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Abkürzungsverzeichnis     IX 

DMSO   Dimethylsulfoxid 

DHR   Dihydrorhodamin 

€   Euro 

E. coli   Escherichia coli 

EDTA   Ethylendiamintetraacetat 

EHS   Engelbert-Holm-Swarm (Sarkom-Zelllinie) 

ELISA   Enzyme-Linked Immuno Assay 

et al.    et alii (lateinisch; und andere) 

etc.   et cetera (lateinisch; und weiteres) 

FACScan® Fluorescence Activated Cell Scanner (Fluoreszenzaktiviertes 

Zellmessgerät der Firma Becton Dickinson, Heidelberg) 

Fc fragment crystalline (kristallisierbarer Antikörperteil, carboxyl-

terminales Fragment von Immunglobulinen nach Papain-

Spaltung) 

FITC Fluorescein Isothiocyanat 

FKS Fetales Kälberserum 

FL1, -2, -3 Messkanäle des Durchflusszytometers für emmitierte 

Fluoreszenz 

 FL1=Grünfluoreszenz, 530±15 nm 

FL2=Orangefluoreszenz, 585±21 nm 

FL3=Rotfluoreszenz, >650 nm 

FSC Forward Scatter (Vorwärtsstreulicht), Messparameter des 

FACScan® 

g   Gramm 

G-CSF   Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor  

GM-CSF  Granulozyten/Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor 

h  hora (lateinisch; Stunde) 

H7  permanente Zelllinie der bovinen Milchdrüsenepithelzelle 

HBSS  Hank's Buffered Salt Solution 

HCl  Salzsäure 

HEPES  4-(2-Hydroxylethyl)-1-piperazin-ethansulfonsäure 
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m  milli (x10-3) 

MAC-T  Mammary Alveolar Cell-Large T antigen 

MAL  MyD88 adapter-like protein 

MAPK  Mitogen-aktivierende Protein-Kinase 

mCD14  membranständiges CD14 

M-CSF  Makrophagen-Kolonie stimulierender Faktor  

MD  myeloid differentiation protein 

MEC  Milchdrüsenepithelzelle 

MHC Major Histocompatibility Complex 

(Haupthistokompatibilitätskomplex) 

min   Minute(n) 

MIP   Makrophagen-inflammatorisches Protein 

ml   Milliliter (10-3l) 

mM   Millimol (10-3M) 

mm   Millimeter 

mRNA Messenger Ribonucleinsäure   

MW arithmetischer Mittelwert 

MyD88 Myeloider Differenzierungsfaktor 88 

n nano (x10-9)  

n= Anzahl der Einzelbeobachtungen 

NaCl Natriumchlorid 

Na2CO3 Natriumcarbonat 

NADPH Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat 

NaHCO3 Natriumbicarbonat 

Na2HPO4 Dinatriumhydrogenphosphat 

NaN3 Natriumazid 

NFKB nuclear factor-kappa B (Transkriptionsfaktor) 

nm Nanometer (10-9m)  

nmol Nanomol (10-9mol) 

NO Stickstoffmonoxid 
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OD optische Dichte 

P pico (x 10-12) 

p= Irrtumswahrscheinlichkeit bei der Analyse der Ähnlichkeit 

zweier Datengruppen 

PAMP Pathogen Associated Molecular Pattern (Molekulare Muster von 

Erregern) 

pbMEC primäre bovine Milchdrüsenepithelzelle 

PBS Phosphate Buffered Saline (phosphatgepufferte Kochsalzlösung) 

PCR Polymerase Chain Reaction 

Pellet Bodensatz; hier: durch Zentrifugation sedimentierte Zellen 

pg Picogramm (10-12g)   

pH potentia hydrogenii (lateinisch; Wasserstoffionen-Exponent) 

PJ Propidiumjodid 

PMA Phorbol-Myristat-Acetat 

PMN Polymorphonuclear Neutrophils (polymorphkernige neutrophile 

Granulozyten) 

PGE2 Prostaglandin E2 

PRR Pattern Recognition Receptor (Erregererkennungsrezeptor) 

R= Korrelationskoeffizient 

R-LPS Rough-Lipopolysaccharid 

rhIL-8  rekombinantes humanes Interleukin-8 

ROS Reactive Oxigen Species (Reaktive Sauerstoffspezies) 

RT Raumtemperatur 

SAA Serum Amyloid A 

S. aureus Staphylococcus aureus 

SCC Somatic Cell Count (Somatische Zellen in der Milch) 

sCD14 soluble CD14 (lösliches CD14) 

SD Standardabweichung 

SIRS Systemisches inflammatorisches Response-Syndrom 

S-LPS Smooth-Lipopolysaccharid 
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1 Einleitung 

Die Euterentzündung (Mastitis) des Rindes ist weltweit die teuerste 

Einzeltiererkrankung in der Milchwirtschaft1. Sie wird fast ausschließlich durch 

bakterielle Erreger hervorgerufen. Abhängig von den beteiligten Erregern und der 

Empfänglichkeit des Wirts kann das klinische Bild der Erkrankung stark 

variieren. Schwerwiegende klinische Mastitiden werden häufig durch 

Gram-negative Bakterien, wie z.B. Escherichia coli (E. coli) hervorgerufen2. 

Hauptsächlich verantwortlich für den Verlauf akuter Mastitiden durch 

Gram-negative Bakterien ist das Lipopolysaccharid (LPS; syn. Endotoxin), das 

bei der Teilung und beim Absterben von E. coli im Euter freigesetzt wird3. LPS 

wird über entsprechende Rezeptoren der Wirtszellen erkannt und löst dadurch 

eine Immunreaktion aus. Derzeit basiert die medikamentelle Therapie wie auch 

die Prophylaxe bei Mastitiden überwiegend auf der Anwendung von Antibiotika. 

Neben oftmals unbefriedigenden Therapie-Erfolgen ist ihr Einsatz auch aufgrund 

von Resistenzentwicklungen und aus Sicht des Verbraucherschutzes zunehmend 

umstritten.  

Die initialen Vorgänge, welche bei der Entstehung der Mastitis den 

anschließenden Schweregrad der Erkrankung beeinflussen, sind bislang nur 

unvollständig aufgeklärt. Wesentlich erscheint die Fähigkeit des Wirtes, den 

Erreger früh zu erkennen und eine angemessene Immunantwort einzuleiten. Diese 

sollte vorzugsweise den Erreger zügig eliminieren, dem Wirt aber nur minimalen 

Schaden zufügen. Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag zur Aufklärung der 

initialen Vorgänge bei der Mastitis leisten, so dass die Voraussetzungen für die 

Entwicklung neuer Therapie- und Prophylaxekonzepte geschaffen werden 

können. 

Kernpunkt der vorliegenden Arbeit sind Untersuchungen zur Ausnutzung der 

Endotoxintoleranz als Grundlage für mögliche Prophylaxekonzepte hinsichtlich 

akuter klinischer Mastitiden. Die Endotoxintoleranz ist definiert als eine 

herabgesetzte Empfindlichkeit gegenüber LPS oder anderen Erregerbestandteilen 

aufgrund einer vorhergehenden Exposition gegenüber demselben. Die induzierte 

Toleranz kann vor letalen LPS-Dosen schützen, Entzündungen begrenzen und 

ischämische Gewebeschädigungen verhindern4. In der Vergangenheit versuchte 

man diesen Gewöhnungseffekt, insbesondere beim Menschen, zur Prophylaxe von 



1 Einleitung     2 

septischen Erkrankungen zu instrumentalisieren5.  

In einem assoziierten Projekt der eigenen Arbeitsgruppe wurde im Rahmen eines 

Tiermodells gezeigt, dass eine intramammäre LPS-Behandlung bei einer 

nachfolgenden experimentellen E. coli-Infektion eine Mastitis verhinderte oder 

die klinischen Symptome stark abschwächte6. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, 

durch In-vitro-Studien Hinweise auf entscheidende Mechanismen der 

induzierbaren Endotoxintoleranz in der Milchdrüse zu erhalten. 

In einem Teil des Dissertationsprojektes soll geprüft werden, ob die im 

Tiermodell festgestellte abgeschwächte Immunreaktion nach LPS-Vorbehandlung 

mit einer Veränderung der wachstumsregulierenden Effekte des Milchsekretes 

verbunden ist. Dafür wurde das Milchsekret der Kühe aus dem oben 

beschriebenen Tiermodell hinsichtlich seiner Wachstumseigenschaften für E. coli 

nach intramammärer LPS-Behandlung untersucht. 

Der methodische Fokus der vorliegenden Arbeit richtet sich auf die 

Milchdrüsenepithelzelle (MEC). Ihr wird eine entscheidende Rolle im lokalen 

Abwehrgeschehen gegenüber Mastitiserregern beigemessen. Sie ist in der Lage, 

Pathogene zu erkennen und durch die Bildung sowie Freisetzung 

proinflammatorischer Zytokine die frühe Phase der Immunantwort zu 

beeinflussen. Für die vorliegenden Experimente wurde die Hypothese formuliert, 

dass eine Vorstimulation der MEC mit LPS zu einer nachfolgend abgeschwächten 

Immunreaktion führt. Hierfür soll ein In-vitro-Entzündungsmodell mit primären 

bovinen Milchdrüsenepithelzellen (pbMEC) und einer immortalisierten bovinen 

Milchdrüsenepithelzelllinie (MAC-T) entwickelt werden. Anhand dessen soll die 

Induzierbarkeit einer Endotoxintoleranz in der MEC geprüft werden. Im 

Vordergrund stehen Methoden, mit denen es möglich ist, modellhaft die 

Interaktionen der MEC mit relevanten Entzündungszellen (neutrophilen 

Granulozyten; PMN) funktionell in vitro zu untersuchen. Hierzu eignen sich 

insbesondere die Chemotaxis, die Bildung reaktiver Sauerstoffmetaboliten und die 

Phagozytosekapazität von PMN. Damit sollen Untersuchungen anderer 

Teilprojekte, welche die Immunkompetenz der MEC bereits auf RNA- und 

Protein-Ebene charakterisiert haben, um funktionelle Studien ergänzt werden7-8. 

Die vorliegende Dissertationsarbeit ist Teil eines wissenschaftlichen 

Gesamtkonzeptes zur Erforschung der Mastitis-Pathogenese beim Rind. In 
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assoziierten und nachfolgenden Projekten werden insbesondere die lokalen und 

systemischen Immunmechanismen der frühen Erreger-Wirts-Interaktionen 

analysiert. Längerfristiges Ziel ist es, durch den gezielten prophylaktischen 

Einsatz von Immunmodulatoren die Milchkuh vor den Folgen schwerer 

Mastitiden zu schützen.  
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2 Literaturübersicht 

2.1 Die Mastitis des Rindes 

2.1.1 Bedeutung 

Die Mastitis des Rindes ist, wie bereits erwähnt, eine der häufigsten und teuersten 

Erkrankungen in der Milchwirtschaft. Finanzielle Einbußen entstehen durch die 

Therapie, den Produktionsverlust und durch die Remontierung von Tieren sowie 

durch die verschlechterte Milchqualität9. Laut einer neueren niederländischen 

Studie betragen die wirtschaftlichen Verluste in einem durchschnittlichen 

Milchviehbetrieb für eine klinische Mastitis 210€. Der finanzielle Schaden, der 

durch Euterentzündungen entsteht, liegt in den Niederlanden pro Kuh im Jahr 

zwischen 65€ und 182€ und ist abhängig von der Somatischen Zellzahl (SCC; 

engl.: somatic cell count) in der Tankmilch10. Eine Behandlung dieser Erkrankung 

wird zur Zeit überwiegend mit Antibiotika durchgeführt11. Trotz jahrzehntelanger 

Forschung ist bis heute für eine effektive Mastitisprophylaxe kein effizienter 

Impfstoff kommerziell erhältlich12. 

2.1.2 Pathogenese  

Die Euterentzündung bei der Kuh entsteht als Reaktion auf eine intramammäre 

Infektion. Bakterien sind die häufigsten Mastitiserreger, aber auch Mykoplasmen, 

Pilze und Algen können Mastitiden verursachen. Die Entstehung einer Mastitis 

kann durch mechanische, chemische und thermische Gewebeschädigung 

begünstigt werden. Die Manifestation einer Mastitis hängt vom Wirt, dem Erreger 

und auch von Umweltfaktoren ab13. Pathogene, die sich aus der Milch von 

infizierten Eutervierteln isolieren lassen, werden in „Umweltkeime“ und 

kontagiöse oder „Kuh-assoziierte“ Erreger unterteilt. Letztere werden vor allem 

beim Melkvorgang übertragen. In der Gruppe der kontagiösen Mastitiserreger 

sind Staphylococcus aureus (S. aureus), Streptococcus dysgalactiae und 

Streptococcus agalactiae von besonderer Bedeutung. Zu den Umweltkeimen 

gehören v.a. Streptococcus uberis und eine Vielzahl Gram-negativer Bakterien13-

14. Gram-negative Bakterien werden am häufigsten bei akuten klinischen 

Euterentzündungen isoliert. Zu den Gram-negativen Enterobacteriaceae zählen 

die Spezies Escherichia, Klebsiella und Enterobacter. Sie sind Verursacher der 
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sogenannten „Koliformen Mastitis“. Andere Gram-negative Mastitiserreger sind 

Serratia, Pseudomonas und Proteus. Escherichia coli (E. coli) ist der wichtigste 

Erreger akuter klinischer Mastitiden bei Milchkühen15. Sein natürliches 

Vorkommen ist der Gastrointestinaltrakt warmblütiger Tiere16. Eine Infektion der 

Milchdrüse mit E. coli führt fast immer zu einer akuten Mastitis, die oft mit einer 

hochgradigen Störung des Allgemeinbefindens einhergeht und Septikämie sowie 

Todesfällen zur Folge haben kann17. Es gibt auch Hinweise, dass E. coli 

persistierende intramammäre Infektionen verursacht14. Die Infektion des Euters 

mit E. coli erfolgt hauptsächlich, indem die Bakterien durch den Strichkanal 

eindringen. Der Strichkanal bildet die erste anatomische Abwehrbarriere der 

Milchdrüse. Nach dessen Passage müssen die Erreger die zellulären und 

humoralen Abwehrmechanismen überwinden, um sich im Inneren der Milchdrüse 

vermehren zu können18-19.  

2.1.3 Wachstum Gram-negativer Mastitiserreger in vivo und in vitro  

Die Bakterienvermehrung erfolgt ungeschlechtlich durch Zweiteilung. Bei 

Bakterien bedeutet Wachstum eine Zunahme der Bakterienzahl, die als 

Zellzahl/ml angegeben wird. Da die Bestimmung der lebenden Bakterien über die 

Ermittlung der Anzahl der Kolonien erfolgt, wird die Bakterienkonzentration als 

Kolonie bildende Einheit pro ml (KBE/ml oder engl.: colony forming units, 

CFU/ml) angegeben. Weitere Methoden sind z.B. Trübungsmessungen oder das 

Auszählen in der Zählkammer. Aus der Zunahme der Bakterienzahl pro 

Zeiteinheit lässt sich die Teilungsrate (oder auch die Generationszeit) berechnen. 

Diese ist bei den verschiedenen Bakterienspezies unterschiedlich und variiert von 

20min bis hin zu mehreren Tagen. Die Generationszeiten in vivo und in vitro 

unterscheiden sich meistens. So beträgt die Generationszeit von E. coli 20min 

unter In-vitro-Bedingungen in Monokulturen bei ungestörter Vermehrung. Im 

Wirt kann sich die Generationszeit bis zu 40h verlangsamen. Gründe sind u.a. 

Nährstofflimitierung, anfallende Stoffwechselprodukte, Mangel an 

Adhäsionsmöglichkeiten, Bakterienantagonismus und Abwehrmaßnahmen von 

Seiten des Wirtes. Das Bakterienwachstum in vitro hängt von der Nährstoffzufuhr 

und der Abfuhr der toxisch wirkenden Stoffwechselprodukte ab. Findet kein 

Austausch des Kulturmediums statt, dann spricht man von einer statischen Kultur. 

In diesen Kulturen verläuft das Wachstum nach bestimmten Gesetzmäßigkeiten: 

Zunächst müssen sich die Bakterien an das neue Milieu gewöhnen (Latenzphase), 
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dann folgt die Akzelerationsphase, bei der die Bakterien größer werden und sich 

zu teilen beginnen. Hieran schließt sich die logarithmische Wachstumsphase, die 

schließlich in die stationäre Phase mündet, wo Nährstoffmangel und toxische 

Stoffwechselprodukte zu einem Stagnieren des Wachstums führen. Zelltod und 

Vermehrung von Keimen halten sich dabei die Waage. Gefolgt wird der Prozess 

von der Absterbephase20.  

Für die Pathogenese der sogenannten „Koliformen Mastitiden“ spielt die 

Adhärenz der Erreger am Milchdrüsenepithel keine bedeutende Rolle, sondern die 

Vermehrungsgeschwindigkeit der Keime im Drüsensekret18-19. Je schneller sich 

die Erreger metabolisch an das Milchsekret adaptieren, desto schneller können sie 

sich vermehren und eine Entzündung herbeiführen. Es besteht eine direkte 

Korrelation zwischen der Schwere der klinischen Symptome und der Höhe der 

Keimzahl in der Drüse21. Bedeutend für die krankmachende Eigenschaft 

koliformer Mastitiserreger ist deren Fähigkeit, Laktose (hauptsächliches 

Kohlenhydrat der Milch) als Energiequelle zu nutzen und unter nahezu anaeroben 

Bedingungen (wie in der Milchdrüse vorherrschend) zu überleben. Im Gegensatz 

dazu können andere Gram-negative Bakterien, wie Serratia spp. und 

Pseudomonas spp., keine Laktose fermentieren16.  

Mit der Bestimmung der In-vitro-Wachstumsgeschwindigkeit von 

Mastitiserregern im Milchsekret kann die Etablierung einer intramammären 

Infektion bei der Kuh simuliert werden22. Es wurden in der Vergangenheit einige 

In-vitro-Studien über die Wachstumseigenschaften verschiedener euterpathogener 

Bakterien im Milchsekret durchgeführt und die Ergebnisse mit dem 

Wachstumsverhalten der Erreger im Euter verglichen. Die Autoren bewerten das 

Bakterienwachstum in der Milch während der frühen Phase der intramammären 

Infektion als einen wichtigen Faktor für den Verlauf der Erkrankung23-25. In vitro 

zeigte sich, dass die CFU/ml von E. coli in steril gewonnenen Vollmilchproben 

nach 6-stündiger Inkubation zwischen einzelnen Kühen um den Faktor 100 

variierte. Ebenso ergaben sich Unterschiede zwischen verschiedenen 

Milchpräparationen. So war die Bakterienzahl nach einer 6-stündigen Inkubation 

in Milchserum signifikant höher als in Vollmilch oder zellreduzierter 

Magermilch26. 

Kornalijnsliper et al. (2003)26 haben sowohl in vivo als auch in vitro das 

Wachstumsverhalten von E. coli in der Entstehungsphase einer Mastitis 
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untersucht. Ziel war es, den Einfluss des Bakterienwachstums auf den 

Schweregrad der Euterentzündung zu ermitteln. Dafür wurden Versuchstiere 

experimentell mit E. coli infiziert. Unmittelbar vor der Inokulation wurden 

Milchproben für die Zellanalyse und für die Bestimmung der 

Wachstumsgeschwindigkeit des Erregers im Milchsekret gewonnen. Das 

Wachstum in vitro korrelierte weder mit der Vermehrung der Bakterien im Euter 

nach der experimentellen intramammären Infektion noch mit dem Schweregrad 

der klinischen Symptome der E. coli- Mastitis. In vivo vermehrten sich die Erreger 

abhängig von der initialen SCC in der Milch. So bewirkte eine hohe Zellzahl im 

Milchsekret zu Beginn der experimentellen Mastitis eine verlangsamte Zunahme 

der Bakterienzahl. Der Schweregrad der experimentellen E. coli-Mastitis ist zum 

einen von der Vermehrungsgeschwindigkeit der Bakterien (positive Korrelation) 

in der frühen Phase der Infektion und zum anderen vom Influx der 

Entzündungszellen in das Milchsekret (negative Korrelation) abhängig21. Ob eine 

E. coli-Mastitis mild oder schwerwiegend verläuft, hängt stark von der 

individuellen Effizienz der Abwehrmechanismen des Wirtes ab. Der massive 

Influx von polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (PMN) aus dem Blut in 

das Milchsekret und die effiziente Abtötung von Bakterien durch PMN bewirken 

eine Elimination der Erreger nach einer intramammären Infektion27.  

In der Vergangenheit wurde bereits der Einfluss einer Vorbehandlung des Euters 

auf das Erregerwachstum untersucht. Hierzu wurden Kühe intramammär mit 

Lipopolysaccharid (LPS) von E. coli vorbehandelt. Verglichen wurde die 

Keimvermehrung in der Vollmilch und in der Magermilch vor und 18h nach 

LPS-Infusion. In der Vollmilch der vorbehandelten Euterviertel kam es hierbei zu 

einer Hemmung der Bakterienvermehrung in vitro. In diesem Modell wurde 

gleichzeitig gezeigt, dass die antibakterielle Kapazität der Magermilch von 

vorbehandelten Eutervierteln geringer ist als die der jeweiligen 

Vollmilchpräparation28. 

2.2 Immunologische Abwehrmechanismen in der bovinen Milchdrüse 

Neben den anatomischen Barrieren (äußere Haut, Strichkanal mit Keratinbildung) 

verfügt die Milchdrüse der Kuh über verschiedene Abwehrmechanismen gegen 

Pathogene. Hierbei spielen vor allem zelluläre und humorale Mechanismen des 

angeborenen Immunsystems eine entscheidende Rolle29.  
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2.2.1 Zelluläre Abwehrmechanismen 

Die Milch klinisch gesunder Kühe hat einen Zellgehalt (SCC; engl.: somatic cell 

count) von 20.000 bis 100.000 somatischen Zellen/ml. Das Spektrum der Zellen 

umfasst Lymphozyten, polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN), 

Makrophagen und abgeschilferte Epithelzellen in variablen Anteilen. Die 

Angaben aus der Literatur gehen hier sehr stark auseinander. Während PMN im 

Sekret der entzündeten Milchdrüse dominieren, stellen Lymphozyten den 

überwiegenden Anteil an Zellen im Sekret der gesunden Milchdrüse dar. 

Granulozyten und Makrophagen sind die phagozytierenden Zellen der Milch. 

Makrophagen können Erreger erkennen und das Einwandern der PMN aus dem 

Blut in die Milch initiieren. Die eingewanderten Granulozyten sind für die 

Erregerelimination zuständig und gelten als Haupteffektorzellen im Rahmen einer 

Euterentzündung30. Neben den Immunzellen im Milchsekret spielen auch die 

gewebsständigen Entzündungszellen im Euter eine Rolle bei der Infektabwehr. 

Den Hauptanteil bilden die T-Lymphozyten, daneben sind einige Makrophagen 

und B-Lymphozyten im Gewebe zu finden. Des Weiteren lassen sich 

immunhistologisch wenige dendritische Zellen und Natürliche Killerzellen nach 

Verdauung des Gewebes nachweisen31-33.  

Polymorphkernige Neutrophile Granulozyten (PMN) 

Die PMN als Effektoren der angeborenen Immunität spielen im Bezug auf die 

Erregerelimination eine bedeutende Rolle bei der Mastitis des Rindes34. Sie 

entwickeln sich unter dem Einfluss von hämatopoetischen Wachstumsfaktoren 

aus myeloischen Stammzellen des Knochenmarks und werden in die Blutbahn 

freigesetzt35. Beim erwachsenen Rind beträgt der Anteil der zirkulierenden PMN 

ca. 25-45% der 5.000-10.000 Gesamtleukozyten/µl im Blut36. Bovine neutrophile 

Granulozyten haben einen Durchmesser von 10-12µm37. Die Lebensdauer der 

PMN wird bei Mensch und Ratte mit 2-3 Tagen angegeben35. Kennzeichnend für 

PMN sind die zytoplasmatischen Granula, welche sich nicht anfärben lassen. Im 

Zytoplasma befinden sich neben Glykogenspeichern zahlreiche Granula mit 

antibakteriellen Inhaltsstoffen. Die azurophilen primären Granula enthalten ein 

H2O2-Myeloperoxidase-System, wodurch die Halogenisierung essentieller 

Bakterienbestandteile möglich ist. Darüber hinaus können sie im Rahmen des 

„oxidative burst“ hochreaktive Sauerstoffradikale bilden. Des Weiteren enthalten 
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Phagosom. Dieses fusioniert mit dem Lysosom zum Phagolysosom38. Nach der 

erfolgten Phagozytose wird im Rahmen des “oxidative burst“ die Freisetzung von 

Sauerstoffradikalen ausgelöst, welche zusammen mit den antibakteriell 

wirksamen Enzymen und Proteinen der degranulierten Granula zum Abtöten der 

Bakterien führt. Bei der Phagozytose wird die nicht-opsonisierte Form, bei der 

allgemeine Molekülstrukturen der Bakterienwand erkannt werden, von der 

opsonisierten Form unterschieden. Hier werden lösliche Faktoren des 

Immunsystems wie z.B. Immunglobuline und Komplementkomponenten, die an 

die Bakterien gebunden sind, von den phagozytierenden Zellen erkannt29.  

Beim Rind exprimieren PMN in der Milch auf ihrer Oberfläche den LPS-Rezeptor 

CD14, welcher gewöhnlich nur von Makrophagen/Monozyten exprimiert wird43. 

Die meisten bovinen Blut-PMN haben zunächst keine membranständigen 

CD14-Rezeptoren, erst durch die Migration werden die zuvor in 

cytoplasmatischen Granula gespeicherten Rezeptoren an der Oberfläche 

präsentiert44. CD14 ist insbesondere bei der Opsonin-unabhängigen Phagozytose 

Gram-negativer Erreger ein wichtiger Bindungsfaktor von PMN in der Milch29.  

Die in die Milch migrierten Granulozyten haben eine geringere 

Phagozytosekapazität und reduzierte antibakterielle Eigenschaften im Vergleich 

zu den im Blut zirkulierenden Zellen45-46. Als Ursache für die herabgesetzte 

Effizienz der Milch-PMN wird die vorherige Aufnahme von Milchfettkügelchen 

und Kasein-Mizellen angenommen, die die verbleibende Phagozytosekapazität 

der PMN einschränkt47-48.  

Makrophagen 

Makrophagen entwickeln sich aus myeloischen Stammzellen des Knochenmarks, 

ihre Vorstufen zirkulieren im Blut als Monozyten. Die Ausdifferenzierung zu 

Makrophagen erfolgt bei der Migration ins Gewebe49. Sie stellen sich 

lichtmikroskopisch als zytoplasmareiche, stark granulierte Zellen dar und zeigen 

elektronenmikroskopisch die Ausbildung von Pseudopodien dar. Mit einem 

Durchmesser von ca. 20µm sind Makrophagen deutlich größer als Granulozyten 

oder Lymphozyten50. 

Makrophagen besitzen als bedeutsame Struktur auf ihrer Zellmembran sog. 

MHC-Klasse-II-Moleküle, deren Expression vom Aktivierungszustand der Zelle 

abhängt. MHC-Klasse-II-Moleküle dienen der Präsentation von Antigenen und 
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Komplementsystem ist für die Opsonisierung von infektiösen Erregern und 

anderen Fremdsubstanzen verantwortlich. Damit werden die Bindung an 

Phagozyten, die Aktivierung von Entzündungszellen, die Chemotaxis sowie die 

Zelllyse verbessert. Die Aktivierung des Komplementsystems erfolgt auf 

klassische Weise oder auf dem alternativen Weg38,43. In der Milch spielt vor allem 

die alternative Aktivierung durch direkten Kontakt der Komplementkomponenten 

mit dem Erreger eine entscheidende Rolle. Für die klassische Aktivierung fehlt 

hier die Komplementkomponente C1q75-76. C5a stellt den biologisch aktivsten 

Komplementfaktor in der Milch dar. Es ist an der Entstehung einer Immunantwort 

beteiligt und kann als chemotaktisches Fragment die Migration von PMN durch 

das Milchdrüsenepithel in vivo und in vitro auslösen77-78. Es ist erregerabhängig, 

ob es zu einem Anstieg an C5a in der Milch kommt und damit auch zum Influx 

von PMN. So bewirkte eine intramammäre Infektion mit E. coli einen Anstieg an 

C5a in der Milch, wohingegen eine Infektion mit S. aureus keine Zunahme an 

C5a und damit auch keinen Influx der PMN bewirkte78-79. In der Milch ist neben 

C5a die Komplementkomponente C3b ein wichtiger Opsonisierungsfaktor. 

Werden Mikroorganismen mit einer großen Menge solcher 

Komplementkomponenten opsonisiert, so wird die Phagozytose durch PMN stark 

gefördert80-81.  

Laktoferrin  

Laktoferrin (LF) ist ein eisenbindendes Protein, welches aufgrund seiner 

funktionellen Kompetenzen der angeborenen Immunität zugeordnet werden kann. 

Seine eisenbindende Eigenschaft stellt die Basis für die bakteriostatische Wirkung 

dar und gibt einen Schutz vor Sauerstoffradikalen durch die Bindung von freiem 

Eisen82. Das in der Milch enthaltene LF wird hauptsächlich von der MEC 

gebildet. Geringe oder keine Expression von LF erfolgt in den Alveolen, 

wohingegen die Epithelzellen der Milchgänge und der Zitzenzisterne größere 

Mengen bilden können. Im Vergleich zur humanen Milch enthält bovine Milch 

sehr geringe Mengen an LF. Die höchsten Konzentrationen werden in der 

Trockenstehzeit gemessen. PMN sind die Quelle für 5% des in der Milch 

enthaltenen LF bei einer akuten Mastitis. Sie enthalten Laktoferrin in ihren 

sekundären Granula und in den bei Rind, Schaf und Ziege vorkommenden 

Peroxidase-negativen Granula83-84. Bakterien, die einen hohen Eisenanspruch 

haben, sind für die bakteriostatische Wirkung des LF empfindlich. Unter den 
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Mastitiserregern ist E. coli am empfindlichsten, gefolgt von S. aureus: 

Streptokokken sind resistent gegenüber einer LF-Wirkung85. Des Weiteren wirkt 

LF über ein N-Terminales Fragment, das als Lactoferricin bezeichnet wird, 

zusätzlich bakteriostatisch. Dessen halb polarer und halb nicht-polarer Charakter 

ist mit dem von kationischen Peptiden vergleichbar und kann Zellmembranen von 

Bakterien zerstören86. Es besteht die Hypothese, dass während der akuten Phase 

der Mastitis, bioaktive Fragmente des LF proteolytisch abgespalten und so trotz 

eines hohen Eisengehalts in der Milch eine bakteriostatische Wirkung gegenüber 

E. coli besteht87. Humanes LF ist in der Lage, das Lipid A von LPS zu binden und 

dieses so zu neutralisieren. Somit kann das LPS über die Bindung an LBP 

(Lipopolysaccharid-Binding-Protein), sCD14 (soluble CD14) und mCD14 

(membranständiges CD14) keine Immunreaktion auslösen82. Es wurde gezeigt, 

dass bovines LF auch in der Lage ist, eine LPS-induzierte Immunantwort der 

Entzündungszellen zu reduzieren88. Jedoch ist dieser Effekt für die 

E. coli-Mastitis noch nicht bestätigt worden. 

Lysozym 

Lysozym ist ein bakterizides Enzym, das die Peptidoglykane der Zellwand von 

Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien zerstört. Da es in der Milch des 

Rindes im Vergleich zur Milch der Frau in wesentlich geringeren Konzentrationen 

vorkommt, wird dem Lysozym keine besondere Bedeutung bei der 

Mastitisabwehr des Rindes zugesprochen89. Als verantwortlich für die Lysozym-

Synthese in der bovinen Milchdrüse werden derzeit vor allem einwandernde 

Entzündungszellen diskutiert90. 

Laktoperoxidase 

Die Laktoperoxidase kann in Anwesenheit von Thiocyanaten und 

Wasserstoffperoxid die meisten Mastitiserreger hemmen oder töten91. Jedoch ist 

diese Wirkung aufgrund der geringen Sauerstoffspannung im Euter beschränkt. 

Xanthinoxidase 

Xanthinoxidase ist ein Enzym der Membran von Milchfettkügelchen. Es 

katalysiert die Bildung von Nitritoxiden aus anorganischem Nitrit zu stark 

wirksamen bakteriostatischen Substanzen92. 

 









2 Literaturübersicht     19 

Antikörper (AK) 

Die Bindung von AK an Bakterien mit oder ohne Beteiligung von 

Komplementkomponente (C3b) ist für die Opsonisierung von Pathogenen 

notwendig81,107. Die opsonisierenden AK im Serum und in der Milch gehören zu 

den IgG2- und IgM-Isotypen108. Einige Autoren beschreiben IgM als ein wichtiges 

Opsonin für PMN109-112. Jedoch benötigen IgM-AK zusätzlich 

Komplementkomponenten, um eine effektive Opsonisierung zu ermöglichen113. 

Es ist nicht geklärt, wie wichtig die komplementenvermittelte Opsonisierung ist, 

da in der Milch die Konzentration der Komplement-Komponenten gering ist80-

81,87,114-115 und zudem IgM nicht den Hauptanteil der AK in der Milch 

ausmachen116-117. Im Gegensatz zu den IgM-AK benötigen AK des IgG2-Isotyps 

kein Komplement für die Opsonisierung109,118-120. Somit ist IgG2 das bedeutendste 

Opsonin für PMN bei einer Infektion der Milchdrüse111,118,120-122. Von Bedeutung 

ist hier, dass PMN aufgrund der Migration in das Euter Fc-Rezeptoren für IgG2 

aufregulieren, aber keine Expression von Fc-Rezeptoren für IgA und IgG1 

aufweisen und sie die Rezeptoren für IgM während der Migration verlieren123. 

Lösliches CD14 (sCD14, soluble CD14) 

CD14 ist ein Rezeptor für LPS und wird vor allem auf Monozyten, Makrophagen 

und Granulozyten exprimiert43. Durch Proteasen wird er als lösliches CD14 

(sCD14) freigesetzt. In der Milch und im Kolostrum kommt sCD14 in großen 

Mengen vor124-125. Bovine Makrophagen sind potente Quellen für sCD1444,126. 

sCD14 beschleunigt die Neutralisation von freiem LPS und Lipoproteinen, welche 

durch Teilung und Absterben von Bakterien freigesetzt werden127. Bereits geringe 

Mengen von sCD14 können nach intramammärer Inokulation an LPS binden und 

dadurch eine rasche Immigration von PMN in die Milch begünstigen128. An LPS 

gebundenes sCD14 kann die akute Entzündungsreaktion der MEC verstärken. 

Infolgedessen kommt es zur Rekrutierung der PMN in die Milch. Auf diese Weise 

kann sCD14 eine schnelle Elimination Gram-negativer Erreger begünstigen und 

verhindert somit schwerwiegende Störungen des Allgemeinbefindens. Aufgrund 

seiner protektiven Effekte wäre ein therapeutischer Einsatz von sCD14 denkbar29. 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Struktur von LPS (modifiziert 

nach Alexander und Rietschel (2001)139 

GlcN = Glucosamin; Kdo = 2-Keto-3-desoxyoctansäure; Hex = Hexose; 

Hep = Heptose; P = Phosphatgruppe  

 

2.3.2 Toll-like-Rezeptor 4 (TLR-4)  

Zum ersten Mal wurden Toll-Rezeptoren bei der Fruchtfliege Drosophila 

melanogaster nachgewiesen140. Diese Rezeptoren sind für die Erkennung von 

Pathogenen verantwortlich und aktivieren das angeborene Immunsystem. 

Rezeptoren, die in Struktur und Gensequenz den Toll-Rezeptoren ähnlich sind, 

wurden beim Mensch und bei der Maus identifiziert. Sie werden als 

Toll-like-Rezeptoren (TLRs) bezeichnet. Mittlerweile wurden mindestens 13 

verschiedene TLRs identifiziert141. 

TLRs sind Transmembranrezeptoren mit einer extrazellulären Leucin-reichen 

Struktur, einer transmembranen Struktur und einem intrazellulären Anteil, der 

dem IL-1-Rezeptor ähnlich ist und als TIR (Toll/Interleukin-1-Rezeptor) 

bezeichnet wird140. Sie befinden sich überwiegend auf der Zelloberfläche, mit 

Ausnahme der endosomal gelegenen TLRs (TLR-7,-8,-9)142-143. Nach der 
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Die Expression der TLRs an der Zelloberfläche unterliegt einer gesteuerten 

Regulation. So konnte im Zusammenhang mit der bovinen Mastitis in Feldstudien 

und Tiermodellen eine gesteigerte Expression der mRNA von TLR-2 und TLR-4 

gezeigt werden102,180. Die Induzierbarkeit der bovinen TLR wurde auch in vitro 

für die Milchdrüsenepithelzelle gezeigt181-182. 

Bei humanen Monozyten kommt der TLR-4 sowohl auf der Zellmembran als auch 

im Golgiapparat vor und pendelt zwischen diesen Orten177. Als möglicher 

Mechanismus wird angenommen, dass der TLR-4-Pool im Golgiapparat als 

Steady-state-Pool fungiert und die Oberflächenexpression der Rezeptoren über 

deren Migration von und zur Zellmembran reguliert wird129.  

2.3.3 Endotoxintoleranz 

Die Endotoxintoleranz beschreibt ein Phänomen, bei dem Zellen oder Patienten 

auf die wiederholte Gabe von LPS (syn. Endotoxin) in geringerem Maße 

reagieren als bei der ersten Applikation. Die Endotoxintoleranz wird auch als 

„LPS-Reprogrammierung“ oder „Discordant Adaption“ bezeichnet. Nicht nur das 

Endotoxin von Gram-negativen Bakterien kann einen Toleranzeffekt auslösen, 

sondern auch andere PAMPs wie Pepidoglykan183, Lipoarabinomannan184 oder 

Lipoteichonsäuren185. Die Endotoxintoleranz kann bei üblicherweise letalen LPS-

Dosen schützend wirken, Infektionen vorbeugen und ischämische 

Gewebeschädigung verhindern4. Der Begriff „Cross-Tolerance“ beschreibt ein 

Phänomen, bei dem sich der Toleranzeffekt auch gegenüber unterschiedlichen 

TLR-Liganden einstellt. Bei Monozyten von Sepsis-Patienten, die mit dem 

synthetischen TLR-2 Agonist Pam3CysSK4 stimuliert wurden, konnte gegenüber 

diesem eine Toleranz festgestellt werden186. 

Bereits 1947 wurde dieser Effekt an Kaninchen beschrieben, die bei wiederholter 

Injektion des thyphoiden Endotoxins mit einer verminderten Fieberreaktion 

reagierten187. Später wurde gezeigt, dass mit dem Plasma von 

Endotoxin-toleranten Kaninchen die Toleranz an andere Tiere weitergegeben 

werden konnte188. 

Der erste Kontakt mit LPS wird als „priming“, „preexposure“ oder als 

„pretreatment“ im Sinne einer Vorbehandlung bezeichnet. Der darauffolgende 

Kontakt wird „activation“, „stimulation“ oder „rechallenge“ genannt. Mit diesen 
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Blutmonozyten von Sepsis-Patienten anzuhalten257. Für die Aufhebung der 

Toleranz ist die Acyloxyacyl-Hydrolase (AOHA) verantwortlich, die LPS durch 

Abspaltung von sekundären Fettsäureresten vom Lipid A inaktiviert258. 

Es bestehen seit einiger Zeit Überlegungen, die Endotoxintoleranz therapeutisch 

im Sinne einer Immunmodulation auszunutzen. Als Konsequenz einer 

Behandlung mittels TLR-Agonisten sollen inflammatorische Geschehen 

eingegrenzt und abgemildert werden259-261. 

2.4 In-vitro-Modelle für die bovine Mastitis 

Durch die Entwicklung von In-vitro-Modellen sind Studien zur Erforschung der 

Immunmechanismen der Mastitis unter standardisierten Bedingungen möglich. So 

kann anhand von primären Zellkulturen oder permanenten Zelllinien z.B. die 

Beteiligung bestimmter Zellen besser studiert werden. Die Versuchsbedingungen 

sind zudem reproduzierbar. Hierdurch können zu einzelnen Fragestellungen 

aufwändige Tierversuche reduziert werden. 

2.4.1 Permanente Zelllinien 

Permanente Zelllinien sind Zellen einer Gewebeart, die sich in Kultur unbegrenzt 

fortpflanzen können. Die meisten Zellen besitzen eine eingeschränkte 

Lebensdauer. Anders verhält es sich bei immortalisierten Zelllinien: Sie sind 

durch zufällige Mutation (z.B. in Tumorzellen) entstanden, werden direkt aus 

einem Tumor gewonnen oder entstehen durch gezielte Veränderung 

(Transfektion)262. Für die Milchdrüsenepithelzelle (MEC) der Kuh wurden bisher 

folgende permanente Zelllinien etabliert: MAC-T (Mammary Alveolar 

Cells-Large T antigen), BME-UV, L1 und H7263-265. Die MAC-T ist die am 

häufigsten verwendete permanente Zelllinie. Sie ist durch Transfektion mit der 

tsA Mutante des Simian Virus 40 Gens entstanden264. Die BME-UV wurde auf 

die gleiche Weise immortalisiert263.  

Die auf Plastik gewachsene MAC-T hat wie andere Epithelzellen eine 

charakteristische Kopfsteinpflaster-Morphologie. Durch die Zell-Zell-Interaktion 

und unter Prolaktineinfluss differenziert sie aus und kann alle Milchproteine 

sezernieren264. Die MAC-T wächst schneller in Kultur als eine primäre bovine 

Milchdrüsenepithelzelle (pbMEC) und erreicht früher die Konfluenz. Die 

Verdopplungszeit der MAC-T liegt in den ersten 24h bei 8h, wohingegen die 
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3 Geräte, Material und Methoden 

3.1 Geräte 

3.1.1 Geräte  

Autoklav „D65“ (Systec, Wettenberg) 

Automatisches Hämatologiegerät „Sysmex 

pocH-100iV Diff“ 

(Sysmex Corporation, Kobe, 

Japan) 

Automatisches Kolonienzählgerät „flash&go“ (IUL Instruments, Königswinter) 

Brutschrank „Incucell“ (MMM Medcenter, Planegg) 

Bunsenbrenner mit automatischer Zündung  (Wartewig, Göttingen) 

Eismaschine „ZBE 70-35“ (Ziegra, Isernhagen) 

Fluoreszenz-Durchflusszytometer, Modell 

FACScan®, mit angeschlossener 

Computereinheit 

(Becton Dickinson, Heidelberg) 

Heißluftsterilisator „Typ ST5050“ (Heraeus, Hanau) 

Heizblock „Thermostat 5320“ (Eppendorf, Hamburg) 

Kühlschrank mit Gefrierfach (-20°C) (Einzelhandel) 

Kühlzentrifuge „Rotina 420 R“ (Hettich, Tuttlingen) 

Laborwaage „SBC22“ (Scaltec Instruments, 

Heiligenstadt) 

Mikroskop „Aristoplan“ (Leitz, Wetzlar) 

Minishaker „MS 1“ (IKA, Staufen) 

Multipette (Eppendorf, Hamburg) 

Orbitalschüttler „WiseShake®“ SHO-2D (Wisd Laboratory Instruments, 

Wertheim) 

Photometer “Spectra Classic” (Tecan, Crailsheim) 

Pipette, einstellbar „Transferpette®“ (2-20µl) (Brand, Wertheim) 

Pipetten, einstellbar (1-10µl, 10-100µl, 20-

200µl, 100-1000µl, 1-5ml) 

(Biohit, Köln ) 

Pipettierhilfe „accu-jet®“ (Brand, Wertheim) 

Reinstwassersystem „GenPure“ (TKA, Niederelbert) 

Rüttler für Mikrotiterplatten „MTS 4“ (IKA, Staufen) 

Schüttler „Vortex Genius 3“ (IKA, Staufen) 
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Spiralplater „Eddy Jet“ (IUL Instruments, Königswinter) 

Tischzentrifuge „Universal 32 R“ (Hettich, Tuttlingen) 

Tischzentrifuge „Mikro 200“ (Hettich, Tuttlingen) 

3.1.2 Geräte für die Zellkulturarbeit 

CO2 Brutschrank „Forma 3121“ (Thermo Electron, Dreieich) 

Gefriertruhe -80°C „Forma ULT Freezer“ (Thermo Electron, Dreieich) 

Heiztisch „HT 50“ (Minitüb, Tiefenbach) 

Mikroskop „DM IL mit Kamera DFC 320, 

Software Imagic 500 und UV-Filter  

(Leica Microsystems, Wetzlar) 

Petrischale aus Glas  (Zefa Laborservice, Harthausen) 

Pinzette (Aesculap, Tuttlingen) 

Rundsiebe aus rostfreiem Stahl (Zefa Laborservice, Harthausen)  

Schüssel  (Zefa Laborservice, Harthausen) 

Sicherheitswerkbank „Biowizard 130 GL“ (Kojair, Vilppula, Finnland) 

Siebturm, Siebe mit Maschenweite 95, 150, 

300, und 500µm  

(Retsch, Haan) 

Skalpell  (Bayha,Tuttlingen) 

Transmigrationskammer, 10-Well mit 

Polycarbonatmembran 25 x 80mm,   

Porengröße 3µm 

(NeuroProbe, Gaithersburg, 

USA) 

Trichter 150mm (Zefa Laborservice, Harthausen) 

Vakuumpumpe „KNF LAB Laboport N920“ (KNF Neuberger, Trenton, USA) 

Wasserbad „WBU-45“ (Memmert, Schwabach) 

Zellzählkammer „Bürker“ (Roth, Karlsruhe) 

3.2 Material 

3.2.1 Klinikbedarf 

Kanülen 1,80 x 40mm, steril „TSK 

STERIJECT“ 

(TSK-Supra, Tochigi, Japan) 

Serumröhrchen 10ml (Sarstedt, Nümbrecht) 

Vacutainerröhrchen, 10ml, Na-Heparin 

(170IU) 

(Becton Dickinson, Heidelberg) 
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Spatel (Roth, Karlsruhe) 

TruCount tubes, 5ml (Becton Dickinson, Heidelberg) 

Wägeschiffchen, einmal (Zefa Laborservice, Harthausen) 

Weithalsgewindeflaschen „Duran GLS 80“ (Roth, Karlsruhe) 

Zellkulturschalen, 9cm Durchmesser (Greiner, Frickenhausen) 

Zellkulturplatten, 6-Well (Greiner, Frickenhausen) 
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3.2.3 Reagenzien 

Antibiotic-Antimycotic (APS), Antibiotikum 

und Antimykotikum 

(Invitrogen, Karlsruhe) 

Biocoll® (Biochrom, Berlin) 

Bovines Serum Albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, Steinheim) 

Columbia Schafblut-Agar (Oxoid, Wesel) 

Dihydrorhodamin 123 (DHR 123) (Sigma-Aldrich, Steinheim) 

DMSO (Dimethylsulfoxid) (Sigma-Aldrich, Steinheim) 

Ethanol 70% (Roth, Karlsruhe) 

FACS Clean (Becton Dickinson, Heidelberg) 

FACS Flow (Becton Dickinson, Heidelberg) 

FACS Rinse (Becton Dickinson, Heidelberg) 

Fetales Kälberserum (FKS), F7524  (Sigma-Aldrich, Steinheim) 

FITC makierter monoklonaler Anti-Cytokeratin 

AK , F3418 

(Sigma-Aldrich, Steinheim) 

Fluorescein Isocyanate (FITC), F7250 (Sigma-Aldrich, Steinheim) 

HBSS (HANK Salt Solution) (Biochrom, Berlin) 

HEPES, 4-(2-Hydroxylethyl)-1-piperazin-

ethansulfonsäure , Puffer 

(Biochrom, Berlin) 

Hirn-Herz-Bouillon, brain-heart-infusion-broth 

(BHI) 

(Oxoid, Wesel) 

Hydrocortison (Sigma-Aldrich, Steinheim)  

Insulin (Sigma-Aldrich, Steinheim)  

Interleukin-8, human, rekombinant (CellConcept, Umkirch) 

Kristallviolett-Galle-Lactose-Agar (VRB-Agar) (Oxoid, Wesel) 

Kollagenase NB® (Serva, Heidelberg) 

Kollagen R® (Serva, Heidelberg) 

L-Glutamin (Biochrom, Berlin) 

L-Methionin (Sigma-Aldrich, Steinheim)  

Luriant-Bertani (LB) Medium (Sigma-Aldrich, Steinheim)  

L-Lysin (Sigma-Aldrich, Steinheim) 

Lipopolysaccharid von E. coli, L2630 (Sigma-Aldrich , Steinheim) 

Methanol, 99,8%ig (Merck, Darmstadt) 

Natriumazid (NaN3), 10%ig (Sigma-Aldrich, Steinheim) 
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Natriumbicarbonat (NaHCO3) (Biochrom, Berlin)  

Natriumchlorid (NaCl) (Sigma-Aldrich, Steinheim) 

Pansorbin® cells, inaktivierte Staphylokokken (Calbiochem-Novabiochem, Bad 

Soden) 

Penicillin-G-Streptomycin (10.000IU/ml) (Biochrom, Berlin) 

Percoll® (Biochrom, Berlin) 

PMA, Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (Sigma-Aldrich, Steinheim) 

Prolaktin (Sigma-Aldrich, Steinheim) 

Propidiumjodid (PI) (Calbiochem, Bad Soden) 

Phosphatgepufferte Kochsalzlösung (PBS) 

Dulbecco, ohne Ca++/Mg++ 

(Biochrom, Berlin) 

Quantikine, CXCL8 ELISA (R&D Systems, Minneapolis, 

USA) 

RPMI 1640 (Biochrom, Berlin) 

Salzsäure (HCl), 37%ig (J.T. Baker, Deventer, Holland) 

Sheath-fluid für Durchflusszytometrie (Becton Dickinson, Heidelberg) 

Sodium pyruvat solution, 100mM (Biochrom, Berlin) 

Streptomycin (Biochrom, Berlin) 

Sybr®14, Component A Sperm Viability Kid (Molecular Probes, Eugene, 

Oregon, USA) 

Trypton-Soja-Bouillon, trypticase-soy-broth 

(TSB) 

(Sigma-Aldrich, Steinheim) 

Trypsin/EDTA, 0,25%/0,02% (Biochrom, Berlin) 

3.2.4 Kulturmedien, Puffer und Lösungen 

3.2.4.1 Zellkulturmedien und Zusätze 

Substanzen, die als Trockensubstanz zur Verfügung standen wurden gelöst und 

anschließend steril filtriert. Bereits gelöste Zusätze wurden portioniert. Die 

aliquotierten Zusätze wurden jeweils bei -20°C gelagert und bei Gebrauch bei 

37°C im Wasserbad aufgetaut. Das fetale Kälberserum (FKS) wurde bei 56°C 

über eine Stunde im Wasserbad inkubiert, um eine Komplementenaktivität 

auszuschließen und eventuell vorhandene Mykoplasmen abzutöten. Das 

inaktivierte FKS wurde in 50ml Aliquots abgefüllt und ebenfalls bei -20°C 

gelagert.  
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Medien für die Präparation der pbMEC 

Waschmedium 

 HBSS (HANK Salt Solution)  500ml 

 HEPES-Puffer    8,5ml 

 Antibiotic-Antimycotic (APS) 10ml (bei den Waschschritten) 

Verdauungslösung 

Kollagenase NB® (1g) wurde chargenabhängig in Waschmedium ohne APS gelöst 

und eine Stammlösung mit 20.000Units/ml hergestellt. Die Lagerung der 

Stammlösung erfolgte bei -20°C im Gefrierschrank. Zum Gebrauch war ein 

langsames Auftauen im Kühlschrank erforderlich, damit die Enzymaktivität nicht 

beeinträchtigt wurde. Für die Arbeitslösung wurde die Stammlösung 1:100 in 

Waschmedium ohne APS verdünnt.  

Gefriermedium 

FKS mit 10% DMSO final: Für die Präparation war eine doppelt-konzentrierte 

Lösung erforderlich, da die Zellen bereits in FKS aufgenommen wurden: 

 FKS   8ml 

 DMSO   2ml 

Medium für die pbMEC- und die MAC-T-Kultivierung 

Wachstumsmedium 

RPMI 1640     450ml 

L-Methionin    250µl (200mM) 

L-Lysin    200µl (1M) 

Natriumpyruvat   50µl (100mM) 

Prolaktin    100µl (5mg/ml) 

Hydrocortison    500µl (1mg/ml) 

Insulin     100µl (5mg/ml) 

L-Glutamin    5ml (200mM) 
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FKS     50ml (10% final) 

Antibiotic-Antimycotic (APS) 5ml 

Das Kulturmedium wurde nicht länger als 14 Tage im Kühlschrank aufbewahrt. 

Lediglich das APS musste immer frisch zugesetzt werden, da es nur für drei Tage 

im gelösten Zustand stabil war. 

Kollagen für die Kulturplattenbeschichtung 

Für die Beschichtung der Kulturplatten wurde mittels Kollagen R® und sterilem 

Aqua dest. eine 10%ige Lösung hergestellt.  

Trypsinlösung  

Zum Ablösen der Fibrozyten vom Boden der Kulturgefäße wurde aus 

Trypsin/EDTA und PBS eine 10%ige Lösung hergestellt. 

Trypsin/EDTA (0,25%/0,02%) 1ml 

PBS     9ml 

Die 10%ige Trypsin/EDTA-Lösung wurde immer unmittelbar vor Gebrauch 

hergestellt. 

Zum kompletten Ablösen der Zellen von der Kulturplatte wurde unverdünntes 

Trypsin/EDTA (0,25%/0,02%) verwendet. 

Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) 

Die PBS-Trockensubstanz wurde mit Aqua dest. gelöst. Die Bestandteile lagen in 

den folgenden Konzentrationen vor: 

  NaCl     8,0g 

  KCl     1,24g 

  Na2HPO4    0,2g 

 KH2PO4    0,2g 

  Aqua dest. ad    1000ml 

Der Puffer hatte einen pH-Wert von 7,4. Die Lagerung erfolgte bei 4°C im 

Kühlschrank. 
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3.2.4.2 Lipopolysaccharidlösung (LPS) für die Stimulationsversuche 

LPS-Trockensubstanz wurde in PBS zu einer Stammlösung (1000µg/ml) gelöst. 

Diese wurde in aliquoten Anteilen von 1ml bei -20°C konserviert. Für den 

Gebrauch wurde die Stammlösung in serumfreiem Kulturmedium entsprechend 

der im Versuch verwendeten Dosis verdünnt (siehe auch 4.2.1.3). Für das 

MAC-T-Entzündungsmodell waren vergleichsweise hohe LPS-Konzentrationen 

erforderlich. Hier musste das LPS (Trockensubstanz) in serumfreiem 

Kulturmedium gelöst werden, damit es zu keiner starken Ausdünnung des 

Wachstumsmediums kam. 

3.2.4.3 Lösungen für die Bestimmung der chemoattraktiven Wirkung der 

Zellkulturüberstände (Transmigrationskammer) 

Percoll
®

 

Damit im unteren Well der Transmigrationskammer keine migrierten PMN an der 

Kammer haften blieben, wurden sowohl die Zellkulturüberstände als auch die 

Positiv- und Negativkontrollen mit unverdünntem Percoll® unterschichtet. Bei 

Percoll® handelt es sich um ein synthetisches Sol aus Polyvinyl-Pyrolidon-

beschichteten Silikatteilchen mit einem spezifischen Gewicht von 1,130g/ml. 

Gewöhnlich wird es zur Separation von Leukozyten verwendet. 

Rekombinantes, humanes Interleukin-8 (rhIL-8) 

Als Positivkontrolle für die In-vitro-Transmigration wurde rhIL-8 in ein Well 

jeder Bodenplatte der Transmigrationskammer pipettiert. CXCL8 (syn. IL-8) ist 

ein Chemokin, welches eine primär chemotaktische Wirkung für neutrophile 

Granulozyten hat. Rekombinantes, humanes, lyophilisiertes IL-8 wurde in 

sterilem PBS mit 1% BSA (Bovines Serum Albumin) auf eine Konzentration von 

1µg/ml verdünnt und in aliquoten Teilen bei -20°C gelagert. Vor Gebrauch wurde 

die Lösung auf die gewünschte Endkonzentration von 0,1µg/ml mit 

Wachstumsmedium ohne FKS eingestellt. 

3.2.4.4 Material für die Bestimmung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) 

Zellkulturmedium: R10F
+
 als Kulturmedium für die PMN 

RPMI 1640 mit folgenden Zusätzen: 
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HEPES-Puffer    15mmol/l 

L-Glutamin    2mmol/l 

NaHCO3    18mmol/l 

FKS     10% 

Penicillin    10IU/ml 

Streptomycin    100µg/ml 

Phorbol-Myristat-Acetat (PMA) 

PMA greift ohne Beteiligung von Rezeptoren in die Enzymkaskade ein, die an der 

Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies283 beteiligt ist. Durch PMA wird die 

Proteinkinase C aktiviert und dadurch wird indirekt die NADPH-Oxidase 

aktiviert, welche für die ROS-Bildung wichtig ist. PMA ist somit ein Trigger für 

die ROS-Bildung. Die Stammlösung von 1mM/l PMA in DMSO wurde bei -

100°C gelagert. Zum Gebrauch wurde diese in PBS auf eine Konzentration von 

100µM/l verdünnt und in aliquoten Portionen bei -20° gelagert. 

Dihydrorohdamin 123 (DHR) 

Das in die Zellen aufgenommene nicht fluoreszierende Dihydrorhodamin wird 

durch Peroxidasen in Anwesenheit von Sauerstoffmetaboliten (ROS) zum 

grünfluoreszierenden Rhodamin 123283 umgesetzt. Dieser Farbstoff bindet an die 

Zellmembran und ist im Durchflusszytometer darstellbar. Die 

Fluoreszenzintensität ist somit ein Maß für die ROS-Bildung. 

Eine Stammlösung aus der Trockensubstanz wurde in DMSO hergestellt (1,5mg/l) 

und in aliquoten Teilen bei -100°C gelagert. Für die Gebrauchslösung wurde die 

Stammlösung 1:100 verdünnt und bei -20°C gelagert. 

3.2.4.5 Material für die Gewinnung von neutrophilen Granulozyten  

Biocoll
®
 

Die PMN wurden im Rahmen der Dichtegradzentrifugation mit unverdünntem 

Biocoll®, einer Separationslösung mit der Dichte von 1,077g/ml, von den 

Leukozyten getrennt.  
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PBS, doppelt konzentriert 

Bei der Herstellung von doppelt konzentriertem PBS wurde die doppelte Menge 

an Trockensubstanz in Aqua dest. gelöst (siehe auch 3.2.4.1). 

3.2.4.6 Material für die Bestimmung der Phagozytosekapazität 

FITC-markierte Staphylokokken 

FITC-Puffer: 

 Na2CO3     10,6g 

 NaCl      5,9g 

 Aqua tridest. ad    1.000ml 

 HCl (37%), zum Ansäuern ad  pH 9.2 

 FITC      9,4mg 

Die Lagerung erfolgte bei -20°C. 

Damit die Kompetenz der PMN zur Partikel-Phagozytose im Durchflusszytometer 

erfasst werden konnte, mussten die Partikel (Bakterien) fluoreszenzmarkiert 

werden. Dafür wurden 3ml einer standardisierten Staphylokokkensuspension 

(Pansorbin®, siehe 3.2.3) mit 7ml FITC-Puffer (siehe oben, Endkonzentration 

0,00066%) und 50µl 10%igem Natriumazid (Endkonzentration 0,05%) in 

lichtgeschützten Eppendorf-Reaktionsgefäßen für 20h bei Raumtemperatur (RT) 

durchmischt. Danach wurde die Suspension dreimal mit PBS gewaschen (14000 x 

g; 1min; RT) und auf eine Dichte von 2 x 108 Bakterien/ml eingestellt. 

Die Suspension wurde aliquotiert und bei -20°C gelagert. 

Serum zur Opsonisierung der FITC-markierten Staphylokokken 

Für die Bestimmung der Phagozytoskapazität in der vorliegenden Arbeit wurde 

wie folgt hergestelltes Poolserum verwendet: Aus dem Blut von drei klinisch 

gesunden Kühen wurde natives Serum gewonnen. Das steril gewonnene Blut 

wurde bei RT stehen gelassen, bis es deutlich koaguliert war. Mit einer 

Pasteurpipette wurde das Koagulat vom Blutröhrchen getrennt. Anschließend 

wurde das Gefäß zentrifugiert (2000 x g; 15min; RT). Daraufhin wurden die 

Überstände für eine weitere Zentrifugation (3500 x g; 10min; RT) gewonnen, 
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damit noch verbliebene Koagelreste entfernt werden konnten. Danach wurde das 

Serum aller drei Tiere gepoolt und in aliquoten Teilen bei -80°C gelagert. Für den 

Gebrauch wurde es 1:10 mit PBS verdünnt. 

3.2.4.7 Lösungen für die Durchflusszytometrie 

Zur Reinigung des Gerätes wurde das Messkanalsystem nach den Messungen mit 

sterilfiltriertem Aqua dest., FACS Clean® und FACS Rinse® gespült. 

Trägerflüssigkeit  

Als Trägermedium für die Durchflusszytometrie wurde unverdünntes FACS 

Flow® verwendet. 

3.2.4.8 Material für den Vitalitätsnachweis von Zellen 

Propidiumjodid (PJ) 

PJ ist ein rotfluoreszierendes Fluorochrom, das nur bei Membrandefekten in das 

Zellinnere gelangt und mit der doppelsträngigen DNA interkalliert. Somit ist es 

ein Marker für die Integrität der Zelle. Dadurch kann die Vitalität der Zellen 

durchflusszytometrisch erfasst werden. Für die PJ-Gebrauchslösung wurden 

11,11mg PJ-Trockensubstanz in 5555µl Aqua dest. gelöst. Diese hatte eine 

Molarität von 2,99mM PJ. Die Lagerung erfolgte in aliquoten Teilen bei 4°C im 

Kühlschrank unter Lichtausschluss. 

Sybr
®

 14 

Sybr® 14 ist ein membranpermeabler fluoreszierender Nukleinfarbstoff aus dem 

kommerziell erhältlichen Live/Dead® Sperm Viability Kit. Sybr® 14 ist ein grüner 

Fluoreszenzfarbstoff, der an Nukleinsäure bindet, eine maximale Absorbtion bei 

488nm hat und nach Bindung an die DNA lebender Zellen Licht mit 518nm 

emitiert. Mit ihm können die grünfluoreszierenden lebenden Zellen im 

Durchflusszytometer auf dem FL-1-Kanal erfasst werden. Der Farbstoff ist in der 

Konzentration 1mM in DMSO gelöst. Gelagert wurde er im Kühlschrank bei 4°C 

unter Lichtausschluss. 

3.2.4.9 Material für die Zellidentifikation 

Für die Zellidentifizierung wurde ein FITC-konjugierter Anti-Cytokeratin-

Antikörper 1:100 in PBS verdünnt eingesetzt. Die Stammlösung wurde in 
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geeigneten Aliquoten von 5µl bei -20°C unter Lichtausschluss gelagert. 

3.2.4.10 Medien für die Bakterienkultivierung 

LB Medium 

Als Kontrolle für das Bakterienwachstum wurde Luriant-Bertani Medium (LB-

broth) verwendet. Die Trockensubstanz wurde in Aqua dest. (20g/l) gelöst und 

nach Abfüllen in Laborflaschen bei 121°C für 15min autoklaviert. Die Lagerung 

erfolgte im Kühlschrank bei 4°C. 

Medien für die Bakterienanzüchtung 

Für die Anzucht von E. coli 1303 wurden Fertigboullions verwendet: Hirn-Herz 

(brain-heart-infusion-broth, BHI) und Trypton-Soja (trypticase-soy-broth, TBS), 

die bei 4°C gelagert wurden. 

3.2.5 Versuchstiere 

3.2.5.1 Versuchstiere zur Untersuchung der Milch nach 

LPS-Vorbehandlung 

Dabei handelt es sich um Tiere der Rasse Holstein-Friesian, die nach den 

Kriterien eines standardisierten Tiermodelles ausgewählt und im Rahmen des 

Promotionsprojektes von Herrn Tobias Pfister angekauft wurden6. 

3.2.5.2 Spendertiere für die Gewebegewinnung 

Gewebe für die Präparation der primären bovinen Milchdrüsenepithelzellen 

(pbMEC; siehe 3.3.2.1) wurde unmittelbar nach der Schlachtung von Kühen der 

Rasse Fleckvieh am Schlachthof Fürstenfeldbruck gewonnen. Die Tiere waren 

allgemein- und eutergesund. 

3.2.5.3 Spendertiere zur Blutgewinnung 

Als Spendertiere für die Blutgewinnung zur Präparation der neutrophilen 

Granulozyten (PMN; siehe 3.3.4.2) wurden klinikeigene, gesunde Holstein-

Friesian-Kühe aus der Klinik für Wiederkäuer der LMU München herangezogen.  

Die Blutproben für die an der Stiftung Tierärztliche Hochschule in Hannover 

durchgeführten Untersuchungen wurden dort an gesunden, institutseigenen Tieren 

der Arbeitsgruppe Immunologie genommen.  
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3.2.6 Modellbakterien 

Der verwendete Bakterienstamm E. coli 1303 wurde aus dem Eutersekret einer an 

klinischer Mastitis erkrankten Kuh in der Klinik für Rinder der Stiftung 

Tierärztliche Hochschule Hannover isoliert. Die biochemische Charakterisierung 

und Stammhaltung der Bakterien in Glycerinstocks erfolgte freundlicherweise im 

Institut für Mikrobiologie der Stiftung Tierärztliche Hochschule Hannover unter 

der Leitung von Prof. Valentin-Weigand.  

Tabelle 4: Biochemisches Reaktionsspektrum des verwendeten 

E. coli-Stamms 1303 

- Kligler (H2S-Nachweis) + Methylrot 

+ Indolbildung - Voges-Proskauer-Reaktion 

- Citrat + Glukose 

- Urease + Gasbildung 

- Malonat + Laktose 

- Phenylalanindecarboxylase - Saccharose 

+ Lysindecarboxylase + Adonit 

- Ornithindecarboxylase + Rhamnose  

- Gelatinase + Oxidativer Glukoseabbau 

- Motilität + Fermentativer Glukoseabbau 

+ = positiver Nachweis; - = kein Nachweis 

Die Bakterien wurden in Einheiten von 20 Cryoballs pro 1ml Cryotube mittels 

„Cryobank™“-System bei -80°C in der Tiefkühltruhe gelagert. Für jede 

Versuchsreihe wurden die kryokonservierten Bakterien immer neu aufgetaut und 

angezüchtet.  

3.3 Methoden 

3.3.1 Methoden zur Untersuchung der Milch LPS-vorbehandelter Kühe auf 

wachstumshemmende Eigenschaften 

Dieser Teil des vorliegenden Promotionsprojektes beschreibt die Methoden zur 

Bestimmung der Wachstumsbedingungen für E. coli in den verschiedenen 

Milchpräparationen der durch intramammäre LPS-Applikation vorbehandelten 
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Tiere. 

3.3.1.1 Probanden und Modellbedingungen der Versuchstiere zur 

Gewinnung der Milch 

Probanden für die Gewinnung der Milchproben waren Versuchstiere aus dem 

Promotionsprojekt von Herrn Tobias Pfister6, genehmigt durch die Regierung von 

Oberbayern mit dem Aktenzeichen 55.2-1-54-2531-108-05. Für dieses Tiermodell 

wurden Tiere der Rasse Holstein-Friesian eingesetzt, die sich in der ersten 

Laktation befanden, klinisch allgemein- und eutergesund und vorberichtlich noch 

nie an einer Euterentzündung erkrankt waren. Die Milch aller vier Euterviertel 

musste bei zweimaliger Beprobung im Abstand von 2-4 Wochen frei von 

Bakterien sein und der Zellgehalt der Milch (SCC; engl.: somatic cell count) 

durfte 50.000 nicht überschreiten.  

Nach der Milchprobenentnahme für die Erstellung der Basiswerte (Nullwert) 

wurden die Kühe nach Injektion von 2ml Oxytocin i.v. ausgemolken und erhielten 

anschließend eine intramammäre Infusion mit LPS. Dafür wurde das LPS aus dem 

E. coli-Stamm 1303 verwendet, welches am Lehrstuhl für Biochemische 

Pharmakologie im Fachbereich Biologie der Universität Konstanz unter der 

Leitung von Fr. Dr. Sonja von Aulock hergestellt wurde. Pro Viertel wurden 5ml 

einer sterilen 0,9%igen NaCl-Lösung, in der LPS in einer Konzentration von 

0,2µg/ml LPS gelöst war, mit einer Einmalspritze über eine Zitzenkanüle in die 

Zitzenzisterne appliziert. Damit eine gleichmäßige Verteilung des LPS in der 

Drüse gewährleistet war, wurde diese nach der Applikation gründlich 

durchmassiert. Die Tiere wurden wie vor Versuchsbeginn zweimal täglich 

gemolken. Dabei wurden die Milchproben für die Ex-vivo-Untersuchung des 

Eutersekretes LPS-vorbehandelter Kühe gewonnen. 

3.3.1.2 Gewinnung des Milchsekretes 

Die Probenentnahme erfolgte unmittelbar vor dem Melken am Morgen jeweils aus 

dem LPS-behandelten Euterviertel. Als Basiswert (Nullwert) wurde die erste 

Milchprobe unmittelbar vor der LPS-Infusion gewonnen. Um den Effekt der LPS-

Behandlung auf die wachstumshemmenden Eigenschaften der Milch zu 

untersuchen, wurden weitere Proben 24h, 72h und 240h nach der LPS-Infusion 

genommen.  
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Das Vorgemelk (ca. 2ml) wurde in eine Schale gemolken und nach 

makroskopischer Beurteilung unschädlich beseitigt.  

Nach trockener Reinigung der Zitze mit Haushaltspapier oder bei starker 

Verschmutzung mit einem feuchten Euterlappen folgte eine gründliche 

Desinfektion der Zitze mit einem Haushaltspapier, das mit 70%igem Ethylalkohol 

getränkt war. Nach Verwerfen der etwa ersten 5ml des Milchsekretes wurden ca. 

250ml in eine sterile Laborflasche gemolken, die anschließend sofort verschlossen 

wurde. Weitere 50ml wurden für die Analyse von Milchinhaltsstoffen in ein 

Probengefäß des Milchprüfringes Bayern gemolken, wo u.a. die Bestimmung der 

Milchzellzahl (SCC) erfolgte. Die Proben wurden umgehend zur weiteren 

Aufarbeitung auf Eis verpackt und in das hauseigene Bakteriologische Labor 

gebracht. 

3.3.1.3 Milchpräparation für die Ex-vivo-Untersuchungen der Milch LPS-

vorbehandelter Kühe 

Die weitere Verarbeitung der steril gewonnenen Milchproben erfolgte unter der 

Sterilarbeitsbank. Zur Untersuchung des Wachstumsverhaltens von E. coli 1303 in 

Vollmilch, wurden zunächst 100ml der Milch in einen sterilen Erlenmeyerkolben 

überführt und bis zur Weiterverarbeitung auf Eis gelagert.  

Für die Präparation der zellfreien Magermilch zur Untersuchung nichtzellulärer 

bakterienwachstumshemmender Mechanismen wurde die restliche Milch auf 

50ml-Röhrchen verteilt und bei 4°C und 4500 x g für 25min zentrifugiert. 

Anschließend wurde die sich an der Oberfläche befindende Fettschicht vorsichtig 

unter der Sterilarbeitsbank mit einem abgeflammten Metallspatel entfernt. Ohne 

das Zellpellet im Röhrchen aufzuwirbeln, wurden nun 100ml der zellfreien 

Magermilch in einen Erlenmeyerkolben pipettiert und dieser bis zur Inkubation 

mit Bakterien auf Eis gelagert. 

3.3.1.4 Präparation der In-vitro-Infektionsdosis 

Der für die Wachstumskurven eingesetzte E. coli-Stamm 1303 wurde aus dem 

Milchsekret einer an klinischer Mastitis erkrankten Kuh (Patient der Klinik für 

Rinder der Stiftung Tierärztliche Hochschule Hannover) isoliert (siehe 3.2.6). Die 

Bakterien standen kryokonserviert zur Verfügung (Mikrobanksystem 

„CryobankTM“). Für die Anzüchtung wurde ein Aliquot mit einer Öse über einen 
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Die vor sowie 24h, 72h und 240h nach der LPS-Behandlung gewonnenen 

Milchproben wurden wie beschrieben zu zellfreier Magermilch präpariert oder als 

Vollmilch belassen (siehe 3.3.1.3). Davon befanden sich jeweils 100ml in einem 

Erlenmayerkolben. Das für die Kontrolle verwendete LB-Medium (100ml) wurde 

ebenfalls unter der Sterilbank in einen sterilen Erlenmeyerkolben überführt. Zu 

den 100ml Vollmilch, zellfreier Magermilch und LB-Medium wurden 10µl des 

Inokulates (106 Bakterien/ml; siehe 3.3.1.4) pipettiert und anschließend gut 

durchmischt. Somit sollte zu Beginn in dem jeweiligen Ansatz eine 

Bakterienkonzentration von 100 CFU/ml vorliegen. Dies wurde mit der 

Bestimmung der Kolonienzahl unmittelbar nach der Inokulation von E. coli 1303 in 

die Erlenmeyerkolben überprüft. Dieser Wert (in CFU) gilt als Basiswert für die 

erstellte Wachstumskurve und entspricht hier dem Zeitpunkt 0h. Die 

Erlenmeyerkolben wurden auf einem Flachbettschüttler im Brutschrank bei 37°C 

inkubiert und nur zur Probenentnahme unter der Sterilarbeitsbank alle 2h 

herausgenommen. Durch die konstante Bewegung der Bakteriensuspension wird 

eine gleichmäßige Nährstoffverteilung sichergestellt. 

Die Keimzahlbestimmung zu den Zeitpunkten 0h, 2h, 4h, 6h und 8h wurde durch 

Ausplattieren mit einem Spiralplater auf VRB-Agar bestimmt. Dafür wurde 

jeweils 1ml der Bakteriensuspension in ein spezielles Probengefäß des 

Spiralplaters pipettiert und dieses in die Aufnahmevorrichtung des Gerätes 

gestellt. Der Spiralplater brachte anschließend die Probenlösung spiralförmig auf 

dem Agar auf. Je nach erwarteter Bakteriendichte wurde das Gerät so eingestellt, 

dass entweder 100µl linear (niedrige Dichte) oder 50µl logarithmisch (hohe 

Dichte) auf dem Agar aufgetragen wurden. Nach 6 und 8h war eine 

Vorverdünnung der Proben (1:10 und 1:102) nötig, da sonst die Anzahl an 

Kolonien wegen zu hoher Dichte nicht mehr auswertbar war. Die Platten wurden 

daraufhin bei 37°C im Brutschrank bis zum nächsten Morgen bebrütet. Die 

dunkelgefärbten Kolonien wurden mit Hilfe eines computergestützten 

Ablesegerätes ausgezählt. Alle Proben wurden in Triplikaten ausplattiert. 

3.3.1.6 Bestimmung der somatischen Zellzahl der Milch  

Die Zellzahlbestimmung (SCC; engl.: somatic cell count) der Milch wurde im 

Milchprüfring Bayern e.v. in Wolnzach durchgeführt. Die Milchproben wurden in 

spezielle Gefäße mit dem Konservierungsmittel Acidiol gefüllt und an den 
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Milchprüfring gesandt. Die SCC-Bestimmung in der Rohmilch wurde dort mittels 

fluoreszenzoptischer Zählung mit dem Fossomatic® 5000 durchgeführt. 

3.3.2 Methoden zur Kultivierung und Charakterisierung boviner 

Milchdrüsenepithelzellen (MEC) 

3.3.2.1 Präparation und Kryokonservierung der primären bovinen 

Milchdrüsenepithelzellen  

Die Gewinnung der primären bovinen Milchdrüsenepithelzellen (pbMEC) 

erfolgte nach der modifizierten Methode von Cifrian et al. (1994)266.  

Gewinnung von Milchdrüsengewebe 

Die Zellen wurden aus dem Eutergewebe gesunder Tiere bei der Schlachtung am 

Schlachthof Fürstenfeldbruck gewonnen. Hier wurde unmittelbar nach dem 

Ausbluten der Tiere das Gewebe entnommen: Das Euter wurde gründlich mit 

Wasser gereinigt und anschließend mit 70% Alkohol oberflächlich desinfiziert. 

Die Zitzen mit der umliegenden Haut wurden daraufhin mit einem Messer 

abgetrennt. Anschließend wurde mit Hilfe einer chirurgischen Pinzette und eines 

sterilen Messers aus jedem Euterviertel ein etwa 5x5cm großes Stück Gewebe aus 

der Milchdrüse oberhalb der Drüsenzisterne geschnitten. Hierbei sollte nur 

Gewebe um die Drüsenzisterne mit zahlreichen Milchgängen genommen werden. 

Die Gewebestücke wurden in eine Weithalslaborflasche mit vorgelegtem 37°C 

warmen Waschmedium gegeben, dem APS (Antibiotikum und Antimykotikum) 

zugefügt war. Anschließend erfolgte der rasche Transport dieser Flaschen in einer 

Styroporbox zur weiteren Verarbeitung in das Zelllabor der Klinik für 

Wiederkäuer der LMU München. 

Gewebeaufarbeitung 

Vor der weiteren Bearbeitung unter der Sterilarbeitsbank wurden die 

Gewebestücke nochmals in ein Becherglas mit frischem Waschmedium mit APS 

gegeben, um die Milch und eventuelle Verschmutzungen zu beseitigen. Bis zu 

diesem Schritt wurden die einzelnen Viertel getrennt behandelt. Falls grobsinnlich 

verändertes Gewebe gefunden wurde, konnte das entsprechende Viertel verworfen 

werden. 

Unter der Sterilarbeitsbank wurde das Gewebe zunächst mit einer Schere unter 
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Zuhilfenahme einer chirurgischen Pinzette und einer Glaspetrischale in 4-5cm 

lange Gewebestreifen geschnitten. Diese wurden anschließend in einem 

Becherglas mit 37°C warmem Waschmedium mit APS gesammelt.  

Damit für die spätere Verdauung des Gewebes eine größere Oberfläche entstand, 

wurden die Streifen mit einem Skalpell mehrfach kammartig eingeschnitten. 

Diese wurden anschließend auf 1l-Laborflaschen aufgeteilt, in denen ca. 300ml 

37°C warmes Waschmedium mit APS vorgelegt waren. 

Um die in den Hohlräumen des Gewebes der Drüse und in den Milchgängen 

befindliche Milch zu entfernen, mussten die Gewebestreifen mehrfach gewaschen 

werden. Dafür wurden die Flaschen kräftig für 5min geschüttelt und anschließend 

die Überstände durch ein Küchensieb abgesiebt. Das Gewebe wurde mit einem 

Trichter in die Flasche zurückgefüllt und mit ca. 300ml 37°C warmem 

Waschmedium mit APS aufgefüllt. Dies wurde so oft wiederholt, bis der 

Überstand klar war. 

Anschließend folgte der Gewebeaufschluss mit Kollagenase: Nach dem letzten 

Waschschritt wurden je Laborflasche, in der sich ca. 400ml Gewebebrei befanden, 

75ml Kollagenaselösung (siehe 3.2.4.1) gegeben. Die verschlossenen Flaschen 

wurden daraufhin im 37°C warmen Schüttelwasserbad für 45min inkubiert. Nach 

der Inkubation wurden die Überstände des ersten Kollagenaseschrittes mit einem 

Küchensieb abgesiebt und verworfen. Die zuerst gewonnenen Überstände 

enthielten keine geeigneten Milchdrüsenepithelzellen. Der Gewebebrei wurde mit 

Hilfe eines Trichters in die Flaschen zurückgegeben. Es folgte der 2. 

Kollagenaseschritt, bei dem die doppelte Menge an Kollagenaselösung (150 ml je 

400 ml Gewebebrei) eingesetzt wurde. Nach weiterer Inkubation im 

Schüttelwasserbad für 45min wurden die Überstände ebenfalls mit dem 

Küchensieb abgesiebt, jedoch nicht verworfen, sondern in einem Becherglas mit 

vorgelegtem 37°C warmen Waschmedium gesammelt. Damit möglichst alle 

gelösten Zellen gewonnen werden konnten, wurde der Gewebebrei mit 

Waschmedium kräftig im Sieb gespült. Das Gewebe wurde wieder in die Flaschen 

zurückgegeben. Es folgte der 3. und 4. Kollagenaseschritt entsprechend dem 

zweiten. 

Die verdünnten Überstände aus dem 2. Kollagenaseschritt wurden zur 

Aufreinigung durch einen Siebturm gegeben, der von oben nach unten aus Sieben 
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mit immer feinerer Maschenweite aufgebaut war. Die durchgesiebten Überstände 

wurden in 50ml-Röhrchen abgefüllt und bei 250 x g für 10min ohne Bremse bei 

Raumtemperatur zentrifugiert. Anschließend wurden die Überstände vorsichtig 

dekantiert. Das Sediment aus den einzelnen Röhrchen wurde mit Waschmedium 

resuspendiert und in einem Röhrchen gepoolt. Nach einer weiteren Zentrifugation 

(250 x g; 5min; RT und Bremse Stufe 1) wurde der Überstand nochmals 

verworfen und die Zellen im frischen Medium resuspendiert. Bei sichtbarer 

Verunreinigung wurden die Zellen nochmals durch einen Zellstrainer 

(Maschenweite 100µm) gefiltert und entsprechend zentrifugiert. Anschließend 

wurden die Überstände abgekippt und die Zellen in einem 50ml-Röhrchen mit 

RPMI 1640 mit 10% FKS und HEPES-Puffer bis zum Abschluss der Präparation 

gesammelt und im Inkubator bei 37°C warm gehalten. 

Die Überstände aus den Kollagenaseschritten 3 und 4 wurden entsprechend 

aufgereinigt. 

Kryokonservierung 

Die gesammelten Zellen wurden abschließend noch einmal zentrifugiert (250 x g; 

5min; RT und Bremse Stufe 1) und ungezählt pauschal in 3ml FKS 

aufgenommen. Eine Auszählung der Zellen ist wenig sinnvoll, da man erst in der 

Kultur die pbMEC von den kontaminierenden Zellen (v.a. Fibroblasten) 

unterscheiden kann. 

Für die Kryokonservierung musste das Volumen der in FKS aufgenommenen 

Zellen ermittelt werden. Anschließend wurde das gleiche Volumen an doppelt 

konzentriertem Gefriermedium (FKS mit 20% DMSO, siehe auch 3.2.4.1) 

hinzugegeben und mit der Pipette gut durchmischt. Die Zellen wurden jeweils als 

1ml-Aliquots in Kryotubes eingefroren. Um ein langsames und gleichmäßiges 

Herunterkühlen sicherzustellen, wurden die Tubes in der Dyna-Chill® Box bei 

-80°C eingefroren. Nach drei Tagen konnten sie in die Kühltruhe umgelagert 

werden. 

3.3.2.2 Kollagenbeschichtung der Zellkulturplatten 

Die Kulturgefäße für die Anzucht der pbMEC wurden mit Kollagen beschichtet. 

Dafür wurden sterile Zellkulturplatten mit einer 10%igen Kollagenlösung 

beschickt und unter der Sterilarbeitsbank getrocknet. Für die Kulturschalen 
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(Durchmesser 9cm) waren 5ml Lösung erforderlich, für die kleineren Wells der 6-

Well-Kulturplatte reichte 1ml. Die getrockneten Platten wurden anschließend 

noch 20min mit UV-Licht bestrahlt. Die beschichteten Platten waren steril 

verpackt 4 Wochen im Kühlschrank haltbar. 

3.3.2.3 Kultivierung und Passagieren der primären bovinen 

Milchdrüsenepithelzellen 

Zur Aufreinigung der kryokonservierten pbMEC wurden die präparierten Zellen 

in großen kollagenbeschichteten Zellkulturschalen mit einem Durchmesser von 

9cm angezüchtet. Die kryokonservierten Zellen wurden rasch im Wasserbad bei 

37°C aufgetaut und je Aliquot von 1ml in einem 50ml-Röhrchen mit 

vorgewärmtem Zellkulturmedium aufgenommen, damit das sonst toxisch 

wirkende Gefriermedium entfernt werden konnte. Anschließend wurden die 

Zellen bei 250 x g für 5min bei RT und mit eingestellter Bremse auf Stufe 1 

zentrifugiert. Zwischenzeitlich wurden in jede der kollagenbeschichteten 

Zellkulturschalen 15ml vorgewärmtes Zellkulturmedium mit Antibiotikum (APS) 

vorgelegt. Ein Aliquot von 1ml kryokonservierter Zellen wurde für die 

Anzüchtung auf vier großen Kulturschalen verteilt. Nach der Zentrifugation 

wurden die Überstände vorsichtig mit einer Pasteurpipette abgesaugt, die an eine 

Vakuumpumpe angeschlossen war. Das Pellet wurde in 400µl Zellkulturmedium 

mit APS aufgenommen und gut resuspendiert. Es hat sich als günstig erwiesen, 

das gelöste Pellet nochmals unmittelbar vor Aussaat durch einen Zellstrainer 

(100µm Maschenweite) zu filtrieren, um möglichen Zelldetritus zu entfernen. 

Anschließend wurden jeweils 100µl der Zellsuspension in das Medium einer 

Kulturplatte pipettiert und durch vorsichtiges kreuzförmiges Schwenken in der 

Schale verteilt (siehe Abbildung 2). 
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Abbildung 2: Lichtmikroskopische Vergrößerung einer pbMEC-Kultur 

unmittelbar nach Aussaat (Vergrößerung 100-fach) 

 

Die Inkubation erfolgte im Inkubator bei 37°C und 5% CO2. Nach 24h Inkubation 

hafteten die Zellen an der Kollagenschicht und die toten Zellen sowie der 

Zelldetritus konnten durch kräftiges Abspülen mit PBS-Pufferlösung entfernt 

werden. Anschließend wurden die Zellen mit frischem Medium weiter inkubiert. 

Der Medienwechsel erfolgte im 2-tägigen Rhythmus.  

Am 5. Kulturtag hatten sich Inseln aus Milchdrüsenepithelzellen gebildet, welche 

von Fibroblasten umgrenzt waren (siehe Abbildung 3).  
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Abbildung 3: Lichtmikroskopische Vergrößerung (100-fach) der pbMEC-

Kultur an Tag 5: Bildung von Epithelzellinseln, die von Fibroblasten 

umlagert werden. 

 

Für das In–vitro-Modell der vorliegenden Arbeit waren Fibroblasten als 

kontaminierende Zellen unerwünscht und mussten durch vorichtiges 

„Abtrypsinieren“ entfernt werden. Dafür wurde das serumhaltige Kulturmedium 

abgesaugt, die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und anschließend mit einer 

10%igen Trypsin/EDTA-Lösung behandelt. Durch mikroskopische Kontrolle 

musste der Zeitpunkt abgepasst werden, an dem sich möglichst alle Fibroblasten 

gelöst hatten, aber die Epithelzellen noch hafteten. Die Trypsinlösung wurde 

sofort mit PBS verdünnt und mit der an den Sauger angeschlossenen 

Pasteurpipette gründlich abgesaugt. Anschließend wurden die pbMEC mit 

frischem Kulturmedium in den Inkubator zurückgestellt.  

Am 7. Tag in Kultur war die Platte zu ca. 90% bewachsen. Um gleiche 

Versuchsbedingungen zu gewährleisten, mussten die Zellen komplett von der 
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Kulturschale gelöst werden und auf eine ebenfalls mit Kollagen beschichtete 6-

Well-Platte umgesetzt werden. Dies gelang nach zweimaligem Waschen mit PBS 

und Lösen der Zellen mit 100%iger Trypsin/EDTA-Lösung für 10min im 

Inkubator. Die gelösten Zellen einer großen Kulturschale wurden in einem 50ml-

Röhrchen mit 37°C warmem Kulturmedium gesammelt. Nicht gelöste Zellen 

wurden vorsichtig mit einem Zellschaber geerntet. Wie bei der Aussaat wurden 

die Zellen herunterzentrifugiert und das Pellet in 600µl Medium resuspendiert. 

Davon wurden jeweils 100µl in ein Well einer 6-Well-Platte überführt. Durch 

diese dichte Aussaat der Zellen konnte sichergestellt werden, dass die Zellen am 

8. Kulturtag einen konfluenten Monolayer bildeten (siehe Abbildung 4). 

 

Abbildung 4: Lichtmikroskopische Vergrößerung der konfluent im 

Monolayer wachsenden pbMEC zu Versuchsbeginn (8. Kulturtag; 

Vergrößerung 100-fach) 
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3.3.2.4 Passagieren und Kryokonservieren der MAC-T (Mammary Alveolar 

Cell-large T antigen)  

Die Vermehrung dieser Zelllinie erfolgte durch Anzucht auf unbeschichteten 

Kulturschalen (Durchmesser 9cm). Ein 1ml-Aliquot  der kryokonservierten Zellen 

(entspricht der Anzahl an Zellen einer konfluenten 9cm-Kulturschale) wurden 

rasch im Wasserbad aufgetaut, welches auf 37°C temperiert war. Um das toxisch 

wirkende Gefriermedium von den Zellen zu entfernen, wurden die Zellen sofort 

nach dem Auftauen in 50ml 37°C warmem Zellkulturmedium gewaschen. Nach 

der Zentrifugation mit 250 x g für 10min bei RT wurde der Überstand mit einer 

Pasteurpipette abgesaugt, die an eine Vakuumpumpe angeschlossen war. Das 

Zellpellet wurde in 400µl Medium resuspendiert und auf vier Zellkulturschalen 

(Durchmesser 9cm), in denen 15ml Medium mit Antibiotikum und 

Antimykotikum (APS) vorgelegt waren, durch kreuzförmiges Schwenken verteilt. 

Die Zellen wurden im Inkubator bei 37°C und 5% CO2 angezüchtet. Der 

Medienwechsel fand im 2-tägigen Rhythmus statt.  

Nach Erreichen eines konfluenten Monolayers wurden die Zellen zweimal mit 

PBS gewaschen, damit das serumhaltige Medium mit hemmender Wirkung auf 

das Trypsin entfernt wurde. Anschließend wurden die Zellen mit ca. 3ml 

unverdünnter Trypsinlösung für 10min inkubiert. Nach Kontrolle unter dem 

Lichtmikroskop wurden die gelösten Zellen in 37°C warmes Zellkulturmedium 

aufgenommen. Nicht gelöste Zellen wurden vorsichtig mit einem Zellschaber von 

der Kulturschale entfernt. Um eine größere Ausbeute zu erhalten, wurden die 

MAC-T mehrfach passagiert, bevor sie eingefroren wurden. Dafür wurde die 

Zellsuspension nach jeder Passage im Verhältnis 1:4 geteilt und entsprechend der 

Aussaat angezüchtet.  

Für die Kryokonservierung wurde das Pellet nach dem Zentrifugieren (250 x g; 

10min; RT) in FKS (500µl je abgelöste Platte) aufgenommen und resuspendiert. 

Anschließend wurde das gleiche Volumen doppelt konzentrierter Gefrierlösung 

hinzugegeben. Die Zellen wurden gut durchmischt und als 1ml-Aliquots in 

Kryotubes bei -80°C konserviert. Damit ein gleichmäßiges Herunterkühlen 

gewährleistet war, wurden die Tubes in einer Dyna-Chill® Box verpackt. Nach 

drei Tagen wurden sie in die Gefriertruhe umgelagert (-80°C). Eine Lagerung 

über flüssigem Stickstoff wäre vorteilhafter, stand aber nicht zur Verfügung. 
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3.3.2.5 Kultivierung der MAC-T 

Die Anzucht der MAC-T erfolgte auf unbeschichteten Zellkulturschalen 

(9cm-Kulturschalen und 6-Well-Platten). Um die Vergleichbarkeit mit dem 

Zellmodell der pbMEC zu optimieren, wurden die gleichen Medien wie für die 

primäre Milchdrüsenepithelzelle verwendet (siehe Abbildung 5). 

Für die Kultivierung der MAC-T wurden die Zellen eines kryokonservierten 1ml-

Aliquots (entspricht der Anzahl an Zellen einer konfluenten 9cm-Kulturschale) 

auf vier Zellkulturschalen mit einem Durchmesser von 9cm ausgebracht. Die 

Vorgehensweise erfolgte analog zu der Passagierung der MAC-T (siehe 3.3.2.4). 

Nachdem die Zellen einen Bewuchs von >90% aufwiesen, konnten sie für den 

Versuch entsprechend weiterbehandelt werden. 

 

Abbildung 5: Lichtmikroskopische Vergrößerung der konfluent im 

Monolayer wachsenden MAC-T (Vergrößerung 100-fach) 

 

Für das Zellmodell wurden die MAC-T analog zur pbMEC von der großen 
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Kulturschale auf eine 6-Well-Platte umgesetzt. Dafür wurden die Zellen zweimal 

gründlich mit PBS gewaschen und mit 100%igem Trypsin (ca. 3ml) für 10min im 

Inkubator gelöst. Die gelösten Zellen einer Platte wurden in einem 50ml-

Röhrchen gesammelt und bei Bedarf die noch haftenden Zellen mit dem 

Zellschaber gelöst. Anschließend erfolgte eine Zentrifugation mit 250 x g für 

5min bei RT. Nach Absaugen der Überstände wurde das Pellet mit 600µl 

Kulturmedium resuspendiert und anschließend auf die einzelnen Wells der 

unbeschichteten 6-Well-Platte verteilt. Die 6-Well-Platte wurde bis zum nächsten 

Tag inkubiert. Aufgrund der hohen Zelldichte hatte sich nach 24h ein konfluenter 

Monolayer gebildet. 

3.3.2.6 Zellzahlbestimmung in der Zellkultur 

Die Quantifizierung der enzymatisch abgelösten pbMEC und MAC-T erfolgte mit 

einer Bürker-Zählkammer. Dafür mussten 10µl der Zellsuspension in die Kammer 

gefüllt werden. Bei einer hohen Zelldichte war eine Vorverdünnung erforderlich. 

Die Auszählung erfolgte unter dem Lichtmikroskop. Die Zellen von mindestens 

16 Quadraten (Volumen 0,004mm3) wurden ausgezählt und anschließend der 

Mittelwert berechnet. Dies wurde dreimal wiederholt. Der Mittelwert aus allen 

drei Zählungen wurde in die entsprechende Umrechnungsformel für die Kammer 

eingesetzt und die Zellzahl/ml berechnet. 

3.3.2.7 Identifizierung der Milchdrüsenepithelzelle 

Mit der Anfärbung des Cytokeratins, welches nur in Epithelzellen vorkommt, 

können diese von anderen Zellen, wie z.B. Fibroblasten oder Myoepithelzellen, 

unterschieden werden. 

Der Nachweis von Epithelzellen wurde an angezüchteten und von Fibroblasten 

aufgereinigten pbMEC durchgeführt. Der Nachweis erfolgte an Zellen, wie sie zu 

Versuchsbeginn vorlagen. 

Die abgelösten pbMEC wurden nach dem Zentrifugieren in PBS aufgenommen 

und auf eine Zelldichte von 5 x 106/ml eingestellt. 

Als Negativkontrolle für die Cytokeratinfärbung wurden mit Biocoll® separierte 

bovine PMN eingesetzt, die ebenfalls auf eine Dichte von 5 x 106/ml eingestellt 

wurden. 
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Damit der Anti-Cytokeratin-Antikörper binden konnte, wurden die Zellen 

zunächst in Methanol fixiert. Dafür wurden 3ml der Zellsuspension mit 7ml 

eisgekühltem Methanol in einem 15ml-Röhrchen mit Hilfe des Mischshakers gut 

durchmischt. Für die Negativkontrolle wurden reine PMN verwendet oder eine 

Mischung aus jeweils 1,5ml pbMEC-Suspension und 1,5ml 

Granulozyten-Suspension. Anschließend erfolgte die Konservierung durch 

Inkubation der Röhrchen in Eis für eine Stunde. 

Damit das Methanol entfernt werden konnte, mussten die Zellen zentrifugiert 

werden (240 x g; 10min; RT). Nach Dekantieren der Überstände wurde das 

Zellpellet mit PBS resuspendiert und in ein 50ml-Röhrchen überführt, das 

anschließend mit PBS aufgefüllt wurde. Durch wiederholtes Zentrifugieren (je 

250 x g; 5min; 4°C) und Dekantieren des Überstandes waren die Zellen für die 

Färbung fixiert. 

Für die Färbung wurden die Zellen in dem nach Dekantieren verbleibenden 

Restüberstand durch Klopfen gelöst und 20µl des 1:100 in PBS verdünnten pan-

FITC markierten Anti-Cytokeratin-AK hinzupipettiert. Nach Mischen auf dem 

Schüttler erfolgte die Inkubation im Kühlschrank bei 4°C über 45min. 

Zur Messung im Durchflusszytometer wurden die Proben mit 500µl PBS in ein 

FACS-Röhrchen überführt. Es wurden 5000 Events gemessen (siehe 

Abbildung 6).  

 



3 Geräte, Material und Methoden     64 

 

Abbildung 6: Durchflusszytometrische Identifizierung der cytokeratin-

positiven Milchdrüsenepithelzellen 

Dargestellt sind links die Vorwärts- gegen Seitwärtsstreulicht-Dotplots, wodurch die 

Zellen morphologisch nach Größe und Komplexität differenziert abgebildet werden (A; 

 

 

 

 

Granulos EK .008

FSC-H

0
10

1
10

2
10

3
10

4
10

S
S

C
-H

0

256

512

768

1024

PMN

A

NK EK .003

FSC-H

0
10

1
10

2
10

3
10

4
10

S
S

C
-H

0

256

512

768

1024

pbMEC

C

NK EK .003

FL1-H

0
10

1
10

2
10

3
10

4
10

S
S

C
-H

0

256

512

768

1024

98,82% 1,18%

D

Granulos EK .008

FL1-H

0
10

1
10

2
10

3
10

4
10

S
S

C
-H

0

256

512

768

1024

0,45%99,55% 0,45%99,55%

B

Cytokeratin final 5 EK .007

FSC-H

0
10

1
10

2
10

3
10

4
10

S
S

C
-H

0

256

512

768

1024

pbMEC

E 

Cytokeratin final 5 EK .007

FL1-H

0
10

1
10

2
10

3
10

4
10

S
S

C
-H

0

256

512

768

1024

9,95% 90,05%

F

  

  

  



3 Geräte, Material und Methoden     65 

C; E). Die rechts abgebildeten Dotplots zeigen die Grünfluoreszenz gegen die 

Komplexität der Zellen (B; D; F). A und B: mit dem Anti-Cytokeratin-AK gefärbte reine 

PMN, die als Negativkontrolle eingesetzt wurden; C und D: ungefärbte fixierte Zellen, 

wovon 50% pbMEC und 50% PMN (Cytokeratin negativ) waren; E und F: Kulturzellen, 

die mit fluoreszenzmarkierten Anti-Cytokeratin-AK gefärbt wurden. In Abbildung F sind 

die cytokeratinpositiven pbMEC im rechten unteren Quadranten abgebildet, sie werden 

aufgrund des fluoreszierenden FITC-gekoppelten Anticytokeratin-AK im Fl1-Kanal 

erfasst.  

3.3.2.8 Vitalitätsnachweis bei den Kulturzellen 

Der Vitaliätsnachweis erfolgte nach Lebend-Tot-Färbung der Kulturzellen im 

Durchflusszytometer. Die Zellen (pbMEC und MAC-T) wurden unmittelbar nach 

Versuchsabschluss enzymatisch vom Kulturgefäß gelöst und nach Waschen (250 

x g; 10min; RT) in 50ml Wachstumsmedium auf eine Zelldichte von 5 x 106/ml 

eingestellt. 500µl der in PBS resuspendierten Zellen wurden mit 5µl des 

rotfluoreszierenden Propidiumjodid und mit 5µl Sybr® 14 versetzt. Nach Zugabe 

der Farbstoffe wurde der Ansatz mit dem Schüttler gemischt und anschließend für 

15min bei 37°C inkubiert. Im Durchflusszytometer wurden 5000 Events 

ausgewertet. Die nur mit Sybr® 14 gefärbten grünfluoreszierenden, lebenden 

Zellen wurden im FL1-Kanal erfasst. Tote oder membrangeschädigte Zellen 

fluoreszierten grün-rot oder nur rot (FL3; siehe auch Abbildung 7).  
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Abbildung 7: Lebend-Tot-Färbung der Kulturzellen 

Dargestellt sind als Dotplot die mit Sybr® 14 und Propidiumjodid gefärbten Kulturzellen. 

Im linken oberen Quadranten befinden sich die toten oder membrangeschädigten Zellen 

(PJ-positive Zellen), im linken unteren Quadranten die lebenden, nur mit Sybr® 14 

angefärbten Zellen. Achsenbezeichnung: FL1 = Fluoreszenzkanal 1 (Grünfluoreszenz); 

FL3 = Fluoreszenzkanal 3 (Rotfluoreszenz) 

3.3.3 Methoden für ein In-vitro-Modell zur LPS-Toleranz 

3.3.3.1 Herstellen der LPS-Präparation für die Stimulationsversuche 

LPS (L2630 von Sigma) wurde nach Herstelleranweisung in PBS gelöst. Die 

Stocklösung lag in einer Konzentration von 1000µg/ml vor. Sie wurde aliquotiert 

und bei -20°C gelagert. Für die Stimulationsversuche wurden Verdünnungsreihen 

aus der Stocklösung in serumfreiem Zellkulturmedium hergestellt. Für die 

Stimulationsversuche in den Zellmodellen mit MAC-T war eine Konzentration 

von 100µg/ml LPS im Kulturmedium erforderlich. Hierfür wurde das LPS in 

serumfreiem Zellkulturmedium gelöst, da FKS allein schon immunmodulative 

(auch chemoattraktive) Eigenschaften hat. 
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3.3.3.2 In-vitro-Modell für den Nachweis einer LPS-Toleranz bei der 

pbMEC und der MAC-T 

Der Versuchsaufbau zum Nachweis einer möglichen LPS-Toleranz wurde für die 

pbMEC wie auch für die MAC-T identisch gehalten, um eine Vergleichbarkeit zu 

gewährleisten: Grundprinzip des Entzündungsmodells war eine wiederholte 

Exposition der Zellen mit LPS in gleichbleibender Konzentration. Es sollte dabei 

die immunologische Reaktion der Zelle zwischen vorstimulierten („geprimten“) 

und nicht-vorstimulierten („nicht geprimten“) Zellen verglichen werden. Dazu 

wurden die Zellkulturüberstände auf ihre PMN-modulierende Kapazität geprüft. 

Zum Einsatz kamen PMN-Funktionstests wie Chemotaxis-, ROS- und 

Phagozytose-Assay. 

Für den Versuch wurden die Zellen, wie in 3.3.2.3 und 3.3.2.5 beschrieben, 

angezüchtet und auf 6-Well-Platten umgesetzt. Etwa 24h nach Umsetzen waren 

die Zellen zu einem konfluenten Monolayer angewachsen. Nun erfolgte die erste 

Stimulation („Priming“) der Zellen. Hierfür wurden die Zellen viermal gründlich 

mit vorgewärmten PBS gewaschen, um störendes Serum aus der Kultur zu 

entfernen. Anschließend wurden die Zellen mit LPS, das in serumfreiem 

Zellkulturmedium gelöst war, für 14h stimuliert. Die LPS-Konzentration für die 

Stimulation der pbMEC betrug 20µg LPS/ml, diejenige für die MAC-T 100µg/ml. 

Diese Dosierungen wurden aufgrund der Dosis-Wirkungsversuche gewählt, da sie 

sicher wirksam waren (siehe 4.2.1.3). Nach der Inkubation bei 37°C und 5% CO2 

wurden die Überstände nach dreimaligem vorsichtigen Resuspendieren in 

Eppendorfgefäße überführt und bei -80°C gelagert. Um das LPS aus der Kultur zu 

entfernen, wurden die Zellen viermal mit 37°C warmen PBS gewaschen und für 

die Ruhephase mit serumhaltigem (10%FKS) Kulturmedium gefüttert. Nach der 

Ruhephase wurden die Zellen entsprechend der ersten Stimulation ein zweites 

Mal mit der gleichen LPS-Präparation behandelt. Damit ein Toleranzeffekt 

nachgewiesen werden kann, wurden die Zellen, wie in Abbildung 8 schematisch 

dargestellt, in unterschiedlichen Kombinationen mit und ohne LPS behandelt. 

Nach der 2. Stimulation wurden die Zellkulturüberstände entsprechend der 

1. Stimulation behandelt und bis zur weiteren Analyse bei -80°C kryokonserviert. 

Nach Abschluss des Versuches wurden die Zellen auf ihre Vitalität geprüft. 
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3.3.4.2 Gewinnung der polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten 

(PMN) aus dem Blut 

Die Blutgewinnung wurde mit einem Vacutainerröhrchen mit Natrium-Heparinat 

als Antikoagulanz durchgeführt. Für die Gewinnung der PMN wurden 15ml des 

Vollblutes 1:2 mit PBS verdünnt und in einem 50ml-Röhrchen vorsichtig über 

15ml Biocoll® geschichtet. Anschließend erfolgte die 

Dichtegradientenzentrifugation bei 1300 x g für 30min bei 10°C ohne Bremse. 

Danach wurden das Plasma und die Interphase mit den mononukleären Zellen 

abgenommen. Im Röhrchen verblieb das Erythrozytensediment mit den 

eosinophilen und neutrophilen Granulozyten. Durch zweimalige hypotone Lyse 

konnten die roten Blutzellen entfernt werden. Das Erythrozytensediment wurde 

auf 10ml mit PBS (4°C) aufgefüllt und resuspendiert. Mit 20ml Aqua dest. (4°C) 

unter ständigem Schwenken lysierten die Zellen. Um den Lyseprozess zu stoppen, 

wurden 20ml doppelt konzentriertes PBS zugegeben. Nach Zentrifugation (220 x 

g; 8min; 4°C) wurde entsprechend eine zweite Lyse durchgeführt, damit noch 

verbliebene Erythrozyten entfernt werden konnten. Das Zellsediment wurde noch 

einmal in PBS aufgenommen und zentrifugiert (=Waschgang). Nach Verwerfen 

des Überstandes wurden die Granulozyten in dem für den jeweils nachfolgenden 

Versuch eingesetzten Medium (PBS oder Zellkulturmedium) aufgenommen und 

nach Auszählung im Sysmex® auf die gewünschte Dichte (5 x 106 PMN/ml) 

eingestellt.  

3.3.4.3 Zellzahlbestimmung der Granulozyten  

Die separierten PMN wurden mit dem Sysmex®, einem automatischen 

Hämatologiegerät, bestimmt. Hierfür mussten 100µl der separierten 

Zellsuspension in die Aufnahmeposition des Gerätes gestellt und hämatologisch 

gemessen werden. Der Anteil der PMN betrug jeweils >90%. 

3.3.4.4 Durchflusszytometrie 

Mit der Durchflusszytometrie können Partikel nach Größe und 

Oberflächenbeschaffenheit charakterisiert werden. Bei dieser Methode werden 

einzelne Zellen in einem Probenführungssystem durch einen Laserstrahl geleitet. 

Die Probenauswertung in der vorliegenden Arbeit wurde mit dem FACScan® 

durchgeführt, der einen Argonlaser mit einer Lichtemission von 488nm hat. Dabei 
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wird gestreutes Licht in der Richtung des Laserstrahls als sogenanntes 

Vorwärtsstreulicht (Forward Scatter, FSC) oder als Seitwärtsstreulicht (Side 

Scatter, SCC) erfasst. Mit der Vorwärtsstreuung werden die Partikelgröße und 

dessen Refraktionsindex charakterisiert. Die Seitwärtsstreuung beschreibt die 

Komplexität der Partikel (Oberflächenbeschaffenheit und Granularität). Die 

erfassten Signale werden an einen Computer weitergeleitet. Dieser speichert diese 

Daten und kontrolliert die Geräteeinstellungen.  

Das Gerät kann zudem eine durch den Laserstrahl verursachte 

Fluoreszenzinduktion in drei verschiedenen Lichtspektren erfassen: 

Grünfluoreszenz der Wellenlänge 515-545nm (Fluoreszenzintensität 1, FL1), 

Orangefluoreszenz der Wellenlänge 564-606nm (FL2) und Rotfluoreszenz mit 

einer Wellenlänge über 600nm (FL3). Jeder Partikel bzw. jede Zelle wird folglich 

durch fünf verschiedene Parameter (FSC, SSC, FL1, FL2 und FL3) charakterisiert 

und als Messereignis festgehalten. 

Die Auswertung der Daten erfolgte mit der Software FCS Express V3. Die 

Ergebnisse wurden mehrparametrisch als Punktediagramme (sogenannte 

„Dotplots“) oder als Dichtediagramme dargestellt. Für die Vergleichbarkeit 

wurden die Messungen der Proben jeweils bei gleichen Einstellungen („settings“)  

des Durchflusszytometers durchgeführt. 

3.3.4.5 PMN-Transmigrationsassay 

Mit der Transmigrationskammer steht eine Technik zur Verfügung, um das 

Migrationsverhalten der PMN in vitro zu testen. Die 10-Well-

Transmigrationskammer besteht aus einer Acrylbodenplatte (50x101x11mm), 

einer Acryldeckplatte (50x101x6mm), einer Silikondichtungsmatte und 

6 Schraubenmuttern. In die Bodenplatte sind 10 Rundbodenvertiefungen mit 

einem Fassungsvolumen von 415µl eingearbeitet, die mit den durchgehenden 

Bohrungen der Deckplatte korrespondieren. Beim Zusammenbau werden die 

Kompartimente der Acrylpatten durch eine zwischengelegte 

Polycarbonatmembran getrennt, die gleichzeitig den Boden der Vertiefungen der 

oberen Platte bildet. Die entsprechend den Bohrungen der Acrylplatte mit 

Löchern ausgestattete Silikonmatte wird zwischen beide Platten platziert und 

dient der Abdichtung. In der Bodenplatte sind entsprechende Gewindestangen 

verankert, die beim Zusammensetzen der Kammer durch entsprechende 




