays mit verschiedenen Verfahren zur quantitativen 

Erfassung der Genexpression untersucht (Canales et al., 2006). Dabei stellte sich heraus, 

dass die Ergebnisse beider Verfahren weitgehend übereinstimmten. Jedoch wurden im 

Vergleich zu den quantitativen Verfahren bei den Analysen mit Microarrays weniger 

aussagekräftige Ergebnisse bei niedrig exprimierten Genen erhalten. Dennoch konnte vor 

kurzem gezeigt werden, dass die Qualität der Ergebnisse von Microarray-Analysen durch 



LITERATURTEIL 

 14

Optimierung und Standardisierung der verwendeten Methoden verbessert werden konnte 

und auch bei verschiedenen Plattformen reproduzierbare Ergebnisse lieferte (Yauk and 

Berndt, 2007).  

Die Anforderungen an die Leistungsfähigkeit von Verfahren zur Analyse des Transkriptoms 

sind in der letzten Zeit durch die Erkenntnisse über die sogenannten noncoding RNAs 

gewachsen. Ausführliche Untersuchungen haben gezeigt, dass das Transkriptom von 

Säugetieren eine enorm große Anzahl von Transkripten enthält, die nicht für Proteine 

kodieren und deshalb noncoding RNA (ncRNA) genannt werden (Carninci et al., 2005; 

Katayama et al., 2005). Diese können mit den üblichen Hochleistungsarrays nicht erfasst 

werden. Zur Untersuchung der ncRNA wurden sogenannte „Tiling“-Arrays entwickelt, die 

Sonden zur Erfassung der gesamten nicht-repetitiven Sequenzen des humanen Genoms 

enthalten (Bertone et al., 2004). Mit diesen Arrays konnten nicht nur Transkripte von 

bekannten oder vorhergesagten Genen erfasst werden sondern mehr als zehntausend 

bislang unbekannte transkribierte Bereiche des Genoms. Viele davon liegen außerhalb der 

Bereiche bekannter Gene.  

Keine zurzeit verfügbare Array-Technologie kann die zur Erfassung vollständiger 

Transkriptome notwendige Anzahl von Sonden auf einem einzigen Array unterbringen. 

Deshalb sind holistische Analysen mit Tiling-Arrays sehr zeitaufwendig und sehr teuer. Für 

solche Analysen müssen neue Arrays mit wesentlich höherer Anzahl an Oligos und kleineren 

Flächen pro Oligo sowie entsprechend leistungsfähige Scanner mit angepasster Auflösung 

und hoher Sensitivität entwickelt werden. Vor kurzem wurde ein neues Verfahren zum 

Auslesen von Microarrays entwickelt, das mit einer CCD-Kamera durch zeitverzögerte und 

integrierte Erfassung der Daten eine Auflösung von 200 nm erzielt und Signale von 

Einzelmolekülen auf Arrays erfassen kann (Hesse et al., 2006; Mir, 2006). Dieses 

revolutionäre Verfahren zeigt einen möglichen Ansatzpunkt für die Weiterentwicklung der 

Microarrays auf.  
 

2.8.1 Herstellung von Affymetrix GeneChipsTM 

In der vorliegenden Arbeit wurden GeneChipTM Bovine Genome Arrays zur Analyse des 

Transkriptoms eingesetzt. Affymetrix GeneChipsTM werden durch Photolithographie auf SiO2-

Wafern hergestellt. Das Verfahren beruht auf hochparallel durchgeführter kombinatorischer 

Chemie und wurde 1991 erstmals als Verfahren zur in situ Synthese von Peptiden und 

Oligonukleotiden auf Glasoberflächen (Fodor et al., 1991) beschrieben. Durch eine 

Verknüpfung von kombinatorischer Chemie mit Verfahren zur Herstellung von Halbleitern 

wurden die gewünschten Biomoleküle aufgebaut. Die Synthese der Biomoleküle wurde über 

Lochmasken gesteuert, die bestimmte Areale der Glasoberfläche abdunkeln oder belichten. 

Der Aufbau der Lochmaske legt fest, auf welcher Fläche eine Spezies von Molekülen 
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synthetisiert wird. Über die Größe und Anzahl der Löcher wird gesteuert, wie viele dieser 

Flächen (Features) parallel auf einem Array zur Verfügung stehen. Ein derzeit erhältlicher 

kommerzieller Array, der so genannte Affymetrix GeneChipTM, kann auf 1,3 x 1,3 cm etwa 

1,3 Millionen verschiedener Features (Oligonukleotide) enthalten, die jeweils 25 Basen lang 

und auf einer Fläche von 11 x 11 m untergebracht sind. Ein solches Feature oder probe cell 

enthält hunderttausende Kopien des entsprechenden Oligonukleotides.  

Die Synthese der Oligos erfolgt in mehreren Schritten (Abb. 1). Durch Aufbringen einer 

photolabilen Schutzschicht auf den Glasträger (Wafer) wird verhindert, dass die 

Reaktivchemikalien unspezifisch an die Oberfläche gekoppelt werden. Der Glasträger wird 

dann durch die erste Lochmaske mit Licht bestrahlt. An den belichteten Stellen werden die 

lichtempfindlichen Schutzgruppen abgespalten und dort bindet das als nächstes 

aufgebrachte Nukleotid. Dieses enthält seinerseits wieder eine Schutzgruppe am 5'-Ende, 

die jedoch durch Belichtung entfernt werden kann. In den nächsten Schritten wird jeweils die 

vorhergehende Lochmaske durch eine andere ersetzt und das nächste Nukleotid nach 

Belichtung gekoppelt. So können durch Belichtung oder Abdunklung eines Features alle 

benötigten Sequenzen an genau definierten Positionen synthetisiert werden. Die exakt 25 B 

langen Sonden (probes) der Affymetrix Microarrays werden in genau 100 Prozessschritten 

hergestellt. Zuletzt werden die fertig gestellten Arrays aus dem Wafer ausgeschnitten und in 

Kartuschen verpackt. 

 
Abbildung 1: Photolithographischer Herstellungsprozess – Affymetrix 

(http://www.affymetrix.com/index.affx, 2009) 

Durch Belichtung des Wafers über eine Lochmaske werden die Schutzgruppen an den belichteten 

Stellen entfernt. Im so entschützten Bereich wird das als nächstes zur Verfügung stehende Nukleotid 

angekoppelt. Dieses Nukleotid enthält am 5´-Ende eine lichtempfindliche Schutzgruppe, die durch 

Belichtung entfernt werden kann. Durch Wiederholung von Belichtung und Kopplungsreaktion werden 

gezielt beliebige 25 B lange Oligonukleotide aufgebaut. 
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2.8.2 Affymetrix GeneChipTM - Design der Sonden 

Die Oligonukleotide des GeneChipTM Bovine Genome Arrays wurden aus bovinen 

Nukleotidsequenzen in öffentlich zugänglichen Datenbanken (dbEST, GenBank, RefSeq und 

UniGene) abgeleitet. Der bovine GeneChip enthält für jedes zum Zeitpunkt der Erstellung der 

Lochmasken bekannte Gen ein probe set von 11 perfekt passenden Oligonukleotiden und 

ein weiteres Set von 11 Oligonukleotiden mit einem Mismatch (Abb. 2). Die Sequenzen 

werden aus einem Bereich innerhalb von ca. 600 Bp des 3´-Endes jedes Gens abgeleitet. 

Bei der Auswahl der Sequenzen wurde darauf geachtet, dass diese keine 

Sekundärstrukturen wie Haarnadelschleifen (hairpin loops) oder Dimere ausbilden können. 

 

 
Abbildung 2: GeneChipTM Sonden-Design – modifiziert nach Affymetrix 

(http://www.affymetrix.com/index.affx, 2009) 

Aus dem 3´- Bereich der Referenzsequenz werden 11 Oligonukleotide ausgewählt, die jeweils 25 B 

lang sind und weitgehend optimale Hybridisierungseigenschaften haben (perfect match oligos). Durch 

Austausch der zentralen Base an Position 13 dieser Oligonukleotide werden 11 mismatch oligos 

erzeugt. Alle 11 perfect match oligos und 11 mismatch oligos bilden ein probe set, das die 

Expressionswerte des entsprechenden Gens erfassen kann. 

 

Jedem probe set wurde eine Affymetrix-Identifikationsnummer (affyID) zugeordnet. Der 

gebräuchlichste Algorithmus zur Auswertung von Expressiondaten RMA (Robust Multiarray 

Average), welcher auch in dieser Arbeit eingesetzt wurde, berücksichtigt die Signalintensität 

der mismatch probe cells nicht. Die probe pairs eines probe sets sind über den ganzen Chip 

verstreut vorzufinden, damit größere räumlich begrenzte Artefakte (Flusen, unlösliche 

Partikel) nach Möglichkeit nicht mehrere probe pairs eines probe sets beeinflussen. Auf 

einem GeneChipTM Bovine Genome Array befinden sich über 24.000 solcher probe sets, die 

in etwa 23.000 Transkripte und 19.000 UniGene Cluster repräsentieren. 
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3 Material und Methoden 

3.1 Material 

3.1.1 Geräte 

Analysenwaage Mettler AE 200    Mettler Toledo GmbH, Giessen 

Analysenfeinwaage LA120S     Sartorius, Göttingen 

Automatische Pipette EDOS 5222    Eppendorf, Hamburg 

Crosslinker       Spectrolinker, Albany, NY, USA 

Gelelektrophorese-Apparaturen 

Gibco BRLHorizontal Gel     Gibco BRL, Invitrogen, Karlsuhe 

GeneChipTM Fluidics station 450    Affymetrix, Santa Clara, USA 

GeneChipTM Scanner 3000 7G    Affymetrix, Santa Clara, USA 

Gewebe-Homogenisator (DIAX900)    Heidolph, Schwabach 

Dispergierstab 10 F      Heidolph, Schwabach 

Magnetrührer IkamagTM RCT    Ika Labortechnik, Staufen 

Mehrkanalpipetten      Gilson, Bad Camberg 

Mikrowelle 8521      Privileg 

PCI-Gel-Imagers      INTAS, Göttingen 

Schüttler IKA VIBRAX VXR     Ika Labortechnik, Staufen 

Thermomixer 5437      Eppendorf, Hamburg 

Vortex Genie 2 G560E Scientific Industries, INC., NY, 

USA 

T3 Thermocycler       Biometra, Göttingen 

Hybridisierungsöfen 

GeneChipTM Hybridzation Oven 640    Affymetrix, Santa Clara, USA 

Herahybrid12       Kendro, Langenselbold 

Zentrifugen 

Micro Centrifuge II (GMC-060)    Neolab, Heidelberg 

Zentrifuge 5417 R      Eppendorf, Hamburg 

Zentrifuge 5417      Eppendorf, Hamburg 
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3.1.2 Chemikalien 

2-Propanol (Isopropanol)     Merck KGaA Darmstadt 

Agarosen 

Agarose, high resolution     Sigma, Steinheim 

Agarose (Electrophoresis Grade)    Invitrogen, Karlsruhe 

Borsäure       Roth, Karlsruhe 

Bromphenolblau      Serva, Heidelberg 

Chloroform       Riedel-de Hâen, Deisenhofen 

Ethanol (Rotipuran > 99,8% p.a.)    Roth, Karlsruhe 

Ethidiumbromid (10 mg/ml)     Roth, Karlsruhe 

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)    Merck, Darmstadt 

Harnstoff       Roth, Karlsruhe 

Natriumacetat       Merck, Darmstadt 

Natriumhydroxid (NAOH)-Plätzchen    Merck KGaA Darmstadt 

Natriumdodecylsulfat (SDS)     ICN, Irvine, CA, USA 

RNAlaterTM       Ambion, Huntingdon, UK 

Saccharose       Merck, Darmstadt 

Tris-(hydroxymethyl)-amino-methan (Tris)   Roth, Karlsruhe 

TRIzolTM Reagenz       Invitrogen, Karlsruhe 

3.1.3 Lösungen, Enzyme und sonstige Reagenzien 

10x TBE-Puffer 108 g Tris Base 

 55 g Borsäure 

 40 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 

 ad 1 Liter Wasser 

 

2,5x Probenpuffer für Agarosegele (2,5x HSE, 10 ml)  

 2,4 g  Harnstoff 

 5 g  Saccharose 

 1 ml  0,5 M EDTA pH 8,0 

 1 ml  1% Bromphenolblau 

 ad 10 ml Wasser 
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Wasser 

AccuGene (frei von DNase, RNase)    Cambrex Bio Science 

Millipore-Wasser (ultrafiltriert)    Millipore, Schwalbach 

 

Enzyme, Reagenzien und Kits 

Eukaryotic Poly-A RNA Control Kit    Affymetrix, Santa Clara, USA 

One-Cycle cDNA Synthesis Kit    Affymetrix, Santa Clara, USA 

MessageAmpTM II-Biotin Enhanced Kit   Ambion, Austin, USA 

Sample Cleanup Module     Affymetrix, Santa Clara, USA 

IVT Labeling Kit      Affymetrix, Santa Clara, USA 

Hybridization Control Kit     Affymetrix, Santa Clara, USA 

Wash and Stain Kit      Affymetrix, Santa Clara, USA 

3.1.4 Molekulargewichtsstandards für DNA 

Gene RulerTM 

100 bp DNA Ladder Plus (SM0321/2/3)   MBI Fermentas, St. Leon Roth 

1 kb DNA Ladder (N3232S) New England Biolabs, 

Schwalbach/Taunus 

DNA Molecular Weight Marker IX    Roche, Mannheim 

3.1.5 Verbrauchs- und sonstiges Arbeitsmaterial 

GeneChipTM Bovine Genome Array    Affymetrix, Santa Clara, USA 

0,5/1,5/2,0 ml Reaktionsgefäße („safe lock“)  Eppendorf,Hamburg 

Aesculap-Skalpellgriffe     tibed, Wilhelmshaven 

Aesculap-Skalpellklingen 13     tibed, Wilhelmshaven 

Anschneidemesser (18 cm)     tibed, Wilhelmshaven 

Chirurgische Pinzette      tibed, Wilhelmshaven 

Gentle SkinTM Latexhandschuhe    Rösner-Mautby Meditrade 

        GmbH, Kiefersfelden 

Nitrilhandschuhe      Kimberly-Clark Roswell 

Kolbenhubpipette 2/10/20/100/200/1000 l   Gilson, Bad Camberg 

Kolbenhubpipette 500-2500 ml    Eppendorf, Hamburg 

Kurzzeitmesser      Roth, Karlsruhe 
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RNase freie Spitzen      M P Molecular 

RNase freie 2,5 ml Spitzen     Eppendorf, Hamburg 

Transportbehälter für Zentrifugenröhrchen   Nunc, Wiesbaden 

Zentrifugenröhrchen      Nunc, Wiesbaden 

Zentrifugenröhrchen  spitz 50 ml    Peske (TPP), Aindling-Arnhof 

Zentrifugenröhrchen 12 ml round bottum   Peske (TPP), Aindling-Arnhof 

Objektträger       Menzel GmbH, Braunschweig 

3.1.6 Verwendete Software 

Programme 

Excel Software      Microsoft 

Nanodrop V3.5.2      Peqlab, Erlangen 

Bioconductor       http://www.bioconductor.org/ 

R Software V2.8.0   http://www.r-project.org/ 

SAM Software V3.0  http://www-stat.stanford.edu/ 

(Significance Analysis of Microarrays)   _tibs/SAM/ 

Microarray Analysis Suite V5.0    Affymetrix, Santa Clara, USA 

GeneChip Operating Software V1.2    Affymetrix, Santa Clara, USA 

TIGR (The Institute for Genomic Research)   http://www.tm4.org/ 

MeV (Mulitexperiment Viewer) V4.2.02   http://www.tm4.org/mev.html 

 

Datenbanken 

Affymetrix NetAffxTM Analysis Center   https://www.affymetrix.com/ 

analysis/netaffx/index.affx 

National Center for Biotechnology Information  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

Ensembl       http://www.ensembl.org 

DAVID Bioinformatics Resources 2008   http://david.abcc.ncifcrf.gov/ 

CoPub     http://services.nbic.nl/cgi- 

bin/copub/CoPub.pl 

Panther       http://www.pantherdb.org/ 

        panther/goToPanther.jsp 
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3.2 Bakterienstamm 

Der verwendete E. coli-Stamm 1303 gehört der phylogenetischen Gruppe A (E. coli 

collection of reference strains, ECOR-A) an und war aus Milchsekreten von Kühen mit 

natürlich auftretender klinischer Mastitis isoliert worden. Das verwendete Isolat konnte durch  

Multiplex-PCR-Analyse der Virulenz-assoziierten Gene keinem extraintestinalen oder 

intestinalen pathogenen Stamm von E. coli zugeordnet werden. Die Injektionslösung für die 

Infektion der Versuchstiere enthielt 500 KbE E. coli pro 2 ml steriler, pyrogenfreier 0,9%iger 

Kochsalzlösung und wurde aus kryokonservierten Stammkulturen hergestellt (Van Oostveldt 

et al., 2002). Die tatsächlich verwendete Keimzahl wurde durch Verdünnungsausstriche auf 

Selektivmedium (Kristallviolett-Neutralrot-Galle-Agar) bestimmt und lag zwischen 421-

613 KbE/2 ml. 

3.3 Versuchstiere 

Für diese Arbeit wurden 15 Milchkühe der Rasse Deutsche Schwarzbunte, Typ Holstein 

Frisian benötigt. Alle Tiere waren klinisch gesund, zwischen 25 und 30 Monate alt und 

befanden sich in der Mitte ihrer ersten Laktation (3 bis 6 Monate post partum). Die Kühe 

wiesen eine tägliche Milchleistung von durchschnittlich 20 l (15 bis 25 l) auf und waren zuvor 

nie an einer klinischen oder subklinischen Mastitis erkrankt.  

3.4 Methoden 

3.4.1 Vorbereitung und Infektion der Versuchstiere 

Die Auswahl und Vorbereitung der Versuchstiere und die Infektionsversuche wurden vom 

Kooperationspartner (Arbeitsgruppe Prof. Zerbe) an der Klinik für Wiederkäuer der 

tierärztlichen Fakultät der Ludwig-Maximilians-Universität München mit der Genehmigung 

der Regierung von Oberbayern durchgeführt. Die Auswahl der Versuchstiere erfolgte in 

mehreren Schritten. Zunächst wurden in Frage kommende Tiere über mehrere Wochen 

hinweg in regionalen Bauernhöfen untersucht. Für die Infektionsversuche wurden Tiere 

benötigt, deren Milch in mindestens 3 Eutervierteln weniger als 50.000 Zellen pro ml und 

zudem keine Bakterien enthielt. Eines der Euterviertel durfte einen SCC von bis zu 

150.000/ml Viertel aufweisen. Viertel mit einem SCC von mehr als 50.000 wurden nicht für 

Infektionsversuche verwendet. Für die Untersuchungen wurden wöchentlich Viertel-

Gemelksproben aseptisch gewonnen und zytologisch bzw. mikrobiologisch untersucht. 

Geeignete Tiere wurden in die Klinik für Wiederkäuer eingestellt und mindestens drei 

Wochen lang an die Umgebung gewöhnt. Vor dem Versuch wurde der Sexualzyklus der 

Versuchstiere synchonisiert durch zweimalige Injektion von (+)-Cloprostenol-Natriumsalz 

(PGF2 , Prostaglandin-F2 -Analogon; DalmazinTM) im Abstand von 12 Tagen. 
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Infektionsversuche mit E. coli wurden drei Tage nach der zweiten Injektion im brunstnahen 

Zeitraum (Östrus) durchgeführt. 

Vor Beginn jedes Versuchs wurde den Versuchstieren Oxytocin (20 IE) in die Schwanzvene 

injiziert. Alle Zitzen wurden mit trockenem Zellstoff gereinigt. Dann wurden 5 ml an 

Milchsekret (Vorgemelk) aus dem Euterviertel gemolken. Nach makroskopischer 

Begutachtung der Beschaffenheit des Vorgemelks wurde ein Schalm-Tests (California 

Mastitis Test, CMT) durchgeführt. Es folgte eine gründliche Reinigung und Desinfektion der 

Zitzen mit 70%igem Ethanol und die aseptische Entnahme der Milchproben (Anfangsgemelk) 

für die bakteriologische Untersuchung und die Bestimmung des SCC. Rückstellproben 

wurden bei 4 °C im Kühlschrank aufbewahrt. Dann wurden alle Euterviertel maschinell 

(Eimermelkanlage) gemolken und danach sorgfältig nochmals manuell vollständig 

ausgemolken.  

Zur Infektion eines Euterviertels (vorzugsweise hinten rechts) wurden 2 ml 

Bakteriensuspension (500 KbE E. coli in 2 ml 0,9%iger steriler, pyrogenfreier 

Kochsalzlösung) über den Strichkanal in die Zisterne injiziert. Das Placeboviertel wurde 

entsprechend behandelt, jedoch enthielt die Injektionslösung nur Kochsalzlösung. Nach der 

Injektion wurde die eingebrachte Lösung durch Massieren des Euterviertels verteilt. Vom 

Beginn der Infektion bis zum Schlachten der Versuchstiere nach 6 h oder 24 h wurden 

klinische Daten wie z.B. die Körpertemperatur von den infizierten und unbehandelten Tieren 

erfasst. Zu den Zeitpunkten 0, 3, 6, 12 und 24 h wurden Blutproben von der Jugularvene 

entnommen und auf die Leukozytenzahl hin untersucht. Unmittelbar vor dem Schlachten (6 h 

oder 24 h nach der Infektion) und nach 12 h wurde wie oben beschrieben ein California 

Mastitis Test durchgeführt und das Euter ausgemolken. Zudem wurde der SCC bestimmt 

und geprüft, ob E. coli in der Milch nachgewiesen werden kann.  

3.4.2 Probengewinnung 

Die Schlachtung der Versuchstiere erfolgte am Landesamt für Gesundheit und 

Lebensmittelsicherheit in Oberschleißheim mit Unterstützung der Pathologin Priv. Doz. Dr. 

med. vet. Angela Hafner. Die Tiere wurden mittels Bolzenschussgerät und anschließendem 

Entbluten durch die Eröffnung der Halsschlagader getötet. Nach Abtrennen des Euters 

wurden Eutergewebsproben unter aseptischen Bedingungen innerhalb von 10 Minuten 

gewonnen. Dazu wurde aus dem Bereich 7 cm dorsal von der Milchzisterne ein Stück 

Gewebe mit einer Kantenlänge von 5 cm herausgeschnitten (Abb. 3 A). Aus dem inneren 

Bereich dieses Gewebeblockes wurde ein Gewebestück von ca. 5 x 5 x 5 mm (ca. 250 mg) 

präpariert (Abb. 3 B) und in ein Reaktionsgefäß mit 5 ml RNAlaterTM überführt. RNAlaterTM 

verhindert den enzymatischen Abbau von RNA und ermöglicht ihre Konservierung bei 

Raumtemperatur. Im Anschluss daran wurden die Gewebestücke gewogen und bis zu deren 

Weiterverarbeitung über Nacht im Kühlschrank aufbewahrt. 



MATERIAL UND METHODEN 

 23

 A B 

  
 

Abbildung 3: Entnahme von Milchdrüsengewebe 

A: Aus dem ventralen Bereich (V) 7 cm dorsal der Milchzisterne wurde ein Probenstück mit einer 

Kantenlänge von 5 cm herausgeschnitten. Zusätzlich wurde auch Eutergewebe aus einer weiter 

dorsal gelegenen Lokalisation (D) gewonnen. B: Für die Transkriptomanalysen wurde aus dem 

Inneren des Probenstücks eine Gewebeprobe von ca. 5 x 5 x 5 mm präpariert. 

3.4.3 RNA-Extraktion 

Anmerkung: Bei allen Arbeiten mit RNA musste darauf geachtet werden, dass unspezifischer 

Abbau durch Kontamination mit RNasen vermieden wird. Deshalb wurden bei allen 

Arbeitsschritten Handschuhe getragen. Für die Isolierung und Bearbeitung der RNA wurden 

nur RNase-freie Plastikwaren verwendet. Die Arbeitsflächen wurden vor Aufnahme der 

Arbeiten mit einer 1%igen SDS-Lösung gereinigt.  

Die isolierte RNA wurde für Analysen des Transkriptoms benötigt. Für eine aussagekräftige 

Auswertung dieser Profile ist es unbedingt nötig, dass alle Gewebeproben unter identischen 

Bedingungen aufgearbeitet werden.  

3.4.3.1 TRIzol
TM

 Methode 

Aus den Gewebeproben wurde mittels TRIzolTM Gesamt-RNA entsprechend den 

Herstellervorgaben isoliert. Zum Schutz von Haut und Augen wurden Nitrilhandschuhe und 

eine Schutzbrille getragen. Wegen der Flüchtigkeit von Phenol und Chloroform wurden die 

Arbeiten unter einem Abzug durchgeführt.  

Zur Isolierung der Gesamt-RNA wurden die Eutergewebsproben zunächst im S2-Labor unter 

einer sterilen Werkbank in kleine Scheiben zerschnitten und in Reaktionsgefäße mit TRIzolTM 

überführt. Eingesetzt wurden 2 ml TRIzolTM pro 100 mg Gewebe. Unmittelbar danach wurde 

das Eutergewebe mit einem Homogenisator (Heidolph DIAX 900 mit Dispergierstab 10 F) 

1 Minute lang zerkleinert und dann 30 s auf Eis abkühlen lassen. Dieser Vorgang wurde 2 x 

wiederholt. 
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Das erhaltene Homogenat wurde auf einen Schüttler (IKA VIBRAX VXR) überführt und zur 

Vervollständigung der Lyse für 10 min bei Raumtemperatur und 1000 Upm geschüttelt. Nach 

einer Zentrifugation (12.000 g für 10 min bei RT) wurde der Überstand in ein neues 

Reaktionsgefäß überführt, auf Trockeneis eingefroren und bis zur Aufarbeitung bei -20 °C 

gelagert.  

Zum Auftauen wurden die gefrorenen Proben bei Raumtemperatur geschüttelt (IKA VIBRAX 

VXR, 1000 Upm). Nach Zugabe von 200 l Chloroform je Milliliter TRIzolTM wurde 15 s lang 

so kräftig wie möglich von Hand geschüttelt. Dann wurde der Ansatz für 5 min bei 

Raumtemperatur stehen gelassen. Zur Vervollständigung der Phasentrennung wurden die 

Proben für 15 min bei 12.000 g und 4 °C zentrifugiert. Dabei trennte sich die Probe in 

3 Phasen: eine untere rote Phenol-Chloroform-Phase (enthielt Proteine), eine trübe weiße 

Interphase (enthielt DNA), und eine obere farblose wässrige Phase, welche die RNA enthielt. 

Zur Fällung der RNA wurde die wässrige Phase, deren Volumen ca. 60% der ursprünglichen 

TRIzolTM-Menge entsprach, mit einer Pipette abgenommen und mit 500 l Isopropanol pro ml 

Ausgangsvolumen an TRIzolTM versetzt. Nach kurzem Durchmischen auf dem Vortex wurde 

die Probe zur Vervollständigung der Fällung für 10 min bei Raumtemperatur stehen 

gelassen. Danach wurde die RNA durch eine 20 minütige Zentrifugation bei 12.000 g und 

4 °C sedimentiert. Der Überstand wurde abgenommen und verworfen. Das gut sichtbare 

Sediment wurde vorsichtig mit 1 ml 75%igem Ethanol überschichtet und danach bei 12.000 g 

und 4 °C erneut zentrifugiert. Der Überstand an Ethanol wurde mit Hilfe einer Pipette 

möglichst vollständig entfernt. Das Sediment wurde für ca. 30 min an der 

Bunsenbrennerflamme getrocknet und nach Zugabe von 600 l nukleasefreiem Wasser für 

1 h auf Eis gelöst. Zur Vervollständigung der Lösung wurde die Probe für 10 min bei 58 °C 

geschüttelt (Thermomixer 5437, ca. 100 Upm) und durch Fällung mit Ammoniumacetat 

weiter gereinigt. 

3.4.3.2 Ammoniumacetat-Fällung 

Ziel der Ammoniumacetat-Fällung ist es, mögliche Verunreinigungen wie z.B. Proteine aus 

RNA-Präparationen zu entfernen. Dieses Verfahren beruht auf einer selektiven Fällung von 

RNA durch Konkurrenz hoher Konzentrationen an Ammoniumactetat um Hydrathüllen, 

wodurch bevorzugt lange Nukleinsäuren (mRNA) gefällt und kleine Nukleinsäuren sowie 

Proteine und andere Verunreinigungen abgetrennt werden. 

Die RNA-Lösung wurde mit dem gleichen Volumen einer 5 M Ammoniumacetat-Lösung 

versetzt. Nach 30 minütiger Inkubation auf Eis wurde der Ansatz für 15 min bei 25.000 g und 

4 °C zentrifugiert. Nach Abgießen des Überstandes wurde das Sediment mit 250 l 2,5 M 

Ammoniumacetat-Lösung und danach mit demselben Volumen an 75%igem Ethanol 

gewaschen. Dazu wurde der Überstand abgenommen und verworfen. Das Sediment wurde 

vorsichtig mit der Waschlösung überschichtet, für 5 min bei RT aufbewahrt und dann für 

5 min bei 25.000 g und 4 °C zentrifugiert. Nach dem Abnehmen des restlichen 75%igen 
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Ethanols wurde das Sediment für ca. 20 min bei Raumtemperatur an der 

Bunsenbrennerflamme getrocknet und anschließend in 600 l nukleasefreiem Wasser 

gelöst. Zur Bestimmung der Konzentration wurde ein Aliquot von 1,5 l der gelösten RNA am 

Nanodrop spektrophotometrisch vermessen. Zur Beurteilung der Qualität wurden ca. 250 ng 

der isolierten RNA durch Agarosegelelektrophorese analysiert. 

3.4.4 Agarose-Gelelektrophorese 

Die Agarosegelelektrophorese in Anwesenheit von Ethidiumbromid ermöglichte die 

Beurteilung der Qualität der isolierten RNA. Durch den Molekularsiebeffekt der Agarose 

werden die aufgetragenen Nukleinsäuren im elektrischen Feld nach ihrer Größe aufgetrennt. 

Der Nachweis der Nukleinsäuren erfolgte über Ethidiumbromid, welches nach Einlagerung in 

doppelsträngige Bereiche von Nukleinsäuren seine Fluoreszenzquantenausbeute um mehr 

als zwei Größenordnungen erhöht. Dadurch können bei Bestrahlung mit UV-Licht Banden  

nachgewiesen werden, die einige wenige Nanogramm an doppelsträngiger Nukleinsäure 

enthalten. Das Verhältnis der Intensitäten der ribosomalen 18 S und 28 S RNA und auch 

deren Verhältnis zu niedermolekularen Komponenten waren ein Maß für die Intaktheit der 

isolierten RNA und ein Qualitätskriterium für vergleichende Analysen der Genexpression. Im 

Idealfall sollte das Verhältnis der Fluoreszenzintensitäten der 18 S und 28 S rRNA zwischen 

1:1,5 – 1:2,5 liegen. 

3.4.4.1 TBE-Agarosegele 

Für die Auftrennung der RNA wurden 0,8%ige Agarosegele angefertigt. Zur Herstellung 

eines 9 x 10 x 0,5 cm Gels benötigt man 45 ml ionenfreies Millipore-Wasser und 0,4 g 

Agarose (Invitrogen™, Life Technologie). Die Agarose wurde abgewogen und in einen 

Weithals-Erlenmeyerkolben durch Umschwenken so gut wie möglich in 45 ml Wasser 

suspendiert. Die Suspension wurde unter gelegentlichem Schwenken in der Mikrowelle 

erhitzt und solange aufgekocht, bis eine klare, partikelfreie Lösung entstanden war. Dann 

wurde die Menge an verdampftem Wasser ersetzt. Der Erlenmeyerkolben wurde nach 

Zugabe eines Rührfisches auf einen Magnetrührer gestellt und bei niedriger Drehzahl so 

lange gerührt, bis die Agaroselösung etwa 60 °C erreicht hatte. Dann wurden 5 ml an 10x 

TBE-Puffer zugegeben, der 0,5 g Ethidiumbromid pro ml enthielt. Nach Gießen der fertigen 

Gellösung in einen vorbereiteten Gelträger wurde ein Taschenformer für ~20 μl 

Taschenvolumen eingesetzt. Apparatur, Gelträger und Taschenformer waren zuvor gründlich 

mit 1%iger SDS-Lösung gereinigt worden. Nach Aushärten des Gels wurde der 

Taschenformer entfernt. Das Gel wurde samt Gelträger in die Elektrophoreseapparatur 

überführt und mit 250 ml eines ethidiumbromidhaltigen (0,5 g/ml) 1x TBE-Puffers 

überschichtet. Pro Geltasche wurden 250 ng RNA mit einer entsprechenden Menge an RNA-

Probenpuffer (1x HSE-Puffer) versetzt und aufgetragen. Die Elektrophorese der 

Nukleinsäuren erfolgte zunächst für 18 min bei einer Spannung von 3 V/cm und dann für 
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1,5 h bei 5 V/cm (Elektrodenabstand: 17 cm). Die Stromstärke wurde auf maximal 100 mA 

begrenzt. Als Kontrolle wurden sowohl der 100 bp Plus als auch der 1 kb DNA-

Molekulargewichtsstandard aufgetragen. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das 

Gel im INTAS PCI-Gel-Imager mit 254 nm UV-Licht bestrahlt. Die Fluoreszenz wurde mit 

einer Digitalkamera dokumentiert. 

3.4.5 Erstellung von Expressionsprofilen nach dem Affymetrix Verfahren  

Der eingesetzte bovine Affymetrix GeneChip™ enthielt ca. 24.000 probe sets von insgesamt 

19.000 UniGene Clustern (bovine mRNAs). Jedes probe set besteht aus 22 verschiedenen 

Oligonukleotiden. Die Erfassung aller auf dem Chip abgebildeten mRNA-Spezies eines 

Gewebes erfolgt in einem mehrstufigen Prozess, der in Abbildung 4 dargestellt ist. Für den 

ersten Schritt gibt es zwei verschiedene kommerzielle Verfahren zur Herstellung biotinylierter 

cRNA. Die übrigen Schritte von der Hybridisierung bis zur Analyse der Ergebnisse erfolgen 

unabhängig von der Herstellung der Sonden.  

 

 

 
Abbildung 4: Analyse der Genexpression nach dem Affymetrix-Verfahren 

(http://www.affymetrix.com/index.affx, 2009) 

Im ersten Schritt wird unter Verwendung eines Oligo(dT)-Primers aus der Gesamt-RNA cDNA 

synthetisiert. Diese wird anschließend in Gegenwart von biotinmarkierten Ribonukleotiden in cRNA 

umgeschrieben. Die so markierten cRNA Moleküle werden fragmentiert und mit dem GeneChip™ 

hybridisiert. Gebundene cRNA wird durch Umsetzung mit biotinbindenden und fluoreszierenden 

Molekülen markiert. Nach Abwaschen der überschüssigen Agenzien wird der Chip gescannt, 

ausgelesen und analysiert. 
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3.4.5.1 Herstellung biotinylierter cRNA  

Die Herstellung von biotinylierter cRNA aus Gesamt-RNA erfolgte entweder mit dem One-

cycle cDNA Synthesis und IVT Labeling Kit der Firma Affymetrix oder mit dem 

MessageAmpTM II-Biotin Enhanced Kit der Firma Ambion. Beide Methoden verwendeten 

dieselben enzymatischen Verfahren. Der Ablauf des Verfahrens ist in Abbildung 5 

dargestellt. 

 

 

Abbildung 5: cDNA-Synthese und in vitro-Transkription – modifiziert nach Affymetrix 

(http://www.affymetrix.com/index.affx, 2009) 

In einer reversen Transkription wird zuerst der Erststrang der cDNA synthetisiert und im Anschluss 

daran mit Hilfe von DNA Polymerase und RNase H in einen Doppelstrang überführt. Danach erfolgt 

die Herstellung und Amplifizierung biotinylierter cRNA mit T7-RNA-Polymerase. 

 

Ausgehend von Gesamt-RNA erfolgte zuerst die Synthese des Erststrangs mit einer 

reversen Transkriptase mit einem T7-Oligo(dT)-Primer. Der Aufbau des Zweitstrangs wurde 

durch RNase H ermöglicht und von der DNA-Polymerase I durchgeführt. Die doppelsträngige 

cDNA wurde gereinigt und in einer in vitro-Transkriptionsreaktion (IVT) eingesetzt. In dieser 

Reaktion erzeugte T7-RNA-Polymerase biotinylierte cRNA ausgehend vom T7-Promotor am 

3´-Ende der cDNA. Da T7-RNA-Polymerase im Gegensatz zur DNA-Polymerase I nicht nur 
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eine Kopie pro DNA-Molekül erstellt, wird durch dieses Enzym die Ausbeute an biotinylierter 

cRNA erhöht.  

 

Durchführung der cDNA-Synthese 

Entsprechend der Tabelle 3 wurden alle notwendigen Komponenten zusammengegeben, 

gründlich durchmischt (Vortex) und nach einer kurzen Zentrifugation (10 s, Micro 

Centrifuge II) für 10 min bei 70 °C im Hybridisierungsofen (Fa. Kendro) inkubiert. 
 

Tabelle 3: Vorbereiten der RNA für die Erststrangsynthese 

Affymetrix Ambion 

Komponente Menge Komponente Menge 

Gesamt-RNA (10 g) 7 l Gesamt-RNA (1 g) 9 l 

Poly-A Kontrollen 2 l Poly-A Kontrollen 2 l 

T7-Oligo(dT)-Primer 2 l T7-Oligo(dT)-Primer 1 l 

Komponenten mischen und kurz zentrifugieren 

Denaturieren bei 70 °C 10 min Denaturieren bei 70 °C 10 min 

Abkühlen der Probe auf Eis und kurz zentrifugieren 

 

Während der Inkubation bei 70 °C wird der Mastermix angesetzt wie in Tabelle 4 angegeben. 

Tabelle 4: Synthese des Erststrangs der cDNA 

Affymetrix Ambion 

Komponente Menge Komponente Menge 

5x Erststrang-Reaktionsmix 4 l 10x Erststrang-Puffer 2 l 

dNTP (10 mM) 1 l dNTP Mix 4 l 

DTT (0,1 M) 2 l   

  RNase Inhibitor 1 l 

  Array Script 1 l 

Erststrang-Mastermix 7 l Erststrang-Mastermix 8 l 

Komponenten mischen und kurz zentrifugieren 

RNA-Lösung zugeben (11 l) RNA-Lösung zugeben (12 l) 

Synthese der cDNA bei 42 °C 1 h Synthese der cDNA bei 42 °C 2 h 

Super Script II (Zugabe nach 
2 min bei 42 °C) 

2 l   

Abkühlen der Probe auf Eis und kurz zentrifugieren 
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Die cDNA-Synthese erfolgte bei 42 °C im Hybridisierungsofen (Affymetrix) bzw. im T3-

Thermocycler (Ambion). Während dieser Zeit wurde der Zweitstrang-Mastermix wie in 

Tabelle 5 angesetzt. 

Tabelle 5: Synthese des Zweitstrangs der cDNA 

Affymetrix Ambion 

Komponente Menge Komponente Menge 

nukleasefreies Wasser 91 l nukleasefreies Wasser 63 l 

5x Zweitstrang-Reaktionsmix 30 l 10x Zweitstrang Puffer 10 l 

dNTP (10 mM) 3 l dNTP Mix 4 l 

E. coli DNA Polymerase I 4 l DNA Polymerase 2 l 

RNase H 1 l RNase H 1 l 

E. coli Ligase 1 l   

Zweitstrang-Mastermix 130 l Zweitstrang-Mastermix 80 l 

Komponenten mischen und kurz zentrifugieren 

Reaktionsansatz der Zweitstrangsynthese (20 l) zugeben 

2 h bei 16 °C inkubieren 

T4-DNA-Polymerase 2 l   

5 min bei 16 °C   

EDTA (0,5 M) 10 l   

 

Nach Zugabe des Zweitstrang Mastermix zur cDNA Probe wurde der Ansatz vorsichtig auf 

dem Vortex (Stufe 3) gemischt, kurz zentrifugiert und bei 16 °C im Wasserbad (Affymetrix) 

bzw. im T3-Thermocycler (Ambion) inkubiert. Danach wurden ausschließlich bei der 

Affymetrix-Methode die Enden durch T4 Polymerase geglättet. Nach der Reaktion wurde die 

hergestellte doppelsträngige cDNA gereinigt. 

 

Aufreinigung der cDNA 

Die cDNA wurde entsprechend den Angaben in der Tabelle 6 gereinigt. Die Probe wurde 

zunächst mit Bindungspuffer vermischt und dann auf den Filtereinsatz einer Reinigungssäule 

(„Spincolumn“) übertragen. Bei diesem Schritt wurde die cDNA an das Filtermaterial 

gebunden während alle anderen Komponenten in Lösung blieben und durch eine 

Zentrifugation abgetrennt werden konnten. Nach der Zentrifugation wurde der Durchlauf 

verworfen. Bei der Affymetrix-Methode wurde dieser Schritt aufgrund des großen 

Ansatzvolumens ein zweites Mal mit dem Rest der Probe durchgeführt. Reste des 

Reaktionsansatzes wurden durch Waschen mit Waschpuffer vom Filter entfernt. Danach 

wurde der Durchlauf verworfen und der Filtereinsatz zur vollständigen Entfernung restlicher 

Flüssigkeit mit offenem Deckel zentrifugiert. Der Filtereinsatz mit der gebundenen cDNA 
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wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Danach wurde die cDNA mit nukleasefreiem 

Wasser durch Zentrifugation eluiert. Beim Ambion-Verfahren wurde der Filtereinsatz zur 

Erhöhung der Ausbeute an cDNA ein zweites Mal mit Wasser eluiert. Nach Zentrifugation 

wurden ungefähr 12 l (Affymetrix) bzw. 20 l (Ambion) an cDNA-Lösung erhalten. Davon 

wurden 6 l (Affymetrix) oder die gesamte gereinigte doppelsträngige cDNA (Ambion) in die 

in vitro-Transkription (IVT) eingesetzt. 

 

Tabelle 6: Reinigen der hergestellten cDNA 

Affymetrix Ambion 

Komponente Menge Komponente Menge 

Ansatz der cDNA-Synthese 162 l  Ansatz der cDNA-Synthese 100 l 

Bindungspuffer 600 l Bindungspuffer 250 l 

Mischen und auf Spincolumn geben* Mischen und auf Spincolumn geben 

Zentrifugieren für 1 min bei 8.000 g* Zentrifugieren für 1 min bei 10.000 g 

Durchlauf verwerfen* Durchlauf verwerfen 

750 l Waschpuffer zur Spincolumn geben 500 l Waschpuffer zur Spincolumn geben 

Zentrifugieren für 1 min bei 8.000 g Zentrifugieren für 1 min bei 10.000 g 

Durchlauf verwerfen 

Zentrifugieren für 1 min bei 8.000 g Zentrifugieren für 1 min bei 10.000 g 

Spincolumn in neues Gefäß überführen 

14 l Elutionspuffer zugeben 13 l Wasser (50-55 °C warm) zugeben 

1 min bei RT 2 min bei RT 

Zentrifugieren für 1 min bei 25.000 g Zentrifugieren für 1,5 min bei 10.000 g 

 13 l Wasser (50-55 °C warm) zugeben 

 Zentrifugieren für 1,5 min bei 10.000 g 

cDNA-Lösung ~12 l cDNA-Lösung ~12 l 

* Wegen des großen Ansatzvolumens wird dieser Schritt zweimal durchgeführt. 

 

Durchführung der in vitro-Transkription zur Herstellung biotinylierter cRNA 

Biotinylierte cRNA wurde wie in Tabelle 7 angegeben aus doppelsträngiger cDNA 

hergestellt. Der Probe wurde die entsprechende Menge an Mastermix zugesetzt und nach 

vorsichtigem Mischen und kurzem Zentrifugieren für 16 h (Affymetrix) bzw. 6 h (Ambion) bei 

37 °C im Hybridisierungsofen inkubiert. Der Reaktionsansatz enthielt T7-RNA-Polymerase, 

die ausgehend vom T7-RNA-Promotor der cDNA biotinylierte cRNA synthetisierte. Die 

Reaktion wurde durch Zugabe von 60 l nukleasefreiem Wasser gestoppt. Danach wurde die 

erhaltene cRNA gereinigt. 
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Tabelle 7: Ansetzen des IVT-Mastermix für eine Reaktion 

Affymetrix Ambion 

Komponente Menge Komponente Menge 

10x Markierungspuffer 4 l T7 10x Reaktionspuffer 12 l 

IVT dNTP Mix 12 l Biotin-NTP Mix 4 l 

IVT Enzym Mix 4 l T7 Enzym Mix 4 l 

nukleasefreies Wasser 14 l   

IVT-Mastermix 34 l IVT-Mastermix 20 l 

Komponenten mischen und kurz zentrifugieren 

Eluat der gereinigten cDNA 6 l Eluat der gereinigten cDNA 20 l 

Komponenten mischen und kurz zentrifugieren 

16 h bei 37 °C inkubieren 6 h bei 37 °C inkubieren 

 

Aufreinigung der cRNA 

Biotinylierte cRNA wurde wie in Tabelle 8 angegeben gereinigt. Dazu wurde die cRNA mit 

Bindungspuffer und Ethanol gemischt und auf den entsprechenden Filtereinsatz übertragen. 

Unter diesen Bedingungen wurde die cRNA an den Filter gebunden, während die übrigen 

Komponenten der IVT-Reaktion in Lösung blieben und durch Zentrifugation abgetrennt 

werden konnten. Verbliebene Reste des Reaktionsansatzes wurden durch Aufbringen von 

Waschpuffer und anschließende Zentrifugation entfernt. Beim Affymetrix-Verfahren wurde 

die gebundene cRNA nochmals mit Ethanol gewaschen. Nach vollständigem Trocknen des 

Filtereinsatzes durch Zentrifugation wurde die cRNA mit nukleasefreiem Wasser durch 

Zentrifugieren eluiert. Das Eluieren wurde beim Affymetrix-Verfahren wiederholt. Erhalten 

wurden ca. 20 l (Affymetrix) bzw. ca. 100 l (Ambion) an gelöster cRNA. 

 

Tabelle 8: Reinigen der hergestellten biotinylierten cRNA 

Affymetrix Ambion 

Komponente Menge Komponente Menge 

Ansatz der IVT-Reaktion 40 l  Ansatz der IVT-Reaktion 40 l 

nukleasefreies Wasser 60 l nukleasefreies Wasser 60 l 

Bindungspuffer 350 l Bindungspuffer 350 l 

Mischen 

Ethanol (100%) 250 l Ethanol (100%) 250 l 

Mischen und auf Spincolumn geben 

Zentrifugieren für 15 s bei 8.000 g Zentrifugieren für 1 min bei 10.000 g 

Durchlauf verwerfen 
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Waschpuffer 500 l Waschpuffer 650 l 

Zentrifugieren für 15 s bei 8.000 g Zentrifugieren für 1 min bei 10.000 g 

Durchlauf verwerfen 

Ethanol (80%) 500 l   

Zentrifugieren für 15 s bei 8.000 g   

Durchlauf verwerfen   

Zentrifugieren für 5 min bei 25.000 g Zentrifugieren für 1 min bei 10.000 g 

Spincolumn in neues Gefäß überführen 

11 l Wasser zugeben 100 l Wasser (50-60 °C warm) zugeben 

  2 min bei RT 

Zentrifugieren für 1 min bei 25.000 g Zentrifugieren für 1,5 min bei 10.000 g 

11 l Wasser zugeben   

Zentrifugieren für 1 min bei 25.000 g   

cRNA-Lösung ~20 l cRNA-Lösung ~100 l 

 

Die Ausbeute an cRNA wurde durch Vermessen von 1,5 l der aufgereinigten cRNA am 

Nanodrop bestimmt. 250 ng der cRNA wurden zusätzlich mittels eines Agarosegels auf die 

Qualität hin getestet.  

 

3.4.5.2 Fragmentierung der cRNA 

Zur optimalen Hybridisierung der biotinylierten cRNA mit den komplementären 

Oligonukleotidsequenzen musste diese vorher fragmentiert werden. 15 μg cRNA wurde 

hierzu in einem Volumen von 24 μl mit 6 l Fragmentierungspuffer versetzt und 35 Minuten 

bei einer Temperatur von 94 °C inkubiert. Dabei wurde die biotinylierte cRNA durch Mg2+-

induzierte Hydrolyse in 35-200 Bp lange Stücke fragmentiert. Abschließend wurde die Länge 

der fragmentierten cRNA durch Agarosegel-Elektrophorese (2% Agarose in 1x TBE, 

0,5 g/ml EtBr) analysiert. 

3.4.5.3 Hybridisierung 

Zunächst wurde der Hybridisierungscocktail entsprechend den Angaben in Tabelle 9 

angesetzt. Er wurde durch Vereinigen der Einzelkomponenten hergestellt und enthielt 10 g 

fragmentierter cRNA, das Control-Oligo B2, Hybridization Controls sowie weitere Agenzien. 
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Tabelle 9: Ansetzen des Hybridisierungscocktails 

Komponente Menge 

fragmentierte cRNA X l (10 g) 

60x Control Oligo B2, 3 nM 3,3 l 

20x Eukaryotic Hybridization Controls (bioB, bioC, bioD, cre) 10 l 

2x Hybridization Mix 100 l 

DMSO 20 l 

nukleasefreies H2O X l 

Hybridisierungsmix 200 l 

 

Vor dem Befüllen wurden die gekühlt gelagerten Affymetrix GeneChips™ mindestens 30 min 

lang bei RT äquilibriert. Als erstes wurden die Arrays zum Absättigen unspezifischer 

Bindungen vorhybridisiert. Dazu wurden sie mit 200 l Prehybridization-Mix gefüllt und im 

Hybridisierungsofen (GeneChipTM Hybridzation Oven 640, Affymetrix) 10 min lang bei einer 

Drehzahl von 60 Upm und 45 °C inkubiert. Das manuelle Befüllen und Waschen der 

GeneChips™ erfolgte immer auf die gleiche Weise. Die Arrays wurden mit der beschrifteten 

Seite nach unten abgelegt. Dann wurde eine 200 l Spitze in das obere Septum des Chips 

eingeführt (Abb. 6). Eine weitere 200 l Spitze wurde auf eine Kolbenhubpipette aufgesteckt 

und mit der benötigten Menge an Lösung gefüllt. Nach Einführen der Spitze in das untere 

Septum wurde der GeneChip™ leicht schräg gehalten (Septum mit leerer Spitze zeigt nach 

oben). Dann wurde die Lösung langsam in den Reaktionsraum gefüllt wobei die verdrängte 

Luft über die Spitze im oberen Septum entwich. Nach dem Befüllen wurde das obere und 

untere Septum mit gelben runden Aufklebern abgedichtet. 

In der Zwischenzeit wurde der Hybridisierungscocktail für 5 min bei 99 °C denaturiert, 

danach 5 min auf 45 °C abgekühlt und 5 min lang bei 25.000 g zentrifugiert. Der Überstand 

wurde vorsichtig abgenommen ohne das Sediment zu verwirbeln. Der vorbereitete 

Hybridisierungscocktail wurde nach Entfernen des Prehybridization-Mix in den GeneChip™ 

gefüllt. Anschließend wurde für 16 Stunden bei 45 °C und 60 Upm hybridisiert. Danach 

wurde die Hybridisierungslösung entfernt und der Array mit 160 μl Waschpuffer A befüllt und 

bis zum Waschen und Färben im Kühlschrank aufbewahrt (maximal für 2 Stunden).  
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Abbildung 6: Aufbau eines Affymetrix GeneChipsTM 

Auf der Vorderseite (A) des GeneChips™ befindet sich der Glasträger mit dem Oligoarray. Auf der 

Rückseite (B) sind zwei Septen zum Befüllen und Entleeren des GeneChips™.  

 

3.4.5.4 Waschen und Färben 

Der anschließende Wasch- und Färbevorgang (Tab. 10) erfolgte in einem automatischen 

Array-Waschmodul (GeneChipTM Fluidics Station 450; Affymetrix) mit dem entsprechenden 

Programm (FS450_0002) für diesen Arraytyp. 

Tabelle 10: Wasch- und Färbeprotokoll FS450_0002 

Schritt Zyklus 

Waschgang 1 10 Zyklen mit 2 Mischungen mit Waschpuffer A bei 30 °C 

Waschgang 2 6 Zyklen mit 15 Mischungen mit Waschpuffer B bei 50 °C 

Färbung 1 Färben für 5 min mit SAPE-Lösung bei 35 °C 

Waschgang 3 10 Zyklen mit 4 Mischungen mit Waschpuffer A bei 30 °C 

Färbung 2 Färben für 5 min mit Antikörper-Lösung bei 35 °C 

Färbung 3 Färben für 5 min mit SAPE-Lösung bei 35 °C 

Waschgang 4 15 Zyklen mit 4 Mischungen mit Waschpuffer A bei 35 °C 

und abschließender Dauertemperatur von 25 °C 

 

Durch das Waschen (Waschgang 1 und 2) mit nicht stringentem Waschpuffer (A) und mit 

stringentem Waschpuffer (B) wurde die unspezifisch gebundene und überschüssige 

biotinylierte cRNA entfernt. Die übrige biotinylierte RNA wurde in einem mehrstufigen 

Verfahren mit Fluoreszenzfarbstoff versehen. In einem ersten Färbeschritt wurde 

Streptavidin-Phycoerythrin (SAPE) an die Biotin-Reste der cRNA gebunden. Nach erneutem 

Waschen wurden biotinylierte Anti-Streptavidin-Antikörper angelagert und zuletzt nochmals 

Streptavidin-Phycoerythrin. Dadurch wurde das ursprünglich durch Phycoerythrin erzeugte 

Fluoreszenzsignal verstärkt.  
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3.4.5.5 Scannen 

Nach dem Waschen und Färben des Chips wurden die Intensitäten der Fluoreszenzsignale 

der Microarrays mit dem Affymetrix Scanner 3000 7G erfasst und als Bilddatei (DAT-File) 

gespeichert. An allen vier Seiten des verwendeten bovinen Array befinden sich Bereiche mit 

Oligonukleotiden, die komplementär zum zugesetzten Oligo B2 sind. Dadurch wird ein 

Schachbrettmuster von Signalen erzeugt, das als Koordinatensystem zur Orientierung und 

Zuordnung der Messwerte dient. Aus den primären Messdaten mit einer Vielzahl von Pixeln 

pro Oligonukleotid wird ein CEL-File erzeugt, das für jedes Oligo den Durchschnitt aller 

erfassten Messpunkte enthält. Jede mRNA wird auf dem Array mit mindestens 

22 Oligonukleotiden abgebildet. Der Kondensierungsalgorithmus (Microarray Analysis Suite 

V5.0; MASV5.0) fasst für jede mRNA alle Einzelwerte seiner 22 Oligonukleotide zusammen 

und legt den errechneten Wert als CHP-File ab. Qualitätskriterien und andere Eigenschaften 

eines Experiments werden in einer Berichtsdatei (RPT-File) zusammengefasst. 

3.4.6 Statistische und Bioinformatische Auswertung 

Die Berechnung von Mittelwerten und Standardabweichungen (standard error of mean, 

SEM) sowie die Erstellung von Graphiken wurden unter anderen mit dem Excel-Programm 

durchgeführt. 

Programme zum Auswerten von Expressionsdaten gibt es als eigenständige Programme 

oder auch als Erweiterung für Microsoft Excel. Für die Auswertung der Affymetrix-

Experimente wurde sowohl das frei verfügbare Statistik-Softwarepaket R (http://www.r-

project.org/, 2009) mit den Erweiterungspaketen des Bioconductor-Projekts 

(http://www.bioconductor.org/, 2009) als auch das Excel Add-in SAM (Significance Analysis 

of Microarrays (http://www-stat.stanford.edu/_tibs/SAM/, 2009; Tusher et al., 2001)) genutzt.  

Bei R handelt es sich um eine freie Software-Umgebung für statistische Berechnungen und 

Visualisierungen, welche für die vorliegende Auswertung in Version 2.8.0 verwendet wurde. 

Im Bereich der Microarray-Analyse gehört R zu den Standardwerkzeugen, das über 

zeilenweise Eingabe von Befehlen in ein R-Terminalfenster gesteuert wird. 

Für die standardmäßige Auswertung der Microarray-Experimente wurden die Bioconductor-

Pakete affy, affyPLM, geneplotter, IDPmisc und limma benutzt. Das affy-Paket bietet 

Methoden zum Einlesen von CEL-Files, zur Normalisierung der eingelesenen Daten aller zu 

vergleichenden Datensätze als Voraussetzung zur Identifizierung differentiell exprimierter 

Gene und zur primären Qualitätskontrolle. Die Qualität der Proben und der Hybridisierung 

wurde basierend auf den „perfect match“ Intensitätsverteilungen mit Hilfe von Histogrammen, 

5´-3´-RNA-Degradationsplots oder Boxplots überprüft. Die Normalisierung der Rohdaten der 

einzelnen Microarrays erfolgte mit dem RMA-Algorithmus (Robust Multiarray Average). 

Differenziell exprimierte Gene wurden mit Hilfe des limma-Pakets (Smyth, 2004) oder der 

SAM-Software V3.0 identifiziert. Im Anhang dieser Arbeit ist ein R-Script, welches zur 
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statistischen und bioinformatischen Auswertung der Microarrayexperimente eingesetzt 

wurde, aufgeführt. 

3.4.6.1 Ermittlung differentiell exprimierter Gene 

Die einfachste Methode zur Ermittlung differentiell exprimierter Gene ist der Vergleich des 

Quotienten der logarithmierten Expressionswerte der probe sets zweier Gruppen mit einem 

vorgegebenen Schwellenwert. Alle Werte, deren Quotient den Schwellenwert überschreitet, 

werden als differentiell exprimiert erklärt. Verbreitet ist die sogenannte Fold Change-

Methode: Sie besagt, dass eine Erhöhung auf mehr als das Doppelte gegenüber der 

Kontrolle als überexprimiert, eine Erniedrigung auf weniger als die Hälfte als unterexprimiert 

gilt. Diese Methode hat allerdings den Nachteil, dass sie die Varianz der Expressionswerte 

der Proben einer Gruppe ignoriert und den detektierten Genen auch kein statistisches 

Konfidenzmaß zuordnet. Eine Alternative besteht darin, für jedes Gen einer Messreihe einen 

statistischen t-Test auf den Unterschied der Mittelwerte der Expressionswerte verschiedener 

Gruppen durchzuführen (Björn, 2004). Werden allerdings viele Einzeltests durchgeführt, wie 

es etwa bei der Auswertung von Microarray-Daten notwendig ist, steigt die 

Wahrscheinlichkeit falsch positiver Ergebnisse. Die sogenannte Bonferroni-Korrektur ist eine 

einfache Möglichkeit, diesem Problem des multiplen Testens entgegenzutreten, indem die 

family-wise-error-rate (FWER), also die Wahrscheinlichkeit kontrolliert wird, dass mindestens 

ein falsch positives identifiziertes Gen vorkommt. 

Allerdings ist die Kontrolle der FWER, wie sie z.B. bei limma angewandt wird, nur in solchen 

Fällen angebracht, in denen nur wenige Gene als differentiell exprimiert identifiziert werden 

sollen, da die statistische Mächtigkeit eines Testes durch die Bonferroni-Korrektur stark 

eingeschränkt wird. Eine Lösung dieses Problems bietet sich mit der Kontrolle der 

sogenannten false-discovery-rate (FDR, Anteil falsch positiv detektierter Gene unter allen 

differentiell exprimierten Genen), die praktische Anwendung bei der Detektion differentiell 

exprimierter Gene mittels SAM-Methode findet.  

3.4.6.2 Ermittlung differentiell exprimierter Gene durch Limma 

Zur Bestimmung differenziell exprimierter Gene zwischen zwei Experimenten wurde das 

limma-Paket in R eingesetzt. Die limma-Analyse basiert auf einer Implementierung des 

Empirischen-Bayes-Ansatzes von Gordon Smyth (Smyth, 2004; Smyth et al., 2005). Diese 

Methode wird auch als moderierter t-Test bezeichnet und verwendet Informationen mehrerer 

probe sets eines Experiments zur Berechnung der Varianzen. Limma ist selbst für die stabile 

Analyse von Experimenten mit geringer Probenanzahl geeignet. In der vorliegenden Arbeit 

wurden mehr als zweifache Unterschiede in der Genexpression (Log2 Fold Change  1) und 

ein korrigierter p-Wert < 0,01 als signifikant angesehen. 



MATERIAL UND METHODEN 

 37

3.4.6.3 Ermittlung differentiell exprimierter Gene durch SAM 

Bei SAM (Significance Analysis of Microarrays) handelt es sich um eine an der Stanford 

Universität entwickelte Software, welche die Signifikanz von differentiell exprimierten Genen 

ermittelt (Tusher et al., 2001). Dieser Algorithmus basiert auf einer modifizierten t-Test 

Statistik und umfasst Permutationsanalysen zur Bewertung der statistischen Signifikanz. Alle 

Daten wurden unter Verwendung des Zwei-Klassen-Modus für zwei ungepaarte Gruppen 

von Microarrayexperimenten über 100 Zyklen permutiert. Als Schwellenwert für die 

Signifikanz wurde durch Einstellung des Parameters Delta eine FDR (false discovery rate) 

von 10% festgelegt. Der Wert für die Signifikanz des Expressionsunterschiedes eines Gens 

wurde durch den q-Wert ausgedrückt (kleinste FDR, bei der ein Gen als signifikant 

unterschiedlich exprimiert betrachtet wird). Signifikante Unterschiede in der Genexpression 

einzelner Gene wurden durch einen q-Wert < 10% definiert. 
 

Die Annotation der probe sets der GeneChipsTM erfolgte mit Hilfe einer Liste, die basierend 

auf bioinformatischen Methoden wie z.B. dem Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 

im Rahmen einer Masterarbeit erstellt wurde (Hintermair, 2007). Neben den Rind-

spezifischen Informationen enthielt diese auch Informationen über orthologe humane Gene. 

Für alle bioinformatischen Analysen wurden Human Entrez Gene IDs verwendet. 

3.4.6.4 GO Analyse 

Mit einer GO-Analyse wurde untersucht, zu welchen Genontologie-Kategorien die 

gefundenen differentiell exprimierten Gene gehören. Das Programm bestimmte zunächst, 

wie oft eine bestimmte Ontologie in einer entsprechend großen Anzahl beliebig ausgewählter 

Gene vorkommen dürfte und glich diesen Erwartungswert mit den ermittelten Werten für die 

ausgewählten Kandidatengene ab. Ontologien, denen mehr Gene als statistisch erwartet 

zugeordnet wurden, wurden als angereichert bezeichnet. Die Analyse lieferte damit einen 

Hinweis, an welchen Prozessen die untersuchten Kandidatengene beteiligt sind. Die 

Ontologien wurden im Rahmen des Gene Ontology Consortiums 1998 (2001; 2006; 

Ashburner et al., 2000) entwickelt und legten den Grundstein für eine standardisierte und 

strukturierte Beschreibung von Eigenschaften und Funktionen von Genen. GO bietet eine 

Einteilung der Gene in drei Ontologien: „Biologische Prozesse“, „Molekulare Funktion“ und 

„Zelluläre Komponente“, die jeweils in verschiedene Ebenen unterteilt sind. Die Ontologie 

„Molekulare Funktionen“ beschreibt die Aktivität von Genprodukten auf molekularer Ebene 

(z.B. Katalyse, Bindung, Transport, etc.). Mit dem „Biologischen Prozess“ wird ein 

zielgerichteter biologischer Vorgang beschrieben, an dem ein Genprodukt beteiligt ist. Über 

die Zelluläre Komponente wird ein Genprodukt einem funktionellen Kompartiment 

(morphologische Struktur oder makromolekularer Komplex) innerhalb der Zelle zugeordnet. 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Genlisten bezüglich der beiden Ontologien 

„Biologische Prozesse“ und „Molekulare Funktion“ ausgewertet. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Auswahl der Versuchstiere und experimentelle Infektion mit E. coli 1303 

Für die Untersuchung der Auswirkung von E. coli 1303 auf das Transkriptom des 

Milchdrüsengewebes wurden insgesamt 15 hochlaktierende Milchkühe benötigt, die nach 

strengen Kriterien ausgewählt worden waren. Als Ausschlusskriterium für die 

Eutergesundheit wurde die Anzahl der somatischen Zellen in der Milch herangezogen. Tiere, 

die im Zeitraum von 2 Wochen vor Versuchsbeginn mehr als 50.000 somatische Zellen pro 

Milliliter in mehr als einem Euterviertel aufwiesen, wurden ausgeschlossen. Die Geburt des 

ersten Kalbes musste mindestens 3 Monate und längstens 6 Monate zurückliegen. Die 

ausgewählten Milchkühe wurden durch Hormonbehandlung im Zyklus synchronisiert und in 

3 Gruppen von je 5 Versuchstieren (Abb. 7) eingeteilt.  

 
 

Abbildung 7: Einteilung der Versuchstiere für die experimentelle Infektion mit 

E. coli 1303 

Je ein Euterviertel von zehn Versuchstieren wurde mit je 500 KbE E. coli 1303 (i, Stern) oder mit der 

entsprechenden Menge an isotonischer Kochsalzlösung (p) infundiert. Zwei Euterviertel blieben 

unbehandelt (n). Während des Versuchs wurden die Anzahl der somatischen Zellen in der Milch und 

die Körpertemperatur bestimmt. Fünf der infizierten Tiere wurden 6 Stunden später geschlachtet, die 

restlichen 5 Tiere 24 Stunden nach der Infektion. Weitere 5 gesunde Milchkühe wurden 24 h nach 

Beginn des Versuchs geschlachtet. Aus jedem der Euterviertel aller 15 Tiere wurden Proben des 

Milchdrüsengewebes entnommen (grauer Kreis) und sofort nach der Entnahme mittels RNAlaterTM für 

Expressionsananalysen konserviert. 
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Zwei Gruppen á 5 Tiere wurden mit E. coli 1303 infiziert. Dazu wurden 500 KbE des 

Pathogens in ein Euterviertel jedes Tieres infundiert (i). In ein weiteres Euterviertel wurde die 

entsprechende Menge an physiologischer Kochsalzlösung als Placebo (p) injiziert. Die 

beiden verbleibenden Euterviertel wurden nicht behandelt und dienten als tierinterne 

Kontrollen (n). 

Zur Kontrolle des Infektionsverlaufs wurde in regelmäßigen Abständen während des 

gesamten Versuchszeitraums die Körpertemperatur gemessen und die Anzahl der 

somatischen Zellen in der Milch bestimmt. Je fünf infizierte Tiere wurden 6 h nach der 

Infektion getötet, die restlichen fünf 24 h nach Infektion. Fünf weitere Milchkühe wurden ohne 

Behandlung der Euter (c) 24 h nach Beginn des Versuchs getötet. Aus dem Euter der 

getöteten Tiere wurden Proben des Milchdrüsengewebes entnommen und in RNAlaterTM 

konserviert. 

4.1.1 Klinische Befunde 

Als Maß für den Verlauf der Infektion mit E. coli 1303 wurden Parameter wie 

Körpertemperatur, Blutleukozytenzahl, Gehalt an somatischen Zellen in der Milch und 

Milchleistung von allen infizierten und nicht-infizierten Tieren erfasst. Diese Daten wurden 

zumindest am Beginn (0 h) und am Ende des Versuches (nach 6 h oder 24 h) sowie beim 

Melken nach 12 h erhoben. 

Die Körpertemperatur der nicht-infizierten Kontrolltiere war über den gesamten 

Beobachtungszeitraum hinweg konstant und lag bei 38,3 ± 0,08 °C (Abb. 8 A). Die 

Milchleistung betrug zu jeder Melkzeit (alle 12 h) durchschnittlich 3,4 ± 0,1 Liter pro 

Euterviertel. Die Sekretbeschaffenheit der Milch wies keine pathologischen Veränderungen 

auf. 

Nach Infektion eines Euterviertels mit 500 KbE E. coli zeigten alle Versuchstiere folgende 

Symptome einer klinischen Mastitis: Hyperthermie (Fieber), Leukopenie, Zellzahlanstieg in 

der Milch der infizierten Viertel mit gleichzeitigem Anstieg des Anteils der polymorphkernigen 

Leukozyten (PMN), Milchleistungsabfall (Abb. 8), Euterschwellung (Unterhautödem) und 

Änderungen der Milchzusammensetzung. Bei allen Tieren wurden in ihrer Ausprägung 

vergleichbare Symptome beobachtet, die frühestens 9 Stunden nach der Infektion 

einsetzten. Das Testen der Viertelanfangsgemelksproben auf das Vorhandensein von E. coli 

Bakterien ergab bei allen inokulierten Vierteln bakteriologisch positive Befunde während die 

benachbarten Viertel und alle Viertel der nicht-infizierten Kontrolltiere negativ waren. Die 

innere Körpertemperatur der infizierten Tiere wurde zumindest alle 3 Stunden rektal ermittelt. 

Sie stieg nach 9 h auf 38,8 ± 0,44 °C an (Fiebergrenze bei 39,2 °C) und erreichte 15 h nach 

der Infektion ein Maximum (41,1°± 0,47 °C). 18 h nach der Infektion fiel die Temperatur auf 

39,1 ±  0,91 °C (Abb. 8 A) und war 24 h nach der Infektion nur noch geringfügig höher als bei 

den nicht-infizierten Kontrolltieren. 
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Abbildung 8: Klinische Befunde nach experimentell induzierter Mastitis 

Je ein Euterviertel von fünf Tieren wurde mit 500 KbE E. coli 1303 infiziert. Im Abstand von ca. 3 h 

wurde die Körpertemperatur aller Tiere rektal gemessen (A) und gleichzeitig wurden Blutproben zur 

Bestimmung der Leukozyten (B) entnommen. An fünf nicht-infizierten gesunden Tieren wurden die 

selben Untersuchungen durchgeführt. Alle Tiere wurden zum Zeitpunkt 0 h, 12 h und 24 h gemolken. 

Anhand der Milchproben wurden die Anzahl der somatischen Zellen in der Milch (C) sowie der 

prozentuale Rückgang der Milchleistung (D) der infizierten Tiere bestimmt. 

 

Die Bestimmung der Leukozyten im Blut der Tiere ergab, dass die Konzentration der 

Leukozyten 12 h nach der Infektion auf 38% des ursprünglichen Wertes abgefallen war 

(Abb. 8 B). Gleichzeitig stieg die Konzentration der somatischen Zellen in der Milch um etwa 

zwei Größenordnungen an (Abb. 8 C). Zu diesem Zeitpunkt waren die infizierten Euterviertel 

hochgradig geschwollen und ihr Milchsekret war wässrig flockig. Die Viertelgemelksleistung 

fiel innerhalb von 12 h nach der Infektion in allen Eutervierteln der infizierten Tiere auf rund 

80% ab und weitere 12 h später auf etwa 50% der Ausgangsmilchleistung (Abb. 8 D). 
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Gleichzeitig veränderte sich das Differentialzellbild der Milch durch einen steigenden Anteil 

der neutrophilen Granulozyten (PMN). In den benachbarten nicht-infizierten Eutervierteln 

stieg der Anteil der PMNs ebenfalls an, während die Konzentration der lymphoiden Zellen 

(LYM) und nicht näher differenzierter Zellen (Sonstige = Makrophagen und Epithelzellen) 

abnahm, so dass sich die Gesamtzahl der somatischen Zellen nicht wesentlich veränderte 

(Abb. 9). 

 

Abbildung 9: Einfluss einer experimentellen Infektion mit E. coli 1303 auf 

ausgesuchte Parameter des Differentialzellbildes in der Milch 

Ein Euterviertel von fünf Tieren wurde mit 500 KbE E. coli 1303 infiziert. Unmittelbar vor der Infektion 

(0 h), 12 h und 24 h später wurden sowohl die infizierten Euterviertel (i) als auch die benachbarten 

nicht-infizierten Viertel (n) gemolken. Von allen Milchproben wurde der Gehalt an  polymorphkernigen 

Neutrophilen (PMN), Lymphozyten (LYM) und sonstigen somatischen Zellen bestimmt. Die 

Messungen wurden von Kooperationspartnern an der Tierärztlichen Hochschule Hannover 

durchgeführt (Meyer, 2008). 

4.2 Isolierung und Analyse der Gesamt-RNA 

Für vergleichende Analysen der Genexpression wurde Gesamt-RNA zur Erstellung von 

Expressionsprofilen benötigt. Deshalb wurde zunächst Gesamt-RNA nach dem TRIzolTM-

Protokoll aus den bovinen Eutergewebsproben isoliert und durch Fällung mit 

Ammoniumacetat gereinigt. Die Ausbeute und Reinheit an RNA als auch deren Qualität 

wurde mit Hilfe des Nanodrop-Photometers bestimmt bzw. durch Agarosegelelektrophorese 

ermittelt. Die isolierte RNA wies ein Verhältnis der optischen Dichte (OD) bei 260 nm und 

280 nm (OD 260/280) von 1,9-2,1 bzw. eine OD 260/230 von über 2,2 auf. Dies entspricht 
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den Werten einer sehr reinen RNA, da Verunreinigungen wie Proteine, Salze und andere 

Lösungsmittel bei 230 nm oder 280 nm absorbieren. Abbildung 10 zeigt typische 

Absorptionskurven der isolierten Gesamt-RNA. Die Messkurven erreichen ihren Maximalwert 

bei 260 nm und zeigen sehr niedrige Extinktionswerte bei 230 nm. Diese Ergebnisse belegen 

die hohe Reinheit der untersuchten RNA. Die Ausbeute pro 100 mg Gewebe betrug ca. 

250 g Gesamt-RNA. 

 

 
 

Abbildung 10: Absorptionsspektren der Gesamt-RNA aus Eutergewebsproben 

Aus Milchdrüsengewebe von 5 verschiedenen Tieren wurde Gesamt-RNA isoliert. Am Nanodrop 

Photometer wurde ausgehend von einem 1,5 l Aliquot der Präparation ein Absorptionsspektrum 

zwischen 220 und 350 nm erstellt (Graphik links). Die Messwerte für eine Probe sind in der Tabelle 

auf der rechten Seite angegeben. 

 

Die erhaltenen UV-Spektren wiesen zwar auf eine hohe Reinheit der isolierten Gesamt-RNA 

hin, ermöglichten jedoch keine Aussage darüber ob die isolierten RNA-Stränge intakt oder 

z.B. durch RNasen abgebaut worden waren. Deshalb wurde die präparierte RNA aller 

Proben durch Agarosegelelektrophorese analysiert. Die Abbildung 11 zeigt das typische 

Ergebnis einer Analyse von Gesamt-RNA. In den Spuren eins bis acht sind jeweils zwei 

starke definierte Banden zu sehen, die im Vergleich mit dem doppelsträngigen 

Molekulargewichtstandard (m) bei ca. 800 und 1400 Bp aufgetrennt werden. Diese Banden 

entsprechen der ribosomalen 18 S und 28 S RNA. Die diskrete Form dieser Banden ist ein 

Beweis für die Unversehrtheit dieser RNA. Das Verhältnis der Bandenintensitäten 18 S zu 

28 S rRNA liegt annähernd im Bereich von 1:1,5 – 1:2,5. Das Fehlen einer Bande oberhalb 

von 10 kBp (M) weist darauf hin, dass die Präparationen keine nachweisbaren Mengen an 

genomischer DNA enthielten. Bei genauer Betrachtung ist in jeder Spur eine schwache 
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Färbung zu erkennen, die sich über einen großen Molekulargewichtsbereich erstreckt und 

auf mRNA zurückzuführen ist. Die intakte 18 S und 28 S rRNA sowie das Fehlen von 

Abbauprodukten im Bereich von 100 Bp (des Standards m) sind ein guter Hinweis auf die 

hohe Qualität der isolierten RNA. 

 

 
 

Abbildung 11: Agarosegelbild der Gesamt-RNA aus Eutergewebsproben 

250 ng Gesamt-RNA aus 8 verschiedenen Eutergewebsproben (1-8) wurden auf einem 0,8%igen 

Agarosegel in Gegenwart von Ethidiumbromid aufgetrennt und durch Bestrahlung mit UV-Licht 

sichtbar gemacht. Als Längenstandard dienten der 100 bp Plus- (m) sowie der 1 kb DNA Ladder (M). 

Die Lage der 28 S rRNA und 18 S rRNA ist durch Pfeile gekennzeichnet. 

 

4.3 Herstellung und Kontrolle von biotinylierter cRNA  

Für die Hybridisierung der Affymetrix GeneChips™ wird fragmentierte biotinylierte cRNA 

benötigt, die aus isolierter Gesamt-RNA hergestellt wurde. Dazu wurde entweder das 

Verfahren von Affymetrix oder das von Ambion verwendet. Als wichtige Voraussetzung für 

aussagekräftige Ergebnisse bei Analysen des Transkriptoms mussten diese cRNAs unter 

weitestgehend identischen Bedingungen hergestellt werden, um unspezifische 

Schwankungen in den Expressionsprofilen zu vermeiden. Deshalb wurden bei allen Schritten 

der Herstellung der cRNA Qualitätskontrollen durchgeführt. Die Abbildung 12 A zeigt das 

Ergebnis einer Analyse von 8 verschiedenen cRNAs durch Elektrophorese auf einem 

0,8%igen Agarosegel. Die cRNAs wurden entsprechend dem Affymetrix-Protokoll hergestellt. 

Ein Vergleich mit dem doppelsträngigen Standard zeigt unter Berücksichtigung der 

Auftrennung in Abbildung 11, dass die biotinylierten cRNAs zwischen einigen hundert und 
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mehreren tausend Basen lang sind. Auf Höhe der 650 Bp- und 750 Bp-Bande sind zwei 

intensive Banden sichtbar. Solche Banden weisen auf mRNA Spezies hin, die im 

Milchdrüsengewebe sehr stark exprimiert sind und in entsprechend hoher Kopienzahl 

vorkommen. Die relativ gleichförmige Verteilung der Produkte in allen untersuchten Proben 

belegt die Reproduzierbarkeit der cRNA-Synthesen. Zur Erhöhung der Effizienz der 

Hybridisierung wurde die biotinylierte cRNA mit Mg2+-Ionen fragmentiert und auf einem 

speziellen hochauflösenden 2%igen Agarosegel analysiert (Abb. 12 B). Nach der 

Fragmentierung wandert der überwiegende Teil der erhaltenen cRNA-Moleküle schneller als 

die unterste, 72 Bp lange Bande des Standards. Im oberen Trennbereich ist noch eine 

schwache Doppelbande erkennbar, die möglicherweise von der prominenten Bande in der 

unfragmentierten cRNA übrig geblieben ist (Abb. 12 A). Zusammenfassend belegt diese 

Analyse die reproduzierbare Durchführung der Synthese und Fragmentierung von 

biotinylierter cRNA.  

 A B 

 
 

Abbildung 12: Agarosegelbilder biotinylierter cRNA vor und nach der Fragmentierung 

Aliquote von 250 ng cRNA aus 6 verschiedenen Präparationen (1-6) wurden auf einem 0,8%igen 

Agarosegel (A) oder einem 2%igen Small-DNA-Agarosegel (B) in Gegenwart von Ethidiumbromid 

aufgetrennt und unter Bestrahlung mit UV-Licht dokumentiert. Als Längenstandard wurde der 100 bp 

Plus DNA Ladder (m, 100 bp) oder DNA-Standard IX (m, IX) eingesetzt. A: 250 ng cRNA direkt nach 

in vitro-Transkription B: 250 ng Aliquote der cRNA (A) nach Fragmentierung durch Mg2+-Ionen. 

4.4 Analyse der Genexpression von Milchdrüsengewebe nach experimenteller 

Infektion mit E. coli 1303 

Die hergestellten fragmentierten cRNAs wurden zur Hybridisierung von GeneChips™ 

eingesetzt. Die verwendeten bovinen Genome Arrays enthalten etwa 24.000 probe sets und 
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können dadurch die Expression von etwa 23.000 Transkripten bzw. 19.000 UniGene 

Clustern erfassen. Mit Hilfe dieser GeneChips™ wurde untersucht, welchen Einfluss die 

Infektion eines Euterviertels mit E. coli 1303 auf die Genexpression des 

Milchdrüsengewebes in der frühen Phase (6 h) und der späten Phase (24 h) der Infektion 

hat. Dazu wurden Transkriptionsprofile von Gewebeproben aus dem distalen 

Milchdrüsenparenchym von hochlaktierenden Kühen erstellt. Die Gewebeproben wurden aus 

infizierten (i) und den benachbarten nicht-infizierten Eutervierteln (n) gewonnen. Zudem 

wurden auch Proben aus Eutervierteln untersucht, in welche Injektionslösung ohne E. coli 

infundiert worden war (Plazebo-Viertel, p). In die Analysen wurden auch Gewebeproben 

einbezogen, die aus Eutervierteln von gesunden, nicht-infizierten Tieren gewonnen worden 

waren und die als externe Referenz (c) dienten. Die Vorbereitung der Kontrolltiere erfolgte 

gleich jener der infizierten Tiere, sie wurden lediglich 24 h nach Beginn des Versuches 

geschlachtet. Durch einen Vergleich mit Proben aus gesunden Tieren sollten mögliche 

systemische Effekte erfasst werden, die infizierte und nicht-infizierte Euterviertel eines Tieres 

gleichermaßen betreffen. 

 

4.4.1 Untersuchung der frühen Phase der Infektion 

Der Einfluss von E. coli auf das Transkriptom des Milchdrüsengewebes in der frühen Phase 

der Infektion wurde an Gewebeproben aus folgenden Eutervierteln untersucht: aus infizierten 

Eutervierteln (i6 h), aus benachbarten nicht-infizierten Plazebovierteln (p6 h) derselben Tiere 

und aus gesunden Eutervierteln gesunder Tiere (c24 h). Dazu wurde aus den 

Gewebeproben von jeweils 5 Tieren Gesamt-RNA isoliert und entsprechend dem Affymetrix-

Verfahren zur Herstellung von biotinylierter cRNA eingesetzt. Die Hybridisierung mit Bovine 

GeneChipsTM wurde in zwei Ansätzen durchgeführt. In einem ersten wurden die Proben i6 h 

und p6 h eingesetzt, in einem zweiten die Proben i6 h und c24 h. 

Nach der Hybridisierung wurden die Expressionsprofile mit dem Affymetrix-Scanner erfasst 

und mit Hilfe des RMA-Algorithmus normalisiert. Die Abbildung 13 (A und B) zeigt die 

Verteilung der Expressionswerte vor (A) und nach der Normalisierung (B). Die Lage des 

eingerahmten rot eingefärbten Bereichs (A) zeigt, dass sich die Häufigkeitsverteilung der 

Expressionswerte in allen Proben unterscheidet. Nach der Normalisierung (B) ist der 

umrahmte gelb gefärbte Bereich in allen Proben annähernd gleich groß und umfasst auch 

weitgehend denselben Expressionsbereich. Dieses Ergebnis zeigt, dass die 

Häufigkeitsverteilungen in den Expressionsprofilen durch Normalisierung mit RMA 

aneinander angeglichen werden konnten. 
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Abbildung 13: Boxplots der Log2-Expressionswerte der Rohdaten (A) und der RMA 

normalisierten Daten (B) im Vergleich 

Gewebeproben wurden 6 h nach der Infektion mit E. coli 1303 aus infizierten Eutervierteln von fünf 

Tieren gewonnen (i_6 bis i_10) oder aus den Eutervierteln gesunder Tiere (c_1 bis c_5). Nach 

Herstellung biotinylierter cRNA wurde diese mit bovinen Affymetrix GeneChips™ hybridisiert und die 

erhaltenen Signale ausgelesen. Die so ermittelten Expressionsdaten sind als Boxplot vor (A) und nach 

der Normalisierung durch RMA (B) angezeigt. Die gestrichelte Linie gibt jeweils den Umfang der 

gemessenen Signalintensitäten wieder. Der rot/gelb gefärbte Rahmen umfasst 50% der Daten 

(„mittlere Hälfte“) und die fettgedruckte Linie im Rahmen gibt den Median an. Der Rahmen zeigt somit 

an, wo das obere und untere Quartil der Expressionswerte beginnt. Datenwerte oberhalb der 

gestrichelten Linie (B) werden als Ausreißer angesehen. 

 

Vergleich der Expressionsprofile durch Clusteranalysen 

Nach der Normalisierung wurden mit dem Programm MAS5 Detektions-p-Werte für alle 

probe sets berechnet. Durch Anwendung eines Datenfilters wurden alle Datensätze mit 

nicht-signifikanten Detektions-p-Werten entfernt und somit nur jene ausgewählt, die im 

untersuchten Milchdrüsengewebe exprimiert waren. Diese werden als „present probe sets“ 

bezeichnet. In einem ersten Schritt wurden mit diesen Datensätzen hierarchische 

Clusteranalysen durchgeführt. Dieses Verfahren vergleicht Expressionsmuster  und ordnet 

sie nach Ähnlichkeit zueinander in Cluster ein. Das Ergebnis ist in der Abbildung 14 als 

Heatmap dargestellt. Beim Vergleich der Expressionsprofile i_6 bis i_10 (infiziertes Viertel, 

6 h nach Infektion) mit p_6 bis p_10 (nicht-infiziertes Plazebo-Viertel, selbes Tier, 6 h nach 

der Infektion) (Abb. 14 A) werden mit Ausnahme des Tieres 7 die Expressionsmuster aus 

infiziertem und schein-infiziertem Euterviertel desselben Tieres je einer Zweiergruppe 

zugeordnet. Die Kürze der Äste der Baumstruktur zwischen den errechneten Gruppen deutet 

darauf hin, dass sich die Genexpression der Gruppen nur gering unterscheidet. Dies weist 
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darauf hin, dass in der frühen Phase der Infektion die Unterschiede der Expressionsmuster 

zweier Tiere größer sind als der Einfluss von E. coli auf das Transkriptom. 

Beim Vergleich der Expressionsprofile i_6 bis i_10 (infiziertes Viertel, 6 h nach Infektion) mit 

c_1 bis c_5 (unbehandelte Euterviertel gesunder Tiere) (Abb. 14 B) wurden die 

Expressionsprofile in zwei Cluster eingeordnet. Jedes Cluster enthielt Expressionsprofile aus 

infizierten und gesunden Eutervierteln. Die Längen der Äste der Heatmap wiesen darauf hin, 

dass sich die gebildeten Gruppen in ihrer Genexpression nur geringfügig unterschieden. 

Dieses Ergebnis zeigt, dass E. coli die Genexpression der benachbarten Euterviertel zum 

frühen Zeitpunkt der Infektion nicht so stark beeinflusst, dass Cluster mit 

Expressionsmustern von ausschließlich infizierten oder gesunden Eutervierteln erhalten 

werden. Die Verteilung der Expressionsprofile auf die beiden Cluster belegt, dass die 

gesunden und infizierten Tiere unter identischen Bedingungen vorbereitet wurden. 

 A B 

  

 

Abbildung 14: Heatmap der Clusteranalyse der Genexpression 6 h nach Infektion mit 

E. coli 1303 

Ausgehend von normalisierten Expressionsprofilen wurden zunächst anhand der MAS5-Detektions-p-

Werte die nicht-detektierbaren Datensätze entfernt. Durch hierarchisches Clustern (R, Bioconductor) 

wurden die Expressionsprofile i_6 bis i_10 (infiziertes Viertel, 6 h nach Infektion) entweder mit p_6 bis 

p_10 (nicht-infiziertes Plazebo-Viertel, selbes Tier, 6 h nach der Infektion) (A) oder mit c_1 bis c_5 

(Euterviertel gesunder nicht-infizierter Tiere) (B) verglichen. Die Farben der Quadrate geben den Grad 

der Ähnlichkeit der verglichenen Expressionsmuster an. Diese können dunkelrot (bedeutet 

Übereinstimmung der Expressionsmuster) bis dunkelblau (bedeutet maximal gefundene 

Unähnlichkeit) sein. Die Baumstruktur gibt die Beziehung zwischen den Expressionsprofilen an, wobei 

die Länge der Äste anzeigt, wie stark sich die Genexpression zwischen den gebildeten Gruppen 

unterscheidet. 
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Identifizierung von differentiell exprimierten Genen 

Zur Identifizierung von Genen, deren Expression als Reaktion auf eine Infektion mit 500 KbE 

E. coli in der frühen Phase einer akuten klinischen Mastitis geändert wird, wurden 

Expressionsprofile der infizierten Viertel und unbehandelter Viertel von gesunden 

Kontrolltieren erstellt. Nach der Normalisierung und Filterung der Daten auf solche mit 

nachweisbarem Signal (present probe sets) wurden differentiell exprimierte Gene mit SAM 

identifiziert. Bei einer Rate von weniger als 10% an falsch Positiven wurden 32 probe sets 

ermittelt, die signifikant differentiell exprimiert wurden (Abb. 15). Aus der graphischen 

Darstellung der ermittelten Genexpression ist ersichtlich, dass die Expression aller 

differentiell exprimierten probe sets durch die Infektion gesteigert wurde (Abb. 15, rote 

Signale). Es wurden keine probe sets von Genen gefunden, deren Expression in Folge der 

Infektion erniedrigt wurde. Bei weiterer Verschärfung der Auswahlkriterien konnten nur 

13 probe sets identifiziert werden, deren Expression als Reaktion auf die Infektion um den 

Faktor 2 oder größer gesteigert wurde. Diese 13 probe sets konnten 12 Genen zugeordnet 

werden, welche in Tabelle 11 aufgelistet sind. 

 

 

Abbildung 15: SAM-Plot der Analyse in infizierten Eutervierteln 6 h nach Infektion mit 

E. coli 1303 

Die normalisierten und nach present probe sets gefilterten Expressionsprofile i_6 bis i_10 (infiziertes 

Viertel, 6 h nach Infektion) wurden mit Hilfe von SAM mit den entsprechend ermittelten 

Expressionsprofilen c_1 bis c_5 (Euterviertel gesunder nicht-infizierter Tiere) verglichen. Das Ergebnis 

dieser Analyse ist für jedes probe set als Punkt dargestellt (Erlaubte Rate an falsch Positiven: 10%). 

Die 32 probe sets, die in infizierten Eutervierteln ein signifikant stärkeres Signal ergeben, sind rot 

dargestellt (probe sets von Genen, die im nicht-infizierten Viertel ein signifikant stärkeres Signal 

gezeigt hätten, wären grün dargestellt). 
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Die höchsten Änderungen der Genexpression zeigten die Gene PTX3 (Pentraxin related 

gene, Log2 Fold Change (lfc): 2,9) und NRG1 (Neuregulin 1, lfc 1,9). 

 

Tabelle 11: Differentiell exprimierte Gene in infizierten Eutervierteln 6 h nach 

Infektion mit E. coli 1303 

PROBE SET ID FC 
[log2] 

p- 
WERT 

GEN- 
SYMBOL 

GENNAME 

Bt.10398.1.S1_at 2,90 0 PTX3 pentraxin-related gene, rapidly induced 
by IL-1 beta 

Bt.411.1.S1_at 1,90 0 NRG1 neuregulin 1 
Bt.4606.1.S1_at 1,57 0,074 KLF6 Kruppel-like factor 6 
Bt.8238.1.A1_at 1,56 0 TRIB3 tribbles homolog 3  
Bt.15802.2.S1_at 1,44 0,059 KLF5 Kruppel-like factor 5  
Bt.11990.1.S1_at 1,38 0,083 C10orf45 chromosome 10 open reading frame 45 
Bt.13330.1.S1_at 1,38 0,083 PDK4 pyruvate dehydrogenase kinase, 

isoenzyme 4 
Bt.15802.1.S1_at 1,35 0 KLF5 Kruppel-like factor 5  
Bt.17573.1.A1_at 1,29 0,074 ZBTB16 zinc finger and BTB domain containing 

16 
Bt.20329.2.S1_at 1,14 0 ARL4D ADP-ribosylation factor-like 4D 
Bt.12769.1.S1_at 1,09 0,083 PCK2  phosphoenolpyruvate carboxykinase 2  
Bt.25189.1.A1_at 1,08 0,074 FAM55C family with sequence similarity 55, 

member C 
Bt.27854.2.S1_at 1,00 0 NFIL3 nuclear factor, interleukin 3 regulated 

Ausgehend von den RMA-normalisierten und nach present probe sets gefilterten Expressionsprofilen 

i_6 bis i_10 (infiziertes Viertel, 6 h nach Infektion) und den entsprechend ermittelten 

Expressionsprofilen c_1 bis c_5 (Euterviertel gesunder nicht-infizierter Tiere) wurden mit SAM (Excel 

Add-In) differentiell exprimierte probe sets ermittelt, deren Expression nach Infektion mit E. coli 1303 

um mehr als einen Faktor 2 geändert wurde. Die Fehlergrenze (fdr) wurde auf 10% gesetzt. Für die 

probe sets der differentiell exprimierten Gene sind die Gensymbole der humanen Homologen 

angegeben. 

 

4.4.2 Analyse der Genexpression in der späten Phase der Infektion mit E. coli 1303 

4.4.2.1 Untersuchung der Genexpression in infizierten Eutervierteln 

Erstellen und Normalisieren von Expressionsprofilen 

Der Einfluss von E. coli auf das Transkriptom des Milchdrüsengewebes in der späten Phase 

der Infektion wurde an Gewebeproben aus infizierten Eutervierteln (i24 h) und aus gesunden 

Eutervierteln gesunder Tiere (c24 h) untersucht. Dazu wurde aus den Gewebeproben von 

jeweils 5 Tieren Gesamt-RNA isoliert und entsprechend dem Affymetrix-Verfahren zur 

Herstellung von biotinylierter cRNA eingesetzt. Diese wurde mit bovinen GeneChips™ 

umgesetzt. Nach dem Hybridisieren und Auslesen der hybridisierten Arrays wurden die 
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erfassten Expressionswerte mit Hilfe des RMA-Algorithmus normalisiert und als Boxplot vor 

und nach der Normalisierung dargestellt. Die Analyse der erhaltenen Boxplots zeigt, dass die 

Expressionsdaten erfolgreich normalisiert werden konnten (Ergebnisse werden nicht 

gezeigt).  

 

Vergleich der Expressionsprofile durch hierarchisches Clustern 

Nach der Normalisierung der Expressionswerte wurden mit dem Programm MAS5 

Detektions-p-Werte für alle probe sets berechnet. Durch Anwendung eines Datenfilters 

wurden alle Datensätze mit nicht-signifikanten Detektions-p-Werten entfernt und somit nur 

jene ausgewählt, die im untersuchten Milchdrüsengewebe exprimiert waren. Mit den 

Expressionswerten der present probe sets wurden hierarchische Clusteranalysen 

durchgeführt (Abb. 16). Die Expressionsmuster der infizierten Viertel und der nicht-infizierten 

Viertel der Kontrolltiere werden in zwei Gruppen eingeteilt, die jeweils 5 Expressionsmuster 

enthalten.  

 

Abbildung 16: Heatmap der Clusteranalyse der Genexpression 24 h nach Infektion mit 

E. coli 1303 

Ausgehend von normalisierten Expressionsprofilen wurden zunächst anhand der MAS5-Detektions-p-

Werte die Datensätze ohne Signal entfernt. Durch hierarchisches Clustern (R, Bioconductor) wurden 

die Expressionsprofile i_1 bis i_5 (infiziertes Viertel, 24 h nach Infektion) mit c_1 bis c_5 (Euterviertel 

gesunder nicht-infizierter Tiere) verglichen. Die Farben der Quadrate geben den Grad der Ähnlichkeit 

der verglichenen Expressionsmuster an. Diese können dunkelrot (bedeutet Übereinstimmung der 

Expressionsmuster) bis dunkelblau (bedeutet maximal gefundene Unähnlichkeit) sein. Die 

Baumstruktur gibt die Beziehung zwischen den Expressionsprofilen an, wobei die Länge der Äste 

anzeigt, wie stark sich die Genexpression zwischen den gebildeten Gruppen unterscheidet. 
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Einer Gruppe werden die Expressionsprofile der infizierten Euterviertel zugeordnet, die 

andere enthält die Profile aller nicht-infizierten Euterviertel der gesunden Tiere. Der 

Farbumfang der Quadrate in den Clustern reicht von intensiv blau bis rot und weist ebenso 

wie die Länge der Äste der Gruppen im Clusterbaum darauf hin, dass es große Unterschiede 

in der Genexpression zwischen den erhaltenen Gruppen gibt. Die relativ gleichmäßige 

Verteilung der Farben innerhalb der zwei Gruppen zeigt dagegen an, dass sich die 

Expressionsmuster innerhalb jeder Gruppe sehr ähnlich sind. Von diesem Ergebnis weicht 

lediglich die Probe i_5 ab, deren Expressionsmuster zwar korrekt zur Gruppe der infizierten 

zugeordnet, jedoch hellblau wiedergegeben wird. Dies weist darauf hin, dass sich dieses 

Expressionsmuster von allen anderen der infizierten Euterviertel unterscheidet. Dieser 

Datensatz wurde bei den folgenden Analysen nicht berücksichtigt um die Aussagekraft der 

Ergebnisse zu erhöhen. 

 

Identifizierung von differentiell exprimierten Genen 

Zur Identifizierung von Genen, deren Expression als Reaktion auf eine Infektion mit 500 KbE 

E. coli in der späten Phase einer akuten klinischen Mastitis geändert wird, wurden 

Expressionsprofile der infizierten Viertel mit unbehandelten Vierteln gesunder Kontrolltiere 

erstellt. Nach der Normalisierung und Filterung der Daten auf solche mit nachweisbarem 

Signal (present probes sets) wurden differentiell exprimierte Gene mit LIMMA (Linear Models 

for MicroArray data (Smyth, 2004), Bioconductor-Software-Projekt (Gentleman et al., 2004)) 

identifiziert. Die Analysen wurden mit den Datensätzen c24h_1 bis 5 und i24h_1 bis 4 

durchgeführt. Dabei wurden 1771 probe sets gefunden, deren Expressionsrate in der späten 

Phase der Infektion durch Einwirkung des Pathogens signifikant geändert wird (korrigierter p-

Wert < 1%). Abbildung 17 zeigt die Verteilung der signifikant differentiell exprimierten probe 

sets in Form eines Vulkanplots. Relativ zu den nicht-infizierten Eutervierteln gesunder Tiere 

werden 1250 probe sets mehr als doppelt so häufig (rote Punkte) und 521 weniger als halb 

so oft (grüne Punkte) exprimiert. Die signifikant differentiell exprimierten Gene sind im 

Anhang aufgelistet. 
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Abbildung 17: Vulkanplot der Expressionswerte in infizierten Eutervierteln in der 

späten Phase der Infektion 

Die present probe sets der Expressionsprofile i_1 bis i_4 (infiziertes Viertel, 24 h nach Infektion) 

wurden mit Hilfe des LIMMA-Pakets in R (Bioconductor) mit denen der Profile c_1 bis c_5 (Euterviertel 

gesunder nicht-infizierter Tiere) verglichen. Die erhaltenen Expressionswerte wurden als Vulkanplot 

dargestellt. Die horizontale gestrichelte Linie verläuft auf dem gewählten p-Wert von 0,01. Die 

gestrichelten vertikalen Linien zeigten den Faktor 2 als Schwellenwert der differentiellen Expression 

an. Die farbigen Punkte stellen probe sets dar, die im infizierten Viertel in der späten Phase der 

Infektion mindestens doppelt so häufig (rot) oder weniger als halb so oft (grün) exprimiert werden wie 

im gesunden Gewebe nicht-infizierter Tiere. 

 

4.4.2.2 Untersuchung der Genexpression in nicht-infizierten Eutervierteln infizierter 

Tiere 

Erstellen und Normalisieren von Expressionsprofilen 

Untersucht werden sollte, wie sich die Infektion eines Euterviertels auf die Genexpression 

der benachbarten nicht-infizierten Euterviertel in der späten Phase der Infektion auswirkt. 

Dazu wurden Gewebeproben aus nicht-infizierten Eutervierteln (n24 h) infizierter Tiere und 

aus unbehandelten Eutervierteln gesunder Tiere (c24 h) verwendet. Von jedem infizierten 

Versuchstier standen Gewebeproben aus drei nicht-infizierten Eutervierteln zur Verfügung 

und von den gesunden Tieren Proben aus allen 4 Eutervierteln. Aus allen wurde RNA 

isoliert. Wegen der hohen Kosten für Affymetrix-Analysen konnten nicht alle Proben 

untersucht werden. Deshalb wurde die RNA aus maximal zwei Vierteln eines Tieres 

vereinigt, wenn sie im Zeitverlauf annähernd vergleichbare, niedrige Werte an somatischen 

Zellen in der Milch aufwiesen. Die Tabelle 12 zeigt die Anzahl der somatischen Zellen in der 

Milch der Versuchstiere an. Grau hinterlegt sind jene Viertel, deren RNA vereinigt wurde. 
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Proben aus Eutervierteln mit abweichender oder zu hoher Anzahl an somatischen Zellen in 

der Milch wurden nicht einbezogen. Aus den RNAs wurde entsprechend dem Protokoll von 

Ambion biotinylierte cRNA hergestellt und mit bovinen GeneChips™ umgesetzt. Nach dem 

Hybridisieren und Auslesen der Arrays wurden die erfassten Expressionswerte mit Hilfe des 

RMA-Algorithmus normalisiert und als Boxplot vor und nach der Normalisierung dargestellt. 

Die Analyse der erhaltenen Boxplots zeigt, dass die Expressionsdaten erfolgreich 

normalisiert werden konnten (Ergebnisse werden nicht gezeigt). 

 

Tabelle 12: Anzahl der somatischen Zellen in der Milch 
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Die Werte der somatischen Zellen (SCC) in der Milch jedes Euterviertels der Versuchstiere (hl/r: 

hinten links/rechts, vl/r: vorne links/rechts) wurden von den Kooperationspartnern der 

Wiederkäuerklinik bestimmt und sind in 1000 Zellen pro ml Milch angegeben. Dunkelgrau hinterlegt 

sind die Werte der Euterviertel, deren Proben für die Affymetrix-Analysen zur Untersuchung der 

Genexpression in nicht-infizierten Eutervierteln von infizierten Tieren verwendet wurden. hellgrau: 

infizierte Viertel, schraffiert: Viertel, in welche Injektionslösung ohne Pathogen verabreicht wurde 

(Placeboviertel). 
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Vergleich der Expressionsprofile durch hierarchisches Clustern 

Nach der Normalisierung der Expressionswerte wurden mit dem Programm MAS5 für alle 

probe sets Detektions-p-Werte berechnet. Durch Anwendung eines Datenfilters wurden alle 

Datensätze mit nicht-signifikanten Detektions-p-Werten entfernt und somit nur jene 

ausgewählt, die im untersuchten Milchdrüsengewebe exprimiert waren. Mit den 

Expressionswerten dieser present probe sets wurden hierarchische Clusteranalysen 

durchgeführt (Abb. 18). Die Abbildung 18 zeigt eine Heatmap als Ergebnis dieser Analysen. 

Die untersuchten Expressionsmuster werden in zwei Gruppen eingeordnet.  

 

 

Abbildung 18: Heatmap der Clusteranalyse der Genexpression in nicht-infizierten 

Eutervierteln infizierter Tiere 24 h nach Infektion mit E. coli 1303 

Ausgehend von normalisierten Expressionsprofilen wurden zunächst anhand der MAS5-Detektions-p-

Werte die Datensätze ohne Signal entfernt. Durch hierarchisches Clustern (R, Bioconductor) wurden 

die Expressionsprofile n_1 bis n_5 (nicht-infiziertes Euterviertel infizierter Tiere, 24 h nach Infektion) 

mit c_1 bis c_5 (Euterviertel gesunder nicht-infizierter Tiere) verglichen. Die Farben der Quadrate 

geben den Grad der Ähnlichkeit der verglichenen Expressionsmuster an. Diese können dunkelrot 

(bedeutet Übereinstimmung der Expressionsmuster) bis dunkelblau (bedeutet maximal gefundene 

Unähnlichkeit) sein. Die Baumstruktur gibt die Beziehung zwischen den Expressionsprofilen an, wobei 

die Länge der Äste anzeigt, wie stark sich die Genexpression zwischen den gebildeten Gruppen 

unterscheidet. Der Stern bei der Beschriftung der Datensätze zeigt an, dass zur Herstellung der 

entsprechenden biotinylierten cRNA Gewebeproben von mehr als einem Euterviertel desselben Tieres 

verwendet wurden (Tab. 12). 
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Vier Expressionsprofile der nicht-infizierten Euterviertel werden einer Gruppe zugeordnet, 

das fünfte (n_5, Abb. 18) wird zusammen mit den fünf Expressionprofilen der gesunden 

Tiere der zweiten Gruppe zugeordnet. Der Farbumfang der Quadrate in den Clustern reicht 

von intensiv blau bis rot und weist ebenso wie die Länge der Äste der Gruppen im 

Clusterbaum darauf hin, dass es signifikante Unterschiede in der Genexpression zwischen 

den erhaltenen Gruppen gibt. Diese sind jedoch nicht sehr groß. Die relativ gleichmäßige 

Verteilung der Farben innerhalb der zwei Gruppen zeigt dagegen an, dass sich die 

Expressionsmuster innerhalb jeder Gruppe sehr ähnlich sind. Die Probe n_5 wird der Gruppe 

der gesunden Tiere zugeordnet und passt sowohl bezüglich des Farbtons seiner Quadrate 

als auch der Länge des Astes in der Baumstruktur gut in diese Gruppe. Dies weist darauf 

hin, dass sich dieses Expressionsmuster n_5 von allen anderen Expressionsmustern nicht-

infizierter Euterviertel aus infizierten Tieren (n_1 bis n_4) unterscheidet und dem eines 

gesunden Tieres gleicht. Zusammenfassend zeigt dieses Ergebnis, dass die Infektion eines 

Euterviertels in der späten Phase der Infektion das Transkriptom benachbarter Euterviertel 

nachweisbar beeinflusst. Die Auswirkung auf das Transkriptom der untersuchten infizierten 

Tiere ist individuell unterschiedlich. Kaum Reaktion zeigt das Expressionsprofil n_5, weshalb 

dieser Datensatz bei den folgenden Analysen nicht berücksichtig wurde, um die 

Aussagekraft der Ergebnisse zu erhöhen. 

 

Identifizierung von differentiell exprimierten Genen 

Zur Identifizierung der differentiell exprimierten Gene wurden die Expressionsmuster von 

nicht-infizierten Vierteln der vier infizierten Tiere n_1 bis n_4 mit denjenigen der fünf externen 

Kontrollen c_1 bis c_5 verglichen. Nach der Normalisierung der Rohdaten und Filterung der 

Daten auf solche mit nachweisbarem Signal (present probe sets) wurden unter Anwendung 

der Limma-Methode 401 probe sets gefunden, deren Expressionsrate in den nicht-infizierten 

Vierteln infizierter Tiere signifikant höher oder niedriger war als in den unbehandelten 

Eutervierteln gesunder Tiere (korrigierter p-Wert < 1%). Davon war die Expression von 

242 probe sets um mehr als das Doppelte erhöht und die von 160 probe sets um mehr als 

die Hälfte erniedrigt. Abbildung 19 zeigt das Ergebnis einer hierarchischen Clusteranalyse 

mit Hilfe des MeV-Programms auf Grundlage dieser 401 probe sets. Diese werden zwei 

Gruppen zugeordnet, die sich in der Genexpression stark unterscheiden. Die Mitglieder der 

einen Gruppe werden in nicht-infizierten Eutervierteln infizierter Tiere stärker exprimiert, die 

der anderen im Euterviertel gesunder Tiere. 
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Abbildung 19: Hierarchisches Cluster von 401 differentiell exprimierten probe sets in 

nicht-infizierten Eutervierteln 24 h nach der Infektion mit E. coli 1303 

Ausgehend von normalisierten Expressionsprofilen wurden zunächst anhand der MAS5-Detektions-p-

Werte die Datensätze ohne Signal entfernt. Mittels LIMMA wurden die Expressionsprofile n_1 bis n_4 

(infizierte Tiere 24 h nach Infektion, nicht-infiziertes Euterviertel) mit c_1 bis c_5 (Euterviertel gesunder 

nicht-infizierter Tiere) verglichen und 401 probe sets (lfc  1; korrigierter p-Wert < 1%) identifiziert, die 

differentiell exprimiert waren. Basierend auf diesen wurde eine hierarchische Clusteranalyse unter 

Verwendung des MeV-Programms durchgeführt. Die Farbskalierung des erhaltenen Dendrogramms 

zeigt eine stärkere (rot) bzw. schwächere (grün) Expression einzelner probe sets im Verhältnis zur 

mittleren Expressionsstärke (Log2-Expressionswerte) aller Replikate dieses Experiments. Die Länge 

der Äste der Baumstruktur zeigt an, wie stark sich die gebildeten Gruppen im Bezug auf die 

Genexpression unterscheiden. 

 

4.4.3 Vergleichende Analyse der Genexpression in der frühen und späten Phase der 

Infektion mit E. coli 1303 

Die bisher beschriebenen Untersuchungen zum Einfluss von E. coli auf das Transkriptom 

des Milchdrüsengewebes beruhen auf paarweise durchgeführten Vergleichen und konnten 

jeweils eine bestimmte Anzahl an differentiell exprimierten probe sets identifizieren. Diese 

einzelnen Analysen ermöglichen keinen direkten Vergleich der Experimente im Hinblick auf 

das Ausmaß der Änderungen des Transkriptoms. Dieser wird möglich, wenn die 

durchgeführten Untersuchungen auf einer gemeinsamen Messgröße wie z.B. die 

Expressionsprofile der gesunden Euterviertel gesunder Tiere beruhen. Die Abbildung 20 

zeigt das Ergebnis von drei Clusteranalysen, bei denen die Expressionsprofile der gesunden 

Euterviertel c_1 bis c_5 verglichen wurden mit denen infizierter Euterviertel 6 h (i_6 bis i_10, 

A) oder 24 h (i_1 bis i_5, B) nach der Infektion oder verglichen wurden mit 

Expressionsprofilen nicht-infizierter Euterviertel infizierter Tiere (n_1 bis n_5, C). Bei der 

Berechnung der Cluster wurde der größte Unterschied zwischen zwei Profilen beim 

Vergleich infizierter Euterviertel 24 h nach der Infektion mit gesunden Eutervierteln gesunder 

Tiere gefunden (B). Diesem Wert wurde die Farbe Tiefblau zugewiesen. Die so ermittelte 



ERGEBNISSE 

 57

Distanz zwischen größtem Unterschied (tiefblau) und maximaler Ähnlichkeit (tiefrot) wurde 

bei der Berechnung der anderen beiden Cluster beibehalten. Dadurch wurden Heatmaps 

erhalten, die direkt verglichen werden können. Abbildung 20 B zeigt den größten 

Farbkontrast und die längsten Äste im Clusterbaum. Dies weist auf einen starken Einfluss 

des Pathogens auf die Genexpression im infizierten Euterviertel 24 h nach der Infektion hin. 

Der schwächste Farbkontrast und die kürzesten Astlängen im Clusterbaum werden in der 

frühen Phase der Infektion erhalten (Abb. 20 A). Bei diesem Vergleich erfolgt nicht die 

erwartete Zuordnung der Profile aus infizierten und nicht-infizierten Gewebeproben. Stärkere 

Farbkontraste werden beim Vergleich von Expressionprofilen nicht-infizierter Euterviertel 

infizierter Tiere mit unbehandelten Eutervierteln gesunder Tiere erhalten (Abb. 20 C).  

 

 

Abbildung 20: Heatmaps der Clusteranalysen der Genexpression 6 h und 24 h nach 

Infektion mit E. coli 1303 

Ausgehend von normalisierten Expressionsprofilen wurden zunächst anhand des MAS5-Algorithmus 

Datensätze ohne signifikante Signale entfernt. Mittels R (Bioconductor) wurde durch den Vergleich der 

Expressionsprofile c_1 bis c_5 (Euterviertel gesunder nicht-infizierter Tiere) mit i_1 bis i_5 (infizierte 

Euterviertel, 24 h nach Infektion, B) eine Heatmap erstellt. Die ermittelte Distanz zwischen stärkster 

Übereinstimmung (rote Quadrate) und größte Differenz (blaue Quadrate) der Expressionsprofile wurde 

beibehalten bei der Erstellung zwei weiterer Heatmaps durch den Vergleich der Expressionsprofile 

c_1 bis c_5 mit i_6 bis i_10 (infizierte Euterviertel, 6 h nach Infektion, A) oder mit n_1 bis n_5 

(infizierte Tiere 24 h nach Infektion, nicht-infiziertes Euterviertel, C). Die Farben der Quadrate geben 

den Grad der Ähnlichkeit der verglichenen Expressionsmuster an. Diese können dunkelrot (bedeutet 

Übereinstimmung der Expressionsmuster) bis dunkelblau (bedeutet maximal gefundene 

Unähnlichkeit) sein. Die Baumstruktur gibt die Beziehung zwischen den Expressionsprofilen an, wobei 

die Länge der Äste anzeigt, wie stark sich die Genexpression zwischen den gebildeten Gruppen 

unterscheidet. Der Stern bei der Beschriftung der Datensätze zeigt an, dass zur Herstellung der 

entsprechenden biotinylierten cRNA Gewebeproben von mehr als einem Euterviertel desselben Tieres 

verwendet wurden (Tab. 12). 
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Die Infektion beeinflusst das Transkriptom des benachbarten Viertel in deutlich geringerem 

Ausmaß als die des infizierten Viertels. Dies ist gut an den hellblauen und weißen Farbtönen 

der Quadrate ersichtlich. Zudem wird eines der Expressionsprofile (n_5) zum Cluster der 

gesunden Kontrolltiere zugeordnet. 

4.4.4 Detaillierte Analyse der differentiell exprimierten probe sets 

Durch Analysen des Transkriptoms konnten mehr als 1900 probe sets identifiziert werden, 

deren Expression im Vergleich zum gesunden Tier in der frühen oder späten Phase einer 

E. coli Infektion geändert wird. Mit verschiedenen bioinformatischen Verfahren sollte 

untersucht werden, an welchen Prozessen diese probe sets beteiligt sind und welche 

regulatorischen Elemente deren Expression steuern. 

 

Vergleich der Listen der differenziell exprimierten probe sets 

Die größte Anzahl an differentiell exprimierten probe sets (1771) wurde beim Vergleich der 

Genexpression von gesundem mit infiziertem Milchdrüsengewebe 24 Stunden nach der 

Infektion gefunden (siehe oben). In allen anderen Untersuchungen wurden deutlich weniger 

probe sets gefunden. Damit stellt sich die Frage, ob in den nicht-infizierten Eutervierteln 

eines infizierten Tieres die gleichen Gene exprimiert werden wie im infizierten Viertel, jedoch 

nur im schwächeren Ausmaß. Zur Beantwortung dieser Frage wurden alle Ergebnisse der 

paarweise durchgeführten Analysen des Transkriptoms miteinander auf übereinstimmende 

probe sets untersucht.  

6 h nach der Infektion wurden 13 probe sets identifiziert (siehe oben). 3 davon wurden 

ebenfalls 24 h nach der Infektion in infizierten Eutervierteln gefunden und 8 davon in nicht-

infizierten Eutervierteln. Dies weist darauf hin, dass zum frühen Zeitpunkt der Infektion 

bereits spezifische Prozesse stattfinden, die zum späten Zeitpunkt der Infektion nicht mehr 

nachweisbar sind. Dies belegt ebenfalls, dass zum frühen Zeitpunkt Reaktionen beginnen, 

die bis zum späten Zeitpunkt der Infektion aufrechterhalten werden.  

24 Stunden nach der Infektion wurden 1771 probe sets beim Vergleich von infizierten und 

gesunden Eutervierteln gefunden (siehe oben) und weitere 401 probe sets beim Vergleich 

von gesunden Eutervierteln und nicht-infizierten Eutervierteln infizierter Tiere. Durch einen 

Vergleich beider Listen wurden 238 übereinstimmende probe sets gefunden. Diese 

Schnittmenge weist darauf hin, dass die Infektion eines Euterviertels mit E. coli Änderungen 

des Transkriptoms auslöst, die sowohl in infizierten als auch in nicht-infizierten Eutervierteln 

ablaufen und damit systemisch alle Euterviertel betreffen. Unter Berücksichtigung dieser 

Schnittmenge bleiben jedoch 163 probe sets übrig, die ausschließlich in nicht-infizierten 

Eutervierteln infizierter Tiere gefunden wurden. Dies weist darauf hin, dass zum späten 

Zeitpunkt der Infektion spezifische Prozesse in nicht-infizierten Eutervierteln ablaufen, die 

lokal begrenzt nur in nicht-infizierten Eutervierteln nachgewiesen werden können.  
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Suche nach koregulierten Genen durch SOTA-Analyse 

Der beschriebene Vergleich von Listen differentiell exprimierter probe sets identifiziert 

Schnittmengen zwischen diesen Listen. Das Vorgehen gibt jedoch keinen Hinweis darauf, ob 

Gene dieser Liste gemeinsam reguliert werden und welche Faktoren an deren Regulation 

beteiligt sein könnten. Zur Identifizierung gleichartig regulierter Gene wurde eine Self-

organizing-tree-algorithm (SOTA)-Analyse (Herrero et al., 2001) durchgeführt. Als 

Ausgangspunkt für diese Analyse wurde eine Liste der probe sets erstellt, deren Expression 

24 h nach Infektion mit E. coli im Vergleich zum gesunden Tier geändert war. Die Liste 

umfasste die ID der probe sets und deren Expressionswerte in infizierten und deren 

benachbarten nicht-infizierten Eutervierteln. Die Expressionswerte der zugrunde liegenden 

zwei verschiedenen Affymetrix-Analysen wurden zunächst auf den Mittelwert der 

Expressionswerte der Euterviertel gesunder Tiere normiert und dadurch vergleichbar 

gemacht. Die SOTA-Analyse ordnete die probe sets nach dem Verlauf ihrer 

Expressionswerte in den untersuchten Geweben zu Gruppen mit möglichst gleichartigem 

Expressionsverlauf. Zur Berechnung der Cluster wurden auch Expressionswerte 

herangezogen, die unter dem Schwellenwert (lfc  1) für die Zuordnung zu differentiell 

exprimierten probe sets liegen. Die Abbildung 21 zeigt die erhaltenen Cluster dieser SOTA-

Analyse. 

Die untersuchten probe sets wurden 3 Typen von Clustern zugeordnet. Typ 1 enthält probe 

sets, die sowohl in infizierten als auch in deren Nachbarvierteln exprimiert werden (Abb. 21, 

1, 4, 6). Die Expression der beteiligten probe sets wird entweder gleichsinnig erhöht 

(Abb. 21, 1), erniedrigt (Abb. 21, 6) oder gegenläufig in infizierten erniedrigt und den 

benachbarten Vierteln erhöht (Abb. 21, 4). Diese probe sets sind an einer Reaktion des 

Transkriptoms beteiligt, die systemisch in allen Eutervierteln der infizierten Tiere abläuft.  

Der zweite Typ enthält probe sets, die nur lokal in infizierten Eutervierteln exprimiert werden 

(Abb. 21, 2, 3). Ihre Expression wird durch die Infektion erhöht (Abb. 21, 2) oder erniedrigt 

(Abb. 21, 3) oder gegenläufig in infizierten erniedrigt und den benachbarten Vierteln erhöht 

(Abb. 21, 4). Diese probe sets sind an einer Reaktion des Transkriptoms beteiligt, die lokal 

nur in infizierten Eutervierteln abläuft. Der dritte Typ umfasst nur ein Cluster (Abb. 21, 5) mit 

28 probe sets, deren Expression durch die Infektion nur lokal in nicht-infizierten 

Nachbarvierteln gesteigert wird. Zusammenfassend weist das Ergebnis der SOTA-Analyse 

darauf hin, dass die Infektion mit E. coli sowohl eine ausgeprägte lokale Reaktion des 

Transkriptoms im infizieren Euter hervorruft als auch eine nur geringfügig weniger 

ausgeprägte systemische Antwort, die alle Euterviertel betrifft. An jeder dieser Reaktionen 

sind mehr als 900 probe sets beteiligt. 
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Abbildung 21: SOTA-Analyse der differentiell exprimierten probe sets 

Die Expressionswerte der 1934 differentiell exprimierten probe sets 24 h nach Infektion mit E. coli 

wurden in Relation zu den Mittelwerten der Kontrolltiergruppe gesetzt und zur Basis 2 logarithmiert. 

Mit diesen Werten wurde eine Self-organizing-tree-algorithm (SOTA, MeV4.2.02)-Analyse (Herrero et 

al., 2001) unter Verwendung der Pearson-Korrelation durchgeführt. Diese ordnet probe sets zu 

Clustern basierend auf den ähnlichen Verläufen der Expressionswerte über alle Proben. Der Verlauf 

der Expression der probe sets ist als durchgehende Linie gekennzeichnet (rot: hochreguliert, grün: 

herabreguliert). Die Mittelwerte der Expressionswerte einer jeden Probe werden als Linie in Magenta 

dargestellt. Die ersten fünf Proben eines Cluster stammen aus infizierten Eutervierteln (i24h), die 

darauf folgenden fünf aus Vierteln der externen Kontrolltiere (c124h). Die Gruppe n24h repräsentiert 

die Nachbarviertel eines infizierten Viertels und die Gruppe c224h kennzeichnet wiederum 

unbehandelte Kontrolltiere. c124h und c224h sind technische Replikate und ermöglichen den 

Vergleich der beiden separat durchgeführten Analysen i24h vs c124h und n24h vs c224h. 

4.4.5 Analyse der Genontologien der differentiell exprimierten probe sets 

Durch eine SOTA-Analyse gelang der Nachweis einer ausgeprägten lokalen Reaktion in 

infizierten Eutervierteln und einer ebenso ausgeprägten systemischen Reaktion des 

gesamten Euters. Im nächsten Schritt sollte untersucht werden, welche Prozesse an beiden 

Reaktionen beteiligt sind. Dazu wurden die probe sets der SOTA-Cluster (Abb. 21) mit Hilfe 

des Panther-Genexpressions-Tools und mit dem CoPub-Keyword-Enrichment-Calculator 

untersucht. Bei diesen Analysen wurde von jedem probe set die zugehörige Genontologie 

ermittelt. Dann wurde überprüft, wie häufig die verschiedenen Ontologien in den 

untersuchten Clustern vorkommen. Ontologien, die häufiger vorkamen als es in einer 

vergleichbaren Liste zufällig ausgewählter Gene erwartet wurde, wurden als angereichert 

bezeichnet. In Abbildung 22 ist das Ergebnis dieser Analysen graphisch dargestellt. Ein 
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erster Blick auf die Farbverteilung zeigt, dass jedes der untersuchten Cluster ein 

charakteristisches Set an biologischen Prozessen, Pathways und molekularen Funktionen 

aufweist. 

 
Abbildung 22: Anreicherung der Genontologien und Pathways innerhalb der SOTA-

Cluster 

Mittels SOTA-Analyse wurden 1934 differentiell exprimierte probe sets zu Clustern zusammengefasst 

(Abb. 21). Die probe sets von Cluster 1 bis 6 wurden mit dem Panther-Genexpressions-Tool und dem 

CoPub-Keyword-Enrichment-Calculator untersucht. Die Ergebnisse wurden für signifikant (p-

Wert < 0,1) angereicherte biologische Prozesse, Pathways und molekulare Funktionen dargestellt. 

Der Farbton der Zellen gibt den Anreicherungsgrad wieder. Zellen mit p-Werten größer als der 

Schwellenwert von 0,1 sind weiß gefärbt. Mit zunehmendem Wert des Anreicherungsgrades steigt die 

Sättigung der blauen Farbgebung. Gene aus dem Cluster 4 der Abbildung 21 zeigten keine 

Anreicherung in einer der Kategorien und wurden deshalb in dieser Abbildung nicht berücksichtigt. 
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Charakterisierung der lokalen Reaktion 24 h nach der Infektion mit E. coli 1303 

Die lokale Reaktion in infizierten Eutervierteln umfasst die probe sets der Cluster 2 und 3 

(Abb. 21). Das Profil des Clusters 2 zeigt die intensivsten Blautöne und damit die höchsten 

Anreicherungswerte aller Cluster und beinhaltet die größte Anzahl an signifikanten 

biologischen Prozessen, Pathways und molekularen Funktionen. Unter den biologischen 

Prozessen sind Immunabwehr, Signaltransduktion und Chemotaxis sowie die Zelladhäsion 

und Diapedese besonders signifikant. Viele der gefundenen Gene dieses Clusters zählen zu 

den Akut-Phase Genen wie z.B. Haptoglobin (HP), Serumamyloid A3 (SAA3), Pentraxin 3 

(PTX3) und das Ferritin-Leicht Polypeptid (FTL) und andere mit klassischen 

Entzündungsreaktionen assoziierte Gene. Unter den Pathways sind Inflammation und 

Proteasom am meisten signifikant. Diese Ergebnisse weisen auf eine aktive Immunabwehr 

und Entzündungsreaktion in den infizierten Eutervierteln hin. Die hoch signifikanten Werte für 

die anti-inflammatorische Antwort zeigen an, dass zum späten Zeitpunkt die Gegenreaktion 

des Euters auf die Infektion stark ausgeprägt ist. Die Pathways Laktation und 

Fettstoffwechsel fallen im Cluster 3, welches herabregulierte probe sets enthält, auf. 

 

Charakterisierung der systemischen Reaktion 24 h nach der Infektion mit E. coli 1303 

Die systemische Reaktion in infizierten Eutervierteln und den benachbarten nicht-infizierten 

Eutervierteln umfasst die probe sets der Cluster 1, 4, 5 und 6 (Abb. 21). Die Profile dieser 

Cluster zeigen nur einige wenige signifikante biologische Prozesse, Pathways und 

molekulare Funktionen und deren Anreicherungsgrad (Blauton) erreicht nicht die Werte der 

lokalen Reaktion. Unter den stärker exprimierten probe sets (Cluster 1) sind die Pathways 

Proteasom und Apoptose am höchsten signifikant. An biologischen Prozessen zeigen 

Autophagie, Protein-Metabolismus und -Modifikation sowie Immunität und Abwehr die 

höchsten Anreicherungsgrade. Zudem sind die biologischen Funktionen 

Translationsinitiation, Oxidoreduktase und Chaperone schwach angereichet. Unter den 

probe sets mit herabregulierter Expression (Cluster 3 und 6) fallen die biologischen Prozesse 

Signaltransduktion, Zellkommunikation, Extra-Zelluläre-Matrix-Protein-vermittelte Signale 

und Homöostase auf. 

Diese Ergebnisse können als Hinweis auf eine Abwehr- und Immunreaktion betrachtet 

werden. Beispielsweise werden Komponenten der Antigenprozessierung und -präsentation 

stärker exprimiert. Auch Gene wie Chemokinligand 2 (CXCL2) und Chemokinligand 13 

(CXCL13) waren systemisch stärker exprimiert. Unter den systemisch regulierten probe sets 

wurden hauptsächlich chemotaktische Zytokine vom CXC-Typ gefunden und im Gegensatz 

dazu bei der lokalen Reaktion hauptsächlich Zytokine vom CC-Typ.  

Die gesteigerte Transkription von Glutathion Peroxidase (GPX3), Glutaredoxin 2 (GLRX2), 

Glutathion Reduktase (GSR), Glutathion Sythetase (GSS), Metallothionein 1E (MT1E), 

Metallothionein 2A (MT2A) und Superoxiddismutase (SOD2) weist auf erhöhten oxidativen 
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Stress in allen Eutervierteln hin. Xenobiotischer Stress zeigt sich durch die erhöhte 

Expression des eukaryotischen Translationsinitiationsfaktors 2, Subgruppe 1 Alpha (EIF2S1) 

und seinem Zielgen dem Aktivierenden Transkriptionsfaktor 5 (ATF5). Gesteigert wird auch 

die Transkription von Genen mit antimikrobiellen Genprodukten wie Calgranulin A (S100A8), 

Calgranulin B (S100A9) oder Laktoferrin (LTF) und zudem von Akut-Phase Genen für die 

Detektion (Lipopolysaccharid-Bindungsprotein (LBP)) und Wachstumshemmung 

(Ceruloplasmin (CP)) von Erregern. Auch einige Faktoren des Komplementsystems, wie 

Komplement Komponente 6 (C6), Komplement Komponente 4-Bindungsprotein-Alpha 

(C4BPA), Komplement Faktor I (IF) weisen eine gesteigerte Transkriptionsrate auf.  

Der Cluster 5 umfasst nur eine vergleichsweise geringe Anzahl von probe sets, deren 

Expression spezifisch in den nicht-infizierten Euterviertel gesteigert wird. Ein Großteil der 

Gene dieses Clusters wurde dem Pathway Fettsäurestoffwechsel zugeordnet. 

 

Suche nach regulatorischen Elementen 

Durch eine SOTA-Analyse konnten die differentiell exprimierten probe sets entsprechend 

ihrer Expression in infizierten und nicht-infizierten Eutervierteln in Gruppen eingeteilt werden, 

die einen gleichen Expressionsverlauf zeigten. Die gleichartige Regulation der 

Genexpression unter verschiedenen Bedingungen könnte darauf hinweisen, dass die 

gleichen regulatorischen Elemente an der Steuerung der Transkription beteiligt sind. Zur 

Identifizierung möglicher Transkriptionsfaktoren wurden die probe sets der Cluster 1 bis 6 

(Abb. 21) annotiert und die erhaltenen Gene mit der Software oPOSSUM analysiert. Diese 

identifiziert mögliche Bindungsstellen von humanen Transkriptionsfaktoren innerhalb eines 

definierbaren Bereichs vor und nach dem offenen Leserahmen jedes humanen Gens. In der 

Tabelle 13 sind die gefundenen Transkriptionsfaktoren aufgelistet, deren Z-score mindestens 

10 beträgt. 

Tabelle 13: Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren in den SOTA-Clustern 

Cluster  TFBS 
Distanz zur 

TSS [kb] Gene Z-score Fisher score 

TP53 5/2 3 15.6 2.6E-02 
FOXF2 2/0 37 10.4 2.2E-01 

1 
(systemisch, 
501 Gene) NFIL3 2/2 70 9.7 2.9E-01 

RELA 2/2 146 19.9 2.5E-05 
ELF5 5/5 406 16.4 7.6E-04 
REL 2/2 223 14.3 8.4E-05 

NF- B 2/2 171 13.1 3.3E-04 
RORA_2 5/2 84 12.4 1.5E-03 

SPIB 5/5 424 11.7 2.4E-02 

2 
(lokal, 

583 Gene) 

STAT1 5/5 85 10.7 1.5E-02 
HMG-IY 2/0 48 12.1 6.3E-04 

Pdx1 5/5 140 10.6 9.4E-04 
3 

(lokal, 
173 Gene) Hand1-Tcfe2a 2/2 111 10.6 2.4E-05 
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Nkx2-5 2/2 176 17.5 3.0E-05 
TBP 2/2 118 16.1 2.2E-06 
Pdx1 2/2 174 15.4 1.1E-05 
Prrx2 5/5 193 15.2 7.2E-05 
SRY 5/2 174 14.9 1.3E-04 

Foxa2 2/2 123 14.6 3.1E-07 
FOXI1 2/2 118 14.4 2.1E-05 
FOXD1 2/2 119 13.5 1.2E-07 
NFIL3 5/2 71 12.8 1.9E-04 

6 
(systemisch, 
256 Gene) 

HLF 5/5 100 10.2 4.8E-04 

Mittels SOTA-Analyse wurden 1934 differentiell exprimierte probe sets zu Clustern zusammengefasst 

(Abb. 21). Die probe sets von Cluster 1 bis 6 wurden annotiert und mit der Software oPOSSUM 

analysiert. Diese identifiziert mögliche Bindungssequenzen von humanen Transkriptionsfaktoren. Der 

Wert „Distanz zur TSS“ gibt den Sequenzbereich um die Startstelle der Transkription an, in dem 

Bindungssequenzen für Transkriptionsfaktoren gesucht werden. Der Wert „Gene hits“ gibt die Anzahl 

der Gene des Clusters wieder, die Bindungssequenzen für den Transkriptionsfaktor aufweisen. Der Z-

score bewertet die Häufigkeit der vorhanden Bindungssequenzen innerhalb des vorgegebenen 

Sequenzbereichs des untersuchten Gens und wird oberhalb von 10 als signifikant angesehen. Der 

Fisher score prüft, ob eine Bindungssequenz in einem Gen vorhanden ist und wird ab Werten 

signifikant, die unter 1% (< 1.1E-01) liegen. 

 

Die oPOSSUM-Analyse lieferte für die Gene der Cluster 4 und 5 keine signifikanten 

Ergebnisse. Für alle anderen Cluster wurde jeweils ein charakteristisches Set von 

Transkriptionsfaktoren erhalten. Der große Teil der vorhergesagten Transkriptionsfaktoren 

wird bislang nicht im Bezug auf Mastitis beschrieben. Von den systemisch im gesamten 

Euter induzierten Genen des Clusters 1 haben 70 eine Bindungssequenz für NFIL3. Dieser 

Interleukin 3 regulierte nukleäre Faktor wird als Regulator inflammatorischer oder 

apoptotischer Gene beschrieben (Cowell, 2002). Die Gene des Clusters 2 (induziert lokal im 

infizierten Euterviertel) enthalten Bindungsstellen für eine Reihe von Transkriptionsfaktoren, 

die an der Regulation von inflammatorischen Prozessen beteiligt sind, wie z.B. REL, RELA, 

NF B und STAT1. Weiterhin wird der Faktor ELF5 als möglicher Transkriptionsfaktor für 406 

Gene gefunden. Dieser Faktor wird im Umfeld Laktation und Entwicklung der Milchdrüse 

beschrieben. 71 der Gene des Clusters 6 (systemisch, herabreguliert in infizierten und nicht-

infizierten Eutervierteln) enthalten Bindungssequenzen für NFIL3. Dieser Faktor wurde auch 

als möglicher Transkriptionsfaktor für Gene im Cluster 1 gefunden, die nach Infektion mit 

E. coli systemisch induziert wurden. Dieser Faktor wirkt somit nach der Infektion mit E. coli 

sowohl als Aktivator (Gene des Clusters 1) als auch Suppressor (Gene des Clusters 6) der 

Genexpression im Milchdrüsengewebe infizierter und nicht-infizierter Euterviertel. 
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5 Diskussion 

5.1 Das Tiermodell 

Ziel dieser Arbeit war es, die Reaktion von bovinem Milchdrüsengewebe auf eine Infektion 

mit E. coli 1303 durch Analysen des Transkriptoms zu untersuchen und Gene zu erfassen, 

deren Expression durch die Infektion beeinflusst wird. Anhand der gefundenen Gene sollten 

die Prozesse identifiziert werden, die in der frühen und späten Phase der Infektion ablaufen. 

Grundlage für aussagekräftige Ergebnisse sind ein optimiertes Tiermodell zur Gewinnung 

der Gewebeproben und die Verfügbarkeit einer ausreichend hohen Anzahl von Proben. 

Als Versuchstiere wurden 10 Deutsche Holstein Frisian in Hochlaktation eingesetzt, denen 

500 KbE an E. coli 1303 in ein Euterviertel injiziert wurden. Die Versuchstiere waren nach 

strengen Vorgaben ausgewählt und im Sexualzyklus synchronisiert worden. Alle Tiere 

entwickelten innerhalb von 12 Stunden eine akute Mastitis mit moderatem Verlauf. Zeitgleich 

zeigten alle Tiere eine palpierbare Ödematisierung des infizierten Euterviertels sowie 

Veränderungen der Milchzusammensetzung mit Flockenbildung. Ein perakuter Verlauf mit 

hochgradiger Störung des Allgemeinbefindens konnte bei keinem der Versuchstiere 

beobachtet werden. Dies kann jedoch mit dem fortgeschrittenen Laktationsstadium 

begründet werden, da schwerwiegende E. coli Mastitiden meist nur im peripartalen Zeitraum 

auftreten (Burvenich et al., 2003). Die Milchleistung ging wie in der Literatur beschrieben 

(Shuster et al., 1996) innerhalb von 24 h um ca. 50% zurück und zwar sowohl in infizierten 

als auch nicht-infizierten Vierteln. Die infizierten Tiere zeigten nach 12 h eine signifikante 

Leukopenie im Blut. Auch konnten Unterschiede in der Zusammensetzung der 

Milchzellpopulation aller Viertel infizierter Tiere beobachtet werden. Zusammenfassend 

waren alle untersuchten klinischen Parameter wie z.B. die Milchmenge, die Anzahl der 

somatischen Zellen oder der Verlauf der Körpertemperatur bei allen Tieren gleich. 

Schwankungen im Verlauf der Infektion oder in der Stärke der Symptome, wie sie bei 

Infektionen mehrerer Tiere beschrieben sind (Kornalijnslijper et al., 2004), traten nicht auf. 

Dieses Ergebnis belegt, dass die Auswahlkriterien für das Tiermodell ideal für die geplanten 

Untersuchungen des Transkriptoms waren.  

Das Euter der Kuh ist für Untersuchungen des Verlaufs von Infektionen mit E. coli 

anscheinend ideal geeignet. Man ging davon aus, dass die Infektion auf ein Euterviertel 

beschränkt bleibt und beobachtete in den benachbarten Eutervierteln keinen nenneswerten 

Anstieg der Anzahl somatischer Zellen in der Milch. Diese Beobachtung führte zu der 

Annahme, dass die Euterviertel eines Tieres unabhängig voneinander reagieren. 

Demzufolge wäre ein nicht-infiziertes Euterviertel die ideale Kontrolle für die Analyse der 

Genexpression in infizierten Nachbarvierteln, da beide unter identischen Bedingungen 
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vorbereitet wurden und darüber hinaus denselben Immunstatus haben sollten. Zudem ist 

eine Kontrollprobe aus demselben Tier auch aufgrund der genetischen Identität von Vorteil. 

Deshalb wurden zur Untersuchung von Mechanismen bei der Mastitis überwiegend 

Euterviertel des selben Tieres als Kontrolle verwendet (Swanson et al., 2009; Yang et al., 

2008; Zheng et al., 2006). Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass die Infektion eines 

Euterviertels das Verhalten der benachbarten Viertel beeinflusst (Merle et al., 2007). Folglich 

würden bei Verwendung tierinterner Kontrollen vor allem solche Effekte nicht erfasst werden 

können, die sowohl im infizierten als auch im nicht-infizierten Euterviertel ablaufen. Aus 

diesem Grund wurde der Versuchsansatz trotz hoher Kosten für zusätzlich benötigte Tiere 

und Analytik für die vorliegende Studie um gesunde Tiere als externe Kontrollen erweitert. 

Die Analysen der Genexpression wurden an Proben aus infizierten und nicht-infizierten 

Eutervierteln in der frühen Phase (6 h) oder späten Phase (24 h) der Infektion E. coli 1303 

durchgeführt und zudem an Proben aus den Eutervierteln unbehandelter gesunder Tiere. 

 

5.2 Genexpressionsänderungen in der Milchdrüse 6 h nach der Infektion mit 

E. coli 1303 

Zum Zeitpunkt 6 h nach experimenteller Infektion mit E. coli, noch vor dem Einsetzen des 

Fiebers, konnten 13 differentiell exprimierte probe sets identifiziert werden. Diese konnten 

nur erfasst werden, wenn eine Rate von 10% an falsch positiven Ergebnissen zugelassen 

wurde, also unter wenig stringenten Bedingungen. Clusteranalysen der erstellten 

Expressionsprofile belegten, dass die niedrige Anzahl an gefundenen Genen nicht durch 

große Schwankungen in der Genexpression verursacht wurde. Die fünf Expressionsprofile 

der infizierten Euterviertel waren untereinander sehr ähnlich und stimmten zudem gut mit 

den Profilen der gesunden Eutervierteln überein.  

Dieses Ergebnis kann bedeuten, dass die Infektion nach 6 Stunden nur geringfügige 

Auswirkungen auf das Transkriptom der Milchdrüse hat. Unter Berücksichtigung des 

Volumens eines Euterviertels und der frühen Phase der Infektion ist die Wahrscheinlichkeit 

gering, dass sich die Infektion gleichmäßig über das Eutergewebe ausgebreitet und alle 

milchbildenden Einheiten (Alveolen) erfasst hat. Für die Analyse der Genexpression wurde 

nur ein kleines Gewebestück von 100 mg eingesetzt und dementsprechend ist auch die 

Wahrscheinlichkeit gering, dass dieses Gewebestück vollständig infiziert ist. Deshalb kann 

angenommen werden, dass die Expression dieser 13 probe sets nicht durch die Infektion der 

untersuchten Gewebeprobe, sondern durch ein Signal gesteigert wird, das sich ausgehend 

von infizierten Bereichen auf umliegende Areale in der Milchdrüse ausbreitet. Dafür spricht, 

dass in der späten Phase der Infektion 8 der 13 probe sets im nicht-infizierten Euterviertel 

differentiell exprimiert waren.  
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Für einige Genprodukte der differentiell exprimierten probe sets wurden Funktionen 

beschrieben, die gut in das Umfeld des Infektionsgeschehens passen. Pentraxin 3 (PTX3), 

dessen Transkription 6 h nach experimenteller Infektion am stärksten von allen probe sets 

gesteigert wurde, ist bereits vor einigen Jahren im Zusammenhang mit entzündlichen 

Vorgängen beschrieben worden (Breviario et al., 1992). Zudem konnte vor kurzem gezeigt 

werden, dass seine  Expression in bovinem Milchdrüsengewebe durch eine Infektion mit 

S. aureus beeinflusst wird (Lutzow et al., 2008). PTX3 ist ein sezerniertes Glykoprotein, das 

sowohl an Mikroorganismen als auch an die erste Komponente des klassischen 

Komplement-Pathways C1q bindet (Bottazzi et al., 1997) und somit die Opsonisierung der 

Bakterien bzw. die Aktivierung dieses Pathways fördert. Auch wurde Pentraxinen generell 

eine große Bedeutung bei der Fc -vermittelten Aktivierung der Phagozytose und 

Zytokinsekretion von Leukozyten zugesprochen (Lu et al., 2008).  

Das am zweitstärksten hochregulierte Gen NRG1 kodiert für ein Protein aus der Familie der 

Wachstumsfaktoren. Dieses überträgt ähnlich dem epidermalen Wachstumsfaktor EGF 

Signale über transmembrane Tyrosinkinase-Rezeptoren der ERBB-Familie und ist sowohl an 

der Entwicklung als auch der Differenzierung der Milchdrüse während der Laktation beteiligt 

(Stern, 2003; Sternlicht, 2006). Auch sollen Neureguline anti-inflammatorische Eigenschaften 

besitzen (Cannella et al., 1998; Dimayuga et al., 2003). Es wird vermutet, dass NRG1 mit 

dem Transkriptionsfaktor NF B interferiert, der eine Reihe entzündlicher Reaktionen 

vermittelt (Ghosh et al., 1998). NRG1 senkt die Expression verschiedener Gene wie CD44 

und ICAM, die an der Leukozytenmigration bzw. –aktivierung beteiligt sind (Xu et al., 2005). 

Dies deutet darauf hin, dass NRG1 einer akuten Immunantwort entgegenwirkt. Tatsächlich 

wird diesem Protein ein neuroprotektiver Effekt durch die Unterdrückung des Interleukin-1B 

mRNA-Levels (Xu et al., 2004) sowie die Aktivierung des Phosphatidyl-Inositol 3-Kinase/Akt-

Signalpathways zugesprochen (Buonanno and Fischbach, 2001; Li et al., 2003). 

Unter den differentiell exprimierten probe sets finden sich auch die Krüppel-like-Faktoren 

KLF5 und KLF6. Diese beeinflussen Signaltransduktion, Zellproliferation, Apoptose und 

Angiogenese und regulieren dadurch die Zellentwicklung und -differenzierung (Bieker, 2001; 

Black et al., 2001; Suzuki et al., 2005). Es wird beschrieben, dass LPS unter Beteiligung von 

MAP-Kinasen die Expression von KLF5 erhöht. KLF5 wiederum aktiviert den NF B-Pathway 

und induziert dadurch die Expression pro-inflammatorischer Gene (Chanchevalap et al., 

2006). 

Zudem spielt KLF5 bei der Rekrutierung von Leukozyten durch die Induktion von ICAM1 eine 

wichtige Rolle (Chanchevalap et al., 2006). Somit könnte bereits zu diesem frühen Zeitpunkt 

der Grundstein für eine effektive Immunabwehr gelegt werden. 

Tribbles-homog 3 (TRIB3) entspricht einem weiteren probe set mit gesteigerter Expression in 

der frühen Phase der Infektion. Kürzlich konnte gezeigt werden, dass TRIB3 selektiv die 

Aktivierung von ERKs, JNKs und p38 MAPK reguliert (Kiss-Toth et al., 2004). Demnach 
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könnte die Induktion von TRIB3 in der Milchdrüse sowohl eine Proliferation und 

Differenzierung des Gewebes fördern, oder aber apoptotische Funktion ausüben. 

Mit Ausnahme von PTX3 wurde noch keines der zum frühen Zeitpunkt differentiell 

exprimierten Gene im Zusammenhang mit einem entzündlichen Geschehen in der 

Milchdrüse beschrieben. Dies weist darauf hin, dass diese Gene an einem neuen, bislang 

unbekannten Prozess beteiligt sein könnten, der in infizierten Eutervierteln in der frühen 

Phase der Infektion abläuft. 

5.3 Genexpressionsänderungen in der Milchdrüse 24 h nach Infektion mit E. coli 

5.3.1 Auswirkung der Infektion mit E. coli 1303 auf infizierte und nicht-infizierte 

Euterviertel 

In der späten Phase der Infektion wurden zwei Transkriptomanalysen durchgeführt. 

Expressionsprofile von gesunden Eutervierteln gesunder Kühe wurden entweder mit denen 

von infizierten Eutervierteln oder mit denen von benachbarten nicht-infizierten Eutervierteln 

verglichen. Clusteranalysen zeigten, dass sich die Expressionsprofile der infizierten und 

nicht-infizierten Eutergewebsproben stark unterschieden. In infizierten Eutervierteln fand eine 

sehr ausgeprägte Änderung der Genexpression statt, von der mehr als 1700 probe sets 

betroffen waren. Alle infizierten Euterviertel zeigten einheitlich dieselbe starke Reaktion auf 

die Infektion mit E. coli 1303. Dies weist darauf hin, dass die infizierten Euterviertel aller 

Tiere gIeichartig auf die Infektion reagieren. Dies könnte mit der Pathogenizität von 

E. coli 1303 zusammenhängen. Im Vergleich dazu war die Änderung der Genexpression in 

den benachbarten, nicht-infizierten Eutervierteln viel schwächer und nur 400 probe sets 

wurden differentiell exprimiert. Die Veränderungen der Expressionsmuster der 

verschiedenen Tiere waren unterschiedlich stark ausgeprägt. Eines der Tiere zeigte so 

schwache Änderungen, dass es den Expressionprofilen der gesunden Euterviertel 

zugeordnet wurde. Diese Beobachtung legt die Vermutung nahe, dass die systemische 

Reaktion von tierindividuellen Faktoren beeinflusst wird, auch wenn die Tiere nach strengen 

Kriterien besonders im Bezug auf die Eutergesundheit ausgewählt wurden. 

 

5.3.2 Nachweis einer lokalen und einer systemischen Reaktion in der Milchdrüse 

Ein Vergleich aller etwa 2000 differentiell exprimierten probe sets ergab, dass etwas mehr 

als 200 probe sets sowohl in infizierten als auch in nicht-infizierten Eutervierteln gefunden 

wurden. Diese Schnittmenge war ein erster Hinweis darauf, dass im untersuchten  

Tiermodell zwei verschiedene Prozesse als Reaktion auf die Infektion mit E. coli stattfinden. 

Der eine läuft nur in infizierten Eutervierteln ab und ist damit lokal begrenzt, der andere läuft 

in infizierten und nicht-infizierten Eutervierteln ab und ist damit systemisch. Der systemische 
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Prozess konnte nur durch den Vergleich mit gesunden Eutervierteln gesunder Tiere als 

externe Kontrolle erfasst werden und ist bislang im Umfeld der Mastitis noch nicht 

beschrieben worden. Der Grund dafür ist, dass vergleichbare Untersuchungen ohne externe 

Kontrolltiere durchgeführt wurden (Swanson et al., 2009; Yang et al., 2008; Zheng et al., 

2006). Dagegen konnte in einer kürzlich durchgeführten Studie gezeigt werden, dass die 

Infusion von LPS in ein Euterviertel das Transkriptom der Leber der behandelten Milchkühe 

beeinflusst (Jiang et al., 2008). Diese Studie belegt, dass der systemische Prozess nicht nur 

wie in dieser Arbeit beschrieben die benachbarten Euterviertel beeinflusst, sondern auch 

weit entfernt liegende Organe wie die Leber. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde 

untersucht, ob es Übereinstimmungen zwischen den gefundenen Änderungen des 

Transkriptoms der Leber (Jiang et al., 2008) und der systemischen bzw. der lokalen Reaktion 

im Euter gibt. Der Vergleich der Ergebnisse wurde unter Verwendung der Gene-Set 

Enrichment Analyse durchgeführt. Dabei zeigte sich, dass die Änderungen der 

Genexpression in der Leber eine größere Ähnlichkeit mit den systemisch regulierten probe 

sets hat als mit lokal regulierten Genen in infizierten Vierteln (Daten nicht gezeigt). 

 

5.3.3 Umfang der lokalen und der systemischen Reaktion 

Die differentiell exprimierten probe sets wurden unter strengen Bedingungen ausgewählt 

(Schwellenwert der Expression: 2 facher Unterschied, Anzahl an falsch Positiven: 1%), so 

dass probe sets mit geringen Expressionsunterschieden nicht als differentiell exprimiert 

gewertet wurden. Die rund 200 gefundenen probe sets, die sowohl in infizierten als auch 

nicht-infizierten Eutervierteln gemeinsam als differentiell exprimiert gefunden wurden, 

könnten demzufolge nur einen Teil der systemisch ablaufenden Prozesse abbilden. Um das 

Ausmaß der systemischen und lokalen Reaktion genau zu erfassen, wurden alle differentiell 

exprimierten probe sets mit dem SOTA-Algorithmus analysiert. Dieses Clusterverfahren 

untersucht die Expressionsprofile von mehreren Analysen nach Ähnlichkeiten im Verhalten 

der Genexpression und ordnet die probe sets in Gruppen mit gleichem Expressionsverlauf. 

Die SOTA-Analyse teilte die untersuchten probe sets prinzipiell in zwei Gruppen ein. Wie 

erwartet, wird die eine nur in infizierten Eutervierteln differentiell exprimiert, die andere in 

infizierten Eutervierteln und in nicht-infizierten Eutervierteln. Der Umfang beider Gruppen war 

jedoch größer, als es die oben beschriebene Schnittmenge von ~200 probe sets hätte 

erwarten lassen. Beide Gruppen umfassten jeweils etwa 900 probe sets und waren damit im 

Bezug auf die Anzahl der betroffenen probe sets vergleichbar ausgeprägt. Der große 

Unterschied zwischen der ursprünglichen Schnittmenge von 200 differentiell exprimierten 

probe sets und 900 probe sets pro Gruppe ist darauf zurückzuführen, dass der SOTA-

Algorithmus primär nicht nach der Höhe von Expressionsunterschieden einteilt, sondern 

nach dem Verlauf der Genexpression in den Expressionsprofilen.  
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5.3.4 Strategie der Auswertung 

Die wenigen differentiell exprimierten Gene der frühen Phase der Infektion wurden alle auf 

mögliche Funktionen und ihre Rolle im Infektionsgeschehen ausgewertet. Ein solches 

Vorgehen ist bei der großen Zahl von probe sets, die jeweils an der lokalen oder 

systemischen Reaktion der Milchdrüse in der späten Phase der Infektion beteiligt sind, nicht 

möglich. Deshalb wurde untersucht, zu welchen Genontologien die differentiell exprimierten 

Gene zugeordnet werden können. Auch wurde nach Bindungsstellen für 

Transkriptionsfaktoren auf den entsprechenden Genen gesucht, um so regulatorische 

Elemente zu erfassen, die möglicherweise die Expression der differentiell exprimierten Gene 

steuern. Dadurch sollte ermittelt werden, welche Prozesse bei der lokalen und systemischen 

Reaktion ablaufen und wie sich diese unterscheiden.  

 

5.3.5 Analyse der probe sets der lokalen Reaktion auf eine Infektion mit E. coli 1303 

Die probe sets, die der lokalen Reaktion in infizierten Eutervierteln zugeordnet wurden, sind 

hauptsächlich an Prozessen der Immunabwehr, der Entzündung, Akut-Phase Antwort und in 

der Chemokin-Zytokin-Signalübertragung beteiligt.  

Einer der wichtigen Immunmechanismen des angeborenen Immunsystems ist der TLR4-

Pathway. Unter den differentiell exprimierten probe sets befinden sich Gene für die Pattern-

Recognition-Rezeptoren (PRR) TLR2 sowie TLR4 sowie dessen Hilfsproteine LBP und 

CD14. Diese erkennen das bakterielle Oberflächenmolekül Lipopolysaccharid (LPS = PAMP; 

pathogen associated molecular pattern). Die Bindung von LPS löst über intrazelluläre 

Signalmoleküle wie z.B. MyD88 zwei verschiedene Signalkaskaden aus, nämlich die 

I B/NF B- und die MAPK-Kaskade (Chen et al., 2004). Die Transkription von MyD88 wurde 

durch die Infektion signifikant gesteigert. Die I B/NF B-Kaskade aktiviert die NF B-

Transkriptionsfaktorfamilie, während die MAPK-Kaskade über die MAP-Kinasen (p38 und 

JNK) zur Aktivierung der AP1-Transkriptionsfaktorfamilie führt. Die Transkription der 

gängigsten Dimerformen von NF B und AP1, p50 (NF B1)/p65 (RELA) beziehungsweise 

FOS/JUN wurde bis auf p65 durch die Infektion erhöht. Auch konnte eine gesteigerte 

Expression von Zielgenen nachgewiesen werden, welche an der inflammatorischen Antwort 

und der Chemotaxis beteiligt sind, wie z.B. eine Reihe von Zytokinen. So wird die 

Transkription von IL1B, welches für ein pro-inflammatorisches Zytokin kodiert, durch die 

Infektion gesteigert. Es ist weiter beschrieben, dass IL1B in der Leber zur Produktion von 

Akut-Phase Proteinen (Ganter et al., 1989) führt. Vor kurzem konnten Akut-Phase Proteine 

in der Milch infizierter Tiere nachgewiesen werden (Gronlund et al., 2005). Die gesteigerte 

Transkription der Gene für die Akut-Phase Proteine HP und SAA3 in infizierten Eutervierteln 

deutet darauf hin, dass diese Proteine als Antwort auf die Infektion synthetisiert werden. Die 

Funktion von Akut-Phase Proteinen ist nicht restlos geklärt, aber sie scheinen bei der 
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Leukozytenattraktion eine große Rolle zu spielen (Badolato et al., 1994). Durch die Infektion 

mit E. coli 1303 wurde die Expression von CEBPB, STAT3 und CEBPD gesteigert. Diese 

Transkriptionsfaktoren können über IL1B die Expression von Akut-Phase Genen steigern 

(Poli, 1998).  

Vor kurzem wurde beschrieben, dass Zytokine wie IL1B die Expression von vaskulären 

Adhäsionsmolekülen induzieren und damit die Adhäsion und Diapedese von Leukozyten 

fördern (Zheng et al., 2006). Adhäsionsmoleküle sind oberflächliche Glykoproteine und 

interagieren mit inflammatorischen Zellen, um deren Rekrutierung und Invasion in das 

entzündete Gewebe zu fördern. In infizierten Eutervierteln wurde die Transkription der Gene 

einer ganzen Reihe solcher Zelladhäsionsmoleküle (CD68, ICAM1, 2, VCAM1, EVA1, 

ITGAL, ITGAX, ITGB2, 3, 6, SELL, SELP) gesteigert, welche zusammen mit den induzierten 

Chemokinen, Chemokinrezeptoren und anderen chemotaktisch wirkenden Faktoren die 

Infiltration von Immunzellen ins Milchdrüsengewebe bedingen. 

Der rasche Einstrom von Immunzellen, im speziellen von Neutrophilen, in die Milchdrüse und 

die effektive Elimination von Pathogenen zum frühesten Zeitpunkt einer Infektion sind die 

Schlüsselfaktoren einer Wirtsabwehr gegen eindringende Pathogene (Paape et al., 2002). 

Andererseits ist eine zu starke, aber ineffektive Immunantwort schädlich für den Wirt und 

kann aufgrund eines hypovolämischen Schocks zum Tod führen. Deshalb muss die 

Immunantwort reguliert werden, um die maximale Abwehrkraft beizubehalten. Interleukine 

aktivieren Leukozyten, amplifizieren Fieberreaktionen und triggern Akut-Phase-Reaktionen 

peripherer Organe. Diese Reaktionen werden von IL1RN, einem IL1-Rezeptor Antagonisten 

gehemmt (Steinkasserer et al., 1992). Die beobachtete gesteigerte Transkription von IL1RN 

lokal in infizierten Euervierteln deutet darauf hin, dass in der späten Phase der Infektion die 

Immunantwort zurückgefahren wird um bespielsweise die Milchdrüse vor pro-

inflammatorischen Kaskaden zu schützen. Dafür spricht auch die gesteigerte Expression von 

Genen, welche die TLR-Signalkaskade negativ beeinflussen. Hemmer der Zytokin-

Signaltransduktion (Suppressors of cytokine signaling = SOCS) sind an der negativen 

Feedback-Regulation von verschiedenen intrazellulären Signalkaskaden, wie dem 

JAK/STAT- und TLR4-Pathway, beteiligt (Heeg and Dalpke, 2003; Larsen and Ropke, 2002). 

Es wurde beschrieben, dass die Überexpression von SOCS1 in Makrophagen zu einer 

Hemmung einer LPS-induzierten NF B-Aktivierung führt. SOCS1 war nicht unter den 

differentiell exprimierten Genen, wohl aber dafür SOCS3, ein anderes Mitglied der SOCS-

Familie. Ein weiterer Hinweis für ein Eindämmen der Immunantwort in der späten Phase der 

Infektion ist die gesteigerte Expression von I B  (NF BIA), einem Inhibitor der I B/NF B- 

Kaskade.  

Die Ergebnisse der durchgeführten Analysen lassen keinen Rückschluss darauf zu, welcher 

Zelltyp der komplex aufgebauten Milchdrüse die beschriebenen Reaktionen steuert. 

Makrophagen und neutrophile Granulozyten können Zytokine, Chemokine und andere 

inflammatorische Mediatoren synthetisieren. Möglicherweise sind aktivierte eingewanderte 
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oder residente Immunzellen zumindest zum Teil dafür verantwortlich. Jedoch konnte gezeigt 

werden, dass auch Epithelzellen maßgeblich an der Abwehr von Pathogenen beteiligt sind. 

Für Milchdrüsenepithelzellen konnte gezeigt werden, dass sie zumindest in vitro Zytokine, 

Chemokine sowie Akut-Phase Proteine produzieren können (Okada et al., 1997; Strandberg 

et al., 2005; Wellnitz and Kerr, 2004).  

Ein weiterer wichtiger Prozess bei der Wechselwirkung zwischen Pathogen und Milchdrüse 

ist die Apoptose. So wurde berichtet, dass bakterielle Erreger Apoptose induzieren können 

(Weinrauch and Zychlinsky, 1999). Das Pathogen E. coli kann in vivo den programmierten 

Zelltod hervorrufen und trägt damit bei einer Mastitis maßgeblich zum Abfall der 

Milchleistung bei (Long et al., 2001). Unter den differentiell exprimierten Genen waren 

sowohl proapoptotische wie CASP4 und CASP7 als auch antiapoptotische wie BIRC1, 2, 3 

und BCL2A1. Dieses spricht dafür, dass die Apoptose in der späten Phase der Infektion 

moduliert wird. 

Die Analyse der Genontologien der differentiell exprimierten probe sets ergab, dass in der 

späten Phase der Infektion vermehrt Proteinkinasen und Transkriptionsfaktoren transkribiert 

wurden, die an der Zellproliferation beteiligt sind. Zelluläre regulatorische Prozesse sind zum 

Schutz des betroffenen Gewebes und somit für den Verlauf einer Infektion wichtig. Hierzu 

zählen zum Beispiel Vorgänge der Feinregulation des Zellstoffwechsels, welche durch die 

schnelle Aktivierung oder Deaktivierung von Proteinen oder Enzymen gesteuert werden. Die 

verstärkt exprimierten Transkriptionsfaktoren gehören zu den sogenannten frühen 

Transkriptionsfaktoren, oder „immediate early genes“ (IEGs), und werden als Reaktion auf 

extrazelluläre Stimuli, wie z.B. Hormone oder Stress rapide induziert (Schuurs et al., 2004). 

Zur weiteren eingehenden Analyse der differentiell exprimierten Gene wurde nach 

potentiellen Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren gesucht. Dabei wurde neben den 

klassischen Transkriptionsfaktoren wie z.B. NF B und STAT1 noch ein weiterer identifiziert, 

der so genannte Ets Transkriptionsfaktor ELF5. Dieser prolactinregulierte Faktor ist in vielen 

Drüsengeweben vorzufinden und wird als Hauptregulator der Alveolarentwicklung und 

Differenzierung des sekretorischen Epithels in der Milchdrüse angesehen (Choi et al., 2009; 

Lapinskas et al., 2004; Oakes et al., 2008). Möglicherweise weist die erhöhte Expression von 

Genen, die über ELF5 reguliert werden, auf die Regeneration des milchbildenden Gewebes 

in der späten Phase der Infektion hin. Diese Annahme wird gestützt durch die Anreicherung 

der Genontologie-Kategorien der Blutgerinnung, Zellproliferation und –differenzierung im 

Clusters 2 (Abb. 22). Unter den differentiell exprimierten Genen finden sich auch solche, 

deren Expression im infizierten Euter gesenkt wurde. Die Gene dieser Gruppe (Abb. 22, 

Cluster  3) wurden den Genontologien „Laktation“ und „Lipidstoffwechsel“ zugeordnet. Dies 

würde den vermindertem Fettgehalt der Milch während einer Mastitis erklären (Bansal et al., 

2005) und auch den beobachteten Rückgang der Milchleistung bei allen infizierten Tieren in 

der späten Phase der Infektion. Dieser könnte jedoch auch auf einen Mangel verfügbarer 

Nährstoffe durch die Einstellung der Nahrungsaufnahme zurückzuführen sein (Lohuis et al., 
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1988). Eine schwächere Expression wurde auch für die Arachidonat-15-Lipoxygenase 

gefunden, welche die Synthese pro-inflammatorischer Leukotriene katalysiert, die eine Rolle 

bei der Differenzierung von dendritischen Zellen spielen (Okunishi et al., 2004). 

 

5.3.6 Analyse der probe sets der systemischen Reaktion auf eine Infektion mit 

E. coli 1303 

Die probe sets der lokalen Reaktion konnten durch Genontologieanalysen (Abb. 22) 

eindeutig und mit sehr hoher Signifikanz definierten Prozessen oder Funktionen zugeordnet 

werden. Bei den probe sets der systemischen Reaktion in infizierten und deren 

benachbarten nicht-infizierten Eutervierteln waren diese Ergebnisse weit weniger signifikant. 

Sie sind funktionell sehr breit gefächert, wobei die angereicherten Prozesse die Chemokin-

Zytokin-Signalübertragung, den Abbau von oxidativen Stress, die Apoptose und Autophagie 

sowie die Antigenprozessierung und –differenzierung umfassen. 

In allen Eutervierteln konnte eine gesteigerte Expression einiger Zytokin- und Chemokingene 

nachgewiesen werden. Diese kleinen sezernierten Moleküle spielen bei der Immunantwort 

eine bedeutende Rolle. Sie vermitteln inflammatorische Signale und locken verschiedene 

Subpopulationen von Leukozyten an. Chemokine werden in zwei Subgruppen eingeteilt: C-

X-C und C-C, je nach Vorhandensein einer Aminosäure zwischen den ersten beiden 

Cystein-Resten des 4-Cystein-Grundmotivs. 

Eine detaillierte Analyse der beteiligten Chemokine lieferte ein bemerkenswertes Ergebnis. 

Während Chemokine des CC-Typs ausschließlich in infizierten Vierteln hochreguliert 

wurden, wurde die Expression vieler CXC-Chemokine systemisch auch in nicht-infizierten 

Eutervierteln gesteigert. Im Allgemeinen bewirken CXC-Chemokine einen Einstrom von 

neutrophilen Granulozyten, während CC-Chemokine mononukleäre Zellen anlocken 

(Kurihara and Bravo, 1996). Auch sei zu erwähnen, dass die Genprodukte von CXCL2 und 

CXCL13, welche systemisch in ihrer Expression erhöht wurden, antimikrobielle 

Eigenschaften gegen E. coli aufweisen (Yang et al., 2003) und somit möglicherweise einer 

Invasion nicht-infizierter Viertel mit E. coli entgegenwirken. Eine weitere Gruppe pro-

inflammatorischer Zytokine stellt die Familie der kalziumbindenden Proteine dar (Heizmann, 

2002). Dazu gehören S100A8 (Calgranulin A) und S100A9 (Calgranulin B), deren 

Genexpressionsraten systemisch erhöht waren (lfc 2,6 bzw. 2,2). Diesen multifunktionellen 

Proteinen wird unter anderem die Eigenschaft zugeschrieben, ebenfalls die Migration von 

PMNs zu fördern (Ryckman et al., 2003), wobei sie an Zelloberflächen kummulieren und 

durch Interaktionen mit karboxylierten Glykanen die Bindung von Phagozyten auf dem 

Gefäßendothel vereinfachen (Bailly et al., 2002; Bouma et al., 2004). Diese Ergebnisse 

weisen darauf hin, dass der Einstrom von Neutrophilen und PMNs exakt ausgesteuert wird. 

Dies stimmt mit der Beobachtung überein, dass eine akute mikrobielle Mastitis die Anzahl 
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der somatischen Zellen in der Milch infizierter Euterviertel erhöht. In benachbarten 

Eutervierteln bleibt die Zahl der somatischen Zellen relativ unverändert, während sich 

trotzdem der Anteil der PMNs an den somatischen Zellen erhöht (Merle et al., 2007). In 

dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Anzahl der somatischen Zellen in infizierten 

Eutervierteln im Verlauf der Infektion dramatisch ansteigt, während sie in den benachbarten 

nicht-infizierten Eutervierteln relativ unverändert bleibt (Abb. 8 C).  

Systemisch wird weiters die Expression von Genen induziert, die einem oxidativen Stress 

entgegenwirken. Dies ist ein indirekter Hinweis darauf, dass als Reaktion auf die Infektion 

metabolisch aktive polymorphkernige Leukozyten (PMN) in alle Euterviertel einströmen und 

dort durch ihre Aktivierung oxidativen Stress erzeugen.  

Verglichen mit der lokal ablaufenden Reaktion waren systemisch nur wenige Gene der 

Immunabwehr differentiell exprimiert. Demzufolge muss davon ausgegangen werden, dass 

systemisch keine vollständige Immunantwort abläuft sondern vielmehr eine ausbalancierte 

Vorbereitung auf eine Immunantwort. Dafür spricht beispielsweise die Induktion von 

antiapoptotischen Genen (CFLAR, MCL1) als Antwort auf eine gesteigerte Expression von 

Apoptosegenen, welche zur Exfoliation der mit Bakterien behafteten Epithelien führen 

(Mysorekar et al., 2002). Dies könnte als eine ausgleichende Gegenreaktion angesehen 

werden, um die Funktion des Milchdrüsenepithels zumindest zum Teil aufrecht zu erhalten. 

Die Untersuchung von Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen in den differentiell exprimierten 

Genen identifizierte den Interleukin3-regulierten nukleären Faktor (NFIL3) und zwar als 

potentiellen Regulator sowohl von Genen mit gesteigerter als auch solchen mit erniedrigter 

Transkriptionsrate. Studien an Mäusen weisen darauf hin, dass Nfil3 eine bedeutende Rolle 

bei der funktionellen Regulierung des Milchdrüsenepithels spielt (Rudolph et al., 2007). Die 

erhöhte Expression von NFIL3 könnte demnach auf Umstrukturierungen des Epithels in 

beiden, infizierten und benachbarten nicht-infizierten Vierteln hinweisen. Damit könnte auch 

der beobachtete, generelle Milchleistungsabfall in allen Vierteln (Abb. 8 D) als Konsequenz 

einer veränderten Epithelzellfunktion erklärt werden. Die Aussagekraft dieser theoretisch 

errechneten Beteiligung von NFIL3 an der Regulation der Genexpression wird dadurch 

untermauert, dass schon in der frühen Phase der Infektion eine signifikant gesteigerte 

Transkription von NFIL3 nachgewiesen werden konnte. 

 

5.3.7 Biologische Bedeutung einer systemischen Reaktion nach Infektion mit 

E. coli 1303 

Die gefundenen Ergebnisse weisen darauf hin, dass bereits zu einem frühen Zeitpunkt nach 

einer Infektion der Milchdrüse Signale an das umliegende Gewebe und die benachbarten 

Viertel weitergeleitet werden. Dies wird bereits 6 h nach Infektion durch die verstärkte 

Expression von NFIL3 angezeigt. Die Signale lösen eine systemische Reaktion in allen 
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Eutervierteln aus, welche in Folge dessen die Vermehrung des Pathogens in den 

benachbarten Vierteln verhindert und die Progression der Infektion in den infizierten Vierteln 

beeinflusst. Diese Hypothese erklärt, warum bei zeitversetzten Inokulationen von 

verschiedenen Eutervierteln mit dem gleichen Bakterien-Titer nur in dem erstinfizierten 

Viertel ein Leukozyteneinstrom beobachtet wird (Petzl, 2005; Yang et al., 2008). Auch könnte 

damit das Auftreten von rezidivierenden Mastitiden in verschiedenen Eutervierteln durch 

denselben Stamm von E. coli erklärt werden (Dopfer et al., 1999). Der Erreger wird 

möglicherweise zeitversetzt von dem zuerst infizierten Viertel auf das benachbarte 

übertragen, aber die angeschaltete systemische Reaktion hemmt die Multiplikation des 

Pathogens in später infizierten Vierteln. Dennoch kann sich das Pathogen dort einnisten und 

verursacht nach Abklingen der systemischen Reaktion eine Mastitis der betroffenen Viertel. 

 

5.3.8 Die Immunantwort im Euter als Summe von lokalen und systemischen 

Prozessen 

Vor kurzem haben Jenner und Young die Ergebnisse von verschiedenen 

Transkriptomanalysen zur Immunantwort auf verschiedene Pathogene miteinander 

verglichen und die übereinstimmenden Prozesse in einer Abbildung zusammengefasst 

(Jenner and Young, 2005). In das Gerüst dieser Abbildung wurden die Ergebnisse der 

Expressionsanalysen der vorliegenden Arbeit eingesetzt. Von den ursprünglichen Genen 

wurden nur die übernommen, die auch im Euter des Rindes gefunden wurden. Erhalten 

wurde ein detailliertes Bild der Immunreaktion in der Milchdrüse des Rindes in der späten 

Phase der Infektion mit E. coli 1303 (Abb. 23). Es gibt die Prozesse wieder, die auf Ebene 

des Transkriptoms ablaufen und unterteilt diese in lokale, die nur in infizierten Eutervierteln 

stattfinden und solche, die systemisch sowohl in infizierten als auch nicht-infizierten 

Eutervierteln nachgewiesen wurden. Zusätzlich zum ursprünglichen Konzept von Jenner und 

Young kann aus der Abbildung 23 noch ersehen werden, ob der angegebene Faktor als 

Reaktion auf die Infektion stärker oder schwächer exprimiert wird.  

Aus der Abbildung 23 geht hervor, wie komplex die Immunreaktion im infizierten Euter 

abläuft. Die erfassten Prozesse insbesondere solche, die systemisch ablaufen, können 

möglicherweise als Grundlage für eine Selektion auf Widerstandsfähigkeit gegen E. coli 

induzierte Mastitiden dienen. 
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Abbildung 23: Lokale und systemische Immunantwort in der Milchdrüse des Rindes 

24 h nach Infektion mit E. coli 1303 

Die Graphik beruht auf einem Konzept von Jenner und Young (Jenner and Young, 2005). Die dort 

dargestellten Ergebnisse von Transkriptionsstudien der Immunreaktion wurden um die Ergebnisse 

dieser Arbeit ergänzt. Angegeben sind differentiell exprimierte Gene im Milchdrüsengewebe des 

Rindes nach Infektion mit E. coli. Rot markierte Gene werden lokal in infizierten Eutervierteln 

exprimiert, blau markierte systemisch in infizierten und nicht-infizierten Eutervierteln. Fett 

gekennzeichnet sind Übereinstimmungen mit Daten der ursprünglichen Abbildung (Jenner and Young, 

2005). Alle nach Infektion mit E. coli 1303 schwächer transkribierten Gene sind mit einem nach unten 

weisenden Pfeil gekennzeichnet. Die stärker exprimierten Gene sind nicht gekennzeichnet. Die 

Füllfarben der Formen sind willkürlich gewählt und geben keinen Hinweis auf Signalkaskaden. 

 

5.4 Fazit und Ausblick 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Auswirkung einer Infektion mit E. coli 1303 auf das 

Transkriptom des Milchdrüsengewebes in der frühen (6 h) und späten (24 h) Phase der 

Infektion zu untersuchen. Differentiell exprimierte Gene sollten erfasst und charakterisiert 

werden. Für die Untersuchungen wurde die Affymetrix-Microarray-Technologie eingesetzt. 

Diese kann ausgehend von Gesamt-RNA in einer Hybridisierungsreaktion die 

Expressionsraten von etwa 20.000 Genen in einem Experiment bestimmen und ermöglicht 

damit die fast vollständige Erfassung aller mRNAs des Transkriptoms. Die Gewebeproben 

für diese Untersuchungen wurden aus besonders sorgfältig ausgewählten Milchkühen 
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gewonnen. Durch strenge Auswahlkriterien im Bezug auf die Eutergesundheit, den 

Lakationsstatus und exakt definierte Infektionsbedingungen konnten mit einer Infektionsdosis 

von 500 KbE E. coli innerhalb von 12 h reproduzierbar Symptome einer akuten klinischen 

Mastitis ausgelöst werden. In der frühen Phase verursachte die Infektion keine 

nachsweisbaren klinischen Symptome und nur minimale Änderungen des Transkriptoms. 

Möglicherweise hatte sich E. coli in der frühen Phase der Infektion noch nicht bis zur 

beprobten Stelle der Milchdrüse ausgebreitet und die Analysen erfassten das Einsetzen 

einer systemischen Reaktion, die in der späten Phase der Infektion sehr viel stärker 

ausgeprägt sein kann. Dafür spricht, dass die Mehrzahl der frühen Gene in der späten Phase 

als systemisch regulierte Gene gefunden wurde. Zur Klärung dieses Sachverhalts müsste 

eine höhere Anzahl von Gewebeproben gewonnen und ihr Gehalt an E. coli bestimmt 

werden. Dadurch wird einerseits die Wahrscheinlichkeit erhöht, ein infiziertes Gewebestück 

zu untersuchen und andererseits könnte analysiert werden, ob es einen Zusammenhang 

zwischen der Konzentration des Erregers in der Gewebeprobe und der Auswirkung auf das 

Transkriptom gibt. 

In der späten Phase verursachte die Infektion lokal in infizierten Eutervierteln umfangreiche 

Änderungen des Transkriptoms und vergleichbar große Änderungen in infizierten und nicht-

infizierten Eutervierteln. Die zweite, systemische Reaktion konnte nur über einen Vergleich 

mit Gewebeproben aus gesunden Eutervierteln von gesunden Tieren erfasst werden. Die 

große Anzahl der beteiligten Gene machte eine Auswertung auf der Basis von Einzelgenen 

unmöglich. Deshalb wurden verschiedene bioinformatische Verfahren eingesetzt um 

funktionelle Prozesse sowie regulatorische Elemente zu identifizieren. Die Entdeckung einer 

systemischen Reaktion eröffnet vielversprechende Ansätze für zukünftige Arbeiten. So weist 

sie auf die Aktivität protektiver Mechanismen hin, die möglicherweise eine Vermehrung von 

E. coli in gesunden Eutervierteln verhindern. Gleichzeitig ist die systemische Reaktion in den 

untersuchten Tieren unterschiedlich stark ausgeprägt. Sollte sich ein Zusammenhang 

zwischen dem Ausmaß der systemischen Reaktion und der Schwere der klinischen 

Symptome einer Mastitis experimentell bestätigen lassen und die dafür verantwortlichen 

Genvarianten gefunden werden, so könnten Mastitis-resistente Rinder auf der Grundlage der 

entdeckten systemischen Reaktion gezüchtet werden. Somit zeigen die Ergebnisse der 

vorliegenden Arbeiten viele Ansatzpunkte für weitere vielversprechende Untersuchungen der 

Mastitis bei Rind auf. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit beruhen ausschließlich auf Untersuchungen des Transkriptoms 

mit Microarrays. Zur Bestätigung der Ergebnisse und zur Erhöhung der Aussagekraft 

müssen weitere Untersuchungen folgen. So fehlen für Schlüsselgene wie z.B. NFIL3 

quantitative Messungen der gesteigerten Transkription mit qPCR. Mittels in situ-

Hybridisierung könnte untersucht werden, in welchem Zelltyp die Schlüsselgene exprimiert 

werden. Durch Immunohistochemie könnte überprüft werden, von welchen interessanten 

Genen in vivo Proteine synthetisiert werden. 



ZUSAMMENFASSUNG 

 78

6 Zusammenfassung 

Transkriptomanalysen der Milchdrüse nach experimenteller Infektion von 

Milchkühen mit E. coli 1303 mittels Microarraytechnology 

Koliforme Bakterien sind die häufigste Ursache von schweren klinischen Mastitiden bei 

Kühen. Escherichia coli infiziert meist nur ein einzelnes Euterviertel, während benachbarte 

Viertel klinisch unauffällig bleiben. Dies weist auf spezielle Vorgänge hin, welche 

benachbarte Euterviertel schützen. Auf der Suche nach den zugrunde liegenden 

Mechanismen wurde eine Transkriptomstudie mit Gewebeproben aus der bovinen 

Milchdrüse durchgeführt. Die Proben wurden aus den infizierten und nicht-infizierten 

Eutervierteln der selben Tiere 6 h beziehungsweise 24 h nach einer Infektion mit 500 KbE 

E. coli 1303 gewonnen sowie aus unbehandelten gesunden Kühen, die als externe 

Kontrollen dienten. 

Zum Zeitpunkt 6 h nach der Infektion wurden durch Vergleich der Expressionsprofile der 

infizierten Viertel mit denen der externen Kontrollviertel lediglich 13 differentiell exprimierte 

probe sets identifiziert. Diese geringe Anzahl weist darauf hin, dass der Keim in der frühen 

Phase der Infektion die Milchdrüse kaum beeinflusst. Achtzehn Stunden später wurden 1771 

probe sets in infizierten und 401 probe sets in benachbarten nicht-infizierten Vierteln jeweils 

durch einen Vergleich mit den externen Kontrollen erfasst. Diese wurden durch eine 

Clusteranalyse drei Gruppen von differentiell exprimierten Genen (DEG) zugeordnet, wovon 

erstere allein in infizierten Vierteln gefunden wurde und als lokale Antwort auf die Infektion 

angesehen werden kann. Die zweite Gruppe der DEG wurde in infizierten als auch nicht-

infizierten Vierteln exprimiert und weist auf eine systemische Antwort hin. Eine dritte Gruppe 

von einigen wenigen DEG wurde nur in den Nachbarvierteln exprimiert. Mitglieder der ersten 

Gruppe mit lokal in infizierten Vierteln hochregulierten Genen wurden hauptsächlich den 

funktionellen Gruppen „Immunantwort“ und „Entzündung“ zugeordnet. Auch der Großteil der 

Akut-Phase Gene (z.B. HP, SAA3, PTX3, FTL) wurde nur lokal exprimiert. Eine Analyse der 

Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen (TFBS) wies auf die klassischen inflammatorischen 

Transkriptionsfaktoren wie NF B und STAT1 hin. Auch ELF5, der bei der Entwicklung und 

Wiederherstellung des Milchdrüsenepithels eine große Rolle spielt, wurde als 

Transkriptionsfaktor vorhergesagt. Die zweite Gruppe von Genen, deren Expression in der 

späten Phase der Infektion systemisch gesteigert wird, ist beteiligt an der 

Antigenprozessierung und -präsentation, am p38 Pathway und enthält Gene von Zytokinen 

und Chaperonen, sowie zu Proteindegradation und Apoptose gehörende Gene. Eine 

verstärkte Expression von antimikrobiellen Genen (S100A8, S100A9, CXCL2, CXCL13, 

LTF), Akut-Phase Genen (LBP, CP, C6, C4BPA, IF) und Indikatoren des oxidativen Stress 
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(GPX3, MT2A, SOD2) deuten auf eine aktive Abwehrreaktion in infizierten und nicht-

infizierten Vierteln hin. Der frühzeitige Beginn dieser Reaktion wird durch die gesteigerte 

Transkription von NFIL3 bereits 6 h nach der Infektion angezeigt. In der späten Phase der 

Infektion wird NFIL3 als mutmaßlicher Regulator von vielen Genen der systemischen 

Reaktion vorhergesagt. 

Durch Integration der Ergebnisse dieser Studie in ein allgemeingültiges Konzept der 

transkriptionellen Antwort auf eine Infektion wird ein detailliertes Bild der Prozesse erhalten, 

die sich 24 h nach experimenteller Infektion mit E. coli 1303 in der bovinen Milchdrüse 

ereignen. Zusätzlich wird ein völlig neuer funktionaler Aspekt eingeführt, indem die Antwort 

auf eine E. coli Infektion in lokal und systemisch regulierte Gene unterteilt wird.  

Letztere weisen darauf hin, dass in der späten Phase der Infektion die Zusammensetzung 

der Milch verändert wird und schützende Faktoren wie antimikrobielle Agenzien und reaktive 

Sauerstoff-Derivate (ROS) gebildet werden, wodurch das Wachstum von E. coli effektiv 

gehemmt und der Einstrom von neutrophilen Granulozyten in die benachbarten nicht 

betroffenen Viertel eingeschränkt wird. 

Zusammenfassend stellt diese erste umfassende Analyse der komplexen systemischen 

Effekte in der Milchdrüse nach einer Infektion mit E. coli der Mastitisforschung ein neues 

Konzept zur Verfügung. Weiterhin liefert die beobachtete tierspezifische Schwankung in der 

Ausprägung der systemischen Antwort einen vielversprechenden Ansatzpunkt für die 

Präventivmedizin und Therapie oder die selektive Zucht auf eine Resistenz gegen eine 

E. coli-Mastitis. 
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7 Summary 

Transcriptome analysis of the mammary gland after experimental infection with 

E. coli 1303 in dairy cows using the microarray technology 

Coliform bacteria are the most common etiologic agents in severe mastitis of cows. 

Escherichia coli infections are mostly restricted to a single udder quarter. Neighboring 

quarters stay clinically inapparent, implicating the presence of a systemic defence reaction. 

To address its underlying mechanism, we performed a transcriptome study of mammary 

tissue from udder quarters inoculated with E. coli 1303 for 6 h and 24 h post infection, 

respectively, from neighboring noninfected quarters of the same animals, and from untreated 

control animals. 

After 6 h 13 differentially expressed probe sets were captured in infected quarters versus 

control animals, indicating minute effects of the pathogen on the mammary gland at this time 

point. Eighteen hours later 1771 and 401 probe sets were detected in infected and in 

neighboring quarters vs. control animals. Cluster analysis revealed three categories of DEG. 

The first was solely found in infected udder quarters and comprised the local response 

whereas DEG of the second category were detected in both infected and neighboring 

quarters indicating a systemic response. A third group, consisting of only few genes was 

solely expressed in neighboring quarters. The cluster of genes up-regulated only in the 

infected quarters was dominated by terms related to the immune response and inflammation. 

Furthermore, the majority of observed acute phase genes (e.g. HP, SAA3, PTX3, FTL) was 

assigned to this cluster. Transcription factor binding site enrichment analysis revealed the 

classical inflammatory transcription factors NF B and STAT1 but also ELF5, which is related 

to development and restoration of mammary epithelium, was among the predicted 

transcription factors. Genes that were systemically up-regulated in the mammary gland 24 h 

after E. coli infection included components of the antigen processing and presenting 

machinery, the p38 pathway, cytokines and chaperones and genes related to protein 

degradation and apoptosis. Enhanced expression of antimicrobial genes (S100A8, S100A9, 

CXCL2, CXCL13, LTF), acute phase genes (LBP, CP, C6, C4BPA, IF) and indicators of 

oxidative stress (GPX3, MT2A, SOD2) point to an active defence reaction in infected and 

neighboring healthy quarters. The early onset of this reaction is indicated by increased 

transcription of NFIL3 already at 6 h. NFIL3 is a predicted regulator of many genes of the 

systemic response at 24 h.  

By integration of our findings into a consensus scheme of the transcriptional response to 

infections we could provide a detailed picture of the processes occurring in the bovine 

mammary gland 24 h after inoculation with E. coli 1303 and add a new functional dimension 
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by differentiating the genome wide response to E. coli into locally and systemically regulated 

genes. The latter group points to altered milk composition and synthesis of protection factors, 

such as antimicrobials and reactive oxygen species in the late stage of infection. These 

effects could effectively prevent growth of E. coli and thereby moderate neutrophil influx in 

neighboring unaffected quarters. In summary, this first comprehensive analysis of complex 

systemic effects in the mammary gland after E. coli infection introduces a new concept to 

mastitis research. Moreover, the observed animal specific variation in the systemic response 

offers a promising target for intervening against mastitis either in prophylaxis and therapy or 

by selective breeding towards resistance against E. coli induced mastitis. 
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8.2 R-Script 

#Mit „#“ beginnende Zeilen werden nicht ausgeführt und dienen zum Kommentieren von 

Befehlen. 

#„R“ starten - Eingabefenster erscheint 

 

#Verzeichnis wechseln: Ordner angeben, in dem die CEL-Files gespeichert sind 

setwd(„D://Data/Directory/Celfiles“) 
 

#Folgende Pakete werden geladen: affy, affyPLM, geneplotter, limma, IDPmisc 

library(affy) 
library(affyPLM) 
library(geneplotter) 
library(limma) 
library(IDPmisc) 

 

#CEL-Files, welche die Signalintensitäten aller probe sets eines Chips enthalten, im 

angegebenen Ordner in das Objekt “data” einlesen 

data <- ReadAffy() 
 

#Jeder Probe eine Bezeichnung zuordnen: 

n <- 
c("i_1","i_2","i_3","i_4","i_5","c_1","c_2","c_3","c_4","c_5") 

#Aus den Daten in „data“ eine lineares Probe-Modell „Pset“ errechnen: 

Pset <- fitPLM(data) 
 

#Bild des ersten (1) Arrays anzeigen lassen: 

image(data[ ,1]) 
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#Bild des ersten (1) Arrays als Falschfarbenbild anzeigen lassen: 

image(Pset, which = 1) 

 

#Beurteilung der Signalintensitäten der 3´-5´-Sequenzbereiche mittels 

Degradationsplot/Digestion plot: 

deg <- AffyRNAdeg(data); summaryAffyRNAdeg(deg); 
plotAffyRNAdeg(deg) 

 

#Beurteilung der Häufigkeitsverteilung der Signalintensitäten mittels Histogramm: 

hist(data[,1:10]) 

 

#Vergleich aller Hybridisierungsproben untereinander mittels RLE (Relative Log expression) 

Plot: 

RLE(Pset, main = "RLE Plot", names=n) 

 

#Vergleich aller Hybridisierungsproben untereinander mittels NUSE (normalized unscaled 

standard error) Plot: 

boxplot(Pset,col=c(2,2,2,2,2,3,3,3,3,3),main="NUSE 
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Plot",names=n,las=2,ylim=c(0.89,1.4)) 

 

#Beurteilung der Häufigkeitsverteilung der Signalintensitäten mittels Histogramm: 

boxplot(data,col="red", main="Raw Data", names=n,las=2) 

 

#Normalisierung der Rohdaten mittels RMA (Robust Multiarray average) Algorithmus: 

eset.rma <- rma(data) 
boxplot(data.frame(exprs(eset.rma)),col="yellow", main="RMA 
normalized Data", names=n, las=2) 

 

#RMA normaisierten Daten als Textfile exportieren: 

write.exprs(eset.rma, file="data.rma.txt") 
 

#Beurteilung der Häufigkeitsverteilung der RMA normalisierten und zur Basis 2 

logarithmierten Signalintensitäten aller probe sets mittels Density Plot: 

plot(density(exprs(eset.rma)),main="RMA / ALL PROBESETS") 
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#Ermitteln der present calls (probe sets mit eindeutigem Signal=detektierbar) mittels MAS5: 

calls<-mas5calls(data) 
ec<-exprs(calls) 

 

#Definition der Anzahl an Proben einer Experimentgruppe, welche für ein probe set einen 

present call aufweisen müssen (hier > 2): 

ecg1<-rowSums(ec[,1:5]=='P')>2 
ecg2<-rowSums(ec[,6:10]=='P')>2 

 

#Anzahl der detektierbaren probe sets der jeweiligen Experimentgruppe anzeigen lassen: 

sum(ecg1) 
sum(ecg2) 
sum(ecg1|ecg2) 

 

# Filtern nach detektierbaren probe sets beider Experimentgruppen: 

eset.rma.pp<-eset.rma[ecg1|ecg2,] 
 

#Exportieren der RMA normalisierten und auf detektierbare probe sets gekürzten Daten als 

Textfile: 

write.exprs(eset.rma, file="eset.rma.pp.txt") 
 

#Beurteilung der Häufigkeitsverteilung der RMA normalisierten und zur Basis 2 

logarithmierten Signalintensitäten der present probe sets mittels Density Plot: 

plot(density(exprs(eset.rma.pp)),main="RMA / PRESENT 
PROBESETS") 
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#Erstellung eines Distanzplots in Form einer sogenannten Heatmap: 

exprs.rma.pp<-exprs(eset.rma.pp) 
d1 <- dist(t(scale(exprs.rma.pp))); dN <- 
dimnames(exprs.rma.pp)[[2]]; nS <- length(dN); d1M <- 
as.matrix(d1); dimnames(d1M) <- list(n, n); par(mfrow = c(1, 
1)); image(1:nS, 1:nS, d1M, col = rev(dChip.colors(50)), axes = 
FALSE, xlab = "", ylab = ""); axis(1, at = (1:nS), label = n, 
tick = FALSE,las=2); axis(2, at = (1:nS), label = n, tick = 
FALSE,las=2) 

 

#Erstellung eines Distanzplots mit hierarchischer Clusterung in Form einer sogenannten 

Heatmap: 

heatmap(d1M, col = rev(dChip.colors(50)), scale = "none") 

 

Mittels eines MA Plots kann die Qualität von einzelnen Replikaten innerhalb eines 

Experiments überprüft werden. Dabei wird die Differenz (M) eines Chips (Y-Achse) 

gegenüber dem Mittelwert (A) aller Chips (X-Achse) aufgetragen. 

#Erstellung eines MA Plots: 

M<-rowMeans(exprs(eset.rma.pp[,1]))-
rowMeans(exprs(eset.rma.pp[,2:10])) 
A<-
(rowMeans(exprs(eset.rma.pp[,1]))+rowMeans(exprs(eset.rma.pp[,2
:10])))/2 
Genes.down <-M<(-1) 
Genes.up <- M>(1) 
down.m<-M[Genes.down]  
down.a<-A[Genes.down] 
up.m <- M[Genes.up] 
up.a <- A[Genes.up] 
sum(Genes.down) 
sum(Genes.up) 
par(mfrow=c(1,1)) 
plot(A,M,pch=".",cex=2) 
abline(h=-1,lty=2) 
abline(h=1,lty=2) 
title(main="MA plot") 
points(up.a,up.m,pch=".",col="red",cex=3) 
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points(down.a,down.m,pch=".",col="green",cex=3) 
legend(12,-2,legend=c("up (601)","down 
(265)"),pch=c(19,19),col=c("red","green")) 

 

#Erstellung eines Smooth MA Plots mit Dichteverhältnis und Verlaufskurve: 

M<-rowMeans(exprs(eset.rma.pp[,1]))-
rowMeans(exprs(eset.rma.pp[,2:10])) 
A<-
(rowMeans(exprs(eset.rma.pp[,1]))+rowMeans(exprs(eset.rma.pp[,2
:10])))/2 
Genes.down <-M<(-1) 
Genes.up <- M>(1) 
down.m<-M[Genes.down]  
down.a<-A[Genes.down] 
up.m <- M[Genes.up] 
up.a <- A[Genes.up] 
sum(Genes.down) 
sum(Genes.up) 
plot(A,M,type="n") 
abline(h=-1,lty=2) 
abline(h=1,lty=2) 
title(main="Smooth MA Plot") 
Image(A,M) 
lines(smooth.spline(A,M)) 
points(up.a,up.m,pch=17,col="grey") 
points(down.a,down.m,pch=18,col="grey") 
legend(12,-2,legend=c("up (601)","down 
(265)"),pch=c(17,18),col=c("grey","grey")) 
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#Erstellung eines Principal component analysis plots mittels Hauptkomponentenanalyse: 

eset.rma.pp.pca<-prcomp(exprs(eset.rma.pp)) 
plot(eset.rma.pp.pca) 

 

#Identifizierung differentiell exprimierter Gene mittels LIMMA (linear models for microarray 

data). 

#Erstellen eines Target-Textfiles mit den zugrundeliegenden Beziehungen des 

experimentellen Ansatzes. 

 

Name FileName Target 

i_1 1.cel RNA1 
i_2 2.cel RNA1 
i_3 3.cel RNA1 
i_4 4.cel RNA1 
i_5 5.cel RNA1 
c_1 6.cel RNA2 
c_2 7.cel RNA2 
c_3 8.cel RNA2 
c_4 9.cel RNA2 
c_5 10.cel RNA2 

 

#Einlesen des Target-Textfiles: 

targets <- readTargets("targets.txt", 
sep="",row.names="filename") 

 

#Definieren der zugrundeliegenden Beziehungen der einzelnen Proben eines 

experimentellen Ansatzes #untereinander: 

#Erstellung einer Kontrastmatrix: 

treatments <- 
c("RNA1","RNA1","RNA1","RNA1","RNA1","RNA2","RNA2","RNA2","RNA2
","RNA2") 
design <- 
cbind(RNA1=c(1,1,1,1,1,0,0,0,0,0),RNA2=c(0,0,0,0,0,1,1,1,1,1)) 
colnames(design) <-c("RNA1","RNA2") 
design 

 

#Erstellung eines linearen Modells aus den RMA normalisierten Daten der detektierbaren 

probe sets: 

fit <- lmFit(exprs.rma.pp,design) 
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#Definieren der gewünschten Vergleiche 

#Erstellung einer Distanzmatrix: 

contrast.matrix <- makeContrasts(RNA2vsRNA1=RNA1-RNA2, 
levels=design) 
fit2 <- contrasts.fit(fit, contrast.matrix) 

 

#Anwendung des Empirischen-Bayes-Ansatzes von Gordon Smyth = moderierter t-Test 

(Entlehnung von Informationen mehrerer probe sets): 

fit2 <- eBayes(fit2) 
options(digits=2) 
topTable(fit2, adjust="fdr") 

 

#Durchführen einer Korrektur für Multiples Testen. Variablen für „adjust.method“ sind: none 

(keine) oder fdr (false discovery rate). Über „p.value“ wird der p-Wert festgelegt und über lfc 

(log fold change) der Grenzwert für die Größe der Änderung der Genexpression 

results <- decideTests(fit2, 
method="global",adjust.method="fdr",p.value=0.01, lfc=1) 

 

#Visualisierung der differentiell exprimierten Gene mittels Venn-Diagramm: 

vennDiagram(results) 

 

#Limma-Ergebnisse als Texfile exportieren: 

write.fit(fit2, results, file="results_pv0.01_lfc1(1649).txt", 
digits=2, adjust="fdr",sep="\t") 

 

#Visualisierung der differentiell exprimierten Gene mittels Vulkanplot: In dieser Grafik werden 

differentiell exprimierte Gene mit mehr als zweifachen Unterschieden in der Genexpression 

(Log2 Fold Change  1; X-Achse) und einem p-Wert < 0,01 (-Log10(p-value); Y-Achse) 

dargestellt (hochreguliert: rot; herrunterreguliert:grün), welche zuvor mittels eines 

statistischen Tests unter Verwendung von limma identifiziert wurden. 

M<-fit2$coefficients 
lods<-fit2$lods 
M.sig.up<-M>=1 
M.sig.down<-M<=(-1) 
lod.sig<-lods>=(-log10(0.01)) 
plot(M,lods,xlab = "Log2 Fold Change",ylab = "-Log10 (p-
value)", main = "Volcano Plot", pch=".") 
abline(v=-1,lty=2,cex=0.5) 
abline(v=1,lty=2,cex=0.5) 
abline(h=2,lty=2,cex=0.5) 
M.sig.up<-M>=1 
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M.sig.down<-M<=(-1) 
lod.sig<-lods>=(-log10(0.01)) 
points(M[lod.sig&M.sig.down],lods[lod.sig&M.sig.down],col="gree
n",pch=20,cex=0.8) 
points(M[lod.sig&M.sig.up],lods[lod.sig&M.sig.up],col="red",pch
=20,cex=0.8) 
legend(locator(1),pch=c(20,20),col=c("red","green"),legend=c("U
P 1175","DOWN 474")) 
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