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|I. EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

Die Mastitis stellt eine der am weitest verbreiteten und kostenintensivsten Erkran-
kungen in Milchviehherden dar. Etwa 30 % der Milchkiihe erkranken j&hrlich an
einer Mastitis. Die meisten Mastitiden werden durch intramammaére bakterielle
Infektionen verursacht. Als bedeutendste bakterielle Mastitiserreger gelten nach
wie vor Staphylococcus aureus (S. aureus), welcher vor allem schwer therapierba-
re subklinische Mastitiden verursacht und Escherichia coli (E. coli) als Hauptver-
ursacher schwerwiegender klinischer Mastitiden. Innerhalb der letzten Jahrzehnte
hat der Umweltkeim Streptococcus uberis (Sc. uberis) dariiber hinaus eine groRRe
Bedeutung als Verursacher sowohl Kklinischer als auch subklinischer Mastitiden

gewonnen.

Die derzeitigen Praktiken zur Mastitis-Prophylaxe basieren Gberwiegend auf einer
optimierten Melkhygiene, der Reduzierung des Keimdrucks in der Umwelt und
dem Einsatz antibiotischer Trockensteller. Zur Therapie bestehender Euterentziin-
dungen wird derzeit Gberwiegend eine Behandlung mit Antibiotika durchgefiihrt.
Hieraus ergibt sich, dass bis zu 80 % des Antibiotika-Einsatzes bei Milchkihen
auf Therapie und Prophylaxe von Mastitiden zurlickgehen. Dieser hohe Antibioti-
ka-Einsatz wird hinsichtlich eines Rickstandsrisikos im Lebensmittel Milch und

der Foérderung von Resistenzen zunehmend kritisch bewertet.

Antimikrobielle Peptide (AMP) sind wesentliche Komponenten des angeborenen
Immunsystems. lhr Potential, Mikroorganismen zu bekdmpfen, hat ihnen auch die
Bezeichnung ,,natiirliche Antibiotika“ verlichen. Die AMP agieren iiberwiegend
sowohl gegen grampositive als auch gramnegative Bakterien und haben (ber
Jahrmillionen keine erwadhnenswerte Resistenzbildung bei Prokaryoten hervorge-
rufen. Neben der induzierten Expression als Antwort auf Pathogene kann die Ex-
pression auch konstitutiv erfolgen. Letzteres gilt vor allem fiir ,,Grenzgewebe®,
welche standiger mikrobieller Besiedlung und mdglicher Invasion von Pathoge-
nen ausgesetzt sind. Hiervon sind vor allem Haut- und Schleimhautoberflachen
betroffen. Die bovine Milchdriise hat sich entwicklungsgeschichtlich aus einer
Hautdriise entwickelt und exprimiert nachweislich eine groBe Anzahl an AMP.
Auch immigrierende Entziundungszellen im Euter und der Milch kénnen nach

Erregerkontakt eine Vielzahl an AMP freisetzen. Dies gilt als ein Schlusselme-
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chanismus, welcher die Vermehrung von Erregern eingrenzen und die Erreger-

Eliminierung im Rahmen einer intramammaren Infektion vorantreiben soll.

Vor diesem Hintergrund war es ein Ziel der vorliegenden Arbeit, die Wirksamkeit
ausgesuchter boviner AMP gegen die pradominanten Mastitis-Pathogene E. coli,
S. aureus und Sc. uberis in vitro zu untersuchen. Zur Bearbeitung dieser Frage-
stellungen sollten Testverfahren auf lhre Eignung gepriift werden, die Wirksam-
keit kommerziell erhaltlicher AMP gegeniiber Mastitis-Pathogenen nachweisen zu
kdnnen. Weiterhin sollten bovine Milchdriisenepithelzellen und neutrophile Gra-
nulozyten in funktionellen Studien in vitro auf direkte und indirekte antimikrobi-
elle Wirkungen untersucht werden, da sie als Hauptquelle fir AMP im Euter gel-

ten.

Die Problematik wachsender Bakterienresistenzen gegeniiber Antibiotika hat in
den letzten Jahren verstarkt dazu gefiihrt, nach neuen therapeutischen und prophy-
laktischen Ansétzen durch gezielte Forderung angeborener Immunmechanismen
zu suchen. Einer dieser Ansétze basiert darauf, dass es durch wiederholten Wirts-
kontakt mit Pathogenen oder deren Bestandteilen zu einer gesteigerten Induzier-
barkeit von AMP in Geweben kommen kann. Dieser Effekt beruht nach neueren
Erkenntnissen unter anderem auf einer gesteigerten Transkription antimikrobieller
Faktoren aufgrund epigenetischer Veranderung der Chromatin-Struktur. Bei der
bovinen Mastitis konnte im Vorfeld bereits aufgezeigt werden, dass eine gezielte
Stimulation des Euters mit Lipopolysaccharid (LPS) von E. coli eine nachfolgen-
de klinische E. coli-Mastitis abmilderte und die Erreger-Elimination verbesserte.
Im Rahmen dieser Arbeit sollte Gberpruft werden, ob durch eine intramammare
LPS-Vorbehandlung in vivo die Bereitschaft zur gesteigerten Expression von
AMP nach Pathogen-Kontakt positiv gefordert werden kann. Dies sollte mit Blick
auf die Frage geschehen, ob die gezielte Induktion von wirtseigenen AMP zukinf-
tig bei der Infektionsabwehr in der bovinen Milchdrise zum Einsatz kommen

kann.

Die vorliegende Arbeit ist Teil eines Gesamtkonzeptes zur Untersuchung der Be-
teiligung wirtsseitiger Abwehrprozesse bei der Pathogen-spezifischen Mastitis.
Durch eine gezielte Beeinflussung der wirtsseitigen Responsivitat und der lokalen
Expression antimikrobieller Faktoren im Euter sollen langfristig neue Wege fiir

die Mastitisprophylaxe und -therapie eréffnet werden. Dabei soll darauf abgezielt
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werden, selektiv das angeborene Immunsystem in eine erhdhte Alarmbereitschaft

versetzen zu kénnen, um die Etablierung von Mastitiden zu verhindern.
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I1.LITERATURUBERSICHT

1 Die Mastitis des Rindes

Unter einer Mastitis versteht man die Entziindung der Milchdrise. Die Mastitis
des Rindes stellt eine Faktorenerkrankung dar, bei der eine ganze Reihe endoge-
ner und exogener Faktoren eine entscheidende Rolle dafur spielen, ob sich intra-

mammére Infektionen mit Gberwiegend bakteriellen Erregern etablieren.

1.1 Bedeutung

Eine Entziindung der Milchdrise kann das Wohlbefinden der betroffenen Tiere
stark beeintrachtigen, ihnen Schmerzen und Leiden zufligen und zu lebensbedroh-
lichen Zusténden fiihren. Neben der Beeintrachtigung des Tierwohls entstehen der
Milchwirtschaft erhebliche 6konomische Verluste (ROLLIN et al., 2015).

Die Mastitis stellt eine der am weitverbreitesten und kostenintensivsten Erkran-
kungen in Milchviehherden dar. Etwa 30 % der Milchkiihe erkranken j&hrlich an
einer Mastitis (TENHAGEN et al., 2006). Der Gewinn der landwirtschaftlichen
Betriebe wird dabei ebenso bedroht, wie der Ruf der Milchwirtschaft vor dem
Hintergrund der Lebensmittelsicherheit. Dies resultiert in erster Linie aus den fi-
nanziellen Verlusten durch eine Reduktion der Milchmenge und Milchqualitét
sowie Behandlungs- und Remontierungskosten (HOGEVEEN et al., 2011). Durch
den vermehrten Einsatz von Antiinfektiva steigt das Rickstandsrisiko in der
Milch und das Aufkommen gegen herkdmmliche Antibiotika resistenter Keime
an. Dies kann die Lebensmittelsicherheit und die Gesundheit der Bevdlkerung
nachhaltig beeintrachtigen (DE VLIEGHER et al., 2012).

Die Schatzungen uUber tatsdchliche Kosten von Mastitiden decken eine grolie
Bandbreite ab. So ergab eine Studie, dass die Kosten fiir eine durch gramnegative
Bakterien verursachte Mastitis bei ca. 211 US Dollar liegen (CHA et al., 2011).
Der grolite Anteil der Kosten entfiel in diesem Fall auf die EinbuRen der Milch-
menge. Bei Mastitiden durch grampositive Bakterien fielen hingegen durch-

schnittlich 133 US Dollar an, wobei hier in erster Linie die Behandlungenkosten
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dominierten (CHA et al., 2011). STEENEVELD et al. (2011) untersuchten die
unterschiedlich anfallenden Kosten bei Mastitiden vor dem Hintergrund von finf
verschiedenen Behandlungsschemata und den damit verbundenen wirtschaftlichen
EinbuBen. Die preislichen Unterschiede dieser spezifisch fur Einzeltiere ausge-
wahlten Behandlungen waren geringfligig (224-275 US Dollar). Es zeigte sich
allerdings, dass der vermehrte Einsatz von Antibiotika die Behandlungskosten pro

Tier deutlich steigerte.

Die groRten wirtschaftlichen Verluste entstehen, wenn Tiere aufgrund von Masti-
tiden aus der Herde abgehen missen. Da die Aufzucht- und Remontierungskosten
sehr hoch sind, lohnt sich in vielen Féllen die Behandlung von Mastitiden, wenn
sie eine weitere Nutzung des Tieres ermdglichen. Die hochsten Einbufen entste-
hen, wenn ein Tier bereits in der ersten Laktation am Ende des ersten Laktations-
monats entfernt wird. Die geschéatzten Verluste belaufen sich ohne Behandlung
auf bis zu 1.050 €, mit Behandlung vor der T6tung auf bis 1.350 € (HEIKKILA et
al., 2012).

1.2 Pathogenese

Die meisten Mastitiden werden durch intramammare bakterielle Infektionen ver-
ursacht (SCHUKKEN et al., 2011). In der Mehrheit der Félle dringen die ursach-
lichen Erreger durch den Strichkanal in das Innere der Milchdrise ein. Sind die
Bakterien einmal im milchleitenden Kompartiment (Zitzen- und Drisenzisterne,
Milchgénge) angelangt, vermehren sie sich und setzen sich Erreger-abhangig im
Driisengewebe fest. Der Schweregrad der Entziindungsreaktion ist Pathogen-
spezifisch sehr unterschiedlich stark ausgepragt und reicht von akuter klinischer
Mastitis bis hin zur subklinischen, chronischen Mastitis (WELLNITZ und KERR,
2004).

Als bedeutendste bakterielle Mastitis-Erreger gelten Staphylococcus aureus
(S. aureus), Streptococcus uberis (Sc. uberis) und Escherichia coli (E. coli). Das
gramnegative Bakterium E. coli z&hlt zu den wichtigsten Erregern akuter, Klini-
scher Mastitiden (BURVENICH et al., 2003). Es kommt ubiquitar in der Umwelt
der Kuh vor und infiziert das Euter tiber Verunreinigungen und Verschmutzungen

vor allem mit Kot. Im Gegensatz dazu werden subklinische Mastitiden meistens
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durch grampositive Bakterien, allen voran S. aureus, verursacht. Hierbei kommt
es meistens zu persistierenden und schwer therapierbaren Euterinfektionen.
S. aureus gehort zu den Kuh-assoziierten Erregern, fiir welche die Ubertragung
von Tier zu Tier die wichtigste Infektionsquelle darstellt (SCHUKKEN et al.,
2011). Dariuiber hinaus hat Sc. uberis innerhalb der letzten Jahre zunehmend an
Bedeutung gewonnen. Der Umwelt-assoziierte Keim verursacht haufig zunéchst
subklinische Mastitiden, die sich im weiteren Verlauf aber auch in klinische
Mastitiden unterschiedlichen Schweregrades verwandeln kénnen (LEIGH et al.,
2004).

1.3 Therapie

Die derzeitigen therapeutischen Herangehensweisen mittels Antibiotika verfolgen
uberwiegend das Ziel, die wirtschaftlichen Verluste von Mastitiden zu reduzieren.
Hierbei soll eine mdglichst frihe Diagnosestellung einer sofortigen Behandlung
des Tiers mit einem Antibiotikum vorangehen. Gegebenenfalls wird die Wahl des
Wirkstoffs nach erfolgter bakteriologischer Untersuchung und Resistenztest ange-
passt (TIWARI et al., 2013). Heutzutage werden in modernen Milchviehherden
etwa 80 % aller Antibiotika zur Prévention oder Behandlung von Mastitis einge-
setzt (POL und RUEGG, 2007). Zwei Drittel davon werden intramammar verab-
reicht, entweder zum Trockenstellen der Tiere (28 %) oder zur Behandlung klini-
scher Mastitiden (38 %). Das verbleibende Drittel entféllt auf die parenterale Ga-
be von Antibiotika zur Mastitis-Therapie. Alleine in einem Milchviehbetrieb mit
ca. 4000 Tieren im Staat New York zeigte sich im Jahr 2013 ein Verbrauch von
insgesamt 493 kg Antibiotika. Hiervon entfiel der Uberwiegende Anteil auf die
Mastitis Behandlung (DOANE und SARENBO, 2014).

Die Therapie von E.-coli-Mastitiden mit Antibiotika wird derzeit nicht mehr un-
eingeschrankt empfohlen. Bei einer E. coli-Mastitis mit milden oder moderaten
klinischen Symptomen sollte der Einsatz von Antibiotika beispielsweise nicht das
erste Mittel der Wahl sein. Hier sollte zunéchst die symptomatische Therapie ge-
gen die durch LPS verursachten klinischen Anzeichen im Vordergrund stehen
(SUOJALA et al., 2013). Dies beinhaltet eine antiinflammatorische Behandlung
mittels nichtsteroidaler Antiphlogistika oder Glukocortikoiden, Flissigkeitsthera-
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pie und haufiges Ausmelken (ERSKINE et al., 2003; SUOJALA et al., 2013). Bei
schweren akuten klinischen Mastitiden ist zusatzlich eine parenterale Antibiotika-
therapie angezeigt, um der Gefahr einer Bakteridmie entgegen zu wirken. Die
Wirksamkeit einer intramammaéren Gabe von Antibiotika im Falle einer E. coli-
Mastitis ist nicht hinreichend bewiesen weshalb ihre routineméRige Anwendung
als nicht notig erachtet wird. (SUOJALA et al., 2013). Die Infektion ist meist
selbstlimitierend und die Entziindungserscheinungen heilen oft spontan nach 4-6
Tagen ab (OLIVEIRA und RUEGG, 2014).

Als ein weiterer wichtiger Verursacher von Euterinfektionen gilt S. aureus. Im
Gegensatz zur E. coli-Mastitis wird die intramammére Antibiotikatherapie gegen
Infektionen durch Gram positive Erreger wie Streptococcus spec. oder S. aureus
ublicherweise empfohlen (LAGO et al., 2011) und auf weitere Applikationswege
verzichtet. Kombinierte Therapien mit einem zusatzlich parenteral verabreichten
Antibiotikum zeigen keine hoheren Heilungsraten (BARKEMA et al., 2006). Die
Heilungsraten fiir durch S. aureus hervorgerufene Mastitiden variieren stark. Ne-
ben den Behandlungsstrategien wird die Heilung malRgeblich von der Behand-

lungsdauer und von Kuh- und Pathogen-assoziierten Faktoren beeinflusst.

BARKEMA et al. (2006) zeigten, dass der wichtigste Faktor in Bezug auf die
Therapie, die Dauer der antibiotischen Behandlung ist. Eine ausgedehnte intra-
mammaére Behandlung uber 5-8 Tage stellt fur S.-aureus-Mastitiden noch ver-
gleichbar die beste therapeutische Option dar (ROY und KEEFE, 2012), obwohl
die Prognose hinsichtlich einer bakteriologische Ausheilung sehr vorsichtig zu
stellen ist. Die Erfolgsaussichten einer Behandlung sinken mit steigender Anzahl
infizierter Viertel, mit zunehmendem Alter des Tieres und Chronizitéat der Infekti-
on, sowie mit ansteigenden Werten der somatischen Zellzahl (SCC; somatic cell
count) und zunehmender Bakterienzahl in der Milch, weshalb von einer Behand-
lung solcher Tiere abgeraten werden sollte (BARKEMA et al., 2006). Behand-
lungswiirdige Tiere sollten daher sorgfaltig ausgewahlt werden. Flr kontagiose
Erreger wie S. aureus ist es wichtig, die infizierten Tiere sehr friih zu erkennen,
um das Risiko der Verschleppung innerhalb der Herde moglichst gering zu halten
(BARKEMA et al., 2006).

Das antibiotische Trockenstellen ist in Milchviehherden der Vereinigten Staaten

aber auch in weiten Teilen Europas zur gangigen Praxis geworden. Es werden
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pauschal alle Euterviertel eines Tieres intramammar antibiotisch behandelt, auch
wenn die Milch bakteriologisch negativ ist (POL und RUEGG, 2007). Wéhrend
der Zeit des Trockenstehens besteht das grofite Risiko (61 %) fur das Auftreten
neuer intramammarer Infektionen (SMITH et al., 1985; TIWARI et al., 2013).
Durch die Behandlung der Tiere mit tber lange Zeit wirksamen Antibiotika zum
Trockenstehen soll einerseits die Heilung bereits vorhandener intramammaéren
Infektionen erreicht werden und zum anderen die Kuh vor neuen intramammaren
Infektionen in der frihen Phase des Trockenstehens geschitzt werden
(CAMERON et al., 2014). Ohne antibiotisches Trockenstellen liegt die Inzidenz
fur klinische Mastitis 1,7-fach hoher (SCHERPENZEEL et al., 2014). Die relative
Reduktion der Inzidenz fir neue intramamméare Infektionen wahrend des Tro-
ckenstehens wurde von Robert et al. (2006) auf 33-53 % auf Viertelebene ge-
schatzt, wobei dies je nach beteiligtem Pathogenen variierte. Der grolte Effekt
wird demnach gegeniber intramammaren Infektionen mit Streptokokken erreicht
(57-68 %), wohingegen der Schutz gegenuber Koagulase negativen Streptokok-
ken (KNS) und koliformen Erregern sehr begrenzt scheint. Die Zeit des Trocken-
stehens bietet die beste Phase, um infizierte Euterviertel zu therapieren, da keine
wirtschaftlichen EinbuRen durch das Lieferverbot der Milch von behandelten Tie-
ren entstehen und so die Rlckstandgefahr ebenso reduziert ist. Etwa 30-70 % der
Viertel heilen bakteriologisch wéhrend dieser Zeit aus (ERSKINE et al., 2003).

Die Einflihrung von antibiotischen Trockenstellern brachte zunachst einen grof3en
Nutzen zur Prévention von Mastitis und ist vielerorts nach wie vor eine empfohle-
ne Methode. Dennoch wird im Hinblick auf die 6ffentliche Gesundheit der pra-
ventive Einsatz von Antibiotika zunehmend in Frage gestellt (SCHERPENZEEL
et al., 2014). Auf Grund der Problematik von Rickstdanden und der Entstehung
von Resistenzen sollten der angemessene Gebrauch und der verninftige Einsatz
von Antibiotika bei Lebensmittelliefernden Tieren zugunsten der 6ffentlichen
Gesundheit im Vordergrund stehen (POL und RUEGG, 2007; OLIVEIRA und
RUEGG, 2014). Die Forderung, den Antibiotikaeinsatz zur Prévention und Be-
handlung von Euterentzindungen zu reduzieren, stellt in der Zukunft neue Her-

ausforderungen an Wissenschaftler, Tierdrzte und Landwirte.
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2 Abwehrmechanismen der bovinen Milchdriise

Um in die Milchdrlse eingedrungene Pathogene zu eliminieren, wird das Immun-
system aktiviert. Im Rahmen dieser Abwehrreaktion kommt es zum Zusammen-
spiel einer Vielzahl von zelluléren und humoralen Faktoren (OVIEDO-BOYSO et
al., 2007).

2.1 Zellulare Faktoren

Der Kontakt zwischen eingedrungenen Bakterien mit Epithelzellen und Leukozy-
ten fuhrt zu einer Stimulierung des angeborenen Immunsystems (WELLNITZ und
BRUCKMAIER, 2012). Die Leukozyten liegen entweder in der Milch oder ge-
webesténdig vor (RAINARD und RIOLLET, 2003). Hierzu zéhlen tberwiegend
Granulozyten, Makrophagen und lymphoide Zellen (M. PAAPE et al., 2002;
BURTON und ERSKINE, 2003).

Neben der Synthese einer Vielzahl von Milchinhaltsstoffen stellen die Milchdri-
senepithelzellen als Grenzflache zwischen dem Organlumen (Zisterne, Milchgan-
ge, Alveolen) und dem Eutergewebe eine wichtige Barriere gegentber Mikroor-
ganismen dar (GRIESBECK-ZILCH et al., 2008). Die Epithelzellen der Milch-
drise sind in der Lage, Erreger-spezifische, phylogenetisch hochkonservierte Mo-
lekul-Muster (PAMPs; pathogen associated molecular patterns) tber Toll-like-
Rezeptoren (TLR) zu erkennen (PETZL et al, 2008; WELLNITZ und
BRUCKMAIER, 2012). In diversen Studien konnte die Beteiligung der Milchdri-
senepithelzellen an der Immunabwehr aufgezeigt werden, entweder ber die Ge-
nerierung entzindungsférdernder Signale oder die Produktion antimikrobieller
Molekiile (GOLDAMMER et al., 2004; WELLNITZ und KERR, 2004;
GRIESBECK-ZILCH et al.,, 2008; FU et al.,, 2013; GILBERT et al.,, 2013;
ZBINDEN et al., 2014)

Die Milch einer eutergesunden Kuh weist tiblicherweise einen somatischen Zell-
gehalt <100.000/mL auf. Hierbei wird das Zellbild Gberwiegend durch lymphoide
Zellen dominiert (MEHNE et al., 2010). Im Falle einer Mastitis kommt es zu ei-
nem Anstieg des SCC in der Milch. Dies beruht tberwiegend auf der Einwande-

rung neutrophiler Granulozyten (PMN; polymorphonuclear neutrophils) ins
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Milchdrisengewebe als Reaktion auf proinflammatorische Zytokine und Chemo-
kine. Diese chemoattraktiven Stoffe werden nach Erregererkennung von Makro-
phagen und epithelialen Zellen freigesetzt (M. PAAPE et al., 2002; OVIEDO-
BOYSO et al.,, 2007). Durch die Einwanderung der neutrophilen Granulozyten
steigt ihr Anteil an den Leukozyten auf Gber 90 % (M. PAAPE et al., 2002) und
sie beherrschen damit das Zellbild der Milch wéhrend einer Mastitis (OVIEDO-
BOYSO et al.,, 2007). Am Ort der Entziindung phagozytieren immigrierende
PMN die intramammaren Erreger. Diese sind dariber hinaus durch opsonisieren-
de Antikorper oder Komplementfaktoren fir die PMN besser erkennbar
(BURTON und ERSKINE, 2003). In der Milchdruse gilt die Phagozytose durch
PMN als die effektivste Abwehr gegentber bakterieller Infektionen (M. PAAPE
et al., 2002). Neben der Phagozytose ist der sauerstoffabhingige ,,Respiratory
Burst“ ein weiterer wichtiger Wirkmechanismus der PMN. Es kommt hierbei zur
Freisetzung von Superoxid und Hydrogenperoxid, welche mit der Membran des
Phagosoms interagieren. AuBerdem werden die Ribonukleinsdure (RNA; ribonu-
cleic acid), Desoxyribonucleinsdure (DNA; deoxyribonucleic acid) und Proteine
der Bakterien durch die Bildung von Sauerstoff- und Hydroxylradikalen gesché-
digt (BURTON und ERSKINE, 2003; M. J. PAAPE et al., 2003). Die Granula der
PMN enthalten weiterhin antimikrobiell wirksame Proteine, wie Defensine, Lakt-
oferrin, Bactenezin und Lysozym (SORDILLO et al., 1997). Eine schnelle Rekru-
tierung von PMN in das Milchdriisengewebe gilt als essentiell fur die Eliminie-
rung intramammarer Pathogene (GRIESBECK-ZILCH et al., 2008).

2.2 |6sliche Faktoren

Neben den unter 2.1 beschriebenen zellularen Faktoren spielt eine Reihe von hu-
moralen Faktoren eine wichtige Rolle bei der Immunabwehr. Hierzu zé&hlen vor
allem antimikrobielle Peptide (Defensine, Cathelicidine, S100-Proteine) aber auch
Immunglobuline, Laktoferrin, Enzyme, Komplementfaktoren Zytokine und Che-

mokine.

Antikorper (Immunglobuline) stellen eine weithin bekannte Komponente der 16s-
lichen Abwehrfunktion dar. Die héchsten Konzentrationen der Immunglobuline
liegen wahrend der Kolostrogenese oder bei Entziindungen der Milchdriise vor
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(SORDILLO und STREICHER, 2002). lhre Beteiligung an der korpereigenen
Abwehr im Euter ist weitgehend ungeklért und beruht seit Jahrzehnten auf Speku-
lationen. Es wurde bisher nie gezeigt, dass Epitop-spezifische Immunglobuline im
Sinne eines immunologischen Gedachtnisses Mastitiden verhindern oder abmil-

dern.

Als unspezifisch agierender l6slicher Faktor gilt das Protein Laktoferrin, welches
mit Eisen Komplexe bildet und bakteriostatisch und bakteriozid wirkt
(SORDILLO und STREICHER, 2002; RAINARD und RIOLLET, 2006).
Lysozym, Laktoperoxidase und Xanthinoxidase sind Enzyme aus der Milch, die
ebenfalls durch antimikrobielle Wirkungen an der Erregerabwehr beteiligt sind
(SORDILLO und STREICHER, 2002; RAINARD und RIOLLET, 2006).

Ein weiterer Bestandteil der humoralen Abwehr ist das l6sliche CD14 (sCD14;
soluble CD14), welches von Monozyten und Makrophagen freigesetzt wird. Es spielt
eine wichtige Rolle beim Schutz des Wirtes, in dem es als LPS-Korezeptor agiert
(FILIPP et al., 2001). AulRerdem unterstutzt SCD14 das Immunsystem indem es
die Ausbreitung der Bakterien verhindert, die Proliferation der Lymphozyten sti-
muliert und die Phagozytose erleichtert (LEE et al., 2003).

Das Komplementsystem besteht aus Proteinen, welche sowohl in der Milch, als
auch im Blutserum vorkommen. Es gehort der unspezifischen Immunitét an und
wird hauptséchlich von Hepatozyten, Monozyten und gewebestandigen Makro-
phagen gebildet. Die Komplementfaktoren dienen der Opsonisierung von Erre-
gern und der Vermittlung ihrer Lyse. Die Einwanderung der PMN in die Milch-
driise wird durch einige Faktoren der Komplementkaskade induziert (SORDILLO
und STREICHER, 2002).

Durch Kontakt mit bakteriellen Bestandteilen kommt es zur Induktion endogener
Mediatoren (Zytokine und Chemokine), welche wesentlich zur Rekrutierung von
Leukozyten zum Entzlindungsort beitragen (GOUWY et al., 2005). Die grofiten
Gruppen der Zytokine représentieren die Interleukine (IL), Wachstumsfaktoren
(CSF, colony-stimulating factor;) und die Tumor-Nekrose-Faktoren (TNF)
(SORDILLO und STREICHER, 2002). Die Zytokine, wie Interleukin-1 (IL-1)
und Interferon gamma (IFN-y) kdnnen als primére Induktoren der Immunantwort

angesehen werden, da sie zu einer Induktion von Chemokinen (z.B. CXCR3,
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CXCRS8, CCL20) fuhren. Diese spielen wiederum als sekundare Induktoren eine
besonders wichtige Rolle bei der Attraktion von Leukozyten (GOUWY et al.,
2005). Zytokine und Chemokine werden wahrend einer Euterentziindung gleich-
zeitig ausgeschittet und kénnen entweder als Stimulatoren oder Inhibitoren mo-

dulierend die Immunantwort gestalten.

3 Antimikrobielle Peptide (AMP)

Antimikrobielle Peptide sind eine wesentliche Komponente der Angeborenen
Immunitat (LAl und GALLO, 2009). Ihr Potential, Mikroorganismen zu bek&amp-
fen, hat ihnen auch die Bezeichnung ,,natiirliche Antibiotika* verlichen. Die Prob-
lematik der wachsenden Resistenzen gegen kommerziell erhaltliche Antibiotika
hat in den letzten Jahren verstarkt dazu gefiihrt, den méglichen Einsatz von AMP

bei der Infektionsabwehr zu priifen.

AMP sind insgesamt positiv geladene Peptide und bestehen aus 12-50 Aminos&u-
ren. Zudem besitzen sie die Féahigkeit, eine amphipatische Struktur anzunehmen
(RISSO, 2000; ZASLOFF, 2002; BOWDISH et al., 2005). Die Einteilung der
AMP in verschieden Gruppen erfolgt auf Grund ihrer Aminosauresequenz sowie
ihrer GroRe und rdumlichen Anordnung. Demnach werden Peptide mit a-helikaler
Struktur, Peptide mit B-Faltblatt-Struktur und gestreckte oder schleifenférmige
Peptide unterschieden (LAl und GALLO, 2009). Peptide mit einer B-Faltblatt-
Struktur reprasentieren die groRte Gruppe. Hierzu zéhlen u.a. die -Defensine und
einige antimikrobiell wirkende Chemokine (YUNG und MURPHY, 2012). Bei
Rindern ist bisher nur die Familie der B-Defensine bekannt, in der das zun&chst in
der Zunge nachgewiesene Defensin LAP (lingual antimicrobial peptide) als wich-
tigster Vertreter gilt (ROOSEN et al., 2004). In verschiedenen Studien konnte eine
starke Heraufregulation von LAP nach Pathogenkontakt in mammaren Zellen
nachgewiesen werden (GUNTHER et al., 2011; PETZL et al., 2012). Neben den
Defensinen gehoren die Cathelicidine zu den am hé&ufigsten untersuchten AMP
(LAI und GALLO, 2009). Das breit angelegte antimikrobielle Wirkungsspektrum
teilen die bekannten sieben Cathelicidine der Rinder mit den Defensinen und eini-
gen Chemokinen (TOMASINSIG und ZANETTI, 2005; TOMASINSIG et al.,
2010; TOMASINSIG et al., 2012).
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Die AMP agieren gegen grampositive und gramnegative Bakterien, gegen Proto-
zoen, Pilze und einige Viren (LAI und GALLO, 2009). Ihre Expression kann so-
wohl Pathogen-induziert als auch konstitutiv erfolgen (BOWDISH et al., 2005).
Demnach sind AMP besonders in Geweben zu finden, welche stdndig mikrobiel-
ler Besiedlung und mdglicher Invasion von Pathogenen ausgesetzt sind. Hiervon
sind vor allem Haut- und Schleimhautoberflachen betroffen (RISSO, 2000).

Einige der AMP besitzen die Fahigkeit, die mikrobielle Membran zu penetrieren
und im intrazelluldren Raum der Zielzelle an DNA oder Proteine zu binden. Die
so entstandene Hemmung biosynthetischer Ablaufe fihrt zum Tod der Mikroor-
ganismen. Die Toxizitat der AMP richtet sich dabei nicht gegen die eukaryoti-
schen Wirtszellen (LAl und GALLO, 2009). Dies beruht auf Unterschieden in der
Zusammensetzung und der Struktur der Zellmembranen (v.a. Cholesterol), welche
eine Interaktion mit den Peptiden unterbindet (LAl und GALLO, 2009). Neben
der beschriebenen direkten antimikrobiellen Aktivitdt kdnnen einige AMP die
Produktion von Zytokinen und Chemokinen beeinflussen und stellen somit poten-
te Immunmodulatoren dar (LAI und GALLO, 2009).

3.1 Cathelicidine

Als ein wesentlicher Bestandteil der neutrophilen Granulozyten werden die Cathe-
licidine der angeborenen Immunitat zugeordnet und erfallen im Rahmen friher
Abwehrmechanismen eine wichtige Rolle (TAKAGI et al., 2012).

Beim Wiederkduer konnten ADDIS et al (2013) mit immunhistochemischen Me-
thoden darstellen, dass Cathelicidine (und das antimikrobiell wirksame S100A9
Protein) im Zytoplasma von MEC und PMN vorhanden sind. Hierzu wurden lak-
tierende Schafe nach zweimaliger intramammarer Infektion mit Sc. uberis unter-
sucht. Dagegen konnten Cathelicidine nicht in mononukledren Blutzellen nach-
gewiesen werden (TOMASINSIG et al., 2002).

Zum einen entfalten die Cathelicidine direkte antimikrobielle Aktivitat, zum ande-
ren fungieren sie durch Wirtszellaktivierung als Modulatoren der Immunantwort
(ZANETTI, 2005). Die Wirkung der Peptide richtet sich gegen ein breites Spekt-
rum von grampositiven und gramnegativen Bakterien (TOMASINSIG et al.,
2010). Ebenso kann die Plasmamembran von Pilzen und Algen zum Angriffsziel
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des Cathelicidins BMAP-28 (BMAP; bovine myeloid antimicrobial peptide) wer-
den (TOMASINSIG et al., 2012).

Die derzeit sieben bekannten Cathelicidine der Rinder variieren in ihrer Grofiie
zwischen 12-80 Aminosauren, der Anordnung der Aminosauren und ihren unter-
schiedlichen Strukturklassen. Demnach unterscheidet man zwischen den Prolin-
reichen Cathelicidinen BAC5 und BAC7 (Bactenecin 5 und 7), den a-Helix
Cathelicidinen BMAP-27, BMAP-28 und BMAP-34, dem linearen und Tryp-
tophan-reichen Indolicidin, sowie dem Cathelicidin ,,Dodecapeptid®. Letzteres
zeigt eine sogenannte B-Hairpin-Struktur, welche durch Disulfidbriicken stabili-
siert wird (TOMASINSIG und ZANETT]I, 2005).

Im Gegensatz zum Rind gibt es beim Menschen nur ein einziges bekanntes Cathe-
licidin, das LL-37/hCAP-18. Dieses Peptid wird in Phagozyten und in Epithelzel-
len exprimiert (ZANETTI, 2005).

Alle Cathelicidine werden im Knochenmark als VVorlauferpeptide synthetisiert und
in den zytoplamatischen Granula neutrophiler Granulozyten gespeichert
(ZANETTI et al., 1991; TOMASINSIG und ZANETT]I, 2005). Zuné&chst sind die
Vorlauferpeptide inaktiv. Sie bestehen aus einer konservierten N-terminalen
,,Cathelin-Domaiane*, sowie einer variablen C-terminalen Domane. Die C-
terminale Domé&ne wird auch als antimikrobielle Doméne bezeichnet. Dies beruht
darauf, dass die antimikrobielle Doméne amphiphile Eigenschaften besitzt und
positiv geladen ist. Diese Strukturcharakteristika ermdglichen es ihnen, an die
negativ geladene mikrobielle Oberflache zu binden und in die Zellmembran ein-
zudringen (ZANETTI, 2004; TOMASINSIG und ZANETT]I, 2005). Zur Aktivie-
rung der Vorlauferpeptide kommt es, wenn ein neutrophiler Granulozyt seine
Granula abgibt und in Folge dessen die C-Domane enzymatisch von der Cathelin-
Doméne abgespalten wird (ZANETTI et al., 1991; ZANETTI, 2004).

Kinetische Messungen der Cathelicidin-Sekretion in die Milch zeigten, dass diese
Peptide umgehend nach experimenteller intramammarer Infektion mit Sc. uberis
bei Schafen freigesetzt wurden (ADDIS et al., 2013). Auch SMOLENSKI et al.
(2011) beobachteten einen sofortigen Anstieg von Cathelicidinen in der Milch
nach intramammadrer Infektion mit Sc. uberis bei laktierenden Kihen. Weiterhin
konnte ein Zusammenhang zwischen ansteigender Zellzahl in der Milch und ver-
mehrtem Nachweis von Cathelicidinen und S100-Proteinen aufgezeigt werden
(SMOLENSKI et al., 2014).
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In vitro konnte anhand immortalisierter boviner Milchdrisenepithelzellen (MAC-
T) gezeigt werden, dass eine Stimulation mit E. coli zu Heraufregulation der
MRNA- sowie der Proteinexpression von Cathelicidin 1, -2 und -4 fuhrte, wah-
rend die Stimulation mit S. aureus lediglich Cathelicidin 4 induzierte (IBEAGHA-
AWEMU et al., 2010).

3.2 Indolicidine

Indolicidine bestehen aus nur sechs verschiedenen Aminoséuren und sind damit
die kleinsten, nattrlich vorkommenden linearen AMP. Sie besitzen unter den Pro-
teinen den hdchsten prozentualen Anteil von Tryptophan und sind zudem reich an
Prolin (BERA et al., 2015). Fir Indolicidine sind verschiedene antimikrobielle
Wirkungsmechanismen beschrieben, welche auf mehreren moéglichen strukturel-
len Eigenschaften des Peptids beruhen. Obwohl Indolicidin eine bakterizide Wir-
kung hat und in der Lage ist, die duRere und innere Zellmembran von E. coli zu
durchdringen, fuhrt es nur in sehr hohen Konzentrationen zur Lyse der Zellwand.
In niedrigerer Konzentration totet Indolicidin Bakterien mit anderen Mechanis-
men: Hierbei induziert es einen spannungsabhangigen Transport durch die Zell-
membran, um im Zytoplasma seine Wirkung zu entfalten (FALLA et al., 1996).
Es ist dabei in der Lage, die DNA-Synthese, nicht aber die RNA-Synthese zu
hemmen und Proteine anderer Signalkaskaden oder biosynthetischer Ablaufe zu
binden. Die verschiedenen Struktur-Konformationen von Indolicidin kénnten fir
das breite Wirkungsspektrum gegen die meisten Bakterien, Pilze und einige Viren
verantwortlich sein (FALLA et al., 1996; SUBBALAKSHMI und SITARAM,
1998; HSU et al., 2005). Um die Funktion der Prolinreste am Indolicidin zu unter-
suchen, ersetzten BERA et al. (2015) die Reste durch Alanin. Es wurde gezeigt,
dass die Anwesenheit von Prolin essentiell ist fur die Bindungsfahigkeit an LPS
und damit fir die antimikrobielle Aktivitdt gegen Bakterien. FRIEDRICH et
al.(2001) konnten aullerdem eine Prolin-abhangige Aktivitat gegen Gram positive

Erreger wie S. aureus zeigen.

3.3 Defensine

Defensine sind multifunktionale Peptide der angeborenen Immunitat (ROOSEN et
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al., 2004). Sie sind charakterisiert durch eine p-Faltblatt-Struktur mit sechs Cys-
teinresten, welche drei Disulfidbriicken formen. Darlber hinaus sind Defensine
kationisch und amphiphatisch, wie es fir antimikrobielle Peptide typisch ist
(GANZ, 2003). Defensine werden auf Grund von Strukturunterschieden in die
drei Unterfamilien der a-, B-, und 8-Defensine eingeteilt (GANZ, 2003). Die B-
Defensine werden von Schleimhaut-assoziierten und epithelialen Zellen expri-
miert. Hierbei erfolgt die Expression konstitutiv oder induziert durch Entzin-
dungsvorgange (WIESNER und VILCINSKAS, 2010). Sie entfalten direkte anti-
bakterielle Wirkung sowohl gegen gramnegative, als auch gegen grampositive
Bakterien, sowie gegen Pilze (SCHONWETTER et al., 1995). Als wesentlicher
Bestandteil der azurophilen Granula neutrophiler Granulozyten (GANZ, 2003)
tragen die Defensine nach der Verschmelzung der Vesikel mit dem Phagolysosom
mafgeblich zur Lyse von eingeschlossenen Bakterien bei (KAWALI et al., 2013).
Dariiber hinaus mildern B-Defensine die pathogene Wirkung von Bakterien ab,
indem sie diese oder ihre Produkte zu binden vermégen (KOHLGRAF et al.,
2010). Weitere Wirkungen der Defensine sind die Induktion inflammatorischer
Mediatoren, die Forderung der Phagozytose durch Makrophagen, die Regulation
des Komplementsystems, die Unterstlitzung der Antigen-spezifischen Immunant-
wort sowie die chemotaktische Wirkung auf Phagozyten und Mastzellen. Neben
der induzierbaren Expression von B-Defensinen in epithelialen Geweben und dem
Knochenmark, konnte ihre mMRNA zum Beispiel auch in Makrophagen nachge-
wiesen werden (KOHLGRAF et al., 2010; YAMAGUCHI und OUCHI, 2012).

Bei Rindern ist nur die Familie der B-Defensine vertreten. Das LAP ist der wich-
tigste Vertreter dieser Familie mit antimikrobieller Aktivitat gegen grampositive
und gramnegative Bakterien sowie gegen einige Viren und Pilze (ROOSEN et al.,
2004). Defensine kommen beim Rind in Epithelzellen und in neutrophilen Gra-
nulozyten vor (GANZ, 2003). SCHONWETTER et al. (1995) und ROOSEN et al.
(2004) konnten beide zeigen, dass LAP konstitutiv in infiziertem und in gesundem
Gewebe exprimiert wird. In der infizierten Milchdrise wurde die LAP -
Expression sowohl im Epithel der Zisterne als auch der Alveoli nachgewiesen
(SWANSON et al., 2004). Die Induktion von LAP erfolgt Uber die Aktivierung
des Transkriptionsfaktors NF-kB (nuclear factor [kappa- light-chain- enhancer] of
activated B- cells), welcher wiederrum IL-8 und LAP induziert. Durch IL-8 wer-
den auRerdem neutrophile Granulozyten rekrutiert (GANZ, 2003). Die Einwande-
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rung der neutrophilen Granulozyten resultiert in einem Anstieg der somatischen
Zellzahl in der Milch. Somit steigt auch die Konzentration von LAP in der Milch
an Mastitis erkrankter Tiere, und es gibt eine positive Korrelation zwischen der
Hohe der Zellzahl und LAP (KAWAI et al., 2013). Die LAP-Konzentration vari-
iert allerdings mit der Schwere der Mastitis Erkrankung. Die Konzentration ist in
Kihen mit hoherer Zellzahl am ersten Tag der Erkrankung niedriger, als in Tieren
mit geringerer Zellzahl. Dies scheint am Zelluntergang der Euterepithelzellen bei
schweren Mastitiden zu liegen (KAWAI et al., 2015).

3.4 S100-Proteine

Die S100-Proteine sind kleine Proteine, gekennzeichnet durch zwei EF-Hand-
Motive, welche Kalzium mit unterschiedlichen Affinitdten binden kdnnen
(HEIZMANN und COX, 1998). Die Bezeichnung ,,S100* ist von der Eigenschaft
abgeleitet, dass die Proteine in 100%iger Ammonium-Sulfat-Lésung I6slich sind.
Vor Uber 40 Jahren wurden die ersten Mitglieder der S100-Protein-Familie aus
bovinem Gehirn gewonnen (FOELL et al., 2007). Die S100-Proteine werden auf
Grund ihrer proinflammatorischen Eigenschaften der Molekilgruppe der
,DAMPs* (damage-associated molecular patterns) zugeordnet (JIN et al., 2014).
DAMPSs, oder auch ,,Alarmine* (VOGL et al., 2014) genannt, spielen eine ahnli-
che Rolle wie die PAMPs, welche als exogene Gefahrensignale tUber Pathogen-
Erkennungs-Rezeptorem (PRR; pathogen recognition receptors) Mechanismen der
angeborenen Immunitét aktivieren. Im Gegensatz dazu wirken DAMPs als endo-
gene Gefahrensignale, da sie bei Zellstress aus dem Zytoplasma geschéadigter oder
zerstorter korpereigener Zellen freigesetzt werden. DAMPs binden an TLR und
RAGE (multiligand receptor for advanced glycation end products) und induzieren
so eine Immunreaktion ber die Aktivierung der NF-kB-Signalkaskade (TANG et
al., 2012). Die drei Proteine S100A8 (Calgranulin A; myeloid-related protein 8,
MRP8), S100A9 (Calgranulin B; MRP14) und S100A12 (Calgranulin C; extracel-
lular newly identified RAGE binding protein, EN-RAGE) werden als Calgranuline
bezeichnet, was ihre Kalzium-bindenden Eigenschaften und ihre Uberwiegende Ex-
pression in Granulozyten beschreibt (GOYETTE und GECZY, 2011). Calgranuline
werden Uberwiegend in myeloiden Zellen exprimiert (FOELL et al., 2007) und spie-

len durch ihre antimikrobielle Aktivitdt eine wichtige Rolle in der Entziindungsab-
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wehr (DONATO et al., 2013). S100-Proteine iben unabhéngige intrazellulare und
extrazellulare Effekte aus. Als zytoplasmatische Bestandteile binden die Proteine im
Zellinneren Kalzium, Zink und Kupfer und beteiligen sich so an der Zellhomgostase.
Daruber hinaus unterstiitzen die intrazelluldren S100-Proteine den Metabolismus des
Zytoskeletts und die Zellmigration (FOELL et al., 2007). Ihre Kalzium-abh&ngigen
Interaktionen mit Komponenten des Zytoskeletts spielen eine wichtige Rolle in
der Migration, Degranulation und Phagozytoseaktivitdt von aktivierten Gra-
nulozyten und Monozyten (DONATO et al., 2013). Durch aktivierte Granulozyten
oder geschadigte Zellen werden die S100-Proteine in den extrazellularen Raum
abgegeben. Als proinflammatorische Gefahrensignale vermitteln sie die Rekrutie-
rung und Aktivierung von Immunzellen und dem GefaRendothel (FOELL et al.,
2007).

S100A8 und S100A9 werden im Zytoplasma von Granulozyten, Monozyten und
frihen Differenzierungsstadien von Makrophagen exprimiert (DESSING et al.,
2014). Zudem kann die Expression in entzundlich aktivierten Epithelzellen indu-
ziert werden (VOGL et al., 2014). Neben dem unabh&ngigen Vorkommen als
Homodimere formen S100A8 und S100A9 unter reduzierenden Bedingungen ein
Heterodimer (DONATO, 1999; DONATO et al., 2013). Der Heterokomplex wird
als ,,Calprotectin® bezeichnet (FOELL et al., 2007). Es bindet intrazellular an
Mikrotubuli und die Zellmembran um diese zu stabilisieren (FOELL et al., 2007).
Extrazelluldr ist es an der Regulation von Zellwachstum und Zellapoptose betei-
ligt und entfaltet ein weites Spektrum an antimikrobieller Aktivitat (DONATO et
al., 2013). Das Heterodimer Calprotectin moduliert auBerdem die Entziindungsan-
twort und triggert die Immunantwort durch die Induktion proinflammatorischer
Signalmolekile (VOGL et al., 2014). S100A8 und S100A9 binden nach ihrer Ab-
gabe spezifisch an Endothelzellen und induzieren so eine prothrombotische und
inflammatorische Reaktion. Es kommt zu einer Heraufregulation der Expression
von proinflammatorischen Zytokinen und Adhé&sionsmolekilen wie ICAM-1 (I-
CAM-1; intercellular adhesion molecule-1). Die GefalRpermeabilitat wird eben-
falls erhdht. Die Zellmigration wird durch eine gesteigerte Expression von Adhe-
sionsmolekiilen (CD11b und CD 18) in Phagozyten verbessert (FOELL et al.,
2007). Komplexe von S100A8 und S100A9 werden passiv von nekrotischen Zel-
len bei Gewebeschaden abgegeben oder aktiv von einwandernden Phagozyten

sezerniert. Wegen der spezifischen Expression und Freisetzung dienen S100A8
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und S100A9 als sensitive Biomarker fir Reaktionen der angeborenen Immunitat
auf die Zerstérung von Gewebe (VOGL et al., 2014). VOGL et al. (2014) konnten
zeigen, dass die Expression von S100A8 und S100A9 wahrend der initialen Phase
eines Entziindungsprozesses ein friher und sensitiver Marker fir die subklinische

Aktivitat von Phagozyten ist.

S100A12 zeigt keinerlei Interaktionen mit S100A8 oder S100A9, ebenso wenig
wie mit deren Heterodimer Calprotectin. S1I00A12 wird in Neutrophilen Gra-
nulozyten exprimiert und liegt als Homodimer im deren Zytosol vor (VOGL et al.,
2014). Die Interaktion von S100A12 und RAGE auf Endothelzellen, Lymphozy-
ten und mononukledren Phagozyten (MOROZ et al., 2003) vermittelt proin-
flammatorische Effekte durch die Aktivierung der NF-xB-Signalkaskade
(HOFMANN et al., 1999; HATAKEYAMA et al., 2004). S100A12 erhoht auf
Endothelzellen auflerdem die Expression der Adhdsionsmolekile VCAM-1
(VCAM-1; vascular cell adhesion molecule-1) und ICAM-1, wodurch die Migra-
tion der Entzlindungszellen verbessert wird (FOELL et al., 2007). In Mastzellen
induziert S100A12 die Expression von proinflammatorischen Zytokinen
(GOYETTE und GECZY, 2011) und wirkt zudem chemotaktisch auf Monozyten
und Mastzellen (DONATO et al., 2013). Bei Entziindungen wird SO0A12 sehr
stark exprimiert (FOELL et al., 2007).

Die Forschung zur bovinen Mastitis innerhalb der letzten zehn Jahre hat immer
wieder die friihe und starke Regulation von S100-Proteinen in der Milchdrise
aufgezeigt. MITTERHUEMER et al. (2010) konnten eine gesteigerte Expression
der antibakteriell wirksamen Proteinen S100A8, S100A9 und S100A12 nach ex-
perimenteller Infektion der Milchdrise mit E. coli zeigen. In dem infizierten Eu-
terviertel wurde S100A12 um das 110-fache heraufreguliert und im nicht infizier-
ten Nachbarviertel um das 4-fache. Dies deutet auf eine aktive Abwehrreaktion im
infizierten und angrenzenden gesunden Euterviertel hin (MITTERHUEMER et
al., 2010). Auch in zwei weiteren Mastitis-Infektionsversuchen bei Kihen mit
E. coli und S. aureus gehorten S100A8, S100A9 und S100A12 zu den am friihes-
ten und am starksten regulierten Faktoren (RINALDI et al., 2010; JENSEN et al.,
2013).In vitro wurde gezeigt, dass rekombinantes S100A12 das Wachstum von
E. coli hemmt (LUTZOW et al., 2008). LIND et al. (2015) zeigen, dass eine Sti-

mulation von bovinen Gewebeexplantaten des Zitzenkanals mit LPS eine gestei-
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gerte Expression der mRNA von S100A8, S100A9 und S100A12 induzierte. Die
Stimulation mit Lipoteichonsdure (LTA) von S. aureus flhrte hingegen nur zu
einer signifikanten Heraufregulierung von S100A8. Die Expression S100A12
wird bei intramammaren Infektionen mit S. aureus gesteigert. BRENAUT et
al.(2014) zeigen dies in einer Studie zur Untersuchung der Beteiligung von
Milchdrisenepithelzellen an der frihen Immunantwort auf eine S. aureus-
Infektion in vivo. LUTZOW et al.(2008) zeigten erhohte Werte fir S100A12 in
Milch von mit S. aureus infizierten Kihen. Kihe, die experimentell mit E. coli
infiziert waren exprimierten Psoriasin (S100A7), ein weiteres Mitglied der S100-
Protein-Familie, in den Epithelzellen der Zitzenzisterne, aber nicht im Drusenpa-
renchym (REGENHARD et al., 2010). Gesunde, nicht infizierte Kiihe zeigten an
beiden Lokalisationen hingegen keine Expression von Psoriasin. Insgesamt konn-
te eine starke konstitutive Expression auf der Euter- und Zitzenhaut nachgewiesen
werden. Neueste Erkenntnisse zeigen auf, dass eine Vielzahl von antimikrobiell
Wirksamen S100-Proteinen im sogenannten , Keratinpfropf des Strichkanals
vorkommen und unterstreichen hiermit ihre wichtige Abwehrfunktion gegenuber
Mastitis-Pathogenen (SMOLENSKI et al., 2015).

3.5 Antimikrobiell wirksame Chemokine

Chemokine sind chemotaktisch wirksame Zytokine, deren Hauptfunktion darin
besteht, als kleine Signalproteine die Attraktion und Migration von Entziindungs-
zellen in das Gewebe zu orchestrieren (ZLOTNIK und YOSHIE, 2000). Neben
ihrer chemotaktischen Funktion erflllen eine Vielzahl an Chemokinen auch direk-
te antimikrobielle Wirkungen (ZLOTNIK und YOSHIE, 2000; YUNG und
MURPHY, 2012). Eine Ubersicht zur antimikrobiellen Wirkung von Chemokinen
ist in Tabelle 1 wiedergegeben. Potente Induktoren von Chemokinen sind Zytoki-
nen wie IL-1B und TNF-a, aber auch diverse exogene Stimuli, wie bakterielle
oder virale Produkte, kénnen ihre Ausschiuttung direkt anregen (GOUWY et al.,
2005). Damit sind Chemokine in die angeborene und adaptive Immunantwort in-
volviert und beteiligen sich sowohl an akuten als auch an chronisch entziindlichen
Geschehen (YUNG und MURPHY, 2012).

Chemokine entfalten ihre antimikrobielle Aktivitat dhnlich wie Defensine, wel-
chen sie in Struktur, GroRe und Ladung ahnlich sind (COLE et al., 2001; GANZ,
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2003). Die Wirkung antimikrobieller Chemokine ist stark abhéngig von der vor-
liegenden Salzkonzentration im Wirkungsmilieu. Ab einer Na*-Konzentration von
100 nM geht die Wirkung verloren (YUNG und MURPHY, 2012). Fir CCL20
wurde gezeigt, dass es seine Wirkung ab einer Na*-Konzentration von 130 nM in
vitro verliert (YANG et al., 2003). Die positiv geladene Struktur fuhrt dazu, dass
sie sich an negativ geladenen bakteriellen Oberflachen anlagern und lokal an-
sammeln, in die Membran eindringen und dort zur Bildung von Poren flhren. Der
Inhalt der Zelle kann daraufhin austreten, was den Untergang der Zielzelle bedeu-
tet (ZASLOFF, 2002; HIESHIMA et al., 2003). Der exakte Mechanismus, der
zum Abtoten des mikrobiellen Organismus flhrt ist jedoch noch nicht bis ins De-
tail bekannt. Gesichert hingegen ist, dass Chemokine ihre abtétenden Wirkungen
sehr schnell entfalten (HIESHIMA et al., 2003). Der Wirkmechanismus wurde fiir
einige Chemokine mittels Elektronenmikroskopie untersucht und es konnte ge-
zeigt werden, dass diese eine Lyse der bakteriellen Zellwand induzieren. Die in-
duzierte Ruptur der mikrobiellen Zellwand konnte beispielsweise fur Streptococ-
cus pyogenes durch CXCLY, fir E. coli durch CXCL6 und fir Pseudomonas
aeruginosa sowie Candida albicans durch CCL28 gezeigt werden (HIESHIMA et
al., 2003; EGESTEN et al., 2007; LINGE et al., 2008)

Chemokine werden je nach Vorhandensein und der Anzahl von N-terminalen
konservierten Cysteinresten (C) in vier Gruppen aufgeteilt: C, CC, CXC und
CX3C (PAREEK et al., 2005). Die Cysteinreste sind entweder direkt (CC) mitei-
nander verbunden oder durch eine bzw. drei weitere Aminosauren (X) voneinan-
der getrennt (CXC, CX3C) (ZLOTNIK und YOSHIE, 2000). Die Chemokine mit
dem CXC-Motiv werden nochmal in zwei weitere Klassen unterteilt. Basierend
auf der An- oder Abwesenheit der drei Aminosduren Glutamat-Leucin-Arginin
(ELR- Tripeptidstrukturmotiv) vor den ersten beiden Cysteinresten werden die
ELR(+)- und ELR(-)-Chemokine unterschieden (PAREEK et al., 2005). Mitglie-
der der ELR(-)-Chemokine (IP-10/CXCL10, Mig/CXCL9, I-TAC/CXCL11) wir-
ken vorrangig chemotaktisch auf Lymphozyten, wohingegen Mitglieder der
ELR(+)- Chemokine (IL-8/CXCL8, GRO-o/CXCL1) stark chemotaktisch und
aktivierend auf PMN wirken (GOUWY et al., 2005; PAREEK et al., 2005). Die
CC-Chemokine zeigen im Gegensatz zu den CXC-Chemokinen ein breiteres
Spektrum an Zielzellen (GOUWY et al., 2005).
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Tabelle 1 Ubersicht zu Chemokinen mit antimikrobieller Wirkung (nach Sobirk

Chemokine*

Antimikrobielle Aktivitédt gegen:

CXCL1/Gro-a
CXCL2/GRO-p
CXCL3/Groy
CXCL6/GCP-2

E. coli, S. aureus

E. coli, S. aureus, C. albicans

E. coli, S. aureus

Sc. pyogenes, S. aureus, E. coli, P. aeruginosa,

S. dysgalactiae

CXCLS8/IL-8 S. aureus, S. typhimurium, C. albicans
CXCL9/MIG E. coli, S. aureus, S. pyogenes, N. gonorrhoeae
CXCL10/IP-10 E. coli, S. aureus, C. albicans
CXCL11/1-TAC E. coli, S. aureus, C. albicans
CXCL12/SDF-1 E. coli, S. aureus, C. albicans
CXCL13/BCA-1 E. coli, S. aureus

CXCL14/BRAK E. coli, S. aureus

CX3CL1/fractalkine Keine Aktivitat gegen E. coli, S. aureus
XCL1/lymphotactin E. coli, S. aureus

CCL1/1-309 E. coli, S. aureus

CCL2/MCP-1 Keine Aktivitat gegen E. coli, S. aureus
CCL3/MIP-1a Keine Aktivitat gegen E. coli, S. aureus
CCL5/RANTES Keine Aktivitédt gegen E. coli, S. aureus
CCL7/MCP-3 Keine Aktivitat gegen E. coli, S. aureus
CCL8/MCP-2 E. coli, Keine Aktivitat gegen S. aureus

CCL11/eotaxin
CCL13/MCP-4

E. coli, S. aureus, C. albicans
E. coli, C. albicans, Keine Aktivitat gegen S. aureus

CCL16/LEC Keine Aktivitat gegen E. coli, S. aureus
CCL17/TARC E. coli, S. aureus
CCL18/PARC E. coli, S. aureus

CCL19/MIP-3B
CCL20/MIP-3a

E. coli, Keine Aktivitat gegen S. aureus
E. coli, S. aureus, C. albicans

CCL21/SLC E.coli, S. aureus

CCL22/MDC E. coli, S. aureus

CCL25/TECK E. coli, S. aureus

CCL27/CTACK C. albicans. Keine Aktivitdt gegen E. coli, S. aureus
CCL28/MEC Sc. pyogenes, S. aureus, E. coli, C. albicans

etal., 2013; Yang et al., 2003)

* Neue/alte Bezeichnung der Chemokine; Staphylococcus (S), Streptococcus (Sc), E-
scherichia (E), Candida (C), Pseudomonas (P), Neisseria (N)

Die Heraufregulation von Chemokinen wéhrend inflammatorischer Geschehen
konnte in vitro in diversen Studien gezeigt werden. LIND et al. (2015) konnten in
bovinen Explantaten des Strichkanals und der Fiirstenbergschen Rosette eine Her-
aufregulation der mRNA Expression von CCL20, CCL5 und CXCLS8 als Reaktion
auf eine Exposition mit LPS zeigen. Eine Stimulation mit LTA hingegen steigerte
signifikant nur die Expression von CCL20 und CXCL8 (LIND et al., 2015). Auch
RINALDI et al. (2010) konnten zeigen, dass in gewonnenen Gewebeproben aus

der Furstenbergschen Rosette, der Drlsenzisterne und der Zitzenzisterne nach
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experimentell induzierter E. coli-Mastitis die mMRNA-Expression von CCL20 sig-
nifikant hochreguliert wurde. CCL20 trégt somit vermutlich auch bei der bovinen
Mastitis durch Rekrutierung von Immunzellen zur Erregerbekdmpfung bei
(RINALDI et al., 2010).

4 Epigenetische Mechanismen bei der Infektionsabwehr

Die Antwort des Immunsystems auf eine Verletzung, Infektion oder Gewebestress
aulert sich im Rahmen einer Entzindung als komplexes Geschehen aus einer
Vielzahl von beteiligten Faktoren und Zellen. Bei der Regulierung des Zusam-
menspiels der beteiligten Komponenten spielt die Gentranskription eine entschei-
dende Rolle. Mechanismen, welche die inflammatorische Antwort regulieren,
konnen  Zell-spezifisch,  Signal-spezifisch  oder  Gen-spezifisch  sein
(MEDZHITOV und HORNG, 2009). Die Epigenetik beschreibt Mechanismen,
die entscheidend dazu beitragen, welche Gene zu welchem Zeitpunkt im Zellkern
abgelesen und translatiert werden. Histon-modifizierende Enzyme wie Histon-
Acetyltransferasen, Histon-Methyltransferasen, Histon-Deacetylasen oder Histon-
Demethylasen katalysieren dabei die Modifikation von Histonen an bestimmten
Basen, wie Lysin, Histidin und Arginin (DODD et al., 2007). Die Enzyme fungie-
ren als Chromatin-Regulatoren, indem sie als ,Schreiber® oder als ,Radierer® Ein-
satz finden und somit eine Transkription/Expression fordern oder hemmen
(SNEPPEN und DODD, 2012). Epigenetische Kontrollen der Genexpression spie-
len eine wichtige Rolle bei der Regulation von Immunfunktionen in der Zelle. Es
wurde gezeigt, dass diverse Kombinationen von DNA-Methylierungen und His-
ton-Modifikationen an der Differenzierung und der Funktion verschiedener Typen
von Immunzellen der angeborenen Immunitét beteiligt sind (IVASHKIV, 2013;
RUSS et al., 2013; DOHERTY et al., 2014).

Epithelzellen und Makrophagen wirken TLR-vermittelt als wichtige Initiatoren im
entzundlichen Geschehen. Bindet ein Ligand wie LPS an einen TLR, so kommt es
in der Folge zu einer streng regulierten Transkription. Hierbei erfolgt fast unmit-
telbar die Induktion und Unterdriickung mehrerer hundert Gene. Die Effekte zei-
gen weitreichende Auswirkungen im Ablauf der gesamten Regulation der Im-
munantwort: Hiervon sind vor allem die Zellmigration und -phagozytose, die an-
timikrobielle Abwehr und die Gewebereparation betroffen (HUME et al., 2002;
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RAMSEY et al., 2008; MEDZHITOV und HORNG, 2009).

4.1 Das Konzept der Endotoxin-Toleranz

Eine ,Endotoxin-Toleranz* eines Organismus kann entstehen, wenn eine initiale
Stimulation mit dem TLR-4-Ligand LPS dazu fuhrt, dass die Zellen in einen re-
fraktorischen Zustand Ubergehen. Das heildt, dass im Falle erneuter TLR-
Stimulationen keine oder nur eine abgeschwachte proinflammatorische Antwort
erfolgt (GUNTHER et al., 2012). Hierbei wird das Geschehen von der selektiven
Herabregulation TLR-assoziierter Signalkaskaden und einer verminderten Akti-
vierung des Transkriptionsfaktors NF-kB dominiert. Die Endotoxin-Toleranz ist
neben dem LPS (,Endotoxin‘) auch fur weitere natirliche und synthetische TLR-
Liganden bekannt und kann ebenfalls eine gegenseitige Toleranz zwischen ver-
schiedenen TLR-Liganden induzieren (sog. ,cross-tolerance®). Diesem Phédnomen
werden vor allem epigenetische Mechanismen zugeschrieben, welche die gewebe-
spezifische Reaktionsweise durch Chromatin-Modifikationen nachhaltig veran-
dern (FOSTER et al., 2007). Die Endotoxin-Toleranz besitzt zudem eine duale
Kernfunktion: Neben der beschriebenen fehlenden Induktion proinflammatori-
scher Gene werden viele endogene antimikrobielle Faktoren signifikant verstarkt
und verlangert exprimiert (FOSTER et al., 2007). Dies wird als ein Mechanismus

angesehen, erneute bakterielle Infektion zu verhindern.

4.2 Epigenetische Regulation bei der bovinen Mastitis

Es ist davon auszugehen, dass epigenetische Mechanismen bei der Modulation
von Entziindungsvorgangen im Euter eine Rolle spielen. Die Anzahl an Studien,
die hierzu im bovinen System vorliegen, sind jedoch stark in der Anzahl begrenzt
und beschranken sich tiberwiegend auf In vitro-Studien. In einem Mausmodell fur
bovine Mastitis fuhrte eine experimentelle S.-aureus- und E. coli-Infektion der
Milchdrise zu spezifischen Verénderungen epigenetischer Zustande (MODAK et
al., 2012; MODAK et al., 2014). E. coli induziert spezifische Hyperacetylierungen
in Euterepithelzellen und Entziindungszellen sowie Verédnderungen in der Expres-
sion von bestimmten entziindungsrelevanten Faktoren, antimikrobiellen Peptiden
und Milchproteinen (MODAK et al., 2012). Auch S. aureus induzierte spezifische
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Histonmodifikationen, welche die Expression pro- und antiinflammatorischer Ge-
ne verdnderte (MODAK et al., 2014). DOHERTY et al. (2013) beschéftigten sich
mit Histondeacetylasen (HDAC) und DNA-Methyltransferasen (DNMT) in mo-
nonukledren Blutzellen nach LPS-Stimulation sowie nach einer zusatzlichen Vor-
behandlung mit dem Histondeacetylaseinhibitor Trichostatin A (TSA). Die Stimu-
lation mit LPS resultierte in verschiedenen Expressionen von HDAC6-, HDACT7-
und DNMT3A-Genen. Die Behandlung mit TSA inhibierte signifikant die Ex-
pression proinflammatorischer Zytokine (TNF, IL-2, IFNG). Dies l&sst eine ein-
schldgige Aufgabe der HDAC-Genfamilie in der Regulation boviner Gene der
angeborenen Immunitét vermuten (DOHERTY et al., 2013). FALVO et al.(2013)
berichteten Uber die epigenetische Regulation der Expression von Zytokinen in
Zellen der angeborenen und der erworbenen Immunantwort, welche wiederum
wichtige Mediatoren fur die folgende Immunzelldifferenzierung sowie die Ver-
mittlung und Effektivitat der Immunreaktion darstellen. In mammaéren Epithelzel-
len wurde gezeigt, dass es nach einem Pathogen-Kontakt mit E. coli zu einer Auf-
lockerung der Chromatinstruktur kommt, was die Verstirkung des NFkB- Sig-
nalwegs erleichtert. Das fiihrte zu einer ansteigenden Expression des antimikro-
biellen Defensins LAP in bovinen Euterepithelzellen (LIU et al., 2011).
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1 Geridte

Accuri C6 Flow Cytometer mit Software
CFlow

Automatisches Himatologiegerét ,,Sysmex
pocH-1001V Diff*

Automatisches Kolonienzahlgerit ,,flash&go*

Brutschrank ,,Incucell

Brutschrank ,,Thermo Electron corporation‘

Brutschrank ,, Thermo Scientific*

Bunsenbrenner mit automatischer Ziindung

CLARIstar, Photometer

Eismaschine ,,ZBE 70-35

Experion

Flash and Grow

Gefrierschrank

Laborwaage ,,Kern PU 360

Laborwaage ,,SBC22*

Magnetrihrer

MATERIAL UND METHODEN

(Accuri Cytometers Inc., Grol3britannien)

(Sysmex Corporation, Kobe, Japan)

(TUL Instruments, Konigswinter)

(MMM Medcenter, Planegg)

(Thermofisher, Osterode)

(Thermofisher, Osterode)

(WLD-TEC GmbH, Gottingen)

(BMG Labtech, Ortenberg)

(Ziegra, Isernhagen)

(Biorad, Mercules, USA)

(TUL Instrumentes, Kénigswinter)

(Liebherr, Einzelhandel)

(KERN&Sohn GmbH, Balingen)

(Scaltec Instruments, Heiligenstadt)

(IKA, Staufen)
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Mikroskop

Minishaker “MS 1

Nanophotometer Pearl

Nitril Handschuhe

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

200 pL, 100-1.000 pL, 1-5 mL)

Pipetten, einstellbar (0,5- 10 pL)

Pipetten, einstellbar (2- 20 uL)

Pipetten, einstellbar (200-1.000 uL, 50 pL,
100 pL)

Pipettierhilfe ,,accu-jete*

Reinstwassersystem ,,GenPure

Riittelplatte ,,Wiseshake SHO 2D*

Schiittler ,,Vortex Genius 3

Schiittler ,,Vortex Genius 3

Sicherheitswerkbank ,,Biowizard 130 GL*

Speed Mill

Tiefkuhlschrank -80°C

Tiefkuhltruhe -80°C ,,Forma ULT Freezer*

(Leica Microsysteme, Wetzlar)

(IKA, Staufen)

(Implen, Minchen)

(Meditade, Chiemgau)

(Biohit, K8In)

(Brand, Wertheim)

(Eppendorf, Hamburg)

(Gilson, Villers Le Bel, Frankreich)

(Brand, Wertheim)

(TKA, Niederelbert)

(Bendary Group, Korea)

(IKA, Staufen)

(IKA, Staufen)

(Kojair, Vilppula, Finnland)

(Analytika Jena, Jena)

(Thermo Electron, Dreieich)

(Thermo Electron, Dreieich)
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Tischzentrifuge ,,Universal 32 R*

Tischzentrifuge ,,Z233 MK-2*

Topical Thermocycler
Transmigrationskammer, 10-Well mit Poly-
carbonat-Membran25 x 80 mm, Porengréfie 3
pm

Vakuumpumpe ,,IBS Integra Vacuboy*
Wasserbad ,,WBU-45*

Wasserbad Labor 2

Werkbank UVC IT-M-AR

Zentrifuge fir 96 Wellplatte Universal 320

Zentrifuge fir Reaktionsgefal 0,2 mL

Zentrifuge fir Reaktionsgefall 2 mL, Biofuge
mini

2 Material

2.1 Verbrauchsmaterial

96 Well-Platte fir PCR

Abdichtungsfolie fur Kulturplatte

Cryorohrchen, Cryo ball

(Hettich, Tuttlingen)

(HermLe, Wehingen)

(Biometra, Gottingen)

(NeuroProbe, Gaithersburg, USA)

(Biosience, Jena)

(Memmert, Schwabach)

(Memmert, Schwabach)

(LFT Labortechnik GMbH, Wasserburg)

(Hettich, Zentrifugen, Tuttlingen)

(Biozym, Hessisch Oldendorf)

(Heraeus, Hanau)

(4titude, Berlin)

(4titude, Surrey, UK)

(Sarstedt, Nimbrecht)
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Einmal-Untersuchungshandschuhe

Einmal-Nitrilhandschuhe "Blue Nitril"

Eppendorf-Reaktingefalle Rnase/Dnase frei 0,2
mL

Eppendorf-Reaktingefalie Rnase/Dnase frei 1,5
mL

Eppendorf-Reaktionsgefal3, 1,5 mL

Ethanol 70 %

Experion Electrophorese Chip

Experion Electrophorese Prepeartion Kid

FACS-Rohrchen

Gewebekulturplatte 6 well, steril mit Abdeckplatte

Glasperlen

Glaspipetten von Absauger in Lamina

innUSPEED Tissue RNA Kit

Kryoboxen aus Karton

Kryoboxen aus Plastik

Kulturplatten, 96 well

Kulturflaschen; Zellkultur 75 cm?, 15 mL

(Meditrade, Kiefersfelden)

(neoLab Migge, Heidelberg)

(Biozym, Hessisch Oldendorf)

(Roth, Karlsruhe))

(Greiner, Frickenhausen)

(Roth, Karlsruhe)

(Biorad, Mercules, USA)

(Biorad, Mercules, USA)

(Becton Dickinson, Heidelberg)

(Gechno Plastic Products TPPe, Trasadingen,
Schweiz)

(Roth, Karlsruhe)

(Roth, Karlsruhe)

(Analytica Jena, Jena)

(Zefa Laborservice, Harthausen)

(Zefa, Harthausen)

(Thermofisher, Dreieich)

(VWR International bvba, Belgien)
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Laborflaschen mit Gewinde, 250 mL, 500 mL,

1.000 mL (Schott, Mainz)

Lysetubes innuSPEED 500 ylI; mit Keramik Beads (Analytik Jena, Jena)

0,4-0,6 mm

Mikro Tube Rohrchen, 2 mL (Sarstedt, NUmbrecht)

MM Sybrgreen (Bioline, Luckenwalde)
M-MLYV RT 5x Reaction Buffer (Promega, Madison, USA)
Natriumchlorid (NaCl) (Sigma-Aldrich, Steinheim)
oligo dt Primer (Promega, Madison, USA)
Parafilm (Pechiney, Plastic Packaging (Roth, Karlsruhe)

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) Dulbecco, . .
ohneFC)Za+?-/|E)/|g++ g (PBS) (Biochrom, Berlin)
Pipetten, einstellbar (1-10 uL, 10-100 pL, 20- .
20% uL, 100-1.000 “(L) H K (Brand, Wertheim)
Pipetten, einstellbar (1-10 pL, 20-200 pL, 100- e
1.800 uL, 1-5 mL) ( " K (Biohit, Kéln)
Pipetten, einstellbar ,,pipetman‘ (1-10 pL, 1-20

uL, 10-100 pL) (Gilson, Villers Le Bel, Frankreich)

Pipettenspitzen "Biohit optifit Tip 5.000 uL" (Biohit, Kéln) (Hessisch Oldendorf)

Pipettenspitzen 1-10 puL weif3, 10-200 pL gelb

und 100-1.000 uL. blau (Brand, Wertheim)

Pipettenspitzen, 1.000-5.000 puL (Brand, Wertheim)

Pipettenspitzen, 10-100 pL, 100-1.000 uL (Brand, Wertheim)

Pipettenspitzen, 1-10 puL (Brand, Wertheim)
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Plastibrand 100 pl

Reagenzrohrchen mit Deckel

Recombinant Rnasin®

RNAlater®

Rnase/Dnase free Water

Rdéhrchen, 15 mL Polypropylen

Rohrchen, 50 mL Polypropylen

Serologische Pipetten, 5 mL,10 mL, 25 mL

TruCount tubes, 5 mL

Vacutainer® Brand Luer Adapters

Vacutainer®e System, Halter

Vacutainer®e-Réhrchen, 10 mL, Heparin (170 1U)

Wageschiffchen, einmal

2.2 Reagenzien

Bacteriostatic Concentrate Solution

Biocoll®

Bio&Sell RNA Mini Kit

(Brand, Wertheim)

(VWR International bvba, Leuven)

(Promega, Madison, USA)

(Sigma-Aldrich, Steinheim)

(life Technologies, Carlsbad, USA)

(Greiner, Frickenhausen)

(Greiner, Frickenhausen)

(Gechno Plastic Products TPPe, Trasadingen,
Schweiz)

(Becton Dickinson, Heidelberg)

(Becton Dickinson, Heidelberg)

(Fa. Becton Dickinson, Heidelberg)

(Becton Dickinson, Heidelberg)

(Zefa Laborservice, Harthausen)

(Accuri Cytometers, Grol3britannien

(Biochrom, Berlin)

(Bio&Sell, Niirnberg)
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Bovines Serum Albumin (BSA)

Brain-Hearth Infusion Broth, Trockensubstanz

Columbia Schafblut-Agar

Decontamination Concentrate Solution

DMSO 99,5 %

Dulbecco®s Modified Eagle*s Medium
(DMEM)/Ham"s Nutrient Mixture F12

Experion™RNA-StdSens Analyse Kit

Interleukin-8, human, rekombinant

Kristallviolett-Galle-Lactose-Agar (VRB-Agar)

L-Glutamin 200 mM

Lipopolysaccharid von E. coli 055:B5

Luria/Miller Medium, Trockensubstanz

Natriumchlorid >99,8 %

Natriumhypochlorit

Penicillin 10.000 U/mL/Streptomycin 10.000
pg/mL

Percoll®

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS) Dulbe-

cco, ohne Ca++/Mg++

(Sigma-Aldrich, Steinheim)

(Sigma- Aldrich, Steinheim)

(Oxoid, Wesel)

(Accuri Cytometers, Grof3britannien)

(Sigma-Aldrich, Missouri, USA)

(Sigma-Aldrich, Steinheim)

(BioRad, Miinchen)

(PeproTech, Rocky Hill, USA)

(Oxoid, Wesel)

(Biochrom, Berlin)

(Sigma-Aldrich, Missouri, USA)

(Carl Roth GmbH+Co0.KG, Karlsruhe)

(Roth, Karlsruhe)

(Sigma- Aldrich, Steinheim)

(Biochrom, Berlin)

(Biochrom, Berlin)

(Biochrom, Berlin)
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Trypsin 2,5 %, in PBS Ca++, Mg++ (Biochrom, Berlin)
Tryptic-Soy-Broth, Trockensubstanz (Sigma- Aldrich, Steinheim)
Zitronenséaure (Roth, Berlin)

2.3 Versuchstiere

2.3.1 Spendertiere flr die Blutgewinnung

Fur die Isolierung neutrophiler Granulozyten wurde das Blut (111.3.3) einer Kuh
der Rasse ,,Deutsche Schwarzbunte* des Typs Holstein-Friesian verwendet. Das
Tier stammte aus dem Lehr- und Versuchsgut der Ludwig-Maximilians-

Universitdt Munchen und war klinisch gesund.

2.3.2 Spendertiere flr die Gewinnung von Eutergewebe

Bei den Tierversuchen handelte es sich um durch die Regierung Oberbayern ge-
nehmigte Versuchsvorhaben mit den Aktenzeichen 55.2-1-54-2531-108-05 sowie
55.2-1-54-2531-102-09.

2.4 Kulturmedien, Puffer und Losungen

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) ohne EDTA

Die Bestandteile lagen in den folgenden Konzentrationen vor:

NaCl 8,0¢g
KCI 124 g
Na2HPO4 0,29

KH2PO4 0,29
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Aqua dest. ad 1.000 mL

Die PBS-Trockensubstanz wurde in Aqua dest. gelost. Die Lésung wurde vor Ge-
brauch autoklaviert und bei 4°C im Kiihlschrank gelagert.

241 Kulturmedium und Lésungen fir die Zellkultur

Die MAC-T wurde in DMEM-F12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Ham’s
Nutrient Mixture F12) kultiviert. Das Medium wurde mit verschiedenen Zusatzen
(s.u.) angereichert. Die Zusétze wurden aliquotiert, bei -20°C gelagert und vor
dem Gebrauch bei 37°C im Wasserbad aufgetaut. Das Kulturmedium wurde nach
Bedarf frisch gemischt, wobei fur eine Kulturflasche 10 mL bendtigt wurden.

Medium fiir die Kultivierung der MAC-T

DMEM-F12

Fetales Kélberserum (FCS) 10 %
Penicillin-Streptomycin 1%
Glutamin (2 nmol) 1%

Losung fur das Passagieren der MAC-T (PEM)

PBS Losung 500 mL
EDTA (2 mmol) 5mL
Trypsin (2,5 %) 10 mL
PBS (steril) 40 mL

Medium flr die Cryokonservierung der MAC-T

Pro Cryotube wurde jeweils 1 mL bendtigt:
DMSO (99,5 %) 200 pL

FCS 800 pL
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2.4.2 Lipopolysaccharidlésung fir die Stimulationsversuche

Fur die Stimulationsversuche wurde lyophilisiertes LPS von E. coli 055:B5
(L6529) der Firma Sigma-Aldrich angeschafft. Die LPS-Trockensubstanz wurde
in PBS (111.2.4) zu einer Stammlésung von 1000 pug/mL geldst. Die Aliquots von
1 mL wurden bei -20°C gelagert. Fur die Stimulationsversuche wurde eine Ge-
brauchslésung von 10 pg/mL LPS bendtigt. Hierzu wurden 100 pL der Stocklo-
sung mit 9 mL FCS-freien Mediums (111.2.4.1) verdinnt.

243 Material fur die Separation von Zellen aus Blut

Biocoll®

Biocoll® dient mit einer Dichte von 1,077 g/mL als Separationslésung. Die Gra-
nulozyten wurden mit Hilfe von Bicoll® durch eine Dichtegradientenzentrifugati-
on von anderen Leukozyten-Fraktionen getrennt.

Phosphatpuffer, doppelt konzentriert (2 x PBS)

Zur Herstellung wurden 19,08 g PBS-Trockensubstanz in 1.000 mL Aqua dest.

gelost.

244 Losungen fiir den Chemotaxis-Assay in der Transmigrationskammer

Percoll®

Percoll® soll die Adharenz der wandernden PMN am Boden und an den Wanden
der Vertiefungen (,,Wells*) in der Transmigrationskammer verhindern. Hierzu
wurden sowohl die ,,Wells“ mit dem Probenmaterial, als auch die Positiv- und
Negativkontrollen mit unverdiinntem Percoll® unterschichtet. Percoll® besteht aus
Silikatteilchen, welche mit Polyvinyl-Pyrolidon beschichtet sind. Mit einem spezi-
fischen Gewicht von 1,130 g/mL wird es blicherweise in der Dichtegradienten-

zentrifugation verwendet.

Rekombinantes, humanes Interleukin-8

Rekombinantes, humanes IL-8 (rhIL-8) ist ein Chemokin, welches eine starke
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chemotaktische und aktivierende Wirkung auf PMN hat. Auf Grund dieser Eigen-
schaft dient es in der Transmigrationskammer als Positivkontrolle. Das lyophili-
siert vorliegende IL-8 wurde in sterilem Aqua dest. mit 1 % BSA (Bovines Serum
Albumin) auf eine Konzentration von 1000 ng/mL verdinnt. Die Aliquots wurden
bei -20°C gelagert. Vor Gebrauch wurde die Lésung mit FCS-freiem Kulturmedi-
um (111.2.4.1) auf eine Gebrauchskonzentration von 100 ng/mL verdinnt.

245 Lésungen fir die Durchflusszytometrie

Zur Reinigung des Gerates wurde das Messkanalsystem mit steril filtriertem Aqua

dest., ,,Cleaning Solution“ und Dekontaminationslosung gespiilt.

Cleaning solution

Es wurden 200 mL Aqua dest. mit 3 mL 25 %iger Zitronensaure versetzt.

Dekontaminationslésung

Es wurden 180 mL Aqua dest. mit 20 mL Natriumhypochlorid versetzt.

Tragerflussigkeit

Als Tragerflissigkeit wéhrend der Messung wurde entweder PBS oder das jewei-

lig eingesetzte Kulturmedium verwendet.

Farbstoffe fiir den Vitalitatsnachweis der Bakterien

Das eingesetzte “LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability Kit” enthilt die Flu-
orochrome Propidiumjodid (PJ) und SYTO 9. PJ ist ein rotfluoreszierendes Flu-
orochrom, welches mit doppelstrangiger DNA interkalliert. PJ kann die intakte
Zellmembran lebender Zellen nicht durchdringen. Tritt der Zelltod ein oder
kommt es zu einer Schadigung der Zellmembran, dann dringt PJ ins Zellinnere ein
und bindet an die Nukleinsauren. PJ dient somit als Marker flir membrangescha-
digte Zellen. Im Gegensatz dazu besitzt das grinfluoreszierende SYTO 9 die Ei-
genschaft in lebende Zellen zu penetrieren. Der Farbstoff farbt im Gegensatz zu
PJ die Nucleinsdure lebender und toter Zellen. Die Farbstoffe werden eingesetzt
um die Zellviabilitat durchflusszytometrisch zu erfassen. Bei Verwendung des
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Testkits fluoreszieren intakte Zellen griin, wahrend membrangeschadigte (tote)
Zellen rot fluoreszieren. Die Exzitations- bzw. Emissionsmaxima liegen fir SY-
TO 9 bei 480/500 nm und fir PJ bei 490/635 nm.

Die verwendete Stockldsung von PJ hatte eine Konzentration von 2,4 mM, welche
ohne Vorverdinnung verwendet wurde. VVon der SYTO 9-Stocklésung (5,0 mM)
wurden zundachst zwei Vorverdinnungen von 1:10 und 1:100 hergestellt. Die Ali-
quots beider Farbstoffe wurden bei -20°C gelagert.

246 Medien und Zusatze fir die Kultivierung von Bakterien und eines
Testverfahrens zur Messung antimikrobieller Aktivitat

Natriumchlorid-LOsung

NaCl 0,9%

Brain-Heart-Infusion Broth (BHI)

BHI 37¢
Aqua dest. 1.000 mL
Die BHI-Trockensubstanz wurde in Aqua dest. geldst und anschlieend autokla-

viert. Das Kulturmedium wurde bei 4°C im Kihlschrank bis zu 14 Tage gelagert.

Trypton-Soy-Broth (TSB)

TSB 309
Aqua dest. 1.000 mL
Die TSB-Trockensubstanz wurde in Aqua dest. geldst und anschlielend autokla-

viert. Das Kulturmedium wurde bei 4°C im Kihlschrank bis zu 14 Tage gelagert.

Luria Bertani-Broth (LB)

LB 259
Aqua dest. 1.000 mL

Die LB-Trockensubstanz wurde in Aqua dest. gelost und anschlielend autokla-
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viert. Das Kulturmedium wurde bei 4°C im Kihlschrank bis zu 14 Tage gelagert.

Polymyxin B

Das Polymyxin B lag als Losung in einer Konzentration von 1 mg/mL in H,O vor.

Penicillin/Streptomycin

Die Kombination von Penicillin und Streptomycin lag als Losung in einer Kon-
zentration von 10.000 U/mL Penicillin und 10.000 pg/mL Streptomycin in H,O

Vor.

Lingual antimicrobial Peptide (LAP)

Rekombinantes bovines LAP wurde von der Firma Cusabio bezogen und lag als
Losung in einer Konzentration von 0,5 mg/mL bzw. 0,7 mg/mL vor. Die Lésung
wurde auf eine Gebrauchskonzentration von 0,25 mg/mL verdinnt und im Kihl-
schrank bei 4°C bis zu einer Woche gelagert. Die Katalognummer von LAP laute-
te CSB-EP 632987BO. Es hat ein Molekulargewicht von 20 kD und ist rekombi-
nant mittels E. coli synthetisiert. Der Hersteller gibt eine antibakterielle und fun-
gizide Aktivitat mit breitem Wirkungsspektrum an. Das Peptid wurde in einem
Puffer aus Tris-HCI, NaCl und Glycerol mit einem pH-Wert von 8 geliefert.

Cathelicidin-4 (CATHL4)

Rekombinantes bovines CATHL4 (Indolicidin) wurde von der Firma Cusabio
bezogen und lag als Ldsung in einer Konzentration von 1 mg/mL vor. Die Lésung
wurde auf eine Gebrauchskonzentration von 0,25 mg/mL verdinnt und im Kihl-
schrank bei ca. 4°C bis zu einer Woche gelagert. Die Katalognummer von |
CATHLA4 lautete CSB-EP 341386BO. Es hat ein Molekulargewicht von 16 kD
und wurde mittels E. coli synthetisiert. Der Hersteller gibt eine starke mikrobiozi-
de Aktivitat gegen S. aureus und E. coli an. Das Peptid wurde in einem Puffer aus
Tris-HCI, NaCl und Glycerol mit einem pH- Wert von 8 geliefert.
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2.5 Modellpathogene

Bei den im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Bakterienstdmmen von E. coli,
S.aureus und Sc. uberis handelte es sich um Isolate aus Milch an klinischer
Mastitis erkrankter Kiihe. Der Stamm E. coliizz und S. aureus;ozz wurden in der
Klinik fur Rinder an der Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hannover isoliert.
Beide Stdimme wurden bereits mehrfach in vitro und in vivo experimentell einge-
setzt (PETZL et al., 2008; GUNTHER et al., 2011; PETZL et al., 2016). Eine um-
fassende Charakterisierung beider Isolate ist mittlerweile veréffentlicht (WOLF et
al., 2011; LEIMBACH et al., 2016). Der Stamm Sc. uberiso140; (ATCC® Nummer
BAA-854) wurde im Jahre 1972 aus der Milch einer an klinischer Mastitis er-
krankten Kuh isoliert und freundlicherweise durch Prof. Jamie Leigh von der
Universitat in Nottingham, GroR3britannien zur Verfiigung gestellt. Die eingesetz-
ten Bakterienstimme wurden mittels ,,Cryobank™“-System bei -80°C gelagert
und jeweils flr die Durchfiihrung der Versuche frisch ausplattiert (111.3.1).

2.6 Reagenzien fiir die molekularbiologischen Untersuchungen

Tabelle 2 Mastermix zur Umschreibung in cDNA

Reagenzien Volumen Endkonzentration
Oligo (dT);s- Primer 1 ul 0,5 pg/ul

tRNA Probe 10 pl 1ng-1pg
M-MLV RT 5x Puffer ® 5ul 1x

dNTP-MIX 1,25 ul 10 nM

RNasin 0,625 pl 2,5 u/ul

M-MLV RT® 1wl 40 uw/pl

H,O RNase free 6,125 ul

Endvolumen 25 ul
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Tabelle 3 Mastermix fir die RT-qgPCR

Reagenzien Volumen Endkonzentration
2xSensieFast SYBR 10 ul 1x

10 uM forward Primer 0,8 ul 400 nm

10 pM reverse Primer 0,8 ul 400 nm

H20 RNase free 7,4 ul

Probe 1l 200 ng/ul
Endvolumen 20 pl

2.7 Primer

Die verwendeten Primer fur CCL20 und S100A9 wurden im Labor der Klinik fur
Wiederkduer abgeleitet (LIND, 2011) und von der Firma MGW aus Ebersberg
bezogen. Die Primersequnezen fur LAP wurden freundlicherweise durch die Ar-
beitsgruppe von Prof. Hans-Martin Seyfert vom Leibniz-Institut, Dummersdorf,
zur Verfiigung gestellt und tber die Firma Biomers bezogen. In Tabelle 4 sind die

Sequenzen und entsprechenden Referenzen dargestellt.

Tabelle 4 Sequenzen und Referenzen der Primer

Vorwarts- (for) und Rickwarts- (rev) Pri-  L&nge des

Gen mer (5 — 3°) und Konzentrationen Ampli- Referenz
(nmol/L) kons
for GACTGCTGTCTCCGATATACA
CCL20  (300) rev GCCAGCTGCTGTGTGAAGC 71 (LIND et al., 2015)
(300)
for GGCTAGGGCACTATGACAC (300)
S100A9 o GGCCACCAGCATAATGAAC (300) +° (LIND etal., 2015)
_np  for AGGCTCCATCACCTGCTCCTTrev o, (GUNTHER et al.,

CCTGCAGCATTTACTTGGGCT 2011)
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3 Methoden

Die gesamte Versuchsdurchfiihrung erfolgte in den Laborraumen der Klinik fir
Wiederkduer mit Ambulanz und Bestandsbetreuung der Ludwig-Maximilians-

Universitat in Oberschlei3heim.

3.1 Kultivierung einer immortalisierten Milchdriisenepithelzelllinie (MAC-T) in

vitro

Die Arbeiten mit der Zellkultur wurden unter der Sterilwerkbank durchgefihrt.

3.1.1 Kultivierung und Passagierung

Fur die Kultivierung der MAC-T wurde ein kryokonserviertes 1 mL-Aliquot (ent-
spricht der Anzahl an Zellen von zwei konfluenten Kulturflaschen, (siehe
111.3.1.2) rasch im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und in ein 15 mL Zentrifugen-
Roéhrchen mit 10 mL vorgelegtem Medium Gberfihrt. Die Zellen wurden 10 Mi-
nuten bei 250 x g und Raumtemperatur in der Zentrifuge ohne Bremse zentrifu-
giert. Wahrenddessen wurde das Zellkulturmedium (111.2.4.1) vorbereitet und in 8
Zellkulturflaschen je 9 mL davon vorgelegt. Nach Absaugen des Uberstandes
wurde das Zellpellet in 8 mL Kulturmedium resuspendiert und in jede vorbereitete
Kulturflasche je 1 mL Zellsuspension zugegeben. Die Flaschen wurden bei 37°C
und 5% CO, im Brutschrank inkubiert. Sobald die Zellen angewachsen waren
erfolgte der erste Mediumswechsel, danach erfolgte er ca. alle 48 h bis die Zellen
zu einem konfluenten ,,Monolayer« (einschichtiger Zellrasen) herangewachsen

waren.

Der konfluente Monolayer war die Voraussetzung flr die Durchfihrung einer
Passage. Hierzu wurde das alte Medium abgesaugt und die Zellen einmal mit
3 mL PEM (111.2.4.1) gesplilt, da das serumhaltige Medium sonst die Wirkung der
folgenden Trypsin-Behandlung hemmen wiirde. Nach Absaugen der Spilflissig-
keit und erneuter Zugabe von 3 mL PEM wurden die Kulturflaschen fir 5 Minu-
ten bei 37°C und 5% CO; inkubiert. PEM lockert die Zell-Zell-Verbindungen und
verbessert so die Wirkungsbedingungen von Trypsin, welches nachfolgend die
Zellen vom Boden der Kulturflaschen 16st. Das PEM wurde abgesaugt und 3 mL

0,5 %iges Trypsin auf die Zellen gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 10 Mi-
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nuten wurde die Menge der abgeltsten Zellen unter dem Lichtmikroskop kontrol-
liert und gegebenenfalls noch weitere 3 Minuten inkubiert. Wenn sich alle Zellen
gelost hatten wurden 9 mL Medium in die Kulturflasche pipettiert, die Flasche
damit mehrmals gespult und die Spulflissigkeit mit den enthaltenen Zellen in ein
Zentrifugen Rohrchen (15 mL) Uberfuhrt. Die Zellen wurden bei 250 x g flr
5 Minuten bei Raumtemperatur ohne Bremse zentrifugiert. AnschlieBend konnte
das Zellpellet in frischem Kulturmedium resuspendiert werden und in neuen Kul-
turflaschen ausgesat werden. Bei jeder Passage wurden die Zellen einer Kulturfla-
sche auf 4 neue Kulturflaschen aufgeteilt. Um die Ausbeute zu erh6hen wurde der

Vorgang einige Male wiederholt bevor die Zellen erneut kryokonserviert wurden.

3.1.2 Kryokonservierung

Fur die Kryokonservierung wurden die Zellen zunéchst wie unter 111.3.1.1 be-
schrieben fur eine Passage aus den Kulturflaschen geldst und abzentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in 1 mL Einfriermedium (111.2.4.1) resuspendiert und in Kryotu-
bes (111.2.1) Uberfuhrt. Um ein langsames und gleichméaRiges Einfrieren zu ge-
waéhrleisten wurden die Rohrchen zunéchst fir 24 h in einer Styroporbox in der
Gefriertruhe der (-80°C) gelagert. Danach wurden sie in Kunststoffboxen umge-

packt.

3.2 Stimulation einer immortalisierten Milchdrisenepithelzelllinie (MAC-T) in

vitro

Die MAC-T sollte durch verschiedene Stimuli zur Bildung und Sekretion antimik-
robiell und chemotaktisch wirksamer Faktoren angeregt werden. Hierfiir kamen
LPS und hitzeinaktivierte Bakterien zum Einsatz. Die gewonnenen Zellkultu-
riberstdnde wurden nach Stimulationsende auf ihre Funktionalitdt untersucht.
Dabei lag das Augenmerk auf deren chemotaktischer und antimikrobieller Wir-

kung sowie auf deren PMN-modulierenden Kapazitét.

3.2.1 Vorbereitung der MAC-T

Die Zellen wurden wie unter 111.3.1 beschrieben kultiviert. Nach der Passage wur-

den die Zellen je einer Kulturflasche in jeweils eine 6-Well-Platte ausgesat, wobei
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pro Stimulationsversuch zwei 6-Well-Platten bendtigt wurden. Ungefdhr 24 h
nach dem Aussahen waren die Zellen zu einem konfluenten Monolayer herange-
wachsen. Das Wachstumsmedium wurde abgesaugt und die Zellen viermal griind-

lich mit warmem PBS gewaschen um Serumreste zu entfernen.

3.2.2 Stimulations-Ansatz

Fur die Stimulation der Zellen wurden verschiedene Stimulations-Ansatze ge-
wahlt. Ein Ansatz wurde mit FCS-freien, LPS-haltigem Medium versetzt. Die
LPS Konzentration betrug 5pg/mL. Weiterhin wurden verschiedene Ansétze mit
hitzeinaktivierten Bakterien durchgefiihrt. E. colizses, S. aureus;o;z  und
Sc. uberisow0 lagen je in einer Konzentration von 10* CFU/mL (CFU; colony
forming units) in FCS-freien Medium vor. Als Kontroll-Ansétze diente FCS-freies
Wachstumsmedium mit und ohne Anwesenheit von MAC-T. Es folgte eine Inku-
bationszeit von 24 h bei 37°C und 5 % CO2 im Brutschrank. Danach wurden die
Uberstande dreimal resuspendiert und zur voriibergehenden Kryokonservierung (-
80°C) in Eppendorfgefale Uberfiihrt. Die gewonnenen Zellkulturiiberstande aus
dem Stimulationsversuch wurden in verschiedenen Versuchen weiterverwendet.
Zum einen wurden sie im Chemotaxis-Assay auf ihre chemoattraktive und Wir-
kung auf PMN untersucht. Zum anderen wurden die Uberstinde in einem ,,Time-

Kill-Assay* (siche 111.3.5.1) auf ihr antimikrobielle Wirkung untersucht.

3.3 Gewinnung von vendsem Blut

Die Gewinnung der Blutproben fand im Mehrzweckstall des Lehr- und Versuchs-
guts der Ludwig-Maximilians Universitat in Oberschleissheim statt. Das Blut
wurde von einem gesunden Versuchstier (111.2.3) unter sterilen Kautelen aus der
Vena jugularis entnommen. Die Vene wurde mit einer Staukette nach Witte ange-
staut und das Blut mit einer Butterfly-Kaniile mit angeschlossenem Vacutainer®-
System (111.2.1) entnommen. Die Vacutainer®-Réhrchen waren Natriumheparinat-
beschichtet.
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3.4 Bestimmung der chemotaktischen Wirkung von Zellkulturiiberstanden

der MAC-T in der Transmigrationskammer

Die Zellkulturiiberstande aus den Stimulationsversuchen der MAC-T wurden in
einem Chemotaxis-Assay auf ihre Funktionalitit untersucht. Es wurde uberpruft,
ob die MAC-T auf Grund der Stimulation mit LPS, E. colijzes, S. aureus;ozz und
Sc. uberisp140; chemotaktische Produkte gebildet und in das Medium abgegeben
hatte. Mit dem Chemotaxis-Assay kann das Migrationsverhalten von PMN analy-
siert werden. Hierzu werden die PMN durch chemoattraktive Produkte angelockt,
wobei sie aktiv eine Polycarbonat-Membran durchwandern missen. Die Membran
ist 10 um stark und hat eine PorengréRe von 3 um. Die gewanderten PMN sam-
meln sich in einer ,,blinden” Vertiefung (unteres ,,Well*) an. Dieses Verfahren
bietet somit die Mdglichkeit, die Migrationsleistung der Zellen quantitativ zu er-

fassen und somit funktionelle chemoattraktive Faktoren nachzuweisen.

341 Zellseparation der neutrophilen Granulozyten aus Blut

Um die PMN aus dem wie unter 111.3.3 beschrieben gewonnenen Blut zu isolieren
wurden zunachst 15 mL des Vollblutes 1:1 mit 15 mL PBS (111.2.4) in einem
50 mL-Réhrchen verdiinnt. Insgesamt 30 mL dieser Mischung wurden vorsichtig
mit einer Serumpipette und der Pipettierhilfe Accu-Jet® iiber 15 mL vorgelegtes
Bicoll® geschichtet, ohne dass die Phasen sich vermischten. Danach folgte die
Dichtegradientenzentrifugation fir 30 Minuten bei 1.300 x g und 10°C ohne
Bremse. Das Serum und die Interphase, welche die mononukleédren Zellen enthilt,
wurden abpipettiert und verworfen. Es verblieb ein Erythrozytensediment, wel-
ches ebenfalls die eosinophilen und neutrophilen Granulozyten enthélt. Um die
Erythrozyten zu entfernen, folgte eine zweimalige Hypotone Lyse: zunachst wur-
de das Sediment mit PBS auf 10 mL aufgefullt und grindlich gemischt. Anschlie-
Rend wurden 20 mL Aqua dest zugegeben und das Réhrchen fiir 20 Sekunden
geschwenkt, bevor der Lyseprozess mit 20 mL doppelt konzentriertem (2x) PBS
(111.2.4.3) abgebrochen wurde. Nach dem Zentrifugieren fir 8 Minuten bei
220 x g und 4°C wurde der Uberstand verworfen. Um die restlichen Erythrozyten
zu lysieren wurde das Zellpellet erneut in 10 mL PBS resuspendiert und der Lyse-
vorgang sowie die Zentrifugation wiederholt. Die gewonnenen Granulozyten

wurden noch einmal mit PBS gewaschen. Hierzu wurde das Zellpellet in 20 mL
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PBS resuspendiert und wiederrum fur 8 Minuten bei 220 x g und 4°C zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 3 mL Kulturmedium zu-
sammengefihrt. Nach der automatischen Zellzahlbestimmung mittels des Sys-
mex® (111.1) konnten die Granulozyten auf die gewiinschte Dichte von
5*10° PMN/mL eingestellt werden.

3.4.2 Chemotaxis-Assay

Der Chemotaxis-Assay wurde in einer 10-Well-Transmigrationskammer durchge-
fuhrt. Diese besteht aus einer Acrylboden- und Deckplatte, einer Silikondich-
tungsmatte, sechs Schraubmuttern und einer Polycarbonat-Membran. Die Ac-
rylbodenplatte weist zehn Vertiefungen (“blinde” untere Wells) mit Rundbdden
und je 400 pl Fassungsvermdgen auf. AuBerdem ragen sechs Gewindestangen
senkrecht empor, die der Verankerung und Fixierung der anderen Bestandeile
dienen. Die Acryldeckplatte hat passend zu der Bodenplatte zehn Locher, welche
nach dem Zusammenbauen durch die Polycarbonat-Membran unten abgedichtet
werden. Diese Vertiefungen fassen dann ein Volumen von 285 pl. Zudem hat die
Deckplatte am Rand sechs kleine Locher zum Durchtritt der Gewindestangen. Die
Silikondichtungsmatte hat ebenfalls passend zu den Acrylplatten zehn Aussparun-
gen und sechs kleine Locher am Rand, um auf die Gewindestange aufgefadelt
werden zu koénnen. Die Silikonmatte dient der Abdichtung. Die Polycarbonat-
Memobran ist etwa 10 um dick und hat eine Porengréfie von 3 um. Die Membran
hat eine gldnzende, weniger adhérente Seite und eine matte, starker adhérente Sei-
te. Um die Transmigrationskammer korrekt zusammenzubauen, wird nach der
Beschickung der Acrylbodenplatte zunédchst vorsichtig die Polycarbonat-
Membran mit der glanzenden Seite nach oben aufgelegt. AnschlieRend wird die
Silikondichtungsmatte und die Acryldeckplatte entsprechend ihrer Aussparungen
und Gewindeltcher auf der Acrylbodenplatte platziert. Zum Schluss werden die
sechs Schraubmuttern méfig fest angezogen und die Acrylplatten so aufeinander-

gedriickt.

Die Versuche wurden pro Probe in Doppelansatzen durchgefiihrt. Die “blinden”
Wells der Acrylbodenplatte wurden mit jeweils 300 ul des Probenmaterials bzw.
300 pl Kulturmedium als Negativkontrolle und 300 ul der IL-8 Gebrauchslésung
(100 ng/mL, 111.2.4.4) beschickt. Um die Adharenz der migrierenden Granulozy-
ten zu vermindern, wurde jedes Well vorsichtig mit 125-150 pl 100 %igem Per-
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coll® unterschichtet bis ein positiver Flussigkeitsmeniskus zu sehen war. Beim
Auflegen der Polycarbonat-Membran musste streng darauf geachtet werden, dass
sich keine Luftblasen unter der Membran sammelten und dass ein Verrutschen der
Membran unbedingt vermieden wurde. Dabei kénnte Probenmaterial aus ver-
schiedenen Wells vermischt werden. Die restlichen Teile der Kammer wurden wie
beschrieben zusammengesetzt und festgeschraubt. AnschlieBend wurde in jede
Vertiefung der Deckplatte 200 pl der Zellsuspension (5%10° PMN/mL) gegeben.
Die Transmigrationskammer wurde fur 2 h bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank

inkubiert.

Nach der Inkubation wurde die Zellsuspension (nicht gewanderte Zellen) der obe-
ren Wells vorsichtig resuspendiert, abpipettiert und zur Aufbewahrung jeweils in
ein Eppendorfgefal? Gberflhrt. Dabei durfte die Polycarbonat-Membran nicht ver-
letzt werden. Nach Entfernen der Schraubmuttern wurde die Deckelplatte, die
Silikonmatte und die Membran gleichzeitig waagrecht abgehoben. Die unteren
Wells wurden durch Auf- und Abpipettieren gut durchmischt. In 5 mL-
Probenrdhrchen wurden 125 pL Zellkulturmedium vorgelegt und je 350 pL aus
den Wells zugegeben. Bis zur durchflusszytometrischen Messung wurden die

Proben auf Eis gelagert.

Nach Versuchsende wurden alle Kammerteile mit Aqua dest. gespult und tber
Nacht an der Luft getrocknet.

343 Analyse mittels Durchflusszytometrie

Der Probenanalyse mittels Durchflusszytometrie liegt die Messung von Licht-
streuung und Fluoreszenzen zu Grunde. Fir die Versuche wurde das Gerét
BD Accuri™ C6 verwendet. Dieses enthélt zwei Laser der Wellenldngen 488 nm
und 640 nm sowie zwei Detektoren fiir Streulicht und vier Fluoreszenzdetektoren.
Jedes Messereignis wird durch sechs Parameter charakterisiert. Das Probenmate-
rial wird im rechten Winkel an einem fokussierten Lichtstrahl (Laser) vorbeigelei-
tet. Trifft der Lichtstrahl auf eine Zelle, so streut diese das Licht. Die Lichtstreu-
ung wird von den Zelleigenschaften beeinflusst. Das Vorwartsstreulicht (FCS;
Forward Scatter) wird maximal in einem Winkel von 10° zum Laserstrahl abge-
lenkt. Es erfasst die Querschnittsflache der Partikel und gibt damit Auskunft Gber
die PartikelgroRe. Das Seitwartsstreulicht (SCC; Side Scatter) wird in einem Win-



111. Material und Methoden 48

kel von 90° zum Laserstrahl abgelenkt. Es spiegelt durch die Erfassung des Re-
fraktionsindex die Komplexitét des Partikels, also seine Granularitat und Oberfl&-
chenstruktur wieder. Aullerdem wird von jedem Partikel mit entsprechenden De-
tektoren Fluoreszenz- Emissionen in vier verschiedenen Wellenlangenbereichen
(FL1 = Grinfluoreszenz: 530 £ 15 nm; FL2 = Orangefluoreszenz: 585 + 20 nm;
FL3 = Rotfluoreszenz: > 650 nm; FL4 = Violettfluoreszenz: 675 = 12,5 nm) ge-
messen. Die charakteristischen Licht- und Fluoreszenzsignale (FCS, SCC, FL1,
FL2, FL3, FL4) werden digital gespeichert (RADBRUCH, 2000). Die Auswer-
tung der Messungen erfolgte im FCS 3.0 Datenformat mit der Soft-

ware FCS Express™.

344 Ermittlung der relativen Transmigrationsrate

Die Transmigrationsrate beschreibt, wie viele der eingesetzten PMN aus dem obe-
ren ,,Well*“ dem chemotaktischen Reiz gefolgt sind und aktiv durch die Membran

in das untere ,,Well* gewandert sind. Im Versuchsansatz wurden zu Beginn

1*10° PMN in das obere ,,Well* eingesetzt (5%10° PMN/mL).

Als Positivkontrollen wurden die Migrationsraten von PMN nach Einsatz von
100 ng/mL rhlIL-8 (111.2.4.4) der jeweiligen Kammer herangezogen und gleich
100 % gesetzt. Die weiteren Migrationsraten wurden in Bezug auf die Positivkon-
trollen der jeweiligen Kammer bezogen, um tagesabhdngige Schwankungen zu
relativieren. Die Formel zur Ermittlung der relativen Migrationsrate lautete wie
folgt:

100
Anzahl PMN (Positivkontrolle)

relative Migrationsrate = Anzahl PMN Ansatz *

3.5 Funktionelle  Untersuchungen zur antimikrobiellen  Aktivitdit von

Zellkulturliberstanden

Die Zellkulturtiberstande aus Stimulationsversuchen mit der Zelllinie MAC-T
(111.3.2) sollten in einem ,, Time-Kill-Assay* (111.3.5.1) auf ihre potentielle anti-
mikrobielle Wirkung untersucht werden. Hierbei sollte geprift werden, ob die
MAC-T aufgrund einer Stimulation mit LPS, E. colijzs, S. aureusig; und

Sc. uberisoi140; antimikrobiell aktive Stoffe in das Medium abgibt.
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35.1 Time-Kill-Assay

Mit dem Time Kill Assay sollte das Wachstumsverhalten bzw. eine Wachstums-
hemmung der Modellpathogene zeitabhéngig dargestellt werden. Maoglicherweise
sezernierte antimikrobiell wirksame Stoffe in den Uberstanden koénnten das
Wachstum der Bakterien hemmen oder verlangsamen. Das Wachstum der Bakte-
rien wurde stundlich anhand der optischen Dichte bestimmt. Die Anzucht und
Herstellung der Gebrauchskonzentration der Modellpathogene erfolgten wie unter
(11.3.6) aufgefiihrt.  Zur  Versuchsdurchfiihrung wurde eine  96-Well-
Flachbodenplatte verwendet. Jeder zu testende Uberstand aus den Stimulations-
versuchen mit der MAC-T Zelle wurde einfach jeweils mit E colijzgs, S. aureussgy;
und Sc. uberiso140; beimpft. Aulerdem wurde Polymyxin B in den Konzentratio-
nen 100 pg, 10 pg, 1 pug und 0,1 pg pro Well fir jeden getesteten Keim als Kon-
trolle zugesetzt. Weiterhin wurde LB-Medium ohne antimikrobiellen Zusatz mit-
gemessen. In jedes ,,Well*“ wurde zundchst die entsprechende Menge LB-Medium
vorgelegt, sodass am Ende mit den Bakterien und den zu testenden Uberstanden
300 uL  Volumen je ,Well“ vorlagen. Von E colijzs, S.aureusyp; und
Sc. uberispi40; wurden pro ,,\Well*“ je 20 pl der Gebrauchskonzentrationen in die
,Wells“ pipettiert. Dies entsprach einer Anzahl CFU/Well von 3,06*10*
E. colijss, 2,16*10° S. aureus;oy7, sowie 1,38*10* Sc. uberisoiso;. Von den Uber-
stdnden wurden auflerdem je 180 pl pro Well zugegeben. Die beschickte und mit
Folie abgeklebte Platte wurde tber sechs Stunden bei 37°C inkubiert und stiind-
lich die OD600 gemessen, um die zeitabhdngige Wachstumshemmung des Bakte-

rienwachstums darzustellen.

3.6 Kultivierung und Praparation der Modellpathogene in vitro

Fur die Versuche wurde mit den Bakterienstdmmen E. coliizgs, S. aureus;opz und
Sc. uberiso140; gearbeitet. Zur Ermittlung des durchschnittlichen Wachstumsver-
haltens wurde zundchst eine tiefgefrorene Ablage von E. coli;ss auf Kristallvio-
lett-Galle-Lactose-Agar (VRB), sowie eine tiefgefrorene Ablage von S. aureusig,;
auf Columbia-Schafblut-Agar (CSB) ausplattiert. Sc. uberisoi40; lag als fliissiges
Aliquot vor und wurde mittels einer Ose auf einer CSB-Platte ausgestrichen. Die

Agarplatten wurden anschlieend 24 h bei 37°C inkubiert und danach bis zu drei
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Wochen im Kihlschrank aufbewahrt. Zur weiteren Kultivierung der Bakterien
wurden in zwei Reagenzglaser je 10 mL der BHI vorgelegt und mittels einer ab-
geflammten Ose jeweils einige Kolonien von E. colis, S.aureusgy; und
Sc. uberisp140; Zugegeben. Nach Verschluss der Réhrchen und grindlichem Rit-
teln folgte eine weitere Inkubation fiir 6 h bei 37°C auf der Rittelplatte. Anschlie-
Rend wurden je 9,9 mL TSB in zwei frische Reagenzgléaser vorgelegt und nach
erneutem grindlichen Vortexen je 100 ul der Bakteriensuspensionen hinzu pipet-
tiert. Nach guter Durchmischung erfolgte eine weitere Inkubation fiir 18 h bei
37°C auf der Ruttelplatte. Um eine definierte Anzahl an CFU zu erhalten, wurden
aus den Suspensionen von E. coliyzz, S. aureusigpz und Sc. uberispi40; Verdin-
nungsreihen erstellt und diese ausplattiert. Hierzu wurden zundchst Reagenzrohr-
chen mit 9 mL 0,9 %iger Natriumchloridlésung vorbereitet und entsprechend be-
schriftet. Die Verdiinnungen erfolgten in Zehnerschritten bis zu der Stufe 10,
AnschlieRend wurden aus den Verdiinnungsstufen 10° bis 10® je 100 pL auf
VRB-Agar fir E. colizzos bzw. CSB-Agar fur S. aureusiozy und Sc. uberisoisog
ausplattiert. Die auf den Agarplatten aufgetragenen Bakteriensuspensionen wur-
den mit Hilfe von 10 sterilen Glasperlen durch leichtes Schiitteln der Agarplatten
gleichmaéRig verteilt. Jede der Verdinnungsstufen wurde in Triplikaten ausplat-
tiert. AnschlieBend wurden die Platten tiber 24 h bei 37°C inkubiert.

In die Auswertung aufgenommen wurden Platten, auf denen mindestens 3 und
maximal 300 Kolonien gewachsen waren. Mit der folgenden Formel konnte so die

Anzahl CFU in der Ursprungssuspension errechnet werden (111.3.6.1.)

Nach >7 Wiederholungen der unter (111.3.6) angefiihrten Arbeitsschritte lagen
ausreichend Ergebnisse der CFU/mL in der Ursprungssuspension vor. Anhand des
Mittelwertes dieser Zahlen konnte in darauffolgenden Versuchsansatzen jede ge-
wiinschte Anzahl CFU/mL durch eine entsprechende Verdinnung mit 0,9% NaCl-
Losung eingestellt werden. Dies wurde durch erneutes Ausplattieren und Inkubie-
ren fiir 24 h bei 37°C kontrolliert.

3.6.1 Ermittlung einer Wachstumskurve fir die eingesetzten Modellpathogene

Die Lagerung und Anzucht der Modellpathogene erfolgte wie unter (111.3.6) be-
schrieben. Die Bakterienkolonien wurden von den bewachsenen Kulturplatten aus

dem Kihlschrank (4°C) zur weiteren Kultivierung eingesetzt. In drei Reagenzglé-
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sern wurden je 10 mL des LB-Mediums vorgelegt und mittels einer abgeflammten
Ose jeweils einzelne Kolonien von E. colijzgs, S. aureusyoz; und Sc. uberisoiso)
zugegeben. Nach Verschluss der Rohrchen und grindlichem Durchmischen folgte
eine Inkubation Gber 18 h bei 37°C auf der Ruttelplatte. AnschlieRend wurden von
den drei Bakteriensuspensionen je 300 pL in eine 96-Well-Flachbodenplatte tber-
fuhrt und im Plattenphotometer die ODggo bestimmt. Darauthin wurde die beno-
tigte Menge der Ausgangssuspension errechnet, um eine Ldsung (Starterkultur)
flr jedes Modellpathogen mit einer ODggo von 0,02 herzustellen. Das fehlende
Volumen wurde mit LB-Boullion auf die gewinschte Ansatzmenge (10 mL) er-

ganzt und die Reagenzréhrchen auf dem Rittler bei 37°C weiter inkubiert.

Fur die Ermittlung der Wachstumskurven fur die drei Modellpathogene wurde
nach der Herstellung der Starterkulturen mit einer ODggo Von 0,02 stlindlich Gber
sieben Stunden die ODggo gemessen. Um zu den gemessenen ODgoo-Werten eine
definierte Anzahl an CFU/mL zu erhalten, wurden jeweils zu den gleichen Zeit-
punkten von den Bakteriensuspensionen Verdunnungsreihen erstellt und diese
ausplattiert. Hierzu wurden zunéchst Reagenzréhrchen mit 9 mL 0,9%iger Natri-
umchloridlésung vorbereitet. Die Verdlnnungen erfolgten in Zehnerschritten Pa-
thogen- und Zeitabhangig bis zu 10°°. AnschlieRend wurden aus den jeweils beno-
tigten Verdinnungsstufen je 100 puL auf VRB-Agar flr E. coliizz bzw. CSB-Agar
flir S. aureus;o27 und Sc. uberispi40; ausplattiert. Die aufpipettierten Bakteriensus-
pensionen wurden mit Hilfe von 10 sterilen Glasperlen durch leichtes Schitteln
der Agarplatten gleichmaRig verteilt. Jede der Verdlinnungsstufen wurde in
Triplikaten ausplattiert. Anschlielend wurden die Platten 24 h bei 37°C inkubiert.

In die Auswertung aufgenommen wurden Platten, auf denen zwischen mindestens
3 und maximal 300 Kolonien gewachsen waren. Mit der folgenden Formel konnte
so die durchschnittliche Anzahl der CFU/mL in der Ursprungssuspension errech-

net werden.

CFU/mL=

Summe aller CFU

(Anzahl Platten niedrigere Verdimnung * 1) + (Anzahl Platten héhere Verdinnung * 0,1)

* (Faktor der niedrigeren Verdinnung)

Anhand aller ermittelten Werte und der daraus ermittelten Wachstumskurve konn-
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te fir die folgenden Versuche die Anzahl CFU/mL anhand der gemessenen ODggo
nach 18 h Inkubation errechnet werden und beliebig auf die gewinschte Anzahl

CFU/mL oder eine gewtiinschte ODgg eingestellt werden.

3.7 Methoden zur Ermittlung antimikrobieller Aktivitat

3.7.1 Time-Kill-Assay

Mit dem ‘Time-Kill-Assay’ wurde das zeitlich abh&ngige Absterben der Modell-
pathogene nach Hinzugabe von entweder einem Antibiotikum, isolierter PMN
oder ausgesuchter Antimikrobieller Peptide (AMP) in 96-Well-Platten mit Rund-
boden untersucht. Die Proben wurden jeweils Uber eine Zeitdauer von sechs Stun-
den stiindlich photometrisch gemessen (ODggo). SO konnte eine Zeitabhangige
Darstellung des bakteriellen Wachstums bzw. seiner Hemmung bei den eingesetz-
ten Modellpathogenen erzielt werden.

Die Anzucht der Modellpathogene erfolgte fur alle Ansatze wie unter (111.3.6)
beschrieben. Nach dem Einstellen der Starterkulturen auf eine ODgg von 0,02
wurden diese flr 1,5 h bis zur mittleren Log-Phase bei 37°C weiter inkubiert. An-
schlieBend wurden je 300 ul von jeder Bakteriensuspension in eine 96-Well-Platte
uberfuhrt und diese wiederrum bei ODgyo photometrisch gemessen. Anhand der
erstellten Wachstumskurve konnten folgende Medianwerte von CFU/mL zum

Zeitpunkt 1,5 h ermittelt werden:

Tabelle 5 Medianwerte von CFU/mL zum Zeitpunkt 1,5h

Modellpathogen | Median CFU/mL

E. coliyzos 1,53*10°
S. aureusgy; 1,08*10’
Sc. Uberi501403 6,90*105

Von den Bakteriensuspensionen wurden nach griindlichem Durchmischen je 20 pl
zur weiteren Versuchsdurchfuhrung verwendet. Damit ergab sich bei einem Ver-
suchsansatz aus insgesamt 300 ul/Well (20 ul Bakteriensuspension + 280 ul wei-

tere Reagenzien) eine Gebrauchskonzentration von 1,02*10° CFU/mL E. coliyzgs,
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7,2*10° CFU/mL S. aureus;qg,; sowie 4,6*10* CFU/mL Sc. uberisois;. Das ent-
sprach einem Einsatz CFU/Well von 3,06*10 E. coliysgs, 2,16*10° S. aureusyoyz,

sowie 1,38*10% Sc. uberisoy..

3.7.1.1 Ermittlung der Wirkung eingesetzter Antibiotika gegentber Masti-

tis-Pathogenen in vitro

In Vorversuchen wurden mit den antibiotischen Wirkstoffen Polymyxin B und
Penicillin/Streptomycin (PS) die minimale Hemmstoffkonzentration (MHK) fir
eine definierte Anzahl CFU/mL ermittelt. Aufgrund seiner wachstumshemmenden
Effekte gegenuber allen eingesetzten Mastitis-Pathogenen als auch seiner struktu-
rellen Verwandtschaft zu den AMP wurde Polymyxin B des Weiteren als Nega-

tivkontrolle eingesetzt.

Die Gebrauchskonzentration von 1,02*10° CFU/mL E. colijzgs, 7,2*10° CFU/mL
S.aureus;pz7, Ssowie 4,6*10* CFU/mL Sc. uberisois; wurden wie unter
(111.3.6.13.6.1) beschrieben hergestellt. Pro Modellpathogen wurde eine 96-Well-
Platte verwendet. Pro Well wurden 200 uL der vorbereiteten Verdinnungen ver-
wendet. Von den eingesetzten Antibiotika wurden vorab Verdiunnungsreihen in
Zehnerschritten (bis 10°°) vorbereitet, wobei das Polymyxin B eine Ursprungs-
konzentration von 1 mg/mL hatte und das PS eine Konzentration von 10.000
U/mL Penicillin bzw. 10.000 pg/mL Streptomycin enthielt. Zudem wurden so-
wohl LB-Medium ohne Pathogene oder antibiotischen Zusatz (Negativ-Kontrolle)
als auch LB-Medium mit Pathogenen, aber ohne antibiotischen Zusatz (Positiv-

Kontrolle) verwendet.

Die beschickten 96-Well-Platten wurden tber 6 h bei 37°C inkubiert und stiind-
lich die ODgoo photometrisch gemessen. AnschlieBend konnte aus den gewonne-

nen Werten die minimale Hemmstoffkonzentration abgeleitet werden.

3.7.1.2 Ermittlung der Wirkung von PMN gegentiber Mastitis-Pathogenen

in vitro

Die Blutentnahme und die Gewinnung der PMN erfolgten wie unter (111.3.3) bzw.
(111.3.4.1) beschrieben. Die Anzahl der PMN wurde im Sysmex® elektronisch
gezahlt und anschlieRend auf eine Konzentration von 1,6x10" mit LB-Medium

eingestellt. AulRerdem wurde eine Verdinnungsreihe mit einem Verdunnungsfak-
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tor von 1:10 in Medium bis 1,6x10* hergestellt.

Die Anzucht und Herstellung der Gebrauchskonzentration der Modellpathogene
erfolgten wie bereits unter (111.3.6.1) aufgefiihrt.

Zur Versuchsdurchfuhrung wurde eine 96-Well-Flachbodenplatte verwendet und
jede zu testende Verdinnungsstufe der PMN wurde in Triplikaten angesetzt. Au-
Rerdem wurde Polymyxin B in den Konzentrationen 100 pg, 10 pg, 1 pg und
0,1 pg pro Well fiir jedes Modellpathogen als Positivkontrolle einer Wachstums-
hemmung getestet. Als Negativ-Kontrolle diente LB-Medium. In jedes Well wur-
de zunéchst die entsprechende Menge LB-Medium vorgelegt, so dass am Ende
300 pL  Volumen je Well vorlagen. Von E. coliizes, S.aureusig; und
Sc. uberispi40; Wurden pro Well je 20 ul der Gebrauchskonzentrationen in die
Wells pipettiert. Von den Verdinnungsstufen der PMN wurden auflerdem je
100 pl pro Well zugegeben. Die beschickten und mit Folie abgeklebten Platten
wurden tber sechs Stunden bei 37°C inkubiert und stindlich die ODgoo photomet-

risch gemessen.

3.7.1.3 Ermittlung der Wirkung ausgesuchter Antimikrobieller Peptide
(AMP) gegenliber Mastitis-Pathogenen in vitro

Die Anzucht der Modellpathogene, sowie die Einstellung der Gebrauchskonzent-

rationen erfolgte wie unter (111.3.6.1) beschrieben.

Das antimikrobielle LAP lag in einer Ursprungskonzentration von 0,5 mg/mL vor.
Zunéchst wurde es in PBS 1:1 auf 0,25 mg/mL verdunnt. Zur Versuchsdurchfiih-
rung wurde eine 96-Well-Flachbodenplatte verwendet. Jedes der Modellpathoge-
ne und die zu testende Konzentration von LAP wurden in Triplikaten angesetzt.
AuRerdem wurde Polymyxin B in den Konzentrationen 100 pg, 10 pg, 1 pug und
0,1 pg pro Well fiir jedes Modellpathogen als Positivkontrolle einer Wachstums-
hemmung getestet. Als Negativ-Kontrolle diente LB-Medium. In jedes Well wur-
de zuné&chst die entsprechende Menge LB-Medium vorgelegt, so dass final 300 pL
Volumen je Well vorlagen. VVon E. coliysps, S. aureussgyz und Sc. uberisoisgy Wur-
den pro Well je 20 pl der Gebrauchskonzentrationen in die Wells pipettiert. Das
LAP wurde in Konzentrationen von 0,025 mg/Well und 0,0125 mg/Well getestet.
Die beschickte und mit Folie abgeklebte Platte wurde Uber sechs Stunden bei
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37°C inkubiert und stlindlich die ODgoo photometrisch gemessen. Der gleiche
Versuchsansatz wurde mit Indolicidin (CATL4) anstelle von LAP durchgefiihrt.
Die getesteten Konzentrationen waren ebenfalls 0,025 mg und 0,0125 mg/Well.

3.7.2 Durchflusszytometrische Erfassung vitaler und nicht-vitaler Bakterien

Das zeitabh&ngige Absterben von E. colijzoz und S. aureus;gp; sollte nach Zugabe
antimikrobiell wirksamer Substanzen mittels einer Lebend-Tot Farbung durch-
flusszytometrisch erfasst werden. Diese Methodik wurde im hauseigenen Labor
im Rahmen der vorliegenden Arbeit zwar fir bekannte Mengen vitaler und nicht-
vitaler Bakterien etabliert, fand jedoch keine Verwendung bei der Ermittlung der
antimikrobiellen Wirkung von AMP und PMN auf Mastitis-Pathogene.

Die Anzucht der Modellpathogene erfolgte im Prinzip wie unter (I11.3.6) be-
schrieben. Allerdings betrug die erste Inkubationszeit in BHI 18 h bei 37°C und
die zweite Inkubationszeit in TSB nur 3 h bei 37°C. Anschlielend wurde die An-
zahl CFU/mL in der Suspension durchflusszytometrisch ermittelt. Um die ge-
wiinschte Anzahl von 10" CFU/mL einzustellen, wurden die Suspensionen mit
Aqua dest. entsprechend verdinnt. Anschlieend wurde ein Teil der Bakterien bei
60°C im Wasserbad fir 60 Minuten hitzeinaktiviert. Die Farbstoffe SYTO9 und
PJ des ‘LIVE/DEAD Testkits’ wurden wie unter 111.2.4.5 vorbereitet. Fir
E. coliizo3 wurden 496,5 pL der Bakteriensuspension (10’CFU/mL) mit 2 pL PJ-
Stockldsung, sowie 1,5 pL der SYTO9 Vorverdiinnung (1:10) gemischt. Entspre-
chend wurden fiir S. aureusyg;; 498 L der Bakteriensuspension (10" CFU/mL)
mit 1 uL PJ-Stockldsung und 1 pL SYTO9 Vorverdinnung (1:100) gemischt. So
hatte PJ bei E. coli;sps-Ansatzen eine Endkonzentration von 9,6 uM und bei
S. aureus;gp7-Ansétzen eine Endkonzentration von 4,8 uM. Die Endkonzentration
von SYTO9 lag bei bei 1,5nM (E. colizzes) und bei 100 nM (S. aureusig,7). Die
Bakteriensuspensionen wurden als erstes mit SYTO9 versetzt, 15 Minuten im
Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert und anschliefend im Durchflusszytometer
gemessen. Danach wurde PJ zugegeben, nochmals 15 Minuten im Dunkeln bei

Raumtemperatur inkubiert und erneut gemessen.
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3.8 Mastitis-Infektionsversuch

Die im Rahmen dieser Arbeit analysierten Gewebeproben entstammten zwei
Mastitis-Infektionsversuchen, die im Rahmen assoziierter Projekte durchgefiihrt
wurden (WALDMULLER, 2012). Es handelte sich hierbei um allgemein- und
eutergesunde Kiihe der Rasse Holstein-Friesian. Etwa zwei Wochen vor errechne-
tem Kalbetermin wurden die Versuchstiere in der Klinik fir Wiederk&uer der
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen in Einzelhaltung aufgestallt. Die Tiere
standen auf Gummimatten mit Stroheinstreu und wurden mit Heu ad libitum und
nach der Kalbung mit TMR ad libitum sowie leistungsabhéngigen Mengen an
Kraftfutter und Getreideschrot gefiittert. Ab dem Zeitpunkt der Einstallung stan-
den die Tiere ganztagig unter Geburtstiberwachung und wurden alle 3 h durch

eine Person kontrolliert und mindestens einmal pro Tag rektal untersucht.

3.8.1 Induktion einer experimentellen Mastitis

Eine Ubersicht zum zeitlichen Ablauf und zu Behandlung der einzelnen Ver-
suchsgruppen ist in Abbildung 1 wiedergegeben. Insgesamt gab es drei Tiergrup-
pen die zur Gewinnung von mammé&rem Gewebe herangezogen wurden: Die Tiere
der Gruppe ,,LPS_EC* (LPS Behandlung vor E. coli Infektion; LPS_EC) erhielten
ca. 24-48 h nach der Kalbung in jedes Euterviertel eine Vorbehandlung mit 1 g
LPS/5 mL 0,9%iger NaCl-Losung. Nach 72 h wurde jeweils das Viertel, das zu
diesem Zeitpunkt den niedrigsten SCC aufwies, mit 500 CFU E. coliyzes experi-
mentell infiziert. Die Tiere der Gruppe ,,EC* (E coli) wurden keiner Vorbehand-
lung unterzogen und maximal 72-156 h nach der Kalbung in dem Euterviertel mit
dem niedrigsten SCC analog zu ,,LPS EC* mit E. coli infiziert. Die Tiere wurden
24 h nach E. coli-Infektion get6tet, und es erfolgte die Entnahme von lobuloalveo-
larem Drlsenparenchym. Keines der Versuchstiere wurde im Versuchszeitraum
mit antimikrobiellen oder antiphlogistischen Therapeutika behandelt. Die Tiere
der Gruppe ,,GS* (Goldstandard) erhielten keinerlei Behandlung. Es handelte sich
hierbei ausschlielich um erstlaktierende Kihe in der Mitte der Laktation (2. - 6.
Laktationsmonat, SCC < 50.000 Zellen/mL Milch).
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E. coli
72-156 h 24 h
EC
(n=4)
Partus LPS £ coli Gewebeentnahme
24-48 h 72 h 24 h
LPS_EC —
(n=4)
Gewebeentnahme
(n=5)

% = experimentelle Mastitis

Abbildung 1 Mastitis-Infektionsversuch zur Untersuchung des Einflusses einer
intramammaren LPS-Vorbehandlung auf die Expression antimikrobieller
Peptide im Eutergewebe

Die Gruppe ,,EC* (n=4) wurde auf dem zellniedrigste Viertel 72-500 CFU E. coli infi-
ziert. Die Gruppe ,,LPS_EC* wurde 24-48 h nach der Kalbung auf jedem Euterviertel mit
1 pg LPS vorbehandelt. 72 h spater wurde jeweils das Viertel mit dem niedrigsten Zell-
gehalt eines Tieres mit 500 CFU E. coli experimentell infiziert. Die Tiere wurden 24 h
nach experimenteller Infektion getttet und Gewebeproben aus dem Euterparenchym ent-
nommen. Die Tiere der Gruppe ,,GS* (Goldstandard) erhielten keinerlei Behandlung und
dienten nur der Gewebegewinnung.

3.8.2 Gewinnung von Gewebeproben

Zum Zeitpunkt 24 h nach experimenteller Infektion wurden die Versuchstiere im
Landesamt fur Gesundheit und Lebensmittelsicherheit (LGL), Oberschleiheim
nach Betdubung mittels Bolzenschuss unter Blutentzug getdtet. Innerhalb von
15 min nach Tétung wurden Gewebeproben aus distalen Anteilen des Driisenpa-
renchyms gewonnen und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Bis zur weiteren

Aufarbeitung wurden die Gewebeproben bei -80°C gelagert.

3.9 Real Time quantitative Polymerase Kettenreaktion (RT-qPCR)

Mit der Reversen Transkription von RNA kann ein Zellprodukt auf molekularbio-
logischer Ebene nachgewiesen werden. Das gesuchte Zielgen kann mittels quanti-
tativer Real Time PCR (RT-gPCR) aus der gebildeten cDNA isoliert werden. An-
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hand von Standardkurven konnen die Transkript-Abundanzen fiir das gesuchte
Gen anschliellend absolut quantifiziert werden. Die im Folgenden beschriebenen
Methoden zur RT-gPCR wurden in Anlehnung an vorangegangene Arbeiten be-
schrieben und durchgefuhrt (LIND, 2011).

39.1 Extraktion der mRNA

Die Aufbereitung der mRNA erfolgte mit Hilfe eines Extraktionskits der Firma
Bio&Sell (111.2.2) bei Raumtemperatur. VVor Beginn der Extraktion wurden 70 mL
99%igen Ethanols zu der im Kit enthaltenen Flasche mit Waschpuffer HS sowie
160 mL 99%igen Ethanols zu der im Kit enthaltenen Flasche mit Waschpuffer LS
zugegeben. Der Inhalt der Flaschen wurde grundlich gemischt und verschlossen
aufbewahrt. Zur Zerkleinerung der Gewebestlicke (1 mm x 3 mm) wurden diese
in ein Rohrchen mit Keramik-Kugelchen tberfiihrt und mit 400 puL Lysis-Puffer
versetzt. Danach wurden die Proben grindlich fir 2 x 2 min bei einer Frequenz
von 50 Hz homogenisiert. Dazwischen erfolgte eine Pause Gber 1 min um eine
Uberhitzung des Gewebes zu vermeiden. Die homogenisierte Probe wurde bei
13.000 xg fur 2 min zentrifugiert, der Uberstand vorsichtig abgenommen und in
ein 2 mL Sammel-R6hrchen mit eingesetzter Zentrifugationssaule uberfihrt. Die
Saule wurde mit geschlossenem Deckel fiir weitere 2 min bei 10.000 xg zentrifu-
giert. AnschlieBend wurde die Zentrifugationsséule verworfen, das Filtrat mit der
gleichen Menge 70%igen Ethanols versetzt und auf eine frische Zentrifugations-
séule in einem Sammel-Rohrchen pipettiert. Nach einer Zentrifugation von 2 min
bei 10.000 xg wurde das Sammel-R6hrchen mit dem Filtrat verworfen und die
Sdule in ein neues Sammel-Roéhrchen gestellt. Zum Waschen der Probe wurden
500 uL. Waschpuffer HS auf die Sdule pipettiert und geschlossen fiir 1 min bei
10.000 xg zentrifugiert. Das Sammel-Rohrchen mit dem Filtrat wurde verworfen
und die Sdule in ein neues Sammel-Rohrchen gestellt. Es folgte ein zweiter
Waschschritt mit 700 uL. Waschpuffer LS und erneuter Zentrifugation. Das Sam-
mel-Rohrchen mit dem Filtrat wurde verworfen und die Sdule in ein neues Sam-
mel-Rohrchen gestellt. Zum Trocknen der S&ule und zur Entfernung der Ethanol-
reste folgte eine weitere Zentrifugation fiir 2 min bei 10.000 xg. Das Sammel-
Réhrchen mit dem Filtrat wurde verworfen und die Sdule in ein 1,5 mL Elutions-
Raéhrchen gestellt. Zur Elution der RNA wurden 80 pL. RNAse-freies Wasser auf
die Mitte der S&ule pipettiert, flir 1 min bei Raumtemperatur inkubiert und bei
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600 xg fur 1 min zentrifugiert. In dem gewonnenen Eluat war die gereinigte RNA

enthalten.

3.9.2 Messung der RNA-Integritat

Die Qualitat und Menge der RNA wurde mittels eines Experion""RNA-StdSens-
Analysis Kits (111.2.2) bestimmt. Das Prinzip des Test-Kits beruht dabei auf einer
automatisierten Gelelektrophorese. Das System besteht aus einem Chip fiir 12 Pro-
ben, einer Station flr die Préparation des Chips und dem Analysator, in dem die ei-
gentliche Gelelektrophorese stattfindet. Der Testchip wurde anhand der im Testkit
enthaltenen Anleitung beschickt und anschlieBend in der Experion™-Automated
Electrophoresis-Station analysiert. Die Ergebnisse wurden graphisch dargestellt
und als Datensatz mit der entsprechenden Hersteller-Software abgerufen. Die
Software ermittelt hierbei die quantitative Bestimmung der RNA-Integritat, welche
anschlieBend als RNA-Qualitats-Index (RQI) ausgedriickt wird. Die Werte werden
auf einer Skala von 1 (denaturierte RNA) bis 10 (intakte RNA) dargestellt und er-
maoglichen so eine schnelle Beurteilung der Probenqualitét. Fir die folgenden Schritte

wurden ausschlielich Proben mit einem RQI > 6 verwendet.

3.9.3 Reverse Transkription zur Synthese von cDNA

Die aus den Gewebeproben gewonnene RNA wurde mittels der Reversen-
Transkriptase-Reaktion durch das Enzym M-MLV RT® (M-MLV Reverse Tran-
skriptase RNaseHMinus Point Mutant) in cDNA umgeschrieben. Um ausschlieBlich
die fur die Transkript-Analyse relevante mRNA in cDNA umzuschreiben, wurden
Oligo-(dt)is-Primer verwendet (Tabelle 4). Der Primer dient als Startregion fiir die
Reverse Transkriptase, indem er sich an das Poly-A-Ende der mMRNA-Molekiile anla-
gert. 1 puL des Oligo-(dt)1s-Primers und 10 pL der RNA-Probe wurden in einem Re-
aktionsgefall gemischt. Die Probe wurde im Thermocycler bei 70°C fir 5 min inku-
biert um Sekundérstrukturen der RNA aufzufalten. Danach wurden die Proben sofort
fur 5 min auf Eis gestellt und jeweils 14 uLL des in der Zwischenzeit hergestellten
Mastermix (I11.2.6) hinzugefiigt. Im Anschluss durchlief die Probe ein 3-Schritt Tem-
peraturprotokoll bestehend aus einer Inkubation fir 10 min bei 38°C und dann 50 min
bei 46°C. Um die Reaktion zu stoppen, folgte zum Abschluss noch eine Enzym-
Denaturierung tber 15 min bei 70°C. Durch die Inaktivierung der verwendeten En-
zyme wird auBerdem eine Interaktion der durchgefiihrten PCR mit Komponenten

einer nachfolgenden PCR vermieden.
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In einem Nanophotometer (Pearl, Implen 111.1) wurde die Reinheit und Konzentration
der gewonnenen cDNA ermittelt. Uber den Quotienten der ermittelten optischen
Dichten wurde die Probe beurteilt. Dabei wurden Quotienten von 1,7 bis 2,1 als ak-
zeptabel beurteilt. Bei niedrigeren Quotienten lag vermutlich eine Verunreinigung mit
Proteinen vor. Die Konzentration (¢) in pg/mL wurde anhand der optischen Dichte

bei 260 nm (OD260) nachfolgender Formel berechnet:

¢ [ug/mL] = OD260x50

c: Konzentration der cDNA in pg/mL

OD260: optische Dichte bei 260 nm

Im Anschluss an die Beurteilung wurden die Proben auf 200 ng cDNA pro pL einge-
stellt. Die Lagerung der cDNA erfolgte bei -20°C, sofern sie nicht sofort weiterver-

wendet wurde.

394 Durchfiihrung der RT-qPCR

Die RT-qPCR dient der quantitativen Darstellung der PCR-Produkte wahrend der
ablaufenden Amplifikationszyklen in Echtzeit. Es kommt hierbei zum wiederholten
Ablauf von drei Reaktionsschritten (Zyklus). Dabei wird zunéchst die doppelstrangi-
ge DNA aufgeschmolzen, danach erfolgt die Anlagerung von Primern und im letzten
Schritt wird das Produkt verlangert (KUBISTA et al., 2006). Dieser Zyklus wird fiir
eine PCR ca. 40- bis 50-mal durchlaufen. Fur die RT-gPCR wird auRerdem ein Farb-
stoff bendtigt, welcher an die gebildeten Produkte bindet, so dass deren Anwesenheit
durch Fluoreszenz angezeigt wird. Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green ist den
Reaktionsansétzen enthalten. Dieser lagert sich an die doppelstrangige DNA an und
die Extinktion wird nach jedem durchlaufenen Zyklus ermittelt. Die Extinktion ist
dabei direkt proportional zur Menge der amplifizierten DNA. Das heil3t, dass es im
Laufe der PCR-Zyklen zu ansteigenden Fluoreszenzsignalen kommt. Zunéchst ist das
Signal sehr schwach und kann nicht von anderen Hintergrundsignalen unterschieden
werden. Zu einem spéteren Zeitpunkt steigt die Fluoreszenz des PCR-Produktes ex-
ponentiell an und hebt sich so von den Hintergrundsignalen ab. Dieser Zyklus wird
dann als ‘Cycle threshold’ (C;) bezeichnet. Im weiteren Verlauf geht diese exponenti-
elle Phase der Fluorenszenzkurve in eine Plateauphase tber (Bild B) (KUBISTA et
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al., 2006).

Der verwendete Farbstoff SYBR Green bindet unspezifisch, das heil8t jede doppel-
strangige DNA fluoresziert und nicht nur die Gesuchte. Um die Produkte unterschei-
den zu konnen wird im Anschluss an die Reaktionszyklen zur Amplifikation eine
Analyse der Schmelzkurven durchgefiihrt (Bild A). Hierbei werden die Proben
schrittwiese denaturiert, sodass die doppelstrangige DNA zerféllt. Dies geschieht in
Abhéngigkeit ihrer Grofle zu unterschiedlichen Zeitpunkten und ist gekennzeichnet
durch einen abrupten Abfall der Fluoreszenz (KUBISTA et al., 2006).
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Abbildung 2 Schmelzkurve und Amplifikations-Plot einer gRT-PCR.

Dargestellt ist eine Schmelzkurve von LAP in der ersten Ableitung (Reporter Farbstoff
SYBR Green) gegen die Temperatur mit einem Peak bei 85°C. Der einzige und einheitli-
che Peak bedeutet, dass nur ein Produkt amplifiziert wird (A). Amplifikation (Steigung
der SYBR Green-Fluoreszenz (A Rn)) von Messplasmiden des Proteins LAP in den Ver-
diinnungen 1 x 10° Kopien bis 1 x 10° Kopien lber 40 Zyklen. Am Ct- Wert findet der
Ubergang in die exponentielle Phase statt und am Ende der Amplifikation der Ubergang
in die Plateauphase (B).

In der RT-qPCR wurde die Genexpression der Gene CCL20, S100A9 und LAP
untersucht. Fiir die Durchfiihrung wurde der SensiFAST™ SYBR Master Mix
verwendet. Die Gewebeproben wurden wie unter 111.3.8.2 beschrieben vorbereitet,
in cDNA umgeschrieben und auf eine Konzentration 200 ng/uL gebracht. Alle
Ansétze wurden in Dublikaten angesetzt. Fir jede Messung wurden mindestens fiinf
Punkte der Standardreihe (100 — 10° Kopien/uL) und eine Negativkontrolle (Master-
mix + Wasser) eingesetzt. Pro Vertiefung einer 96-Well-Platte wurden 1 pL. cDNA
und 19 pL des entsprechenden Mastermix (Tabelle 3, 111.2.6) pipettiert. Zur vollstan-

digen Aktivierung der Polymerase DNA wurden die Proben zu Beginn der PCR ein-
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malig fir 2 min auf 95°C erhitzt. Danach erfolgten 40 Zyklen mit je einer Denaturie-
rung der Proben bei 95°C uber 5 sec und der Anlagerung der Primer und der Verlan-
gerung des Produkts bei 60°C uber 15 sec. Im Anschluss wurde eine Analyse der
Schmelzkurve durchgefiihrt, indem die Proben von 60°C in Schritten von 0,5°C unter

standiger Aufzeichnung der Fluoreszenz auf 95°C erhitzt wurden.

Die in den Proben enthaltene Kopienzahl konnte wie folgt abgeleitet werden: Die
Software gPCRsoft3.0 zeichnete die Fluoreszenz von SYBR Green kontinuierlich
auf und ermittelte die C-Werte der einzelnen Proben. AuRerdem wurden Ct-
Werte fur den externen Standard festgelegt, von welchem die jeweilige Kopien-
zahl bekannt war. Anhand dieser Werte konnte eine Standardkurve (Regressions-
gerade erstellt werden. Dabei wurden die ermittelten Ct-Werte (Ct) logarithmisch
gegen die Kopienzahl der Standardpunkte dargestellt (Abbildung 3). Die Steigung der
Standardkurve, sowie die Effizienz, das BestimmtheitsmaB (R?) und die Giite wurden

fiir die Validierung der PCR verwendet.

Wenn sich das Produkt in jeden Zyklus verdoppelt, dann liegt eine Effizienz von
95 % vor. Dies trifft bei einer Steigung von -3,46 zu, wobei Steigungen von -3,1
bis — 3,6 (Effizienz 90 %- 110 %) als auswertbar eingestuft wurden. Die
Schmelzkurve darf nur einen Peak fiir ein amplifiziertes Produkt anzeigen. Der
Bestimmtheitsgrad (R?) dient zur Uberpriifung des linearen Zusammenhangs zwi-
schen den Ct-Werten und der eingesetzten Kopienzahl. R* wird von der Software er-
mittelt und sollte Werte > 0,985 annehmen. Wurden alle Kriterien erfullt, dann wur-

den die berechneten Kopienzahlen der Proben weiterverwendet.
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Abbildung 3 Regressionsgerade von LAP

Regressionsgerade einer Standardreihe in der RT-gPCR. Dargestellt sind Messplasmide
von LAP in den Verdiinnungen 1 x 10° Kopien bis 1 x 10° Kopien. Die Ct-Werte sind
gegen die Kopienzahlen aufgetragen und ergeben eine Regressionsgerade mit der Stei-
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gung s = -3,46; einer Effizienz von 0,95 % und R?=0,99

3.10 Statistische Auswertung

Die statistischen Analysen wurden mit Excel (2010, Microsoft) und Origin (Ver-
sion 8) durchgefihrt. Die Werte fiir die optische Dichte wurden mittels Shapiro-
Wilk-Test auf Normalverteilung getestet. Dieser wurde mehrheitlich abgelehnt.
Daher wurde zum Vergleich der Mediane der nicht-parametrische Mann-Whitney-
U-Test verwendet. Ergebnisse mit einem P-Wert < 0,05 wurden als signifikant
betrachtet. Die Arbeit wurde als explorativ bzw. Hypothesen-basiert aufgefasst.
Daher wurde auf eine Bonferroni- oder sonstige Korrektur des multiplen Testens
verzichtet. Die Berechnungen wurden mit dem Statistik-Programm R (Version
3.2.2) unter Verwendung des Zusatz-Paketes ,,coin“ (Version 1.1-1) durchgefthrt.
Die fiir die graphische Darstellung wiederholt verwendeten ,,Boxplots® sind in

Abbildung 4 erklart.
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Abbildung 4 Exemplarische Darstellung eines Boxplot

Innerhalb der Box liegen 50 % aller gemessenen Werte. Die untere Begrenzung der Box
markiert die 25 %-, die mittlere Linie die 50 %- und die obere Begrenzung die 75 %-
Grenze. Das untere Ende der vertikalen Linie bezeichnet die 5 %-Grenze und das obere



111. Material und Methoden 64

die 95 %-Grenze. Das arithmetische Mittel aller Messwerte ist als Quadrat dargestellt.
Die T- Balken machen deutlich wie weit die restlichen 50 % der Daten streuen.



IV. Ergebnisse 65

V. ERGEBNISSE

1 Methodische Vorarbeiten

Im Rahmen methodischer Vorarbeiten sollte zundchst das Wachstumsverhalten
relevanter Mastitis-Pathogene untersucht werden um darauf basierend geeignete

Modelle zur Untersuchung antimikrobieller Aktivitat in vitro zu entwickeln.

1.1 Untersuchungen zum Wachstum von E. colizzps, S. aureusig;; und

Sc. uberispiqg; in vitro

Die im Rahmen der vorliegenden Dissertation eingesetzten Mastitis-Pathogene
E. colizes, S. aureusigp; und Sc. uberisoiso; wurden zundchst bezlglich ihres
Wachstumsverhaltens in vitro untersucht. Hierfur wurden Experimente in unter-
schiedlichen standardisierten Medien sowie mit unterschiedlichen Verfahren
(Spatelverfahren, Messung der optischen Dichte) durchgefthrt. Hierbei wurde
zum einen die Zeit ermittelt, welche die einzelnen Pathogene bendtigten, um eine
Plateauphase zu erreichen, als auch die Pathogen-spezifische Hohe der maximal
erreichbaren Anzahl CFU/mL. Hinsichtlich der eingesetzten Medien konnte bei
allen drei Pathogenen kein unterschiedliches Wachstumsverhalten verzeichnet
werden, unabhéngig davon, ob sie ausschlieBlich in LB-Medium (111.2.4.6) kulti-
viert wurden oder eine Vorinkubation wie unter 111.3.6 beschrieben in BHI und

TSB stattgefunden hatte (Daten nicht gezeigt).

1.1.1 Ermittlung der Wachstumskurven eingesetzter Mastitis-Pathogene

anhand des Spatelverfahrens

Zur Erstellung der Wachstumskurven mittels Spatelverfahren wurden Starterkul-
turen, wie unter 111.3.6.10, beschrieben in LB-Medium hergestellt. AnschlieRend
wurde stiindlich nach Verdiinnung der Bakteriensuspensionen in 10er Schritten je
100 ul in Triplikaten ausplattiert, nach 24-stiindiger Inkubation ausgezahlt und die
Anzahl CFU/mL in der Ursprungssuspension berechnet. So konnte der Wachs-
tumsverlauf in vitro fur jeden Keim tber 7 Stunden, wie in Abbildung 5, darge-
stellt ermittelt werden. Die eingesetzten Mastitis-Pathogene E. coliizps und
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S. aureusygp7 zeigten eine vergleichbare Dynamik unter Laborbedingungen hinsicht-
lich des Wachstumsverhaltens und der Anzahl CFU/mL (Abbildung 5). Im Gegensatz
dazu setzte zwar bei Sc. uberispi40; die exponentielle Wachstumsphase zum glei-
chen Zeitpunkt ein (zwischen 4 und 5 h) aber die Hohe der erreichten Werte hin-

sichtlich CFU/mL lag deutlich unter denen der anderen beiden untersuchten Pa-

thogene.
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Abbildung 5 Wachstumskurven von E. coliisg, S. aureus;py; und Sc. uberisoi4o;
(Spatelverfahren)

Dargestellt ist das Wachstum (CFU/mL) von E. coliysgs, S. aureus;oyz und Sc. uberisoiso;
in LB-Medium Uber einen Zeitraum von 7 h. E. coliysg3 zu Stunde 0, 1, 2, 3, 4 n = 6, Stun-
de 1,5 n =3, Stunde 5-7 n = 4. S. aureus;g; und Sc. uberispise; zu Stunde 0-7 n =5 und
Stunde 1,5n=3.

1.1.2 Ermittlung der Wachstumskurven eingesetzter Mastitis-Pathogene

anhand der optischen Dichte (OD)

Zur Erstellung der Wachstumskurven anhand der optischen Dichte wurden Star-
terkulturen wie unter 111.3.6.10 beschrieben in LB-Medium hergestellt und im
Plattenphotometer sttindlich hinsichtlich der optische Dichte bei 600 nm (ODgq)

untersucht. Wie bereits durch das Spatelverfahren ermittelt, zeigten auch hier
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E. colizzps und S. aureusigp7 eine vergleichbare Dynamik hinsichtlich des Wachs-
tumsverhaltens wahrend Sc. uberispi40; Im Vergleich hierzu zu jedem Zeitpunkt

niedrigere Werte seiner ODggo aufwies (siehe Abbildung 6).
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Abbildung 6 Wachstumskurven von E. colijzs, S. aureus;oyz und Sc. uberisoso;
(optische Dichte)

Dargestellt ist das Wachstum (ODggo) VOn E. cOlijzpz, S. aureus;gy; und Sc. uberispise; in
LB-Medium gemessen Uber einen Zeitraum von 7 h. E. colijsps zu Stunde 0, 1, 2, 3, 4 n
=6, Stunde 1,5 n=3, Stunde 5-7 n = 4. S. aureus;py; und Sc. uberisgiae; zu Stunde 0-7
n=>5und Stunde 1,5n = 3.

Beide eingesetzten Verfahren zeigten eine hohe Korrelation zueinander (Abbil-
dung 7), die Uberdies fir alle 3 eingesetzten Pathogene sich als hochsignifikant
erwies (P<0,001). So konnten anschliefend die gewonnenen Werte der ODggyo
rechnerisch einer entsprechenden Anzahl CFU/mL in der Ursprungssuspension
zugeordnet werden. Dieses Verfahren ermdglichte es, anstatt des zeit- und materi-
alaufwandigen Spatelverfahrens ein photometrisches Verfahren im (berwiegen-

den Anteil der VVersuche einzusetzen.
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Abbildung 7 Korrelation zweier Verfahren zur Messung des Wachstums von
E. coliiggs, S. aureus;gpy und Sc. uberispiggy in vitro

Dargestellt ist die erreichte Anzahl CFU/mL (ermittelt durch Spatelverfahren) in Korrela-
tion zur zeitgleich gemessenen optischen Dichte (ODsggy) Uber 7 h von E. colijzgs,
S. aureus;gy; und Sc. uberispiagy in Vitro. E. colisgs zu Stunde 0, 1, 2, 3, 4 n=6, Stunde
1,5 n=3, Stunde 5-7 n=4. S. aureus;g; und Sc. uberisgis; zu Stunde 0-7 n=5 und
Stunde 1,5 n = 3. Die Anzucht erfolgte in LB-Medium.

1.13 Wachstumsmaxima der eingesetzten Mastitis-Pathogene

Die Wachstumsmaxima der eingesetzten Mastitis-Pathogene E. coliiggs,
S. aureusigp7 und Sc. uberisoiag; Wurden wie unter 111.3.6 beschrieben ermittelt.
Fur E.colijgs zeigte sich eine durchschnittlich maximale Anzahl von
7,93*10° CFU/mL (Median). Damit erreichte E. coliyzes die héchsten Werte und
unterschied sich signifikant zu S. aureusip;; (P <0,01) und Sc. uberisoiso)
(P <0,0001, siehe Abbildung 8). Im Schnitt erreichte S. aureusigz; eine maximale
Anzahl von 4,24*108 CFU/mL (Median) und unterschied sich damit nochmals
signifikant von den ermittelten Werten fur Sc. uberiso140; (P <0,0001). Das ge-
ringste Wachstumsmaximum erreichte Sc. uberis 01405, mit 5,24*10" CFU/mL

(Median) und zeigte auch die hdchste Varianz der erreichten Wachstumsmaxima.
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Abbildung 8 Wachstumsmaxima  von  E.colijgs, ~ S.aureusi,;  und
Sc. Uberi501403

Dargestellt als Boxplot ist die maximal erreichte Anzahl CFU/mL der verwendeten
Mastitis-Pathogene E. colijzgs (N = 9), S. aureus;gy7 (n = 10) und Sc. uberispysg; (N = 17) in
TSB Medium. Statistisch signifikante Unterschiede sind gekennzeichnet wie folgt:
** = P <0,01; *** =P < 0,0001.

1.2 Vorarbeiten zur Verwendung einer immortalisierten
Milchdriisenepithelzelle (MAC-T) zur Untersuchung einer Pathogen-

vermittelten Induktion von Chemokinen

Zunéchst sollte untersucht werden, ob die Milchdriisenepithelzelle MAC-T nach
Stimulation mit LPS und hitzeinaktivierten E. colijzes, S. aureusjg; und

Sc. uberispi405, chemotaktisch wirksame Faktoren in das Kulturmedium sezerniert.

Die Untersuchungen in der Transmigrationskammer wurden mit Zellkulturiber-
stdnden durchgefihrt. Die MAC-T Zelle wurde zuvor nach dem Vorgehen wie
unter 111.3.2.2 beschrieben stimuliert und anschlieBend die Uberstande gewonnen.
Nach Durchfiihrung des Chemotaxis-Assays (siehe 111.3.4.2) wurde die Anzahl
gewanderter PMN durchflusszytometrisch ermittelt und die relative Transmigrati-

onsrate im Vergleich zu IL-8 als Positivkontrolle errechnet.

Es zeigte sich, dass Uberstdnde von MAC-T in unstimuliertem Zustand aber auch
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das Medium alleine wiederholt eine deutliche chemotaktische Wirkung zeigten
(siene Tabelle 6). Gepaart mit den hohen Standardabweichungen zwischen den
einzelnen Versuchsansatzen fuhrte dies dazu, dass sich keine signifikanten Unter-
schiede zwischen Uberstanden stimulierter als auch unstimulierter MAC-T her-
ausarbeiten lieen. Diese methodischen Schwierigkeiten waren durch vielfache
Modifikationen (Wechsel der Medien und Zusétze, Testung verschiedener Zellab-
lagen) nicht zu beheben, weshalb auf eine weitere Verwendung der Methodik ver-

zichtet wurde.

Tabelle 6 Relative Transmigrationsrate von PMN auf Uberstande stimulierter
und nicht-stimulierter Milchdriisenepithelzellen (MAC-T)

Ansatz (n = 12) MW (%) SD (%)
Positivkontrolle (IL8) 100 * 0
Negativkontrolle (PBS) 12,4 + 28,9
Medium 56,8 + 41,0
MAC-T 515  + 632
?gﬁg/n:;) LPS 1463 + 1629
XQ‘CC_EJ/EL)OH 754 = 701
XQCC;J/ rf]'l_"’;”reus 71+ 377
XQCC;J/ rf]"L')”be”S 657 + 581

Die ermittelten Transmigrationsraten (%) beziehen sich auf die jeweilige Positivkontrolle
(100 ng/mL IL-8) pro Versuchsansatz.



V. Ergebnisse 71

1.3 Vorarbeiten zur Verwendung einer immortalisierten
Milchdrisenepithelzelle  (MAC-T) als  Syntheseort  endogener

antimikrobieller Peptide

Ein Ziel war es, die Sekretion antimikrobieller Faktoren von Milchdrisenepithel-
zellen in Zellkulturiiberstdnde nach Stimulation mit hitzeinaktivierten Mastitis-
Pathogenen zu prifen. Hierzu sollte die immortalisierte Milchdriisenepithelzelle
MAC-T (111.3.1) Verwendung finden. Eine Vielzahl an Versuchen, diese Zelllinie
ohne antibiotischen Medium-Zusatz zu kultivieren, schlugen fehl. Aus diesem
Grund wurden zuniachst Uberstande, die den unter (111.2.4.1) verwendeten Zusatz
enthielten, in vitro gepriift. Die Uberstande waren aus Stimulationsversuchen mit
MAC-T und hitzeinaktivierten Partikeln von E. coliizgs, S. aureusigy; und
Sc. uberisp140; gewonnen worden. Der potentiell wachstumshemmende Effekt
wurde wie unter 111.3.5.1 beschrieben photometrisch Gber 6 h gepruft. Als Posi-
tivkontrolle einer antimikrobiellen Wirkung wurde Polymyxin B eingesetzt. Als
Negativkontrolle wurden sowohl Bakterien ohne wachstumshemmenden Zusatz

als auch Medium ohne Zusatz von Bakterien inkubiert.

Alle inkubierten Pathogene ohne wachstumshemmenden Zusatz zeigten eine sig-
nifikante Vermehrung (Zunahme der OD) nach 6 h (siehe Abbildung 9). Unter
Zusatz der genannten Uberstinde zeigten alle drei untersuchten Pathogene keine
Vermehrung (Zunahme der OD) Uber 6 Stunden. Eine Ausnahme bildeten Uber-
stdnde der MAC-T nach Stimulation mit 5 pg/mL LPS. Fur sie konnte aufgezeigt
werden, dass S. aureussgy7 in der Lage war, sich in diesen Uberstanden zu vermeh-
ren (siehe Abbildung 9). Die Kultivierung der MAC-T war aus technischen Griin-
den ohne antibiotischen Zusatz nicht moglich. Daraus ergab sich, dass keine Un-
terscheidung zwischen zugesetztem Antibiotikum und mdéglicherweise sezernier-
ten Faktoren durch die MAC-T mdglich war. VVon einer weiteren Verwendung

wurde im Rahmen dieser Arbeit Abstand genommen.
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Abbjldung 9 Koinkubation von E. coliizs, S. aureusigyz und Sc. uberispiagy mit
Uberstanden stimulierter und nicht-stimulierter MAC-T in vitro

Dargestellt sind jeweils die optischen Dichten bei einer Wellenlange von 600 nm (OD
600). Es wurden 1,02*10° CFU/mL E. coliyzs 7,2*10° CFU/mL S. aureus;oy; SOwie,
4,6*10" CFU/mL Sc. uberisgy; Uber 6 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Inkubation er-
folgte in LB- Medium sowohl ohne Zusatz (E. colijzgs; S. aureusigy7; Sc. uberispyse;) als
auch mit den verschiedenen Uberstanden kultivierter MAC-T: Medium = reines Kultur-
medium; MAC-T = unstimulierte MAC-T in Kulturmedium; MAC-T+EC = MAC-T sti-
muliert mit 1*108 CFU hitzeinaktivierte E. coli; MAC-T+SA = MAC-T stimuliert mit
1*10° CFU hitzeinaktivierte S. aureus; MAC-T+SU = MAC-T stimuliert mit 1*10° CFU
hitzeinaktivierte Sc. uberis; MAC-T+LPS = MAC-T stimuliert mit 5 pg/mL LPS.

1.4 Etablierung einer durchflusszytometrischen Methode zur Bestimmung

lebender und abgetoteter Bakterien in vitro

Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine Methode etabliert werden, mit welcher es
maoglich war, lebende und tote Bakterien aus Suspensionen mittels Durchflusszy-
tometrie zu detektieren. Damit sollte es moglich gemacht werden, eine potentielle
antimikrobielle Wirkung von Kulturliberstdénden gegenlber E. coli;zps und

S. aureusioe7 ZU untersuchen.

Der unter 111.3.7.2 beschriebene Versuchsansatz wurde auf verschiedene bekannte
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Mischungsverhdaltnisse lebender und toter Bakterien angewendet. Dabei ergaben
sich die unter Abbildung 10 beispielhaft fur S. aureus;o7 dargestellten Ergebnisse
(Daten flr E. coli nicht gezeigt). Es konnte gezeigt werden, dass die bekannten
eingesetzten Verhéltnisse lebender und toter Bakterien sich iberwiegend mit den
durchflusszytometrisch ermittelten Werten deckten. Hierbei ergab sich aber
weiterhin, dass der Anteil vitaler Bakterien bei den durchflusszytometrisch
erhobenen Werten konsistent ca 5-20 % hoher lag als ursprunglich eingesetzt.
Madglicherweise sind die Verluste bei den toten Bakterien mit dem Prozess der
Hitzeinaktivierung zu erklaren. Da im Rahmen der vorliegenden Arbeit auf eine
weitere Verwendung dieser Methode verzichtet wurde, wurden diesbeziglich

keine weiteren Untersuchungen unternommen.
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Abbildung 10 Durchflusszytometrische Erfassung vitaler und nicht

vitaler Partikel von S. aureus;gy;

In der Grafik sind lebende (L) und tote (T) Populationen von S. aureus;p,; in unterschied-
lichen Mischungsverhéltnissen mit SYTO9 (lebende Partikel) und PJ (tote Partikel) ge-
farbt dargestellt. Die Messungen sind als Dotplot in der Griinfluoreszenz (FL1) gegen
Rotfluoreszenz (FL3) dargestellt (obere Reihe). In der unteren Reihe ist die Rotfluores-
zenz (FL3) gegeniiber Anzahl Ereignisse (Count) als Histogramm aufgetragen. VVorgege-
bene Konzentrationen von links nach rechts: B1/B2: 75 % lebend+25 % tot; B1/B2: 50 %
lebend+50 % tot; C1/C2 25 % lebend+75 % tot. Die jeweils tatséchlich gemessenen Wer-
te sind innerhalb des jeweiligen Plots dargestellt.
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2 Antimikrobielle Aktivitit ausgewadhlter Peptide und

neutrophiler Granulozyten gegeniiber Mastitiserregern

Ziel dieser Versuchsreihe war es, die antimikrobielle Wirkung der Peptide LAP
und Indolicidin gegeniiber Mastitiserregern zu untersuchen. Erganzt wurden diese
Untersuchungen durch Koinkubation der Mastitiserreger mit PMN und Kultur-
uberstdnden immortalisierter Milchdrusenepithelzellen (MAC-T). Geprift wurde
die antimikrobielle Aktivitat Gber 6 h in vitro an den Mastitiserregern E. coliisos,

S. aureusigey und Sc. uberisoiag;.

2.1 Lingual antimicrobial Pepide (LAP)

Die antimikrobielle Aktivitat von LAP gegenuber den Mastitiserregern E. coli;sgs,
S. aureusigp7 und Sc. uberisoiagy in vitro wurde wie unter 111.3.7.1.3 beschrieben
photometrisch tber 6 h ermittelt. Als Positivkontrolle einer antimikrobiellen Wir-
kung wurde Polymyxin B eingesetzt. Als Negativkontrolle wurden sowohl Bakte-
rien ohne wachstumshemmenden Zusatz als auch Medium ohne Zusatz von Bak-

terien inkubiert.
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Abbildung 11 Einfluss von Lingual Antimicrobial Peptide (LAP) auf das
Wachstum von E. colijsgz in vitro
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Dargestellt sind die Differenzen (nach 4,5 und 6 h) der optischen Dichte bei einer Wellen-
lange von 600 nm (OD 600) zu den Ausgangswerten (n = 4). Es wurden jeweils 1,02*10°
CFU/mL E. coliyzs Uber 6 h bei 37°C inkubiert. Die Inkubation erfolgte sowohl ohne
Zusatz (control) als auch mit 0,0125 mg und 0,025 mg LAP. Statistisch signifikante Un-
terschiede sind gekennzeichnet wie folgt: ** = P < 0,01; *** = P < 0,001.
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Abbildung 12 Einfluss von Lingual Antimicrobial Peptide (LAP) auf das

Wachstum von S. aureus;gy7 in vitro

Dargestellt sind die Differenzen (nach 4,5 und 6 h) der optischen Dichte bei einer Wellen-
lange von 600 nm (OD 600) zu den Ausgangswerten (n = 3). Es wurden jeweils 7,2*10°
CFU/mL S. aureus;gy; Uber 6 h bei 37°C inkubiert. Die Inkubation erfolgte sowohl ohne
Zusatz (control) als auch mit 0,0125 mg und 0,025 mg LAP. Statistisch signifikante Un-
terschiede sind gekennzeichnet wie folgt: ** = P < 0,01; *** = P < 0,001.

Es wurden 1,02%10° CFU/mL E. coliss, 7,2¥10° CFU/mL S. aureusioz; sowie
4,610 CFU/mL Sc. uberisois; mit jeweils 0,0125 mg LAP/well und einmal
0,025 mg LAP/well in Triplikatansatzen inkubiert. Zum Zeitpunkt 0-3 h nach In-
kubationsbeginn war in keinem der Ansétze eine signifikante Zunahme der OD zu

verzeichnen (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 13 Einfluss von Lingual Antimicrobial Peptide (LAP) auf das
Wachstum von Sc. uberisoi4o; in vitro

Dargestellt sind die Differenzen (nach 4,5 und 6 h) der optischen Dichte bei einer Wellen-
lange von 600 nm (OD 600) zu den Ausgangswerten (n = 3). Es wurden jeweils 4,6*10*
CFU/mL Sc. uberispi40; Uber 6 h bei 37°C inkubiert. Die Inkubation erfolgte sowohl ohne
Zusatz (control) als auch mit 0,0125 mg LAP und 0,025 mg LAP. Statistisch signifikante
Unterschiede sind gekennzeichnet wie folgt: ** = P < 0,01; *** = P < 0,001.

Die 4-6 h nach Inkubationsbeginn erfassten Daten wurden zur Auswertung heran-
gezogen. Trotz Zusatz von LAP zeigten alle drei untersuchten Pathogene eine
signifikante Vermehrung (Zunahme der OD) uber 6 h. Verglichen zu den Kon-
trollansatzen konnte LAP jedoch das Wachstum aller drei untersuchten Pathogene
zu den Zeitpunkten 4-6 h nach Inkubationsbeginn signifikant hemmen (siehe Ab-
bildung 11 bis Abbildung 13). Der wachstumshemmende Effekt von LAP war
signifikant konzentrationsabhéngig gegeniiber allen drei untersuchten Mastitiser-
regern. Eine Konzentration von 0,025 mg LAP/Well (0,083 mg/mL) zeigte hierbei
invariant einen signifikant stdrkeren hemmenden Effekt als eine Konzentration
von 0,0125 mg LAP/Well (0,041 mg/mL).
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2.2 Indolicidin (Cathelicidin 4, CATHL4)
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Abbildung 14 Einfluss von Indolicidin (Cathelicidin 4, CATHL4) auf das
Wachstum von E. coliyzgs in vitro

Dargestellt sind die Differenzen (nach 4,5 und 6 h) der optischen Dichte bei einer Wellen-
lange von 600 nm (OD 600) zu den Ausgangswerten (n = 6). Es wurden jeweils 1,02*10°
CFU/mL E. coliyzgs Uber 6 h bei 37°C inkubiert. Die Inkubation erfolgte sowohl ohne
Zusatz (control) als auch mit 0,0125 mg CATHL4 und 0,025 mg CATHLA4. Statistisch
signifikante Unterschiede sind gekennzeichnet wie folgt: * =P <0,05; ** =P <0,01;
*** = P <0,001.

Die antimikrobielle Aktivitat von Indolicidin gegenliber den Mastitiserregern
E. coliizs, S. aureusiozz und Sc. uberispi40; wurde wie unter 111.3.7.1.3 beschrie-
ben photometrisch tber 6 h ermittelt. Dabei wurde stiindlich die optische Dichte
(OD) bei einer Wellenlange von 600 nm gemessen. Als Positivkontrolle einer
antimikrobiellen Wirkung wurde Polymyxin B eingesetzt. Als Negativkontrolle
wurden sowohl Bakterien ohne wachstumshemmenden Zusatz als auch Medium
ohne Zusatz von Bakterien inkubiert. Es wurden 1,02*10° CFU/mL E. colijzos
7,2%10° CFU/mL S. aureusyg,7 sowie 4,6%10* CFU/mL Sc. uberisoi4o; jeweils mit
0,0125 mg Indolicidin/Well (0,041 mg/mL) und einmal 0,025 mg Indolici-
din/Well (0,083 mg/mL) in Triplikatansétzen inkubiert. Zum Zeitpunkt 0-3 h nach
Inkubationsbeginn war in keinem der Ansdtze eine signifikante Zunahme der OD
zu verzeichnen (Daten nicht gezeigt).
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Die 4-6 h nach Inkubationsbeginn erfassten Daten wurden zur Auswertung heran-

gezogen. Trotz Zusatz von Indolicidin zeigten alle drei untersuchten Pathogene
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Abbildung 15 Einfluss von Indolicidin (Cathelicidin 4; CATHL4) auf das

Wachstum von S. aureus;gy7 in vitro

In der Graphik sind jeweils die Differenzen (nach 4,5 und 6 h) der optischen Dichte bei
einer Wellenldnge von 600 nm (OD 600) zu den Ausgangswerten dargestellt (n = 6). Es
wurden jeweils 7,2*10° CFU/mL S. aureus,q,; Uber 6 h bei 37°C inkubiert. Die Inkubati-
on erfolgte sowohl ohne Zusatz (control) als auch mit 0,0125 mg CATHL4 und 0,025 mg
CATHLA4. Statistisch signifikante Unterschiede sind gekennzeichnet wie folgt:
*=P<0,05 **=P<0,01

signifikante Vermehrung (Zunahme der OD) uber 6 h. Abhéngig von der Indolici-
din-Konzentration wurde jedoch das Wachstum aller drei untersuchten Pathogene
zu den Zeitpunkten 4-6 h nach Inkubationsbeginn signifikant gehemmt: Eine
Konzentration von 0,025 mg Indolicidin/Well zeigte hierbei nicht zu jedem unter-
suchten Zeitpunkt einen starkeren hemmenden Effekt als 0,0125 mg Indolici-
din/Well. Das Wachstum von E. coliizs wurde zu den Zeitpunkten 4-6 h nach
Inkubationsbeginn signifikant gehemmt (siehe Abbildung 14). Ein signifikant
konzentrationsabhangiger Unterschied konnte jedoch nur 6 h nach Inkubationsbe-
ginn verzeichnet werden. In den Versuchsansatzen, in denen S. aureus;gp; und
Indolicidin koinkubiert wurden, konnte nur fur die Zeitpunkte 5-6 h nach Inkuba-

tionsbeginn eine signifikante Wachstumshemmung gezeigt werden (siehe Abbil-



IV. Ergebnisse 79

dung 15). Hierbei zeigte sich zum Zeitpunkt 5 h nach Inkubationsbeginn eine un-
terschiedlich signifikante Wachstumshemmung fir beide eingesetzten Konzentra-
tionen von Indolicidin, wéhrend 6 h nach Inkubation nur die hoher eingesetzte

Konzentration signifikant das Wachstum hemmte.
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Abbildung 16 Einfluss von Indolicidin (Cathelicidin 4; CATHL4) auf das
Wachstum von Sc. uberisgiags in vitro

Dargestellt sind die Differenzen (nach 4,5 und 6 h) der optischen Dichte bei einer Wellen-
lange von 600 nm (OD 600) zu den Ausgangswerten (n=6). Es wurden jeweils 4,6*10"
CFU/mL Sc. uberiso40; Uber 6 h bei 37°C inkubiert. Die Inkubation erfolgte sowohl ohne
Zusatz (control) als auch mit 0,0125 mg Indolicidin und 0,025 mg Indolicidin. Statistisch
signifikante Unterschiede sind gekennzeichnet wie folgt: ** = P <0,01; *** = P < 0,001.

In den Inkubationsansédtzen mit Sc. uberisoi40; Wurde im Gegensatz zu den Ansat-
zen mit E. colijzoz und S. aureus;oy7 bei allen ausgewerteten Zeitpunkten eine sig-
nifikante Wachstumshemmung festgestellt die tberdies sich zu jedem Zeitpunkt

signifikant konzentrationsabhangig verhielt (siehe Abbildung 16).

2.3 Polymorphkernige Neutrophile Granulozyten (PMN)

Die antimikrobielle Aktivitdt von PMN gegeniber den Modellpathogenen
E. coliyzgs, S. aureusigp7 und Sc. uberisoisg; wurde wie unter 111.3.7.1.2 beschrie-

ben ermittelt. Dabei wurde stundlich die optische Dichte bei einer Wellenldnge
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von 600 nm gemessen. Als Positivkontrolle einer antimikrobiellen Wirkung wur-
de Polymyxin B eingesetzt. Als Negativkontrolle wurden sowohl Bakterien ohne
wachstumshemmenden Zusatz als auch Medium ohne Zusatz von Bakterien inku-
biert. Es wurden 1,02*10° CFU/mL E. coliizes, 7,2%10° CFU/mL S. aureusor,
sowie 4,6%10* CFU/mL Sc. uberisois; mit jeweils 1,6*10% 1,6%10° 1,6*10%
1,6*10° und 1,6*10° PMN/Well (=300 pL) in Triplikatansatzen inkubiert. Zum
Zeitpunkt 0-2 h nach Inkubationsbeginn war in keinem der Ansatze eine signifi-
kante Zunahme der OD zu verzeichnen (Daten nicht gezeigt). Die 3-6h
(S. aureusioz7, Sc. uberisois0;) bzw. 5-6 h (E. coliizes) nach Inkubationsbeginn
erfassten Daten wurden zur Auswertung herangezogen. Trotz Zusatz der PMN
zeigten alle drei untersuchten Pathogene eine signifikante VVermehrung (Zunahme
der OD) uber den Inkubationszeitraum von 6 Stunden. Abhangig von der PMN-
Konzentration wurde jedoch das Wachstum aller drei untersuchten Pathogene zu
den Zeitpunkten 3-6 h (S. aureus;gy7, Sc. uberisois03) bzw. 6 h (E. colizgs) nach

Inkubationsbeginn signifikant gehemmt.
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Abbildung 17 Einfluss Polymorphkerniger Neutrophiler Granulozyten
(PMN) auf das Wachstum von E. coliyzpz in vitro

Dargestellt sind die Differenzen (nach 5 und 6 h) der optischen Dichte bei einer Wellen-
lange von 600 nm (OD 600) zu den Ausgangswerten (n=11). Es wurden jeweils
1,02*10° CFU/mL E. coliyss tiber 6 h bei 37°C inkubiert. Die Inkubation erfolgte sowohl
ohne Zusatz (control) als auch mit 1,6%10° und 1,6*10° PMN/300 pL. Statistisch signifi-
kante Unterschiede sind gekennzeichnet wie folgt:
*=P<0,05; **=P<0,01; *** =P < 0,001
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Der wachstumshemmende Effekt der PMN stieg signifikant mit zunehmender
Konzentration. Das Wachstum von E. colijzoz wurden den Zeitpunkten 5-6 h nach
Inkubationsbeginn nur durch die héchste Konzentration (1,6*10° PMN/Well) sig-
nifikant gehemmt (siehe Abbildung 17). Fir S. aureusipy; und Sc. uberispigog
konnten fur die Zeitpunkte 3-6h nach Inkubationsbeginn fir PMN-
Konzentrationen zwischen 1,6*10* bis 1,6*10° PMN/Well signifikante Wachs-
tumshemmung gezeigt werden (siehe Abbildung 18 und Abbildung 19).
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Abbildung 18 Einfluss Polymorphkerniger Neutrophiler Granulozyten
(PMN) auf das Wachstum von S. aureus; g7 in vitro

Dargestellt sind die Differenzen (nach 3, 4, 5 und 6 h) der optischen Dichte bei einer
Wellenldnge von 600 nm (OD 600) zu den Ausgangswerten (n = 11). Es wurden jeweils
in Triplikat-Ansétzen 7,2*10° CFU/mL S. aureus;q,; Uber 6 h bei 37°C inkubiert. Die
Inkubation erfolgte sowohl ohne Zusatz (control) als auch mit 1,6*10* bis
1,6*10° PMN/300 pL. Statistisch signifikante Unterschiede sind gekennzeichnet wie
folgt: * =P <0,05; ** =P <0,01; *** =P < 0,001.
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Der starkste wachstumshemmende Effekt konnte in Koinkubationsansdtzen von
PMN mit S. aureusig,7 verzeichnet werden (siehe Abbildung 18). Bereits 3 h nach
Inkubationsbeginn waren fur drei unterschiedliche Konzentrationen von PMN
eine signifikante, konzentrationsabhangige Wachstumshemmung zu verzeichnen.
Zum Zeitpunkt 6 h nach Inkubationsbeginn waren sogar konzentrationsabhangige

Unterschiede bei allen eingesetzten Konzentrationen vorhanden.
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Abbildung 19 Einfluss Polymorphkerniger Neutrophiler Granulozyten
(PMN) auf das Wachstum von Sc. uberisp;40; in vitro

Dargestellt sind die Differenzen (nach 3, 4, 5 und 6 h) der optischen Dichte bei einer
Wellenldnge von 600 nm (OD 600) zu den Ausgangswerten (n = 11). Es wurden jeweils
4,6%10* CFU/mL Sc. uberisgys; Uber 6 h bei 37°C inkubiert. Die Inkubation erfolgte so-
wohl ohne Zusatz (control) als auch mit 1,6*10* bis 1,6%10° PMN/300 pL. Statistisch
signifikante Unterschiede sind gekennzeichnet wie folgt: * =P <0,05; ** =P < 0,01,
*** =P <0,001.
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3 Einfluss einer intramammaren LPS-Behandlung auf die

Expression ausgesuchter antimikrobieller Peptide in vivo

Eine intramammére Vorbehandlung mit LPS kann nachweislich eine experimen-
telle Mastitis mit E. coli verhindern oder abmildern und die Anzahl von E. coli in
der Milch betroffener Kuihe signifikant reduzieren (PETZL et al., 2012). In diesem
Teil der Arbeit sollte gepriift werden, ob eine intramammare Vorbehandlung mit
1 pg LPS/Euterviertel die Transkriptabundanzen ausgesuchter antimikrobieller

Peptide moduliert.

3.1 Lingual Antimicrobial Peptide (LAP)

Das antimikrobiell wirksame LAP ist das am stérksten exprimierte Defensin in
der bovinen Milchdrise und wird im Rahmen von Mastitiden stark heraufregu-
liert. Es konnte zunéchst gezeigt werden, dass LAP im mammaren Gewebe euter-
gesunder Kiihe konstitutiv nur sehr schwach exprimiert wird (siehe Abbildung 20,
Gruppe ,,GS*). Eine experimentelle Infektion in einem Euterviertel mit E. coliizs
uber 24 h fihrte invariant zu einer moderaten bis schweren klinischen Mastitis
(WALDMULLER, 2012). Im Eutergewebe dieser Versuchstiere konnte eine
durchschnittlich 37-fach hohere Expression fur LAP gemessen werden gegeniiber
der Basisexpression (siehe Abbildung 20, Gruppe ,,EC*). Waren die Versuchstiere
72 h vor der experimentellen Infektion intramammar mit LPS vorbehandelt wor-
den (Gruppe LPS/EC) so lief3 sich eine 32-fache Expressionssteigerung fur LAP
gegenuiber der Gruppe EC konstatieren. Dies entsprach einer >3000-fachen Ex-
pressionssteigerung gegenuber der Basisexpression (siehe Abbildung 20, Gruppe
,»LPS/EC* vs. ,,GS®).
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Abbildung 20 Einfluss einer intramammaren LPS-Vorbehandlung auf

die Expression von Lingual Antimicrobial Peptide (LAP) im Eutergewebe
nach experimenteller Infektion mit E. coli;zos

Dargestellt als Boxplots ist die MRNA-Expression von LAP im Eutergewebe unbehandel-
ter Tiere (GS, n = 4) und 24 h nach experimenteller intramammarer E. coli-Infektion. Die
experimentelle Infektion erfolgte 72 h nach intramammérer Vorbehandlung mit 1 pg
LPS/Euterviertel (LPS/EC, n = 5) oder ohne Vorbehandlung (EC, n = 4). Statistisch signi-
fikante Unterschiede zwischen den Gruppen sind wie folgt gekennzeichnet:
** =P <(,01.

3.2 Calgranulin (S100A9)

Das antimikrobiell wirksame Calgranulin S100A9 zéhlt zu den in Euter und Zitze
am frihesten und stérksten regulierten Faktoren bei der bovinen Mastitis
(RINALDI et al., 2010; PETZL et al., 2016). Die Dynamik der Expressionsmodu-
lation durch eine experimentelle Mastitis mit E. colijzpz mit und ohne LPS-
Vorbehandlung entsprach in etwa den Beobachtungen bei LAP (vgl. 3.1). Es
konnte gezeigt werden, dass SI00A9 im mammaéren Gewebe eutergesunder Kiihe
zundchst nur sehr schwach exprimiert wird (siehe Abbildung 20, Gruppe ,,GS*).
Nach einer experimentellen Mastitis tiber 24 h mit E. coli;zp3 konnte im Euterge-
webe dieser Versuchstiere eine >1000-fach hthere Expression fir S100A9 ge-

messen werden gegenuber der Basisexpression (siene Abbildung 21, Gruppe
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»EC*). Waren die Versuchstiere 72 h vor der experimentellen Infektion intra-
mammar mit LPS vorbehandelt worden (Gruppe LPS/EC) so lieR sich eine 57-
fache Expressionssteigerung fur LAP gegeniiber der Gruppe EC konstatieren (sie-
he Abbildung 21). Dies entsprach einer >50.000-fachen Expressionssteigerung
gegenliber der Basisexpression (siehe Abbildung 20, Gruppe ,,.LPS/EC* vs.
,»GS).
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Abbildung 21 Einfluss einer intramammaren LPS-Vorbehandlung auf

die Expression von S100A9 im Eutergewebe nach experimenteller Infektion
mit E. C0|i1303

Dargestellt als Boxplots ist die mMRNA-Expression von S100A9 im Eutergewebe unbe-
handelter Tiere (GS, n=4) und 24 h nach experimenteller intramammarer E. coli-
Infektion. Die experimentelle Infektion erfolgte 72 h nach intramammaérer Vorbehand-
lung mit 1 ug LPS/Euterviertel (LPS/EC, n =5) oder ohne Vorbehandlung (EC, n =4).
Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen sind wie folgt gekennzeich-
net: * = P < 0,05.

33 B-Chemokin-Ligand-20 (CCL20; MIP-3-Alpha)

Das Chemokin CCL20 wird friih und stark nach Pathogen-Kontakt in Milchdri-
senepithelzellen, im Eutergewebe und in der Zitze heraufreguliert (RINALDI et
al., 2010; GUNTHER et al., 2011; PETZL et al., 2016) und besitzt antibakterielle
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Eigenschaften gegeniber E. coli und S. aureus in vitro (YANG et al., 2003). Nach
einer experimentellen Mastitis ber 24 h mit E. coliizos konnte im Eutergewebe
eine >13-fach hohere Expression fir CCL20 gemessen werden gegentber der
Basisexpression (siehe Abbildung 22, Gruppe ,,GS* und ,,EC*). Im Gegensatz zu
LAP und S100A9 hatte eine intramammére Vorbehandlung LPS keinen Einfluss
auf die CCL20-Expression (siehe Abbildung 22, Gruppe ,,EC* und ,,LPS_EC*).
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Abbildung 22 Einfluss einer intramammaren LPS-Vorbehandlung auf

die Expression von CCL20 im Eutergewebe nach experimenteller Infektion
mit E. C0|i1303

Dargestellt als Boxplots ist die MRNA-Expression von CCL20 im Eutergewebe unbehan-
delter Tiere (GS, n =4) und 24 h nach experimenteller intramammarer E. coli-Infektion.
Die experimentelle Infektion erfolgte 72 h nach intramammarer Vorbehandlung mit 1 g
LPS/Euterviertel (LPS/EC, n = 5) oder ohne Vorbehandlung (EC, n = 4). Statistisch signi-
fikante Unterschiede zwischen den Gruppen sind wie folgt gekennzeichnet: * = P < 0,05.



IV. Ergebnisse 87

3.4 Einfluss einer intramammaren LPS-Vorbehandlung auf die Keimzahl in der

Milch nachfolgender experimenteller Infektion mit E. coli.

Neben der unter (111.3.1) und (111.3.2) beschriebenen gesteigerten Expression an-
timikrobieller Peptide sollte in vivo Uberprift werden, ob eine intramammaére
LPS-Vorbehandlung ebenfalls zu einer signifikanten Reduktion der Keimzahl
fihrte. Zum Zeitpunkt unmittelbar vor E. coli-Infektion waren alle Euterviertel
bakteriologisch negativ (Daten nicht gezeigt). Bei den Tieren ohne LPS-
Vorbehandlung (,,EC*) war nach experimenteller Infektion die Keimzahl flr
E. coli im Milchsekret durchweg hoher als bei LPS-vorbehandelten Kiihen (siehe
Abbildung 23). Tiere, die 72 h vor experimenteller Infektion mit E. coli mit LPS
vorbehandelt wurden, zeigten eine signifikante Reduktion der Keimzahl zwischen
den Zeitpunkten 12 h und 24 h post infectionem. Hierin unterschieden sie sich
zum Zeitpunkt 24 h post infectionem signifikant gegentliber Tieren die vor der
Infektion keine LPS-Vorbehandlung erfahren hatten (siehe Abbildung 23).
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Abbildung 23 Einfluss einer intramammaren LPS-Vorbehandlung auf

die kulturelle Reisolierung nach experimenteller Infektion mit E. coli;zos

Dargestellt ist die Anzahl aus Milch reisolierter E. coli (Median £ IQR CFU/mL) 12 h
und 24 h nach experimenteller Infektion. Die experimentelle Infektion erfolgte 72 h nach
intramammaérer Vorbehandlung mit 1 pug LPS/Euterviertel (LPS/EC, n =5) oder ohne
Vorbehandlung (EC, n=4). Unmittelbar vor der Infektion mit 500 CFU E. coli (zum
Zeitpunkt 0 h) war die Milch aller Euterviertel bakteriologisch negativ. Statistisch signi-
fikante Unterschiede zwischen den Gruppen sind wie folgt gekennzeichnet: * = P < 0,05.
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V. DISKUSSION

Antimikrobielle Peptide stellen eine wichtige Komponente des angeborenen Im-
munsystems in der Milchdruse dar. Ihr Potential, eingedrungene Mikroorgansi-
men in der Milchdruse abzutdten, verleiht den AMP eine grof3e Bedeutung in der
initialen Erregerabwehr im Euter (LAI und GALLO, 2009; TAKAGI et al., 2012).

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein geeignetes Testverfahren fir den
funktionellen Nachweis von AMP gegen Mastitis-Pathogene in vitro zu etablie-
ren. Weiterhin sollte untersucht werden, ob es mit gezielter Stimulation von
Milchdrusenepithelzellen in einem Kultursystem maglich ist, die Ausschittung
von AMP zu induzieren. Dies sollte zum einen auf funktioneller und zum anderen
auf transkriptioneller Ebene untersucht werden. Das Vorliegen von Transkripten
ausgewahlter AMP in gezielt stimulierten ex vivo gewonnenen Eutergewebepro-

ben sollte mittels RT-gPCR erfolgen.

Methodische Einschrankungen verhindern den funktionellen Nachweis
antimikrobiell und chemotaktisch wirksamer Produkte in Zellkulturiiberstanden

Zu Beginn dieser Arbeit traten nicht unerhebliche methodische Schwierigkeiten
mit der Kultivierung einer immortalisierten Milchdrisenepithelzelle (MAC-T)
auf. Es handelt sich hier um ein h&ufig verwendetes Zellmodell beim Rind, vor
allem fur molekularbiologische Untersuchungen (HUYNH et al., 1991,
ALMEIDA et al., 1996; IBEAGHA-AWEMU et al., 2008; KALIVODA, 2010;
GUNTHER et al., 2011; JIN et al., 2014). Im Rahmen dieser Arbeit sollen be-
wusst die methodischen Schwierigkeiten mit MAC-T erldutert werden.

Es sollte zun&chst in vitro untersucht werden, ob die Pathogen-spezifische Stimu-
lation der MAC-T zur Bildung und Sekretion chemotaktischer und antimikrobiell
wirksamer Produkte fiihrt. Im Chemotaxis-Assay wurden die Zellkulturiberstande
auf das Vorhandensein chemotaktischer Produkte gepruft. Dieses Testverfahren
war bereits im Vorfeld wiederholt erfolgreich eingesetzt worden (KALIVODA,
2010; LIND, 2011). Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Uber-
stdnde der MAC-T 24 h nach Stimulation mit hitzeinaktivierten E. coli, S. aureus,
Sc. uberis und LPS eine vergleichsweise hohe chemotaktische Wirkung auf PMN
in vitro aufwiesen (siehe Tabelle 6). Es stellte sich hierbei jedoch wiederholt her-
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aus, dass auch die Uberstande unstimulierter MAC-T, sowie inkubiertes Kultur-
medium ohne Anwesenheit von MAC-T eine vergleichsweise hohe chemotakti-
sche Wirkung auf PMN austibten und sich statistisch nicht signifikant von stimu-
lierten Ansétzen unterschieden. Folglich konnte keine Aussage getroffen werden,
inwieweit eine Bildung und Sekretion durch die vorgenommene Stimulation der
Zellen ausgeldst wurde. Dies veranlasste uns im Rahmen der methodischen Vor-
arbeiten zu untersuchen, ob Komponenten des eingesetzten Kulturmediums eine
direkte chemotaktische Wirkung entfalteten. Es zeigte sich, dass mehrere verwen-
dete Kulturmedien chemotaktisch aktive Komponenten enthielten. Zunéchst wur-
de angenommen, dass vor allem der Zusatz von fetalem Kalberserum (FCS) hier-
fur verantwortlich war. FCS ist chargenabhéngig in der Lage, die Zellproliferati-
on, Differenzierung und Chemotaxis zu steigern (BOXBERGER, 2013). Um dem
entgegen zu wirken wurden die MAC-T-Zellen vor Versuchsbeginn tber 24 h in
FCS-freiem Medium kultiviert und vorher mehrfach gewaschen. Dieser methodi-
sche Schritt fuhrte zu keiner Abnahme chemotaktischer Wirkung in Negativkon-
trollen. Wurden die MAC-T uber den gesamten Versuchszeitraum hingegen in
FCS-freiem Medium kultiviert, starben sie bereits vor der Anheftung an die Zell-
kulturflaschen ab. Alle anderen getesteten Substanzen (DMEM-F12, Penicillin-
Streptomycin, Glutamin, PBS, Trypsin) zeigten einzeln eingesetzt keine
chemotaktische Wirkung in der Transmigrationskammer. Eine Kultivierung der
MAC-T ohne die entsprechenden Medium-Zusétze erwies sich somit als metho-
disch nicht durchfuhrbar. Im Gegensatz zu dem bei LIND (2011) etablierten Ver-
fahren mit Explantaten der bovinen Zitze, war es leider nicht moglich, im Rahmen
dieser Arbeit verlassliche Daten zur Fragestellung zu erzielen, ob die MAC-T
chemotaktisch aktive Faktoren nach Stimulation mit hitzeinaktivierten Mastitis-
Pathogen und mit LPS sezerniert. Auf transkriptioneller Ebene konnte jedoch be-
reits gezeigt werden, dass diese immortalisierte Zelllinie erhohte mRNA-
Abundanzen fur CXCL8 nach Stimulation mit LPS aufweist (STRANDBERG et
al., 2005).

In der Literatur wurde bereits gezeigt, dass eine Stimulation der MAC-T mit hit-
zeinaktivierten E. coli bzw. mit S. aureus eine gesteigerte Expression auf mRNA-
und Proteinebene von Cathelicidin 1, -2 und -4 fiihrte (IBEAGHA-AWEMU et
al., 2008). Auch fur LAP liegen bereits Daten vor, die zeigen, dass dieses De-

fensin nach einer VVorbehandlung mit hitzeinaktivierten E. coliizoz bzw. LPS in
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Euterepithelzellen vermehrt exprimiert wird (GUNTHER et al., 2011). In einem
hierauf aufbauenden Versuchsteil sollte ermittelt werden, ob die MAC-T Patho-
gen-induziert antimikrobiell wirksame Faktoren bildet und in das Kulturmedium
sezerniert. Dabei sollte die antimikrobielle Aktivitdt von Zellkulturiberstanden
gegeniber E. coliizos, S. aureusig,; und Sc. uberisois0; getestet werden. Da sich
wiederholt eine Kultivierung der MAC-T ohne antibiotischen Zusatz wegen Ver-
keimung als erfolglos herausstellte, wurden diese Versuchsansédtze nicht weiter-
verfolgt. Der Zusatz eines Antibiotikums (Penicillin/Streptomycin) im Kulturme-
dium der MAC-T verhinderte zwar eine Verkeimung, verhinderte jedoch auch
nach sechs Stunden immer noch das Wachstum der zugesetzten Modellpathogene
(Abbildung 9).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass sich die MAC-T fir die vorliegende
Arbeit als ungeeignetes Zellmodell zur Untersuchung einer Pathogen-induzierten
Steigerung chemotaktisch und antimikrobiell aktiver Substanzen erwies. Um je-
doch im Rahmen dieser Arbeit auch zellulare Faktoren bei den Untersuchungen
einbinden zu kénnen, wurde in einem weiteren Ansatz die antimikrobielle Wirk-
samkeit von PMN in vitro untersucht (siehe 1V.2.3). PMN gelten als wichtigste
Effektorzellen bei der bovinen Mastitis (M. PAAPE et al.,, 2002; OVIEDO-
BOYSO et al., 2007; GRIESBECK-ZILCH et al., 2008) und zeigen nachweislich
einen hohen Gehalt an AMP (SORDILLO et al., 1997; GANZ, 2003).

1 Wachstumsverhalten eingesetzter Mastitis-Pathogene in

vitro

Die Mastitis-Pathogene E. coliyzos, S. aureusiozz und Sc. uberisoi40; gelten als die
haufigsten bakteriellen Verursacher von Euterentziindungen (LEIGH et al., 2004;
SCHUKKEN et al., 2011; THOMPSON-CRISPI et al., 2014), weshalb sie im
Rahmen dieser Arbeit als Modellpathogene verwendet wurden. Um methodisch
eine reproduzierbare Infektionsdosis der drei Modellpathogene herstellen zu kon-
nen, wurde zundchst das Wachstumsverhalten jedes Keimes in vitro charakteri-
siert (siehe 1V.1.1). Nach orientierenden Vorversuchen mit TSB- und BHI-
Medium (Daten nicht gezeigt), wie in anderen Studien angegeben (PETZL et al.,
2008; ZBINDEN et al., 2014), wurde dazu Ubergegangen, alle drei Modellpatho-
gene ausschlie3lich in LB-Medium zu kultivieren. Dies vereinheitlichte die Me-
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thodik der Kultivierung und zeigte beziiglich des Wachstumsverhaltens keinen
Unterschied zu TSB und BHI.

Es konnte unter Laborbedingungen wiederholt gezeigt werden, dass nach einer
Inkubation (ber 18 h E. colijss eine Keimzahl von etwa 8*10°® CFU/mL und
S. aureuss;o7 von 4*10° CFU/mL erreichte (siehe 1V.1.1). Dies deckt sich in etwa
mit Angaben aus anderen Studien, wo Werte von 3,1*10® CFU/mL fiir E. colisgs
und 1,4*10° CFU/mL fiir S. aureus;oz7 nach 14-stiindiger Inkubation genannt sind
(MUHLBAUER, 2012). Dem gegeniiber zeigte Sc. uberisoso; mit 5*10’CFU/mL
niedrigere Werte als E. coli und S. aureus. In der Literatur konnten keine Angaben
zu erreichten Wachstumsmaxima des Stammes Sc. uberisoi4o; in vitro gefunden
werden. Leigh et al. (2010) machen allerdings Angaben uber erreichte Maximal-
werte in vivo von 10°10® CFU/mL.

Fur alle drei untersuchten Modellpathogene konnte ein reproduzierbar arttypi-
sches Wachstumsverhalten gezeigt werden. Dadurch war die Mdglichkeit gege-
ben, einen reproduzierbaren Einsatz an Bakterienkolonien fiir die Versuchsdurch-

fihrung herzustellen.

2 Wirksamkeit antimikrobieller Peptide gegeniiber Mastitis-

Pathogenen in vitro

Antimikrobielle Peptide stellen eine sehr wichtige Komponente des angeborenen
Immunsystems und damit bei der Erregerabwehr in der bovinen Milchdriise dar
(LAl und GALLO, 2009; TAKAGI et al., 2012). Defensine und Cathelicidine
sind beim Rind die zwei wichtigsten Gruppen der AMP (ROOSEN et al., 2004;
ZANETTI, 2005; TOMASINSIG et al., 2010). In der vorliegenden Arbeit sollte
ein geeignetes Testverfahren fur den funktionellen Nachweis von AMP gegen
Mastitis-Pathogene in vitro etabliert werden. Darauf basierend wurden als Stell-
vertreter das Defensin LAP sowie das Cathelicidin Indolicidin (CATHL4) fir die
Versuchsdurchfiihrung ausgewéhlt. Die Testkonzentration fir Indolicidin wurde
nach Anhaltspunkten aus der Literatur gewahlt. Diese lagen zwischen 20 pg/mL
(FRIEDRICH et al., 2001) und 100 pg/mL (SUBBALAKSHMI und SITARAM,
1998). Da fir LAP keine Erfahrungsberichte Gber bereits eingesetzte Konzentrati-

onen gefunden werden konnten, wurden zunéchst orientierend identische Kon-
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zentrationen wie fur Indolicidin verwendet. Die Konzentrationen fur beide AMP

lagen bei jeweils 83 pg/mL und 41 pg/mL.

Es konnte sowohl fur LAP als auch fur Indolicidin in den verwendeten Konzentra-
tionen gezeigt werden, dass sie das bakterielle Wachstum aller drei untersuchten
Pathogene signifikant hemmten (siehe 1V.2.1 und 1V.2.2). Dabei konnte auRerdem
eine konzentrationsabhéngige Hemmung des Wachstums von E. colijsgs,

S. aureusigey Und Sc. uberispi40; beobachtet werden.

LAP und Indolcidin wirken antimikrobiell gegentiber E. coli, S.aureus und
Sc. uberis

In der Literatur sind die antimikrobiellen Eigenschaften von LAP gegeniiber Mik-
roorganismen wiederholt beschrieben (SCHONWETTER et al.,, 1995;
KOHLGRAF et al., 2010; KAWAI et al., 2013). Es ist ebenfalls mehrfach er-
wahnt, dass im Falle einer intramammaren Infektion eine Heraufregulation der
Genexpression fur LAP in mammaéren Zellen stattfindet. Dies gilt sowohl fir In-
fektionsmodelle in vivo (PETZL et al., 2008; GUNTHER et al., 2017) als auch in
vitro (LIU et al., 2011). Bisher fehlte jedoch der direkte Nachweis einer antimik-
robiellen Wirkung von LAP gegenuber Mastitiserregern in vitro. Dieser Nachweis
konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit erbracht werden. In der durchgefiihr-
ten Versuchsreihe konnten sich die Pathogene E. colijzs, S. aureusig; und
Sc. uberisp140; Unter Zusatz der gewahlten Konzentrationen von LAP (83 pug/mL
und 41 pg/mL) zwar weiterhin signifikant vermehren. Es konnte allerdings ge-
zeigt werden, dass der Zusatz von LAP das bakterielle Wachstum signifikant ge-
genuber dem Kontrollansatz verlangsamte (siehe 1V.2.1). Weiterhin konnte aus-
nahmslos beobachtet werden, dass die hohere Konzentration von LAP einen signi-

fikant starker hemmenden Effekt zeigte als die geringere Konzentration.

Auch fir Indolicidin ist eine antimikrobielle Wirksamkeit eingehend beschrieben
worden (ZANETTI, 2005; TOMASINSIG et al., 2010; TOMASINSIG et al.,
2012). Hierbei sind vor allem experimentelle Ansatze bekannt, in welchen ausge-
suchte Pathogene in Anwesenheit von Indolicidin kultiviert wurden. Viele dieser
Studien zielten berwiegend auf die Untersuchungen des genauen Wirkmecha-
nismus von Indolicidin ab (FALLA et al., 1996; SUBBALAKSHMI und
SITARAM, 1998; FRIEDRICH et al., 2001). FRIEDRICH et al (2001) verfolgten
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das Ziel, den Totungsmechanismus von Indolicidin zu untersuchen, woflr unter
anderem S. aureus mit einem Derivat von Indolicidin kultiviert wurde (in 2- und
10-facher Menge der festgestellten minimalen Hemmkonzentration). Die Ergeb-
nisse deuten darauf hin, dass das Protein die Zellmembran durchdringt, um an
intrazelluldre Zielstrukturen zu gelangen. Diese Beobachtung deckt sich mit Aus-
sagen anderer Untersuchungen (SUBBALAKSHMI und SITARAM, 1998): Sie
inkubierten E. coli mit verschiedenen Konzentrationen von Indolicidin. Die Fa-
higkeit zur Lyse des Pathogens durch Indolicidin sollte mittels Optischer Dichte
(ODss0)-Messung dargestellt werden. Interessanterweise zeigte die Bakterienkul-
tur keine Verringerung der Triibung, wenn 10® CFU E. coli mit Konzentrationen
von 20 und 30 pg/mL Indolicidin behandelt wurde. Die Kultur ohne Zusatz von
Indolicidin zeigte Uber die gesamte Messdauer die geringste optische Dichte. Die-
se Beobachtung wurde dadurch erklért, dass ein Zusatz von Indolicidin die Bil-
dung von Filamenten bei E. coli forderte, welches sich auf die optische Dichte der
Suspension auswirkte. Um einen erkennbaren hemmenden Effekt auf die RNA-
Synthese zu erreichen, musste eine Indolicin-Konzentration 50 und 100 pg/mL
gewahlt werden. Diese genannte Studie veranlasste uns, in der vorliegenden Ar-
beit vergleichbar hohe Konzentrationen von Indolicidin einzusetzen (41 pg/mL
und 83 pg/mL). Auf das Anfertigen einer Dosis-Wirkungskinetik in htheren Kon-
zentrationen musste aus Kostengriunden verzichtet werden. Es konnte jedoch ein
signifikanter und konzentrationsabhangiger antimikrobieller Effekt gegenuber E.

coli gezeigt werden (siehe Abbildung 14).

Ahnliche Ergebnisse konnten fiir S. aureus erzielt werden. Die Peptide LAP und
Indolicidin zeigten durchweg signifikante wachstumshemmende Effekte. Fir LAP
konnte im Gegensatz zu Indolicidin eine signifikante Konzentrationsabhangigkeit
flr die gesamte Versuchsdauer dargestellt werden (siehe Abbildung 12). Die ho-
here Konzentration (83 pg/mL) von Indolicidin zeigte lediglich fur die letzten
zwei gemessenen Stunden einen starker hemmenden Effekt als die niedrigere
Konzentration von 41pg/mL (siehe Abbildung 15). Dennoch deuten die Ergebnis-
se darauf hin, dass die beiden untersuchten Peptide durch die antimikrobiellen

Eigenschaften gegen S. aureus zur Erregerabwehr beitragen kénnen.

Die Wirkung von Indolicidin und LAP auf das bakterielle Wachstum von

Sc. uberis wurde hier erstmals in dieser Form in vitro untersucht. Die Ergebnisse
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zeigen auf, dass sich Sc.uberispig0; in Anwesenheit von LAP und Indolicidin zwar
signifikant vermehren kann, dennoch konnte sowohl fur LAP als auch fir Indoli-
cidin eine signifikante wachstumshemmende Wirkung nachgewiesen werden (sie-
he Abbildung 16). Die Ergebnisse lassen vermuten, dass die gesteigerte Expressi-
on von LAP und Indolicidin wahrend einer Mastitis (PETZL et al., 2008;
SMOLENSKI et al., 2011) auch gegentiber Sc. uberis antimikrobielle Eigenschaf-
ten entfalten und so maligeblich zur lokalen Erregerabwehr im Euter beitragen
kann. Der genaue Wirkungsmechanismus ist bislang nicht bekannt, und seine

Aufklarung bedurfte weiterer Untersuchungen.

3 Neutrophile Granulozyten zeigen antimikrobielle

Wirksamkeit gegeniliber Mastitis-Pathogenen in vitro

Polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN) sind ein unverzichtbarer Be-
standteil bei der Mastitisabwehr und gelten als die effektivsten Faktoren gegen-
uber intramammaren bakteriellen Infektionen (M. J. PAAPE et al., 2003;
GRIESBECK-ZILCH et al., 2008). Ihnen stehen dabei verschiedene Wirkungs-
mechanismen zur Verfugung. Hierbei gilt die Phagozytose Komplement- oder
Antikdrper-opsonisierter Erreger als die effektivste Art und Weise der Bekamp-
fung. In Phagolysosomen findet daraufhin eine AbtOtung der Pathogene statt
(MAYER-SCHOLL et al. 2004; AMULIC et al. 2012). In Milch kénnen PMN
jedoch deutlich schlechter phagozytieren als im Blut, da sie auch in groRer Zahl
Fette und Kaseine aufnehmen (RAINARD und RIOLLET, 2003). Phagozytose-
unabhangige Mechanismen koénnten somit vor allem in der Milch eine wichtige
Rolle spielen: PMN konnen mittels Degranulation ihrer verschiedenen Granula
antimikrobielle Aktivitat entfalten (GULLBERG et al., 1999; SORDILLO und
STREICHER, 2002; AMULIC et al., 2012). Hauptbestandteile dieser Granula
sind unter anderem antimikrobielle Peptide wie Defensine und Cathelicidine
(GANZ, 2003; TAKAGI et al., 2012). Im Rahmen dieser Arbeit sollte bewusst
eine zelluldare Komponente mituntersucht werden, die ihre antimikrobielle Wirk-
samkeit mittels AMP entfaltet. Da wie urspringlich geplant, die Untersuchungen
der Induktion von AMP in Milchdrisenepithelzellen nicht gelang (siehe 1V.1.2),
sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit der Einfluss von ex vivo gewonnenen

PMN auf E. coliizgs, S. aureusigy7 und Sc. uberisoiagy in vitro untersucht werden.
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Funf unterschiedliche Konzentrationen von PMN wurden jeweils mit den entspre-
chenden Modellpathogenen kokultiviert (siehe 111.3.7.1.2.). Zur Eingrenzung inte-
rindividueller Schwankungen hinsichtlich der funktionellen Kapazitdt von PMN
wurde ausschlieBlich nur ein Spendertier verwendet. Unsere Ergebnisse zeigten
auf, dass sich E. coli, S. aureus und Sc. uberis in Anwesenheit von PMN weiter-
hin vermehren konnten. Allerdings wurde das bakterielle Wachstum aller drei
untersuchten Pathogene in Abhédngigkeit von der PMN-Konzentration zu ver-
schiedenen Zeitpunkten signifikant gebremst (siehe 1V.2.3). Dieser Effekt war
jedoch Pathogen-abhangig unterschiedlich stark: Es konnte dabei festgestellt wer-
den, dass E. colijzps erst funf Stunden nach Inkubationsbeginn und nur durch die
hochste eingesetzte Konzentration der PMN (1,6*10° PMN/Well) ein signifikant
geringeres Wachstum zeigte. Bei S. aureus;ozz und Sc. uberispiao; Zeigte sich die
wachstumshemmende Wirkung der PMN bereits drei Stunden nach Inkubations-
beginn und auch schon bei einer geringeren Konzentration der PMN
(1,6*10* PMN/Well, siehe Abbildung 18 und Abbildung 19).

In einer Studie von LEIJH et al. (1979) wurde die Kinetik der Phagozytose von
E. coli (Stamm O54) und S. aureus (Type 42D) durch humane PMN untersucht.
Ein Teilergebnis demonstrierte, dass vor allem das Verhaltnis der Bakterienkon-
zentration zu der PMN-Konzentration ausschlaggebend ist sowie das ,Riitteln®
der Suspension wéhrend der Inkubationszeit um die Wahrscheinlichkeit eines
Aufeinandertreffens von PMN mit den Pathogenen zu erhéhen. Bei einem Ver-
haltnis von 1:1 (5x10° PMN bzw. CFU/mL) waren nach 30 Minuten Inkubations-
zeit bei 37°C die Anzahl extrazellular messbarer Bakterien um 80 % verringert.
Ohne die kontinuierliche Bewegung der Suspension (4 rpm) wurden jedoch keine
Erreger phagozytiert. In unseren Versuchen wurden die Suspensionen lediglich
vor der stindlichen Messung der optischen Dichte aufgerittelt, was eventuell mit
ein Grund fur die erst nach 4 Stunden sichtbaren Effekte sein kdnnte. Das Patho-
gen-PMN Verhaltnis bewegte sich in unseren Versuchen in einem Verhaltnis von
ca. 1:0,1 bis 1:50. Dennoch konnten signifikante Effekte bereits ab einem Ver-
héltnis von 1:0,1 dargestellt werden. Die gewéhlten Konzentration sollten
10"°CFU/mL fiir die Bakterien sowie 10° PMN/mL nicht tberschreiten, da es

sonst zu Zellagglutinationen kommen kann (LEIJH et al., 1979).
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4 Induktion antimikrobieller Peptide in mammarem Gewebe

bei Pathogen-spezifischer Mastitis

Antimikrobielle Faktoren werden nach intramammarer E. coli-Infektion in vivo
heraufreguliert

Zelluldre Faktoren gelten als die wichtigsten Komponenten bei der Infektionsab-
wehr im Euter (M. J. PAAPE et al., 2003). Die Rolle von AMP im Euter ist bisher
bei Rindern jedoch noch wenig untersucht. Im Rahmen dieser Arbeit konnte ge-
zeigt werden, dass wahrend einer durch E. coli hervorgerufenen Mastitis das De-
fensin LAP, das Calgranulin S100A9 und das Chemokin CCL20 stark heraufregu-
liert werden (siehe 1V.3). Allen drei Faktoren wird eine antimikrobielle Aktivitat
zugeschrieben (YANG et al., 2003; ISOBE et al., 2009; DONATO et al., 2013).
Sie wurden zudem wiederholt auf Transkriptebene im Rahmen experimenteller
Mastitiden und stimulierter Milchdriisenepithelzellen nachgewiesen (RINALDI et
al., 2010; GUNTHER et al., 2011; PETZL et al., 2016). Aufgrund technischer
Schwierigkeiten gelang der geplante Nachweis von Transkripten fur CATHL4
nicht, da die dafirr in der Literatur angegebenen Primerpaare (TOMASINSIG et
al., 2010) nach mehreren Optimierungsschritten nicht verlasslich einsetzbar waren
(Daten nicht gezeigt). Auch in verfligbaren Daten transkriptomweiter Untersu-
chungen zur Genregulation bei der Mastitis konnte bisher keine Regulation fir
CATHL4 aufgezeigt werden (MITTERHUEMER et al., 2010; JENSEN et al.,
2013).

Eine gezielte intramammare Vorbehandlung mit LPS (,,Priming“) steigert die
Expression von AMP bei einer nachfolgenden intramammaren E. coli-Infektion

In Vorlauferstudien konnte aufgezeigt werden, dass eine intramammare Vorbe-
handlung mit LPS eine experimentelle Mastitis mit E. coli verhindern konnte oder
abmilderte sowie die Anzahl von E. coli in der Milch betroffener Kihe signifikant
reduzierte (PETZL et al., 2012; WALDMULLER, 2012). Dieses Phanomen be-
ruht auf einer transient induzierten Endotoxintoleranz (BISWAS und LOPEZ-
COLLAZO, 2009). Die Endotoxin-Toleranz besitzt eine duale Kernfunktion: Ne-
ben der beschriebenen fehlenden Induktion inflammatorischer Gene werden en-
dogene antimikrobielle Faktoren signifikant verstarkt und verlédngert exprimiert
(FOSTER et al., 2007). Dies wird als ein Mechanismus angesehen, erneute bakte-
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rielle Infektion zu verhindern. In dieser Arbeit sollte gepruft werden, ob eine in-
tramammare LPS-Vorbehandlung (,,Priming*) die Transkriptabundanzen ausge-
suchter antimikrobieller Peptide bei einem wiederholten Pathogenkontakt steigert.
Dies ist bisher nur von Milchdriisenepithelzellen bekannt (GUNTHER et al.,
2012). Es konnte im Rahmen dieser Arbeit erstmals gezeigt werden, dass die Ge-
ne LAP und S100A9 signifikant starker wahrend einer E. coli-Mastitis exprimiert
wurden, wenn vorher eine intramammare LPS-Behandlung durchgefuhrt worden
war (siehe 1V.3). Diese neue Erkenntnis wurde umso stérker unterstrichen durch
die Tatsache, dass die vorbehandelten Tiere mit gesteigerter Expression antimik-
robieller Gene gleichzeitig schneller in der Lage waren, die Keimzahl von E. coli
in der Milch zu reduzieren (siehe 1V.3.4) und klinisch weniger stark an einer
Mastitis erkrankten (WALDMULLER, 2012). Interessanterweise konnte diese
Beobachtung fiir das antimikrobiell wirksame Chemokin CCL20 nicht bestétigt
werden (siehe 1V.3.3). Es wurde jedoch im Sinne einer Endotoxintoleranz auch
nicht vermindert exprimiert, wie dies z.B. in einer anderen Studie gezeigt werden
konnte (PETZL et al., 2012). Diese unterschiedlichen Beobachtungen kénnten
dadurch begriindet sein, dass sich die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Tiere
alle ca. flnf Tage post partum befanden und alle eine klinische Mastitis entwi-
ckelten (WALDMULLER, 2012), wihrend es sich bei der anderen Studie um Tie-
re in der Mitte der Laktation handelte, die keine Mastitis entwickelten. Bekann-
termalRen wird die Auspragung klinischer E.-coli-Mastitiden wesentlich durch den
Zeitpunkt relativ zur Kalbung beeinflusst (BURVENICH et al., 2003).

Insgesamt ist es moglich, durch eine intramammare Vorbehandlung mit LPS die
Induzierbarkeit ausgesuchter AMP im Euter bei einer anschlieRenden experimen-
tellen E. coli-Mastitis zu steigern. Dies ist als ein potentieller Mechanismus anzu-
sehen, zukinftig intramammare Infektionen zu verhindern oder klinisch abzumil-

dern.

5 Schlussbetrachtung

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass neben den bekannten zel-
luldren Mechanismen auch AMP eine Rolle in der Infektionsabwehr in der Milch-
drise spielen (LAl und GALLO, 2009). Fiir das -Defensin LAP und das Catheli-

cidin Indolicidin konnte mit dem etablierten Verfahren zum Nachweis antimikro-
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bieller Aktivitat ihre wachstumshemmende Wirkung gegen die drei wichtigsten
Mastitiserreger E. coli S. aureus und Sc. uberis in vitro gezeigt werden. Ein
wachstumshemmender Effekt auf die Modellpathogene konnte ebenfalls durch die
Anwesenheit von PMN erreicht werden, welche eine Vielzahl an AMP in ihren
Granula enthalten (SORDILLO et al., 1997). Mittels molekularbiologischer Un-
tersuchungen von stimulierten Eutergewebeproben konnte auerdem gezeigt wer-
den, dass AMP im Eutergewebe durch bestimmte Reize verstarkt induzierbar sind
bzw. eine Vorbehandlung des Euters mit dem Toll-like-Rezeptor-Liganden LPS
zu einer gesteigerten Expression von AMP wéhrend einer folgenden intramam-

maren Infektion mit E. coli fihrt.

Diese Arbeit ist als ein Teilprojekt eines Gesamtkonzepts zur Mastitisforschung in
der Arbeitsgruppe zu betrachten. Es gilt sich im Weiteren darauf zu konzentrieren,
wie die Expression und Sekretion von AMP gezielt gesteigert werden kann, um
die Infektionsabwehr in der Milchdrise zu beeinflussen. Dabei ware es vielver-
sprechend, epigenetische Regulationsmuster von AMP in PMN und epithelialen
Zellen genauer zu untersuchen, wie dies bereits in einem assoziierten Teilprojekt
fir Monozyten und Makrophagen gezeigt werden konnte (RAUTMANN, 2015).
Die Erforschung dieser Zusammenhange erdffnet die Mdglichkeit, neue Therapie-
und Prophylaxe-Konzepte fur die Mastitisbekdmpfung zu entwickeln, um lang-
fristig der Forderung einer Antibiotikareduktion gerecht zu werden. Neue Ansétze
sollten somit insbesondere darauf abzielen, selektiv das angeborene Immunsystem
in eine erhohte Alarmbereitschaft versetzen zu kénnen, um die Etablierung von

Mastitiden zu verhindern.

Da die Produktionskosten fiir rekombinante AMP jedoch nach wie vor sehr hoch
sind, ist ihr breiter Einsatz in der Nutztiermedizin bisher noch nicht abzusehen.
Die direkte Applikation scheint somit flir die Prophylaxe und Therapie der Masti-
tis beim Rind keine Alternative darzustellen. Darum sollte vor allem das Ziel ver-
folgt werden, die natirliche Verfligbarkeit von AMP im betroffenen Organsystem
zu fordern, so wie bereits fur die Humanmedizin vorgeschlagen (PRADO
MONTES DE OCA, 2013).
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Die Mastitis stellt eine der bedeutendsten Erkrankungen beim Milchrind dar und
ist fir den Uberwiegenden Anteil des Antibiotika-Einsatzes in Milchviehherden
verantwortlich. Antimikrobielle Peptide (AMP) eine wichtige Komponenten des
angeborenen Immunsystems, und sie kdnnen Mikroorgansimen in der Milchdrlse
abtoten. Beim Rind sind vor allem die p-Defensine bekannt, wovon das LAP (lin-
gual antimicrobial peptide) als wichtigster Vertreter gilt und in Milchdru-
senepithelzellen gebildet wird. Weiterhin sind beim Rind eine Vielzahl von
Cathelicidinen bekannt, die einen Hauptbestandteil der azurophilen Granula po-
lymorphkerniger neutrophiler Granulozyten (PMN) ausmachen. Die antimikrobi-
elle Wirksamkeit dieser AMP gegentiber Mastitis-Pathogenen wurde bislang nicht

untersucht.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein geeignetes Testverfahren fur den funktio-
nellen Nachweis der Wirksamkeit von AMP gegen Mastitis-Pathogene in vitro zu
etablieren. Weiterhin sollte untersucht werden, ob Milchdriisenepithelzellen und
PMN antimikrobielle Aktivitdt gegenuiber Mastitis-Erregern in vitro zeigen. Das
Vorliegen von Transkripten ausgewéhlter AMP in gezielt stimulierten ex vivo

gewonnenen Eutergewebeproben sollte mittels RT-gPCR erfolgen.

Um die antimikrobielle Wirkung von LAP und dem Cathelicidin 4 (Indolicidin)
auf drei wichtige Vertreter der Mastitis-Pathogene (E. coli, S. aureus, Sc. uberis)
untersuchen zu kénnen, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Assay fur antimikro-
bielle Aktivitat entwickelt. Der Versuchsansatz entsprach einem Mikrodilutions-
test. Die Untersuchungen ergaben, dass LAP und Indolicidin das Wachstum von
E. coli, S.aureus und Sc. uberis signifikant verlangsamten (P < 0,001). Dabei
zeigte sich fir LAP, dass eine Konzentration von 83 pg/mL einen signifikant star-
keren wachstumshemmenden Effekt gegentiiber allen drei untersuchten Mastitiser-
regern zeigte als 41 pug/mL (P < 0,001). Ein &hnliches Bild stellte sich fir Indoli-
cidin dar: Auch hier wurde das Wachstum aller drei untersuchten Pathogene signi-
fikant gehemmt. Allerdings zeigten sich hier starkere Pathogen-spezifische Unter-
schiede: Die deutlichste Wirkung entfaltete Indolicidin gegeniber Sc. uberis.
Hierbei war der Effekt von 83 pg/mL gegentber 41 pg/mL zu jedem untersuchten
Zeitpunkt signifikant starker (P < 0,01). Den geringsten Effekt zeigte Indolicidin
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gegeniber S. aureus. Hierbei hemmte 6 h nach Inkubationsbeginn nur eine Kon-

zentration von 83 pg/mL Indolicidin das bakterielle Wachstum.

Ergénzend sollte untersucht werden, ob zelluldre Faktoren des angeborenen Im-
munsystems dhnliche Effekte gegenuiber Mastitis-Pathogen in vitro aufweisen wie
AMP. Die Etablierung eines validen Zellmodells mit einer immortalisierten
Milchdrusenepithelzelle (MAC-T) bereitete nicht unerhebliche methodische
Schwierigkeiten und konnte im Rahmen dieser Arbeit keine Verwendung finden.
Daher wurde der weitere Fokus auf PMN gelegt. Die Ergebnisse zeigten, dass
abhangig von der PMN-Konzentration das Wachstum aller drei untersuchten Pa-
thogene signifikant gehemmt wurde. Wahrend das Wachstum von E. coli erst 5-
6 h nach Inkubationsbeginn und nur durch die héchste Konzentration der PMN
(1,6*10° PMN/mL) ein signifikant geringeres Wachstum zeigte (P < 0,01), konnte
dies fur S. aureus und Sc. uberis bereits nach 4 h und auch schon bei einer weit
geringeren PMN-Konzentration (1,6%10* PMN/mL) festgestellt werden.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde gepriift, ob eine intramammaére VVorbehand-
lung mit 1 ug LPS/Euterviertel die Transkriptabundanzen ausgesuchter antimik-
robieller Peptide moduliert. Zunachst konnte mittels RT-qPCR aus ex vivo ge-
wonnenen Proben gezeigt werden, dass wahrend einer durch E. coli hervorgerufe-
nen Mastitis LAP, das Calgranulin S100A9 und das Chemokin CCL20 signifikant
heraufreguliert werden. Es ist bekannt, dass eine Vorbehandlung mit LPS eine
experimentelle E. coli-Mastitis abmildern kann. Vor diesem Hintergrund sollte
uberprift werden, ob basierend auf dem Phanomen einer induzierten Endotoxinto-
leranz die Transkriptabundanzen fur LAP, S100A9 und CCL20 bei wiederholtem
Kontakt mit pathogenen Komponenten gesteigert nachweisbar sind. Es konnte im
Rahmen dieser Arbeit erstmals gezeigt werden, dass fir AMP kodierende Gene
signifikant starker wéhrend einer E. coli-Mastitis exprimiert wurden, wenn vorher
eine intramammare LPS-Behandlung durchgefiihrt worden war (LAP: 32-fache
Steigerung, P < 0,01; S100A9: 57-fache Steigerung, P < 0,05). Fur das antimikro-
biell wirksame Chemokin CCL20 konnte weder eine vermehrte noch eine verrin-

gerte Expression gezeigt werden.

Die Untersuchungen zeigen, dass durch eine intramammare Vorbehandlung mit
einem Toll-like-Rezeptor-Agonisten die Induzierbarkeit ausgesuchter AMP im

Euter bei einer anschlieRenden experimentellen E. coli-Mastitis gesteigert werden
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kann. Zudem konnte gezeigt werden, dass die beiden AMP LAP und Indolicidn in
vitro ein antimikrobielles Potential flr relevante Mastitiserreger aufweisen. Diese

Ergebnisse sind als Basisdaten fiir die weitere Erprobung eines neuen Konzeptes
zur Mastitispravention anzusehen.
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VIl. SUMMARY

Endogenous antimicrobial peptides in the bovine mammary gland

Mastitis is one of the most important diseases affecting dairy cows. It is responsi-
ble for the predominant use of antibiotics in dairy production. Antimicrobial pep-
tides (AMP) play an important role within the innate immune system and are able
to kill microorganism in the bovine mammary gland. Beta-defensins represent the
most acknowledged AMP in cattle. Lingual antimicrobial peptide (LAP) is syn-
thesized in the epithelial cells of the mammary gland and is one of the most re-
viewed defensins. Furthermore, numerous cathelicidins have been reported in cat-
tle. They represent a major component of the azurophilic granules of polymor-
phonuclear neutrophils (PMN). The antimicrobial properties of these AMP against

major mastitis pathogens have not yet been investigated in detail up to now.

The aim of the study was to establish a suitable in vitro assay for the functional
detection of the antimicrobial efficacy of AMP against major mastitis pathogens.
Furthermore, it should be investigated whether epithelial cells of the mammary
gland and PMN exhibit antimicrobial activity against mastitis pathogens in vitro.
Using RT-gPCR, the presence of assorted AMP-transcripts should be measured in
ex vivo derived mammary tissue samples from donor animals which had under-
went experimental mastitis with or without intramammary pretreatment with the
TLR ligand LPS.

In order to investigate the antimicrobial effect of LAP and cathelicidin 4 (indol-
icidin) towards the three most important mastitis pathogens (E. coli, S. aureus,
Sc. uberis) an assay for antimicrobial activity was established. The experimental
set-up related to a microdilution assay. The study showed, that LAP and indolici-
din significantly inhibited the growth of E.coli, S.aureus and Sc. uberis
(P <0.001). Concentrations of 83 ug/mL LAP inhibited the growth of all three
tested mastitis pathogens more significantly than 41 pg/mL (P < 0.001). Also in-
dolicidin significantly inhibited the growth of all three pathogens. However, this
effect showed to be more pathogen-specific: in comparison to E.coli and
S. aureus indolicidin displayed the strongest antimicrobial effect towards

Sc. uberis. Concentrations of 83 pug/mL indolicidin inhibited the growth of all
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three tested mastitis pathogens more significantly than 41 pg/mL (P <0.01). The
weakest effect of indolicidin was detected against S. aureus. After incubating for
6 h incubation only a concentration of 83 pug/mL inhibited S. aureus growth.

Another focus of this study was investigating whether cellular components of the
innate immune system display comparable antimicrobial effects like AMP against
mastitis pathogens in vitro. The establishment of a valid cell-model with an im-
mortalised mammary epithelial cell line (MAC-T) caused significant methodolog-
ical difficulties and could not be used within this work as primarily planned. Thus
the focus was laid on PMN. The results showed that depending on the concentra-
tion of PMN the growth of all three mastitis pathogens was significantly inhibited.
E. coli growth was only significantly inhibited 5-6 h after incubation started and
only by the highest concentration of PMN (5*10° PMN/mL). In contrast, PMN
were able to inhibit S: aureus and Sc. uberis growth already after 4 h of incuba-

tion and also at lower PMN concentrations (5*10* PMN/mL).

In an additional part of this study it was examined whether an intramammary pre-
treatment with 1 pg LPS per udder quarter modulates the transcript abundances of
assorted AMPs. Using RT-gPCR from ex vivo derived samples it could be demon-
strated, that LAP, the calgranulin S100A9 and the chemokine CCL20 were signif-
icantly up regulated during an experimentally induced E. coli mastitis. It is al-
ready known, that inducing an “endotoxin tolerance” by intramammary pretreat-
ment with LPS can reduce the severity of an experimental E. coli mastitis. How-
ever, genes coding for antimicrobial action may be overexpressed in these ani-
mals. Within this study it should be investigated whether repeated contact with
pathogen components induced increased transcript abundances of LAP, S100A9
and CCL20.

We could show for the first time, that the expression of genes coding for AMPs
was significantly higher during E. coli mastitis when animals had received intra-
mammary pretreatment with LPS 3 d prior to E. coli challenge (LAP: 32-fold in-
crease, P <0.01; S100A9: 57-fold increase, P < 005). In vivo these animals had
also shown significantly (P < 0.05) fewer E. coli counts in milk. The expression of
the antimicrobial chemokine CCL20 was not affected by LPS pretreatment. The
results showed that intramammary pretreatment with a TLR agonist like LPS can

increase the inducibility of specific AMP in the mammary gland in a subsequent
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experimental E. coli mastitis. This may be a future approach to prevent or reduce

the severity of mastitis and enhance resolution of intramammary infection.
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