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I. Einleitung 1

I. EINLEITUNG

In der Milchviehhaltung ist die Mastitis nicht nur eine der hiufigsten und kosten-
aufwendigsten Erkrankungen, sondern sie ist auch einer der hdufigsten Griinde fiir
den Einsatz von Antibiotika (HALASA et al., 2007; PETERSSON-WOLFE et al.,
2018; SCHRAG et al., 2020). Neben hohen Behandlungskosten und der finanziel-
len Belastung durch vorzeitige Abginge aus der Herde nimmt die Verringerung der
Milchproduktion durch die Einhaltung von Wartezeiten und der Riickgang der
Milchmenge den gréften Anteil der Kosten ein. (HEIKKILA et al., 2012; LIANG
etal., 2017). Beim betroffenen Tier flihrt eine Mastitis zu einer lokalen Entziindung
mit Schmerzen und zur Verringerung des allgemeinen Wohlbefindens, wie von
PETERSSON-WOLFE et al. (2018) und VACCIN et al. (2021) zusammengetasst
wurde. Infektionen mit gramnegativen und grampositiven Bakterien sind die hdu-
figste Ursache fiir den Ausbruch der Erkrankung (CRESSIER & BISSONNETTE,
2011). Zur Behandlung von Mastitiden werden standardméafBig lokal und systemisch
Antibiotika und hdufig Nicht-steroidale Antiphlogistika eingesetzt (KUIPERS et
al., 2016; VAN SOEST et al., 2018). Praventiv kommen vor allem antibiotische
Trockensteller und Zitzenversiegler zum Einsatz (WILSON et al., 2009; GOLDER
et al., 2016; ZHYLKAIDAR et al., 2021). Das Ausbringen tierischer Exkremente
kann zu einer Belastung umliegender Gewésser und des Grundwassers mit antibio-
tischen Riickstdnden fithren, was aktuelle Daten aus China verdeutlichen (HUANG
et al., 2020a). Sowohl die Erkrankung, als auch die antibiotische Behandlung einer
Mastitis konnen auBBerdem die Lebensmittelsicherheit gefadhrden (AALIPOUR et
al., 2013; HARJANTI & SAMBODHO, 2020). Da innerhalb der letzten Jahrzehnte
auch im Zusammenhang mit der Nutztierhaltung ein besorgniserregender Anstieg
antibiotikaresistenter Erreger beobachtet wurde, soll deren Einsatz in Zukunft wei-
ter stark reduziert werden, wie durch HARBARTH et al. (2015) und TANG et al.
(2017) zusammenfassend festgestellt wurde (TOT et al., 2021). Eine Moglichkeit
den Antibiotikaeinsatz in der Milchviehhaltung zu minimieren ist die Prévention
von Mastitiden. Neben der Verbesserung der Stall- und Melkhygiene konnen z. B.
Impfungen oder die Stirkung der korpereigenen Immunabwehr dazu beitragen,
dass weniger Antibiotika verwendet werden (WILSON et al., 2009). Die Auspri-
gung einer Mastitis ist Pathogen-spezifisch: Je nach beteiligtem Erreger orchestriert

die Expression unterschiedlicher Zytokinmuster den klinischen Verlauf der
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Erkrankung (GUNTHER et al., 2011). Die ausgeschiitteten proinflammatorischen
Zytokine fithren vordergriindig zu einer weiteren Alarmierung des Immunsystems
und somit gleichzeitig zu einer Intensivierung der Entziindung. Eine andere Gruppe
an friih regulierten Abwehrfaktoren, die bei Mastitiden verstirkt sezerniert werden,
sind Antimikrobielle Peptide (AMP) (PETZL et al., 2016; AKHTAR et al., 2020).
Neben ihrer teilweise chemotaktischen und antiinflammatorischen Aktivitét sind
AMP unter anderem durch unterschiedliche Mechanismen dazu fahig, Erreger di-
rekt abzutdten, wie bei VALDEZ-MIRAMONTES et al. (2021) zusammengefasst
wurde. Sie stellen daher potente Bausteine des Immunsystems dar, um intramam-
maéren Infektionen vorzubeugen und signifikant zu ihrer Bekdmpfung beizutragen
(ZHANG et al., 2007). Eine Steigerung endogener antimikrobieller Mechanismen
kann mit Hilfe einer Endotoxintoleranz erreicht werden. Kommen Euterepithelzel-
len (MEC) 24 h (Stunden) vor einer experimentellen Infektion in Kontakt mit bak-
teriellen Bestandteilen (z. B. Endotoxin), wird die Expression wichtiger proin-
flammatorische Zytokine im Vergleich zu nicht prastimulierten MEC herabregu-
liert und gleichzeitig die Expression antimikrobieller Peptide heraufreguliert
(GUNTHER et al., 2012). Klinisch wirkt sich dieser Effekt in vivo durch eine sig-
nifikante Linderung der Mastitissymptomatik aus (PETZL et al., 2012).

In dieser Arbeit sollte zum einen untersucht werden, in wieweit ausgesuchte AMP,
deren Expression bei der bovinen Mastitis typischerweise heraufreguliert wird, di-
rekt antimikrobiell auf das Wachstum haufiger Mastitispathogene einwirken kon-
nen. Zum anderen sollte anhand eines bereits etablierten Explantmodells der Zit-
zenzisterne und der Euterparenchyms {iberpriift werden, ob mit dieser Methodik die
Induktion einer Endotoxintoleranz in vitro simulierbar ist. Ein Ziel war es, durch
eine Prastimulation mit Lipopolysaccharid (LPS) und eine anschlieBende Restimu-
lation mit Mastitispathogenen eine Verringerung der Expression inflammatorischer
Zytokine und die gleichzeitige Steigerung von AMP zu erreichen. Ebenso wurde
untersucht, wie sich eine wiederholte Stimulation auf das Vorhandensein
chemotaktisch aktiver Molekiile auswirkt. Mit der Auswahl des Explantmodells
sollte sowohl eine mdglichst realistische Annéherung an die Gegebenheiten im Tier

geschaffen werden, als auch das Konzepts der 3R umgesetzt werden.
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II. LITERATURUBERSICHT

1. Bedeutung der bovinen Mastitis in der Milchviehwirtschaft

Die wichtigsten bakteriellen Erreger der bovinen Mastitis sind unter anderem E-
scherichia coli (E. coli), Streptococcus uberis (Sc. uberis) und Staphylococcus au-
reus (S. aureus) (HEIKKILA et al., 2018; KRISHNAMOORTHY et al., 2021).
Wihrend die Infektion mit dem Umwelterreger Sc. uberis nachweislich zu einer
Verringerung der Bewegung und zu einem Riickgang der Milchmenge fiihrt
(KESTER et al., 2015) hat eine Infektion mit E. coli hdufig eine massive systemi-
sche Erkrankung mit Symptomen wie Fieber, Verringerung der Futteraufnahme
und der Pansenaktivitidt zur Folge (ZIMOV et al., 2011; FOGSGAARD et al.,
2012). Eine Infektion mit dem kuhassoziierten Erreger S. aureus kann je nach
Stamm nur zu einer Erh6hung der somatischen Zellzahl, aber auch zu einer starken
klinischen Erkrankung fithren (HOEKSTRA et al., 2020). Zudem bereitet dessen
Féhigkeit im Euter zu persistieren und Biofilme zu bilden, die unter anderem zu
Resistenzen gegen eingesetzte Antibiotika fiihren konnen, groe Schwierigkeiten
in der Bekdmpfung (OLSON et al., 2002; BROUILLETTE et al., 2004b; FELIPE
et al., 2017). Auf Grund steigender Resistenzen von Erregern gegeniiber Antibio-
tika wird in der Européischen Union durch die Verordnung (EU) 2019/6 eine wei-
tere Verringerung des Einsatzes von Antimikrobiellen Wirkstoffen in der Tierme-
dizin angestrebt (EU, 2019; SORGE et al., 2021). Die Verbreitung multiresistenter
Keime stellen sowohl fiir die Tierhaltung, als auch fiir den Menschen eine grof3e
Gefahr dar (PRICE et al., 2012). Auch bei der Bekdmpfung von Mastitiden treten
Resistenzen auf (SORGE et al., 2021). Ein alarmierendes Beispiel ist hierfiir die
steigende Resistenz von E. coli gegeniiber den Cephalosporinen der dritten Gene-
ration, welche von der Weltgesundheitsorganisation als ,.kritische* Antibiotika mit
besonderer Bedeutung fiir die Humanmedizin eingestuft werden (COLLIGNON et
al., 2016; BOIREAU et al., 2018). In der Forschung werden viele unterschiedliche
alternative Ansétze zur Pravention oder Behandlung gegen Mastitiden verfolgt, wie
zum Beispiel der Einsatz von Bakteriophagen, pflanzlichen Stoffen, von Nanopar-
tikeln oder auch der Einsatz von Antimikrobiellen Peptiden (SILVA et al., 2019;
TITZE et al., 2020; WIELAND et al., 2021).
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2. Angeborene Abwehrmechanismen bei der Mastitis des

Rindes - Immunantwort und antimikrobielle Peptide

2.1. Ablauf der Immunantwort nach Erregereintritt ins Euter

Der Erregereintritt in das Euter erfolgt meist apikal iiber den Strichkanal der Zitze.
Diese ist zur Umwelt mechanisch durch einen Keratinpfropfen (Laktosebum), und
den Musculus sphincter papillae verschlossen. Zusétzlich befinden sich in der Zit-
zenzisterne keratinisierte Epithelzellen, welche ein Eindringen der Erreger verhin-
dern sollen und auBlerdem antimikrobielle Peptide enthalten (CAPUCO et al., 1992;
SMOLENSKI et al., 2015). Vor dem Ubergang des Strichkanals der Zitze zum Eu-
ter bildet die Fiirstenberg sche Rosette durch die longitudinale Aneinanderreihung
enger Schleimhautfalten eine Barriere zwischen der Zitzenzisterne und dem Strich-
kanal. (VESTERINEN et al., 2015; KOSKENNIEMI & LAAKKONEN, 2020).
Durch den eingegliederten Venenring dringen Leukozyten in das Lumen der Zit-
zenzisterne. Die Schleimhaut der Zitzenzisterne wirkt aulerdem als physische Bar-
riere und produziert antimikrobielle Stoffe und Enzyme (PETZL et al., 2016). Wer-
den diese physiologischen Abwehrmafinahmen tiberwunden, dringen die Erreger in
die Zitzen- und Driisenzisterne ein und konnen sich von dort aus weiter an das

Epithel der Milchgénge und der Driisenalveolen anlagern.

2.2. Antwort des angeborenen Immunsystems

Nach Kontakt mit den Milchdriisenepithelzellen (MEC), welche als funktionelle
Milchbildner den groBten Zellanteil des Euterparenchyms stellen, wird, wie im
Ubersichtsartikel von OVIEDO-BOYSO et al. (2007) dargestellt, durch das Im-
munsystem eine Reaktionskaskade in Gang gesetzt (GUNTHER et al., 2017b). Zu-
ndchst wird das angeborene Immunsystem aktiviert. MEC, Phagozytierende Zellen,
wie Makrophagen, dendritische Zellen und polymorphkernige neutrophile Gra-
nulozyten (PMN) konnen Pathogen-associated molecular patterns, (PAMPs) tiber
Pathogen-Recognition-Rezeptoren (PRR), z.B. Toll-like-Rezeptoren (TLR) erken-
nen (MCDONALD et al., 1999; PETZL et al., 2008; THOMAS & SCHRODER,
2013; ISLAM et al., 2020). TLR1 und TLR2 erkennen grampositive Bestandteile
wie Lipopeptide, wihrend TLR4 gramnegative Zellbestandteile wie LPS erkennt
(POLTORAK et al., 1998; LOTZ et al., 2004). Je nach beteiligtem TLR werden
Pathogen-abhédngig intrazelluldre Signalkaskaden unter Beteiligung von MAP-

Kinasen und dem Transkriptionsfaktor NF-kB in Gang gesetzt. Daraufthin wird ein
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bestimmtes inflammatorisches Chemokin- und Zytokinprofil orchestriert, welches
aktiv die Einwanderung von Leukozyten fordert, die Blutzufuhr ins Euter erhoht
und lokal fiir eine gesteigerte Permeabilitit des Endothels sorgt (HAIDER et al.,
2006; AKHTAR et al., 2020). Gleichzeitig wird das Komplementsystem aktiviert,
dessen Faktoren, wie z. B. der Komplementfaktor C5a, chemotaktisch flir Phagozy-
ten wirken oder diesen durch Opsonisierung die Erregererkennung erleichtert
(SHUSTER et al., 1997). Dadurch werden neben anderen Phagozyten vor allem
PMN angelockt, welche bei einer Euterentziindung den bedeutendsten Anteil an
Immunzellen darstellen. Uber Diapedese wandern PMN durch das verinderte En-
dothel aus dem Blutkreislauf in das infizierte Gewebe. Durch die ausgeschiitteten
reaktiven Sauerstoffmetaboliten und Enzyme der PMN kdnnen sowohl Erreger, als
auch korpereigene Epithelzellen angegriffen und in Folge eine starke Entziindungs-
reaktion ausgelost werden (MEHRZAD et al., 2004). Uber die Sezernierung von
Proteinen, wie Defensine oder Laktoferrin, haben PMN einen direkten antimikro-
biellen Einfluss (KOSCIUCZUK et al., 2014). Migrierte Makrophagen sind sowohl
fiir die weitere Produktion von Zytokinen, reaktiver Sauerstoffverbindungen und
Stickstoffmonoxid, sowie fiir die Phagozytose von Erregern und zu Grunde gegan-
genen PMN, als auch fiir die Unterstiitzung der Gewebeheilung verantwortlich, wie
von PAAPE et al. (2003) zusammenfassend dargestellt wurde. Natiirliche Killer-
zellen zéhlen ebenso zu den Zellen des angeborenen Immunsystems und kénnen im
infizierten Euter Zielzellen durch unterschiedliche Mechanismen lysieren. Dazu ge-
horen Zell-mediierte oder Rezeptor-mediierte Antigenerkennung, welche zu
Exozytose von Granula und Ausscheidung von zytolytischen Faktoren fiihrt. Die
Granula enthalten unter anderem Perforin und sezernieren zusétzlich toxische Mo-
lekiile, wie den Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), der in verdnderten Zellen zur
Apoptose fiihren kann (LEE et al., 1996; DOTIWALA et al., 2016; SIPKA et al.,
2016). Sowohl die Erregergattung, als auch deren spezifische Abstammung nimmt
groflen Einfluss auf die Art der ausgeschiitteten Botenstoffe und steuert somit auch
den Verlauf der Mastitis (klinisch oder subklinisch). MURPHY et al. (2019) konn-
ten nachweisen, dass S. aureus-Stimme nach der in vitro Infektion einer Mam-
miren Alveolaren T-Zelllinie (MAC-T-Zelllinie) auch in Abwesenheit des TLR2-
Rezeptors zur Expression von CCL20, IL-1B, IL-6, IL-8 und TNF-a fiihren. Es
existieren aber auch S. aureus-Stamme, die nur sehr schwach an diesen Rezeptor
binden und somit nur eine sehr schwache Immunantwort hervorrufen oder aber

nach erfolgreicher Bindung die weitere Signalverarbeitung iiber eine Blockade von
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NF-kB verursachen konnen. (YANG et al.,, 2008; MURPHY et al., 2019).
GUNTHER et al. (2011) stellten auBerdem fest, dass MEC in vitro nach Kontakt
zu einem hitzeinaktivierten E. coli-Stamm zwar ein dhnliches Zytokin- und Che-
mokinmuster exprimieren, jedoch signifikant frither, umfangreicher und um ein
Vielfaches stirker, als nach Kontakt mit einem hitzeinaktivierten S. aureus-Stamm.
Haufig sind die Folgen einer S. aureus- Infektion deshalb subklinische Mastitiden,
wihrend E. coli-Mastitiden oft eine akute klinische Erkrankung auslésen, wobei die
Schwere der Erkrankung immer auch von tierindividuellen Faktoren und dem Bak-
terienstamm abhingt, wie in der Zusammenfassung von BURVENICH et al. (2003)
deutlich wird. Wahrend BLUM et al. (2017) nach 12 — 24 h nach der Infektion mit
E. coli bereits eine signifikante Herabregulation von TLR4-Rezeptoren messen
konnten, konnten PETZL et al. (2008) zum selben Zeitpunkt eine Steigerung der
mRNA des Rezeptors messen. Bisher ist immer noch ungeklért, ob eine Zunahme
der Rezeptoren und die somit gesteigerte Bindung an die Erreger zu einer schnelle-
ren Eliminierung und damit zur schnelleren Ausheilung der Mastitis fiihrt, oder in
der Folge eine schwere generalisierte Entziindung ausgeldst wird, die bis zum Tod

fihren kann.

2.3. Die Rolle der Zytokine bei der Infektionsabwehr

Proinflammatorische Zytokine fiihren zu einer Vielzahl von entziindungsfordern-
den Reaktionen bei der bovinen Mastitis. Sie wirken unter anderem als Chemokine
und rekrutieren Leukozyten, wie PMN und Makrophagen, zum Entziindungsge-
schehen (PERSSON et al., 1993). Fiir die Akute-Phase Antwort einer Mastitis sind
vor allem IL-18, IL-6 und TNF-a verantwortlich (HEINRICH et al., 1990; STEEL
et al., 1993). Sie 16sen Fieber, eine Leukozytose und einen Anstieg der Serumpro-
teine aus (GRONLUND et al., 2003). Die am Entziindungsort sezernierten Zytokine
gelangen vom Euter iiber das Blut in die Leber, wo sie die Hepatozyten zur Sekre-
tion von akute Phase Proteinen, wie Haptoglobin, Serum Amyloid A und Laktofer-
rin anregen (CASTELL et al., 1990; YOSHIOKA et al., 2002; THOMAS et al.,
2018). MEC sind auBBerdem Pathogen-abhéngig selbst in der Lage diese Proteine
lokal zu synthetisieren (GRIESBECK-ZILCH et al., 2008; ZALEWSKA et al.,
2020). Liegt eine Mastitis vor kann eine gesteigerte Konzentration dieser Proteine
in der Milch gemessen werden (ZALEWSKA et al., 2020; RAJ et al., 2021). Hap-
toglobin bindet freies Himoglobin, welches zelltoxisch wirkt und dessen Eisenmo-

lekiile von Bakterien zu ihrer Vermehrung genutzt werden konnen (DIARRA et al.,
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2002; SCHAER et al., 2013). Die Zellen des Immunsystems werden durch Se-
rum Amyloid A chemotaktisch angelockt und zur Adhésion animiert. Durch die
Bindung an TLR besitzt es wie Laktoferrin die Fahigkeit, die Sekretion weiterer
Chemokine und Zytokine anzuregen (DE BUCK et al., 2015). Weiterhin kann es
Endothelzellen zur Proliferation anregen (CONNOLLY et al., 2010). Als Protein
mit direkter antibakterieller Wirksamkeit spielt Laktoferrin eine wichtige Rolle.
Weitere friih regulierte akute Phase Proteine bei der bovinen Mastitis sind: C-reak-
tives Protein, Fibrinogen, Ferritin, Ceruloplasmin und das Lipopolysaccharid-bin-
dende-Protein (ZALEWSKA et al., 2020). Uber die Aktivierung der NF-kB — Kas-
kade fiihrt TNF-a zu einer signifikanten Steigerung der IL-8-Sekretion, welches
durch seine starken chemotaktischen Eigenschaften gegeniiber PMN eine grof3e
Rolle fiir den weiteren Verlauf einer Mastitis spielt (s. [1.2) (BARBER & YANG,
1998; FITZGERALD et al., 2007). Der Einfluss von IL-6 fiihrt zur Differenzierung
von zytotoxischen T-Zellen (CD-8-Zellen) und fordert die Antikorperproduktion
durch B-Zellen und {ibt somit stimulierende Wirkung auf das erworbene Immun-
system aus (OKADA etal., 1988; MAEDA et al., 2010). Fibroblasten reagieren auf
die Anwesenheit von IL-6 mit einer Erhohung der Kollagenproduktion und der Ge-
falpermeabilitdt, was zur Heilung, aber auch zur Fibrosierung des Eutergewebes
fiihren kann. (DUNCAN & BERMAN, 1991; ZHANG et al., 2016). IL-1B
schwicht den Zellverband von MEC, indem es die ,,Tight Junctions* durch struk-
turelle Verdanderungen zerstort. Auch IL-6 und TNF-a fiihren zur Auflosung der
,»T1ght Junctions®, was eine Permeabilitdt der Blut-Euter-Schranke zur Folge hat.
Hierdurch kénnen Immunzellen leichter in das betroffene Gewebe migrieren (XU
et al., 2018; KOBAYASHI et al., 2021). Wahrend vor allem IL-1a und TNF-a die
Entziindung bei einer E. coli-Infektion vorantreiben, spielen fiir eine S. aureus-In-
fektion vor allem IFN-B und IL-6, das auch unabhingig von TLR2 synthetisiert
werden kann eine Rolle fiir den weiteren Verlauf (GUNTHER et al., 2011). Die
Ausschiittung von Zytokinen fiihrt somit sowohl auf zelluldrer, als auch auf humo-
raler Ebene zu einer gesteigerten Entziindungsreaktion des Euters, die sich gegen
den eingedrungenen Erreger richtet, aber auch im Gewebe des Wirtes gro3en Scha-

den anrichten kann.

24. Antimikrobielle Peptide bei der Infektionsabwehr
Antimikrobielle Peptide konnen in allen Organismen gefunden werden

(MOERMAN et al.,, 2002; OARD & ENRIGHT, 2006; LIND et al., 2015;
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RAMACHANDER TURAGA, 2020; NAKATSUIJI et al., 2021). Sie werden in
Séugetieren vor allem von Epithelzellen und Zellen des angeborenen Immunsys-
tems (v.a. PMN) exprimiert und durch diese sezerniert (RYAN et al., 1998;
CAVERLY et al., 2001). Wie EL-DIRANY et al. (2021) und MAHLAPUU et al.
(2016) zusammentassend dargestellt haben, handelt es sich um strukturell vielfal-
tige kationische Peptide mit einer Sequenz von flinf bis hundert Aminosauren.
Réumlich getrennt zur geladenen Region befindet sich eine hydrophobe Region,
welche mit den Lipiden der bakteriellen Zellmembranen interagieren kann. Auf-
grund der negativ geladenen Zellmembranen und des hohen Lipidanteils von Bak-
terien im Vergleich zu neutral geladenen Siugetierzellmembranen wirken AMP
z. B. selektiv auf Bakterienzellen. Es kann eine direkte antimikrobielle Wirksam-
keit gegeniiber diversen grampositiven und gramnegativen Bakterien, Pilzen, Viren
und Einzellern nachgewiesen werden (DE LUCCA et al., 1998; BELAID et al.,
2002; ALBEROLA et al., 2004; BRAFF et al., 2005). AMP fiihren zu einer Erho-
hung der Permeabilitit bakterieller Zellmembranen und somit zum Tod des Bakte-
riums, die spezifische Funktionsweise ist dabei Peptid-abhingig (MANGONTI et al.,
2004). Beispielsweise konnen AMP in grofler Zahl an anionische Molekiile in der
Bakterienmembran binden und die Membranoberfliche somit wie einen Teppich
umhiillen, um anschlieend dhnlich eines Detergens die Lipidmembran zu zerstdren
(FERNANDE-Z et al., 2012). Des Weiteren kommt es z.B. durch Porenbildung,
Verdrangung der divalenten Kationen der Membranen, Storung der Zellmembran-
synthese oder intrazellulédrer Inhibition der Proteinsynthese zur Destabilisierung der
Zellhomoostase und schlielich zum Untergang des Bakteriums (CHRISTENSEN
et al., 1988; CHAN & GALLO, 1998; LAM et al., 2014). Als Signalmolekiile kon-
nen sie weiterhin aktiv die Immunantwort modulieren, indem sie z. B. als Chemo-
kine auf das angeborene Immunsystem wirken oder durch antiinflammatorische Ei-
genschaften einer liberschieBenden Immunreaktion vorbeugen (YANG et al., 2000;
SUN & SHANG, 2015). Durch die vielen unterschiedlichen teilweise synergisti-
schen Wirkungsweisen sind AMP gut gegen Resistenzbildung geschiitzt
(ZASLOFF, 2002). Die Effektivitdt der Wirkung ist vermutlich auch von der Pep-
tidkonzentration, vom Wirkungsort, von der Bakterienspezies und von der Entwick-
lungsphase des Bakteriums abhéngig (SCHONWETTER et al., 1995; LUTZOW et
al., 2008). Bei einer vorherrschenden Entziindung findet sowohl eine direkte Aus-
schleusung der AMP iiber gespeicherte Granula statt, als auch deren indirekte Ex-

pressionsanregung durch die Bindung von PAMPs (s. I1.2.2) oder durch Zytokine
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(DORSCHNER et al., 2001; DAVIES et al., 2008).

2.5. Antimikrobielle Peptide im Euter

Bei der Milchdriise handelt es sich ontogenetisch um eine apokrine Driise der Haut
(Hautanhangsdriise), weshalb mammére Epithelzellen, dhnlich den dermalen Zel-
len, in der Lage sind eine gro3e Bandbreite an AMP zu bilden, wie BISWAS et al.
(2022) zusammenfassend darstellen. An unterschiedlichen Lokalisationen, wie im
Strichkanal, in der Zitzen- und der Euterzisterne und in den Driisenaleveolen wer-
den unterschiedliche AMP als Teil der Primirkeimabwehr in verschiedenen Kon-

zentrationen sezerniert (TETENS et al., 2010).
p-Defensine

Bei den B-Defensinen handelt es sich um amphiphatische kationische AMP mit ei-
ner B-Faltblattstruktur, die {iber Disulfidbriicken verbunden sind. Sie werden im
bovinen Euter durch Zellen der Milchdriise, sowie durch Granulozyten in der Milch
gebildet. Nach der Aktivierung von TLR wird ihre Expression iiber den Transkrip-
tionsfaktor NF-kB gesteigert. Sie sind somit Teil der ersten Abwehrmechanismen
der bovinen Milchdriise, wie von GURAO et al. (2017) zusammengefasst wurde.
Sie besitzen eine direkte antimikrobielle Wirkung gegen eine Vielzahl von Bakte-
rien, Pilzen und Viren (DAS et al., 2008; KANG et al., 2015; MATTAR et al., 2016;
OGUIURA et al., 2021). Zu der Gruppe der B-Defensine lassen sich unter anderem
das linguale antimikrobielle Peptid (LAP) und B-Defensin-1 (DEFB1) zuordnen.
LAP wird vor allem im regionalen Lymphknoten des Euters, aber auch in der Drii-
senzisterne und im Euterparenchym exprimiert. Die Expression von DEFBI ist ver-
glichen mit LAP sehr viel geringer und findet vor allem in den distalen Bereichen
der Mamma in der Driisenzisterne und in unmittelbarer Néhe der Fiirstenbergschen
Rosette statt (TETENS et al., 2010). Die durchschnittliche Basiskonzentration von
LAP in der Milch einer gesunden Kuh betrug nach ISOBE et al. (2009) 1 pg/ml.
Sowohl im Tierversuch, als auch bei der Inkubation von MEC wird die Expression
von LAP und DEFBI nach einer Infektion bzw. Stimulation mit E. coli oder LPS
signifikant heraufreguliert (GUNTHER et al., 2009; KWEH et al., 2019).
KOSCIUCZUK et al. (2014) konnten bei einer Infektion des Euters mit Staphylo-
kokken eine Expressionssteigerung messen, wiahrend PETZL et al. (2008) nach ei-
ner S. aureus-Infektion keine signifikante Expressionssteigerung erzielen konnten.

Auch bei Versuchen mit bovinen Endothelzellen konnte eine Steigerung der
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Expression von B-Defensinen nach Zugabe von E. coli bzw. S. aureus erreicht wer-
den, was einen Hinweis auf eine Infektionsbeteiligung in verschiedenen Geweben
liefert (ALVA-MURILLO et al., 2012). Im Gegensatz zu LAP variierte die Expres-
sion von DEFBI1 bei einer Mastitis stark, weshalb kein Zusammenhang mit einer
Infektion nachgewiesen werden konnte. Gleichzeitig konnte eine antibakterielle
Wirksamkeit dieses synthetisch generierten Peptids gegeniiber einem Mastitisisolat
von E. coli nachgewiesen werden (AONO et al., 2006). Es kann ein Konzentrati-
onsanstieg von § -Defensinen in der Milch von Tieren gemessen werden, die an
einer Mastitis erkrankt sind. Fiir LAP wurde eine antimikrobielle Wirksamkeit ge-
gen E. coli und S. aureus beschrieben (SCHONWETTER et al., 1995; KRENITZ,
2018). DAS et al. (2008) isolierten bubaline neutrophile B-Defensine (BND1-4) aus
den PMN gesunder Biiffel und konnten anhand eines MTT-Assays eine dosis- und
Zeit-abhéngige Verringerung der KBE und somit eine antimikrobielle Wirksamkeit
bei der Zugabe von E. coli, S. aureus, Streptococcus pyogenes und Candida albi-
cans messen. Die minimal hemmenden Konzentrationen (minimale Hemmkonzent-
ration, MHK) der Peptide lagen hier zwischen 3,83 ng/ml bei BND-4 fiir Candida
albicans und 28,14 pg/ml bei Streptococcus pyogenes. In zirkulierenden Leukozy-
ten konnte nach einer E. coli-Mastitis ein Anstieg von DEFB1 gemessen werden
(CHENG et al., 2022). Die antimikrobielle Wirksamkeit von LAP gegeniiber E. coli
wurde anhand eines radialen Diffusionsassays nachgewiesen (ISOBE et al., 2009).
KRENITZ (2018) konnte nach einer Inkubationszeit von sechs Stunden eine signi-
fikante, Dosis-abhingige Wachstumshemmung von E. coli und S. aureus durch re-
kombinantes bovines LAP in Konzentrationen von 41 pg/ml und 83 pg/ml nach-

weisen.
S100-Proteine

Die Molekularstruktur von S100-Proteinen besteht aus zwei EF-Hand-Motiven, die
durch Calcium (Ca*") -Bindung ihre aktive Form annehmen kann. Eine Wechsel-
wirkung mit unterschiedlichen Proteinen, wie die Bindung an Rezeptoren, wird
dadurch ermoglicht. Sie sind unter anderem an der Regulation der Zellapoptose, der
Ca?"-Homdostase, der Migration und der Proliferation verschiedener Zellen betei-
ligt. Im Kontext von Entziindungen kénnen S100-Proteine, dhnlich wie Zytokine
oder Endotoxine durch Bindung an TLR oder an den Receptor for advanced glyca-
tion endproducts (RAGE) als Damage-associated molecular patterns (DAMPs) wir-

ken und tiber den Transkriptionsfaktor NF-kB die Expression proinflammatorischer
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Zytokine hochregulieren, wie GONZALEZ et al. (2020) zusammenfassend be-
schreiben. Neben ihrer Wirkung als Signalmolekiile iben S100 Proteine eine di-
rekte antimikrobielle Wirksamkeit gegen Mikroorganismen aus. Zu den S100-Pro-
teinen, die im Euter vorkommen gehoren unter anderem Calprotektin (S100A8/A9),
Calgranulin B (S100A9) und Calgranulin C (SI00A12). Sie werden vor allem in
Monozyten, Makrophagen und PMN, aber auch in epidermalen Keratinozyten ex-
primiert (BENEDYK etal., 2007; HSU et al., 2009; WANG et al., 2018). Im Epithel
des Strichkanals der bovinen Milchdriise werden durch Keratinozyten Psoriasin
(S100A7), Calgranulin A (S100A8), SI00A9 wund S100A12 exprimiert
(SMOLENSKI et al., 2015). ST00A8/A9 bildet bei einem neutralen pH-Wert mit
Metallionen des Gewebes oder des umliegenden Néhrmediums Chelatkomplexe
(NAKASHIGE et al., 2015; ROSEN & NOLAN, 2020). Bakterien, welche eben-
falls Metallionen fiir ihre Zellentwicklung benétigen, werden folglich in ihrem
Wachstum eingeschrénkt. Es konnte in vitro eine Dosis-abhidngige, hemmende
Wirkung von humanem S100A8/A9 auf das Wachstum von S. aureus, E. coli und
Sc. agalactiae nachgewiesen werden (CORBIN et al., 2008; PIRR et al., 2017). Der
wachstumshemmende Effekt auf Pathogen-spezifische Mikroorganismen von hu-
manem S100A12 (Calgranulin C) beruht ebenso auf der Bindung von Zink- und
Kupferionen (MOROZ et al., 2003; CUNDEN et al., 2016). Die Unterdriickung von
S100A9 fiihrt in PMN zu einer deutlich gesteigerten Uberlebensrate von Pathoge-
nen (PENG et al., 2020). Bei einer bovinen Mastitis wird S100A 12 verstérkt expri-
miert und kann somit bei subklinischen Mastitiden als Biomarker verwendet wer-
den (BOEHMER et al., 2008; LUTZOW et al., 2008; ZHONG et al., 2018). Auch
die Proteine S1I00A7, SI00A8 und S100A9 werden bei einer Infektion mit E. coli
in der Zitze stirker heraufreguliert (REGENHARD et al., 2010; LIND et al., 2015;
PETZL et al., 2016; BRAND et al., 2021). Nach einer E. coli-Infektion der bovinen
Milchdriise ldsst sich ein Anstieg von SI00A8 und S100A9 in Blut-Leukozyten
messen (CHENG et al., 2022).

CC-Chemokine

Chemokine sind Proteine, die sich durch ihre unterschiedlichen Cysteinreste unter-
scheiden. Eine Hauptaufgabe von Chemokinen ist die chemotaktische Anlockung
von Entziindungszellen, wobei sie auch groflen Einfluss auf deren Differenzierung,
Adhision und die Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies ausiiben. Bei Entziindun-

gen oder anderen Erkrankungen, wie tumordsen Verdnderungen werden im
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betroffenen Gewebe verstiarkt Chemokine gebildet und freigesetzt. Nach der Bin-
dung von Glykosaminoglykanen aus der extrazelluldren Matrix kdnnen Chemokine
an G-Protein-gekoppelte Chemokinrezeptoren binden und auf der Endotheloberfla-
che présentiert werden oder durch das Gewebe diffundieren. Dadurch entsteht ein
chemotaktischer Gradient, der die Migration von Leukozyten ausldst. Es wurde au-
Berdem eine direkte antimikrobielle Wirkung einiger Chemokine beschrieben, wie
HUGHES and WATSON (2018) zusammenfassend darstellen. Zur Gruppe der
CC-Chemokine gehort das Chemokin CCL20, welches unter anderem von Epithel-
zellen, Endothelzellen, Makrophagen und PMN ausgeschiittet wird (SCAPINI et
al., 2001). Bei einer Entziindung kann dieses Peptid bei der Maus und beim Men-
schen durch Chemotaxis weitere Gedachtnis-T-Zellen anlocken, welche den Re-
zeptor CCR6 exprimieren. Durch die exklusive Aktivierung dieses Rezeptors {ibt
CCL20 direkt positiven Einfluss auf die nachfolgende Ausschiittung des proin-
flammatorischen Interleukins-17 (IL-17) aus. Im Zusammenhang mit tumordsen
und autoimmunen Verdanderungen kann CCL20 die Migration und Proliferation von
Zellen mit Hilfe dieses Rezeptors mafigeblich steigern (RANASINGHE & ERI,
2018; SAMANIEGO et al., 2018). Derselbe Effekt konnte auch fiir Endometrium-
Stroma-Zellen im Rahmen der Endometritis der Frau nachgewiesen werden (TAN
et al., 2022). YANG et al. (2003) konnten eine direkte, Dosis-abhéngige antimik-
robielle Aktivitdt von CCL20 in vitro gegeniiber mehreren Pathogenen, wie E. coli,
S. aureus, Candida albicans und Pseudomonas aeruginosa nachweisen. Die orale
Gabe von CCL20 konnte die Menge an Oozysten im Darm mit Cryptosporidium
parvum infizierter Méuse auflerdem signifikant verringern (GUESDON et al.,
2015). CCL20 tritt bei unterschiedlichen humanen Erkrankungen wie Uveitis, Pso-
riasis oder Multipler Sklerose auf und konnte bei diesen in Zukunft als Biomarker
verwendet werden (ABU EL-ASRAR et al., 2019; HUANG et al., 2020b;
ELNABAWI et al., 2021). Bei der bovinen Mastitis wird die Transkription von
CCL20 mitunter als eines der ersten Gene heraufreguliert (PETZL et al., 2016).
SHARIFTI et al. (2018) konnten nach einer Analyse mehrerer Studien, die sich mit
dem Transkriptionsprofil von Eutergewebe wéhrend einer E.-coli-Infektion be-
schiftigten, CCL20 den Schliisselgenen zuordnen, die sich in Zuge dessen verin-
dern. Auch im Rahmen einer S. aureus-bedingten Mastitis konnen erhohte
CCL20-Werte gemessen werden (WANG et al., 2020). Diese Verdnderung lasst

sich im mammaéren Gewebemodell nachvollziehen (FILOR et al., 2022).
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Antileukoproteinase (SLPI, secretory leukocyte protease inhibitor, Antileukopro-

teinase)

Die Expression und die Funktion von SLPI wurde bisher vor allem beim Menschen
und im Mausmodell untersucht (NAKAMURA et al., 2003; SVENSSON et al.,
2017). Nachgewiesen wurde es in der Haut und an Schleimhautbarrieren. Epithel-
zellen, Mastzellen, PMN und Makrophagen geben im Atemtrakt, im Gastrointesti-
naltrakt und im Urogenitaltrakt hohe Konzentrationen an SLPI in deren Sekrete,
wie Speichel, Bronchialsekret oder Darmsekret ab (HEINZEL et al., 1986;
SALLENAVE et al., 1994, BERGENFELDT et al., 1996; OHLSSON et al., 2001;
SKOTT et al., 2002). Eine Hauptaufgabe von SLPI ist die Ddmpfung der Immun-
reaktion und die Aufrechterhaltung der Homoostase bei Entziindungen und die Un-
terstiitzung der Geweberegeneration (ASHCROFT et al., 2000; TAGGART et al.,
2005). Es kann intrazelluldr Serinproteasen, wie die neutrophile Elastase unterdrii-
cken, die durch Leukozyten zur Erregerabwehr sezerniert werden (ZHU et al.,
2002). Des Weiteren unterbindet SLPI die Bildung von Matrix-Metalloproteinasen
durch Monozyten und die Ausbreitung von neutrophilen extrazelluldren Fallen
(NET) (ZHANG et al., 1997; ZABIEGLO et al., 2015). Das Peptid ist zudem in der
Lage, die Signaltransduktion von NF-kB zu blockieren und somit die Expression
und Sekretion von Zytokinen einzuddimmen (TAGGART et al., 2005). Neben sei-
nen gewebeschiitzenden Eigenschaften wirkt SLPI direkt antimikrobiell gegen un-
terschiedliche Erreger, wie E. coli, S. aureus, S. epidermidis und Candida albicans.
Fiir seine antimikrobiellen Eigenschaften ist vor allem das N-terminale Ende des
Peptids verantwortlich (HIEMSTRA et al., 1996; WIEDOW et al., 1998). Uber
Bindung an die Erreger-DNA oder -mRNA wird vermutlich eine Vermehrung un-
terbunden und auf Grund seiner kationischen Eigenschaften kann es Bakterienzell-
membranen zerstoren (s. [1.2.4) (MILLER et al., 1989). Die Expression von SLPI
wird durch eine Art negative Riickkopplung iiber die Zytokine TNF-a, IL-18, Che-
mokine und TLR-Liganden gesteigert. Sie kommen vor allem auf mukdsen Ober-
flichen in groBen Mengen vor, wie NUGTEREN and SAMSOM (2021) zusam-
menfassend feststellen konnten. Zur Aufgabe in mammérem Gewebe ist bisher we-
nig bekannt. Bei der pubertiren Entwicklung der Milchdriise im Mausmodell wird
SLPI Ostrogen-abhingig exprimiert (AYYANAN et al., 2011). Ebenso konnte eine
gesteigerte Expression wihrend der frithen Involution nach der Laktation bei dieser

Spezies gemessen werden (CLARKSON et al., 2004). SEMBA et al. (1999)
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konnten bei Frauen, die an einer Mastitis erkrankt waren im Durchschnitt eine er-
hohte Menge (76 pg/l) im Vergleich zu gesunden Frauen (17 pg/l) an SLPI in der
Muttermilch messen. Nach wiederholter Stimulation boviner-MEC in vitro mit LPS
wurde das Gen fiir das Peptid SLPI zusammen mit weiteren antimikrobiellen Fak-

toren heraufreguliert (GUNTHER et al., 2012).

3. Explantmodelle als Ersatzverfahren zur Untersuchung

frither Wirt-Pathogen-Interaktion

Viele Untersuchungen zur Pathophysiologie der bovinen Mastitis stiitzen sich nach
wie vor auf /n-vivo- Infektionsversuche. Haufig werden hierfiir auch Mausmodelle
verwendet (BROUILLETTE et al., 2004a; IWANO et al., 2018; NGASSAM-
TCHAMBA et al., 2020), welche sich jedoch nur bedingt fiir die Erforschung der
Pathogenese beim Rind eignen (HUGHES & WATSON, 2018). In-vivo-Infektions-
versuche mit Kiihen stellen den Goldstandard dar, sind jedoch aufwendig und teuer
und erfordern bei kleiner Tierzahl oftmals eine bestmogliche Standardisierung
(RYMAN et al., 2015; PETZL et al., 2016; PETZL et al., 2018). Werden die Tiere
am Ende des Versuchs nicht getdtet, konnen keine Gewebeproben untersucht wer-
den und die Tiere miissen wihrend der einsetzenden Mastitis Schmerzen und even-
tuelle Schéaden erleiden (KHAZANDI et al., 2015; KERRO DEGO et al., 2020).
Aus gesellschaftspolitischen Griinden und zur Verbesserung des Tierschutzes
wurde das Prinzip der 3R eingefiihrt (Replacement - Ersatz, Reducement - Verrin-
gerung, Refinement - Verbesserung) und in der Verordnung 2010/63/EU (EU,
2010) verankert. Demnach sollen Versuche an lebenden Tieren verringert, der Ver-
suchsaufbau verbessert und wenn moglich komplett durch andere Verfahren ersetzt
werden. Um die Anzahl an Tierversuchen in der weiteren Erforschung pathophysi-
ologischer Vorginge im Euter zu reduzieren werden derzeit unterschiedliche Ver-
suchsansitze in vitro verfolgt. Eine Moglichkeit bietet die zwei- oder dreidimensi-
onale Zellkultur von MEC (SHANDILYA et al., 2016) oder MAC-T-Zellen, trans-
formierte mammaére Epithelzellen mit SV-40 large T-Antigen (HUYNH et al.,
1991). Ahnlich zur Situation in vivo konnten in diesen Systemen im Rahmen eines
Stimulationsversuchs mit E£. coli und LPS jeweils ein starker Anstieg der mRNA
der Zytokine TNF-a, IL-1a und ein geringer Anstieg von IL-1f nachgewiesen wer-
den (MCCLENAHAN et al., 2005). Eine Zellkultur kann jedoch nicht den physio-

logischen Zellverband des Gewebes widerspiegeln, da nur eine Sorte der
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funktionellen Zellen des jeweiligen Organs kultiviert werden konnen
(JEDRZEJCZAK & SZATKOWSKA, 2014). Werden MEC mit E. coli stimuliert
werden Faktoren heraufreguliert, die die Transkription von Komplementfaktoren
steigern, welche unter anderem die Induktion der antikdrperbasierten Abwehr und
des Membranangriffskomplex als Ausloser der Zelllyse nach sich ziehen. Bei einer
E.-coli-Mastitis hingegen werden diese herabreguliert und stattdessen der alterna-
tive Weg des Komplementsystems aktiviert, welcher vor allem zu einer Opsonie-
rung des Pathogens beitrdgt. Im Vergleich zum Tiermodell werden im Zellmodell
auBBerdem verstdarkt proinflammatorische Gene, wie CXCLS heraufreguliert
(GUNTHER et al., 2009). Wihrend die Verwendung eines isoliert perfundierten
Euters erlaubt, das komplette Organ zu untersuchen (BAUMER & KIETZMANN,
2000), ist diese Methode durch einsetzende Zersetzungsprozesse auf einen Zeit-
raum von sechs bis maximal acht Stunden begrenzt und somit nicht fiir lingere In-
fektionsversuche geeignet. Dieses Verfahren fordert auBerdem hohen technischen
und zeitlichen Einsatz (PINTO et al., 2017; WELLER et al., 2019). Bei der Gewin-
nung von Gewebestiicken, z. B. in Form von Explants werden diese unter strengen
Hygienemallnahmen prozessiert und anschlieBend wie die Zellen einer Zellkultur
in Kulturmedium inkubiert. Durch die erhaltene Gewebestruktur wird nicht nur die
Reaktion der milchbildenden Zellen, sondern aller im Gewebe vorhandenen Zellen
abgebildet. Es befinden sich demnach z. B. Makrophagen, Fibrozyten, Endothel-
zellen, Erythrozyten und Granulozyten in einem Explant. Mit dieser Methode ist es
moglich, das Verhalten unter Einbeziehung des kompletten Gewebeverbands der
Milchdriise an einer Lokalisation zu untersuchen, was eine Anndherung des
In-vitro-Versuchs an die physiologischen Gegebenheiten in vivo gestattet
(MACiAS LUACES, 2019; FILOR et al., 2021). Es existieren bereits mehrere Ver-
fahren von bovinen Eutergewebekulturen, wobei die Gewinnung und die Prozes-
sierung nicht einheitlich standardisiert sind. In den meisten Studien werden die Ex-
plants manuell mit dem Skalpell auf die gewiinschte GroBe zugeschnitten, was ihre
Reproduzierbarkeit stark erschwert (WU et al., 2004). Um diese Ungenauigkeit aus-
zugleichen wurden unter anderem Biopsiestanzen verwendet (LIND, 2011;
FIORDALISI et al., 2016). LIND (2011) etablierte in Anlehnung an Mausmodelle
ein Explantmodell fiir die Zitzenschleimhaut und die Fiirstenberg sche Rosette,
welches durch MACIAS LUACES (2019) auf das Euterparenchym ausgeweitet
wurde. Hierbei wurden mit einer Biopsiestanze Eutergewebeproben einer frisch ge-

schlachteten Kuh entnommen, in einer gepufferten Salzlosung transportiert und
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anschlieBend manuell auf eine GroBe von ca. 12 mm’ zurechtgeschnitten
(2 mm Lange x 1,38 mm Radius). Die Inkubation der so erzeugten/gewonnenen
Explants erfolgte in einem Ndhrmedium angereichert mit einem Antibiotikum, In-
sulin und Prednisolon. Dieses Modell wurde in der vorliegenden Arbeit verwendet
(s. I11.3.2.4). Mit Hilfe eines Dermatoms verwendeten FILOR et al. (2021) ,,Preci-
sion cut bovine udder slices® (PCBUS) fiir die Inkubation und Stimulation von lo-
buloalveoldrem Euterparenchym. Bei der definierten und reproduzierbaren Gewe-
bedicke von 250 pm und einem Durchmesser von 6 mm konnte die Versorgung der
Zellen mit Ndhrstoffen und Sauerstoff gewéhrleistet werden. Es war hiermit mog-
lich die Vitalitit der Gewebeschnitte iiber einen Inkubationszeitraum von mindes-
tens vier Tagen bei > 70 % zu erhalten, was durch einen MTT-Assay verifiziert
wurde. Bei allen Modellen wurden mit den gewonnenen Geweben Stimulationsver-
suche mit LPS und bei FILOR et al. (2021) zusétzlich mit Peptidoglykan (PGN)
durchgefiihrt, um die Reaktion der Zitze und des Eutergewebes in vitro auf eine
Infektion mit den Erregern S. aureus und E. coli zu untersuchen und somit die ini-
tialen Abliufe einer Mastitis zu simulieren (BRAND et al., 2021). Die Ergebnisse
der Stimulationsversuche in vitro gleichen den Erkenntnissen, die durch Transkrip-
tomanalysen von Euterparenchym in vivo mit S. aureus und E. coli infizierter Kiihe
gewonnen wurden. Es konnte jeweils eine gesteigerte Expression von antimikro-
biellen Peptiden, Zytokinen, Interleukinen oder deren Rezeptoren gemessen wer-
den, die einen groflen Anteil zur Entziindungsreaktion und akuten Immunantwort

beisteuern (MITTERHUEMER et al., 2010; PETZL et al., 2016).

4. Endotoxintoleranz

Wihrend das Immunsystem nach dem ersten Kontakt mit einem Pathogen oder sei-
ner Bestandteile oftmals eine vergleichbar starke Ausschiittung von Entziindungs-
mediatoren in Gang setzt, kann nach wiederholtem Kontakt ein transienter, refrak-
tirer Zustand eintreten. Dieses Phdnomen ist seit langerem unter dem Begriff der
Endotoxintoleranz bekannt (BEESON et al., 1946). Bei der wiederholten Bindung
von bakteriellen Liganden an Rezeptoren, wird hierbei voriibergehend die Expres-
sion bestimmter proinflammatorischer Zytokine und Chemokine herabreguliert,
wobei die Bildung und Ausschiittung von antimikrobiellen Peptiden gegentiber dem
ersten Kontakt gesteigert werden kann. Somit kann eine Uberreaktion des Immun-
systems z. B. in Form eines septischen Schockgeschehens beim Auftreten einer

Sepsis vermieden werden, gleichzeitig werden dabei endogene antimikrobielle
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Mechanismen erhalten oder gesteigert (FOSTER et al., 2007). Bindet z. B. LPS
(Endotoxin) wiederholt an TLR4 wird die Produktion des Transkriptionsfaktors
NF-kB unter anderem tiiber Regulatoren, wie z. B. IRAKM und eine verringerte
Rekrutierung des Adapterproteins MyDS88 teilweise blockiert. Dies fiihrt zu einer
geringeren Expression inflammatorischer Faktoren, wie z. B. TNF-a, IL6 und
IL-1p. Das Phdnomen wurde bereits in zahlreichen Studien an Nagern und am Men-
schen untersucht, wobei die genauen Mechanismen des Ablaufs noch nicht ab-
schlieBend geklart sind (KOBAYASHI et al., 2002; MEDVEDEYV et al., 2002; LIU
et al., 2008; LEE et al., 2022). In der Humanmedizin konnte das Auftreten einer
Endotoxintoleranz im  Zusammenhang mit septischen  Erkrankungen
(LELIGDOWICZ et al., 2022), zystischer Fibrose (DEL CAMPO et al., 2011), aku-
tem koronarem Syndrom (DEL FRESNO et al., 2007), Asthma und Krebserkran-
kungen (LIU et al., 2019) nachgewiesen werden. Beim Rind wurden bis jetzt ver-
gleichsweise wenige Untersuchungen zu diesem Thema durchgefiihrt. Anhand von
peripheren mononukledren Blutzellen konnten BOAM et al. (2019) nach zweifa-
cher Stimulation von Kiihen mit LPS in der Transitphase eine Endotoxintoleranz
nachweisen. Bei der Stimulation von bovinen peripheren mononukleéren Blutzel-
len konnten auBBerdem Hinweise auf eine gesteigerte Toleranz gegeniiber Endoto-
xinen im postpartalen Zeitraum festgestellt werden (FILIPE et al., 2021). Da eine
E. coli-Mastitis bei der Milchkuh oftmals eine iiberschieBende Immunantwort her-
vorruft, kann es zu einem sehr schweren Krankheitsverlauf mit systemischem in-
flammatorischem Response Syndrom (SIRS) kommen (RIOLLET et al., 2000). Um
einen moglichen positiven Effekt der Endotoxintoleranz zur Verhinderung schwe-
rer klinischer Mastitiden auszunutzen, wurden von PETZL et al. (2012) mehrere
Studien zur bovinen Mastitis durchgefiihrt. Das Konzept umfasst hierbei die duale
Funktion der Endotoxintoleranz durch Inhibition der Induktion inflammatorischer
Gene bei gleichzeitig gesteigerter Expression antimikrobieller Faktoren. Dies
konnte sowohl in primiren bovinen Milchdriisenepithelzellen in vitro (GUNTHER
et al., 2012; GUNTHER et al., 2017b), als auch in vivo nach intramammirer
LPS-Vorbehandlung und anschlieBender experimenteller Infektion bei Milchkiihen
gezeigt werden (PETZL et al., 2012). Intramammair LPS-vorbehandelte Kiihe un-
terlagen einem transienten Schutz, an einer E. coli-Mastitis zu erkranken. Ahnliche
Beobachtungen zeigten sich bei Untersuchungen durch Applikation des in einem
Impfstoff enthaltenen E. coli-Bakterins (J5). Hier konnte ebenfalls eine experimen-

telle Mastitis durch E. coli symptomatisch abgemildert werden, der Ansatz bot aber



II. Literaturiibersicht 18

keinen Schutz gegen eine neue Infektion (GONZALEZ et al., 1989). Inwieweit sich
die komplexen molekularen Vorginge bei der Endotoxintoleranz in bovinen
In-vitro-Systemen simulieren lassen ist nur in einer sehr begrenzten Anzahl an Stu-
dien zu finden (GUNTHER et al., 2012). Im Rahmen von Explant-Modellen konnte
dies fiir die Spezies Rind bisher nicht gezeigt werden und sollte im Rahmen dieser

Arbeit untersucht werden.
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II1. MATERIAL UND METHODEN

1. Geriate
1.1. Verwendete Gerite fiir den Time Kill Assay
Gerit Hersteller

Autoklav D-65

Brutschrank Incucell

Bunsenbrenner Gasprofi 2SCS

Dampfsterilisator Varioclav®

Gefrierschrank Biocompact II

Kiihl- und Gefrierschrankkombi Liebherr, Premium
Orbitalschiittler SHO

Multi-mode Plate Reader CLARIOstar Plus
Schiittler Vortex Genius 3

Spiilmaschine Mielabor Automatic G7733

Systec, Linden

MMM Medcenter, Planegg
WLD-TEC, Gottingen
Varioclav, Oberschlei3heim
Gram, Barcelona, ESP
Liebherr, Ochsenhausen
Witeg Labortechnik, Wertheim
BMG Labtech, Ortenberg
IKA, Staufen

Miele, Giitersloh

1.2. Verwendete Gerite fiir das Explant-Modell

Geriit

Hersteller

Autoklav D-65
Biopsiestanze BIP-EVOCORE® EC2215
Brutschrank HeracellVios 160

Brutschrank Incucell
Bunsenbrenner Gasprofi 2SCS
Dampfsterilisator Varioclav®
Eismaschine Model RF2266A

Eutertisch

Gefrierschrank Iridium 800, biomedical division
Laborkiihlschrank- und Gefrierkombination Bosch KGE
Photometer CLARIOstar

Schiittler Vortex Genius 3

Sicherheitswerkbank Biowizard 130 GL

Spiilmaschine Mielabor Automatic G7733
Tischschweiflgerit Polystar 408-M-RPA

TubeMarker

Zellzahlmessgerit Cellcounter DCC

Systec, Linden

BIP, Tiirkenfeld

Thermo Scientific, Waltham,
USA

MMM Medcenter, Planegg
WLD-TEC, Géttingen
Varioclav, Oberschleilheim
The Manitowoc Company, Mani-
towoc, USA

ICKuh, Hambiihren

Angelatoni Industrie, Massa, IT
Bosch, Gerlingen

BMG Labtech, Ortenberg

IKA, Staufen

Kojair, Vilppula, FIN

Miele, Giitersloh

Polystar, Hamburg

4titude, Wotton, UK

DeLaval, Tumba, SWE

1.3. Verwendete Geriite fiir den Chemotaxisassay

Geriit

Hersteller

Autoklav D-65
Brutschrank HeracellVios 160

Fluoreszenz-Durchflusszytometer, Model Accuri C6

Héamatologie-Analysator Abaxis VetScan HMS5 v3.31
Laborkiihlschrank- und Gefrierkombination Bosch KGE
(-20°C)

Spiilmaschine Mielabor Automatic G7733

Stoppuhr

Vortex MS1 Minishaker

Zentrifuge Hettich™ 1610 Universal 32 R

Systec, Linden

Thermo Scientific, Waltham,
USA

BD, Becton-Dickinson, New Jer-
sey, USA

Abaxis Europe GmbH, Griesheim
Bosch, Gerlingen

Miele, Giitersloh
Peter Ochmen, Essen
IKA, Staufen
Hettich, Tuttlingen
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14. Verwendete Geriite fiir die molekularbiologische Untersuchungen
Geriit Hersteller
Autoklav D-65 Systec, Linden
Biofuge pico Heraeus, Hanau

Eismaschine Model RF2266A

Experion Automated Electrophoresis Station
Experion Priming Station 11

Experion Vortex Station

Gefrierschrank Iridium 800, biomedical division
Laborkiihlschrank- und Gefrierkombination Bosch KGE
Nanophotometer Pearl

Professional Thermocycler TOptical
Professional Thermocycler QTower

Regelbarer Vortexer RS-VA 10

Reinigungsbox DNA RNA UV Cleaner
Stoppuhr

Thermoshaker BioShake IQ

Zentrifuge My Fuge Mini

Zentrifuge Speed Mill Plus

Autoklav D-65

The Manitowoc Company, Mani-
towoc, USA

Bio Rad, Miinchen

Bio Rad, Miinchen

Bio Rad, Miinchen

Angelatoni Industrie, Massa, IT
Bosch, Gerlingen

Implen, Miinchen

Biometra, Gottingen

Biometra, Gottingen

Phoenix Instrument, Garbsen
Biosan, Lettland

Bio&Sell

Analytik Jena, Schweiz
Biozym, Oldendorf

Analytik Jena, Schweiz

Systec, Linden

2. Material

2.1. Laborbedarf fiir den Time Kill Assay
Laborbedarf Hersteller
Abdeckfolien fiir Mikrotestplatten Rotilabo® Carl Roth, Karlsruhe
Cryobank™ Tubes Mast Diagnostica, Reinfeld
Handschuhe GroBe Medium Nitril® BestGen® Meditrade, Kiefersfelden
Impfose aus Edelstahl Carl Roth, Karlsruhe

Laborglasflaschen 1000 ml

Mikrordhrchen Typ Eppendorf 5 ml

Nunc™ MicroWell™ 96-Well Mikroplatte, flacher Boden
Parafilm ,,M*/Pechiney

Pipettenspitzen 1 pl, 10 pl, 100 pl, 1000 pl
Pipettierhelfer Accu-jet® pro

Reagenzglas mit Deckel, Rundboden, 21 ml

Serologische Pipette, 10 ml

Transferpette® 0,1- 1, 0,5- 10, 20- 200, 100- 1000 pL

Duran Group, Wertheim
Kisker Biotech, Steinfurt
Thermo Fisher

Bemis, Neenah, USA

Brand, Wertheim

Brand, Wertheim

Carl Roth, Karlsruhe

Greiner bio-one, Frickenhausen
Brand, Wertheim

Reagenzien

Hersteller

Bouillon LB-Medium (Luria/Miller), 25 g/l

Bovine CCL20/MIP-3-Alpha Protein, Expression host:
Escherichia coli (E. coli)

Columbia-Schafblut-Agar

E. coli Stamm 1303

Kristallviolett-Galle-Lactose-Agar (VRB-Agar)
Isotonische Kochsalz-Losung 0,9 % NaCl Braun
Penicillin-Streptomycin

Recombinant Bovine Cytosol aminopeptidase (LAP3),
partial, Expression host: E. coli, 20.3kDa

Recombinant Bovine Protein S100-A9 (S100A9), Expres-
sion host: E. coli, 34.5 kDa

Recombinant Bubalus bubalis Lingual antimicrobial pep-
tide (rbbLAP), Expression host: E. coli 19.8 kDa, pH 8.0
Recombinant Cattle DEFB1 beta-defensin 1 protein, Ex-
pression host: E. coli (tbDEFB1), 40kDa, pH7.2-pH7.4

Carl Roth, Karlsruhe

LifeSpan BioSciences, Inc., Seat-
tle, USA

Oxoid, Wesel

Stiftung Tierédrztliche Hochschule
Hannover

Oxoid, Wesel

B. Braun, Melsungen

Bio&Sell, Feucht/Niirnberg
Cusabio, Houston, USA

MyBioSource, San Diego, USA
Cusabio, Houston, USA

Creative BioMart, Shirley, USA
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Recombinant Human Antileukoproteinase, Expression
host: E. coli (thSLPI), 16.7kDa, pHS8.0

Recombinant Human S100A8/A9 Heterodimer (carrier-
free), 23.9 kD (~11 kD fiir SI00AS8 und ~13 kD fiir
S100A9), pH 7.2

S100 Calcium Binding Protein A12 Recombinant bovine
(S100A12), Expression host: E. coli, 14.2kDa, pH 8.0

S. aureus Stamm 1027

Sc. uberis Stamm 0140]

2.2 Laborbedarf fiir die Explantnahme

Cusabio, Houston, USA

Biolegend, San Diego, USA

MyBioSource, San Diego, USA

Stiftung Tierdrztliche Hochschule
Hannover
Stiftung Tierédrztliche Hochschule
Hannover

Laborbedarf

Hersteller

Becherglas 100 ml, 250 ml, 500 ml

Biopsienadel 12G x 130 mm, Probenldnge 19 mm
Chirurgische Schere, gebogen, 14,5 cm
Cryobank™ Tubes

Einmal-Injektion-Kaniile 20 G

Eppendorf Safe-Lock Tubes 1,5 ml
Gewebekulturplatte, 24-Well

Glasperlen, massiv

Handschuhe GréBe Medium Nitril® BestGen®
Kohlenstoffdioxid

Tesa 4541 Gewebeband, 38 mm

Laborglasflaschen 1000 ml

Micro Centrifuge Tube, freistechender Boden, 0,5 ml
Milchprobenrdhrchen, 10 ml

Petrischale, Glas

Pinzette, anatomisch

Pinzette, anatomisch, gerade, spitz

Pinzette, chirurgisch

Pipetten 0,1-1, 0,5-10, 10-100, 20-200, 100-1000 pL
Pipettierhelfer Accu-jet® pro

Pipettenspitzen 1 puL, 100 pL, 1000 pL Optifit Tips
Reagenzglas mit Deckel, Rundboden, 21 ml
Reagenz-/Zentrifugenrohrchen mit Schraubverschluss Cel-
Istartubes® 15 ml, 50 ml

Rohrchen 1,4 ml mit rundem Boden

Serologische Pipette, 10 ml

Servoprax Abstrichtupfer Amies-Agar

Duran Group, Wertheim
BIP, Tiirkenfeld
Eickemeyer, Tuttlingen
Mast Diagnostica, Reinfeld
B. Braun, Melsungen
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Sigma-Aldrich, Steinheim
VWR, Darmstadt
Meditrade, Kiefersfelden
Linde, Oberschleiflheim
Tesa, Offenburg

Duran Group, Wertheim
VWR, Darmstadt

Sarstedt, Niimbrecht

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Aesculap, Tuttlingen
Sartorius, Gottingen
Brand, Wertheim
Sartorius, Gottingen

Carl Roth, Karlsruhe
Greiner bio-one, Frickenhausen

Micronic, Lelstad, NL
Greiner bio-one, Frickenhausen
Servoprax, Wesel

Skalpellgriff Carl Roth, Karlsruhe
Skalpellklingen BAYHA® steril, 15, 22 Carl Roth, Karlsruhe
Stickstoff Linde, Oberschleiflheim
TPE-Capband 8 Micronic, Lelstad, NL
TPE Capcluster Micronic, Lelstad, NL
Reagenzien Hersteller

Brain Heart Infusion Broth
Cell Counting Kit — 8 (WST-8)
Columbia-Schafblut-Agar

E. coli Stamm 1303

Fliissigmedium Dulbecco’s Modified Eagle’s Me-
dium/Nutrient Mixture F-12 Ham (DMEM-F12)
Hydrocortison >98 %

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Oxoid, Wesel

Stiftung Tierdrztliche Hochschule
Hannover

Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim
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Insulin

E.Isotonische Kochsalz-Losung 0,9 % NaCl Braun
Kristallviolett-Galle-Lactose-Agar (VRB-Agar)
Lipopolysaccharide von E. coli Stamm O55:B5
PBS Dulbecco, ohne Ca?" und Mg?*
Penicillin-Streptomycin

RNA-Later

S. aureus Stamm 1027

Schalmreagenz Eimii® Cell-Check 3S
Tryptic Soy Broth

Sigma-Aldrich, Steinheim
B. Braun, Melsungen
Oxoid, Wesel
Sigma-Aldrich, Steinheim
Biochrom, Berlin
Bio&Sell, Feucht/Niirnberg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Stiftung Tierdrztliche Hochschule
Hannover

Eimi, Tutzing
Sigma-Aldrich, Steinheim

2.3. Material fiir den Chemotaxisassay
Laborbedarf Hersteller
BD Vacutainer®, One Use Holder BD, Becton-Dickinson, New Jer-
sey, USA
BD Vacutainer® Precision Glide™, 20G BD, Becton-Dickinson, New Jer-
sey, USA

Becherglas 100 ml, 250 ml, 500 ml
Eppendorf Safe-Lock Tubes 1,5 ml
Falcon® 5 ml Rundbodenrdhrchen, Polystryrol

Handschuhe GréBe Medium Nitril® BestGen®
Laborglasflaschen 1000 ml

Pipettierhelfer Accu-jet® pro

Pipettenspitzen 1 pl, 10 pl, 100 pl, 1000 pl

Pinzette, anatomisch, gerade, spitz
Polycarbonatmembran 25x80 mm, Porengrofle 3 um,
PVP-Oberflachenbehandlung
Reagenz-/Zentrifugenréhrchen mit Schraubverschluss Cel-
Istartubes® 15 ml, 50ml

Serologische Pipette, 25 ml

Transferpette® 0,1- 1, 0,5- 10, 20- 200, 100- 1000 uL
Transmigrationskammer, 10-Well

Vaccutainer EDTA-Réhrchen

Duran Group, Wertheim
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
BD, Becton-Dickinson, New Jer-
sey, USA

Meditrade, Kiefersfelden

Duran Group, Wertheim

Brand, Wertheim

Brand, Wertheim

Carl Roth, Karlsruhe
NeuroProbe Inc., USA

Greiner bio-one, Frickenhausen

Greiner bio-one, Frickenhausen
Brand, Wertheim

NeuroProbe Inc., USA

BD, Becton-Dickinson, New Jer-
sey, USA

Reagenzien

Hersteller

Fliissigmedium Dulbecco’s Modified Eagle’s Me-
dium/Nutrient Mixture F-12 Ham (DMEM-F12)
Hydrocortison >98 %

Insulin aus Rinderpankreas

Recombinant Human IL-8 (humanes IL-8)
Pancoll animal, Dichte 0,077 g/ml, steril gefiltert
PBS Dulbecco

Penicillin-Streptomycin

Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Peprotech, Rocky Hill, USA
PAN Biotech, Aidenbach
Biochrom, Berlin

Bio&Sell, Feucht/Niirnberg

Percoll® Sigma-Aldrich, Steinheim
24. Material fiir molekularbiologische Untersuchungen
Laborbedarf Hersteller

Abdeckfolie RT-QPCR Adhesive Clear Seals

Eppendorf Safe-Lock Tubes 1,5 ml

Experion RNA-Chip

FrameStar® 384-Well PCR Platte

Handschuhe GroBe Medium Nitril® BestGen®
innuSPEED Lysis Tubes P, 2,4 — 2,8 mm Keramik-Beads
PCR SoftTubes, 0,2 ml, Flachdeckel, DNA-, RNase-,

4titude, Wotton, UK
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Bio-Rad, Feldkirchen

4titude, Wotton, UK

Meditrade, Kiefersfelden
Analytik Jena AG, Schweiz
Biozym Scientific, Hessisch
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DNasefrei
Pinzette, anatomisch, gerade, spitz

Pipettenspitzen 0,1-1, 0,5-10, 20-200, 100-1000 uL,DNA-,

RNase-, Dnasefrei

RNA Mini Kit

Transferpette® 0,1- 1, 0,5- 10, 20- 200, 100- 1000 pL
Verschlusszylinder PCR Soft Tubes, 0,5 ml

Oldendorf

Carl Roth, Karlsruhe
Biozym Scientific, Hessisch
Oldendorf

Bio&Sell, Feucht/Niirnberg
Brand, Wertheim

Biozym Scientific, Hessisch
Oldendorf

Reagenzien

Hersteller

Deoxynucleotide Triphosphat (ANTPs)
Diverse Primer (fiir qRT-PCR)

Dnase I, Rnase free

Ethanol > 99,5 %

M-MLV Reverse Transkriptase RNase H Minus, Point
Mutant (RT)

Oligo dT 15 Primer

Reagenzien fiir RNA-Chip

RNA Mini Kit

RNase-ExitusPlus™

RNase und DNase-freies Wasser
RNasin Ribonuclease Inhibitor
SensiFAST™ SYBR® No Rox Kit

2.5. Kulturmedien, Puffer und Losungen

Reagenzien, die als Pulver oder lyophilisiert vorlagen wurden nach Herstelleranga-

Promega, Mannheim
Biomers, Ulm

Bio&Sell, Feucht/Niirnberg
Carl Roth, Karlsruhe
Promega, Mannheim

Promega, Mannheim
Bio-rad, Feldkirchen
Bio&Sell, Feucht/Niirnberg
AppliChem, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Promega, Mannheim
Bioline, Luckenwalde

ben in Losung gebracht und bis zur Verwendung gelagert.

2.5.1.
say
Bouillon Luria/Miller- (LB-Medium) 25 g/I:

25g LB-Medium Trockensubstanz wurden in 1000 ml Aqua dest. (destilliertes Was-

ser), gelost und bei 4°C autbewahrt.

Penicillin-Streptomycin:

Antimikrobielle Peptide und Kulturmedium fiir den Time-Kill-As-

10.000 U/ml Penicillin/10 mg/ml Streptomycin
Bovine CCL20/MIP-3-Alpha Protein (rekombinantes bovines CCL20, rbCCL20):

1 mg tbCCL20 Trockensubstanz wurden in 1 ml Aqua dest. geldst, zu je 100 ul
aliquotiert und bei -20°C aufbewahrt.

Recombinant Bovine Cytosol aminopeptidase (rekombinantes bovines linguales an-

timikrobielles Peptid, rbLAP):

1 mg rbLAP Trockensubstanz wurden in 1 ml Aqua dest. geldst, zu je 100 pl ali-
quotiert und bei -20°C aufbewahrt.
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Recombinant Bovine Protein SI100-A9 (rekombinantes bovines SI100A49,
rbS100A49):

1 mg rbS100A9 Trockensubstanz wurden in 1 ml Aqua dest. geldst, zu je 100 pl
aliquotiert und bei -20°C aufbewahrt.

Recombinant Bubalus bubalis Lingual antimicrobial peptide (rekombinantes buba-

lines linguales antimikrobielles Peptid, rbbLAP):

1 mg rbbLAP Trockensubstanz wurden in 1 ml Aqua dest. geldst, zu je 100 pl ali-
quotiert und bei -20°C aufbewahrt.

Recombinant Cattle rbDEFBI beta-defensin 1 protein (rekombinantes bovines [-
Defensin-1, rbDEFBI):

50 pug tbDEFB1 Trockensubstanz wurden in 50 pl Phosphat-gepufferter Salzlo-
sung (PBS) (s. I11.2.5.2) geldst und bei -80°C autbewahrt.

Recombinant Human Antileukoproteinase (Secretory leukocyte proteinase inhi-

bitor, rekombinante humane Antileukoproteinase, rhSLPI):

1 mg rhSLPI Trockensubstanz wurden in 1 ml Aqua dest. geldst, zu je 100 pl ali-
quotiert und bei -20°C aufbewahrt.

Recombinant Human S10048/A9 Heterodimer (rekombinantes humanes

S10048/49, rhS10048/49), 0,29 ug/ul:
Das bereits in PBS (s. I11.2.5.2) geldstes Peptid wurde bei -20°C gelagert.

S100 Calcium Binding Protein A12 Recombinant bovine (rekombinantes bovines

S100412, rbS100412):

1 mg rhSLPI Trockensubstanz wurde in 1 ml 0,9 %iger isotonischer Kochsalzl6-

sung (NaCl) gelost, zu je 100 pl aliquotiert und bei -20°C aufbewahrt.

2.5.2.  Puffer, Zusitze und Kulturmedien fiir das Explantmodell

Brain Heart Infusion Broth (BHI), 37 g/l:

37g BHI wurden in 1 1 Aqua dest. gelost und bei 4°C aufbewahrt.
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Eutermedium: (MACIAS LUACES, 2019)

- DMEM-F12 500 ml

- Insulin (5 mg/ml, Endkonzentration: 10 ug/ml) 1'ml

- Penicillin-Streptomycin (10.000 U/ml — 5 ml
10.000 pg/ml, Endkonzentration: 100 U/ml —
100 pg/ml)

- Hydrocortison (1 mg/ml, Endkonzentration: 250 pl
0,5 pg/ml)

Das Eutermedium wurde in Aliquots zu je 50 ml bei -20°C aufbewabhrt.
Lipopolysaccharide (LPS) aus E. coli O55:B5 (1 mg/ml):

1 mg wurde in 1000 ul Agua dest. gelost, zu je 20 pl aliquotiert und bei - 20°C
aufbewabhrt.

Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS), 9,55 g/l:

- NaCl 8,0g
- KCl 02¢g
- Na2HPO4 1,15¢
-  KH2PO4 02g
- Aqua dest. 11

9,55 g PBS wurden in 1 1 Aqua dest. gelost und bei 4°C autbewahrt

Fiir die Uberfiihrung der Explants in das Labor (111.3.2.4) wurde die fertige Puffer-

16sung vor der Kiihlung autoklaviert.
Tryptic Soy Broth (TSB), 30 g/I:

30 g PBS wurden in 1 1 Aqua dest. gelost und bei 4°C autbewahrt.

2.5.3.  Puffer und Reagenzien fiir die Durchflusszytometrie

Eutermedium: s. 111.2.5.2
Interleukin-8 (IL-8), 1000ng/ml:

1 pug IL-8 wurde in 1 ml Aqua dest. gelost, zu je 100 ul aliquotiert und bei — 20° C
aufbewahrt.
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- Percoll 12 ml
- Aqua dest. 8 ml

Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS), 9,55 g/l (s. 111.2.5.2)
PBS zweifach konzentriert (PBS x 2), 19,1 g/I:

Losung von 19,1 g PBS in 1 | Aqua dest., Autbewahrung bei 4°C

2.54. Losungen, Puffer und Reagenzien fiir die molekularbiologischen Un-
tersuchungen

Waschlosungen fiir die mRNA-Extraktion (RNA Mini Kit):

- Ethanol 70 %: Fiir 100 ml 70 %igen Ethanol wurden 70 ml Ethanol
> 99,5 % mit 30 ml Aqua dest. angemischt.

- Ethanol 80 %: Fiir 100 ml 80 %igen Ethanol wurden 80 ml Ethanol
> 99,5 % mit 30 ml Aqua dest. angemischt.

- Waschpuffer IT: Der gelieferte Waschpuffer IT fiir 250 Priparationen
wurde mit 70 ml Ethanol > 99,5 % verdiinnt.

- Waschpuffer MT: Der gelieferte Waschpuffer MT fiir 250 Préparationen
wurde mit 160 ml Ethanol > 99,5 % verdiinnt.

Master Mix cDNA Synthese (fiir eine Probe):

- Puffer 5ul

- dNTP 1,25 ul

- Reverse Transkriptase 0,5 ul

- RNasin 0,625 ul

- RNA/DNA-freies Wasser 6,625 pl/ 7,125 pl

Master Mix fiir RT-gPCR (fiir ein Well auf der 384-Well-PCR-Platte):

- SYBR green® PCR Master Mix 5ul
- Primer forward (5 pmol/l) 0,4 ul
- Primer reverse (5 pmol/L) 0,4 pul

-  DNAse-RNAse freies Wasser 3,2ul
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2.6. Primer fiir die quantitative-real-time PCR
Zunichst wurden die lyopilisierten Primer vor der Verwendung mit Ribonukle-

ase (RNase) und Desoxyribonuklease- (DNase) freiem Wasser auf 10 uM verdiinnt.

Tabelle 1: Primer-Sequenzen

Gen Vorwirts- und Riickwértsprimer (5‘— 3°) und -linge Genldnge T Referenz
CXCLS for CCTCTTGTTCAATATGACTTCCA (23) 1485 56,2 YANG et al.
rev GGCCCACTCTCAATAACTCTC (20) 57,8 (2008)
IL-15 for TTCTCTCCAGCCAACCTTCATT (22) 944 58,4 NEUVIANS et
rev ATCTGCAGCTGGATGTTTCCAT (22) 58,4 al. (2004)
IL6 for GGAGGAAAAGGACGGATGCT (20) 1.108 59,7 HILLMER
rev TCTGCGATCTTTTGCTTCAGGAT (23) 60,6 (2018)
LAP for AGGCTCCATCACCTGCTCCTT (21) 350 60,45  (KRENITZ,
rev CCTGCAGCATTTACTTGGGCT (21) 59,45 2018)
TNF for CTTCTGCCTGCTGCACTTCG (20) 1.712 61,9 YANG et al.
rev GAGTTGATGTCGGCTACAACG (21) 59,3 (2008)

for = forward Primer/Vorwdrtsprimer, rev = reverse Primer/Riickwdrtsprimer, T,= Schmelztem-

peratur des Primers in °C

2.7. Spendertiere fiir das Explantmodell

Durch ein vorher festgelegtes Ausschlussverfahren wurden die Spendertiere auf
dem Schlachthof ausgewéhlt (s. I11.3.2.3). Von 23 Tieren wurden 5 Tiere wegen
positiver bakteriologischer Untersuchungsbefunde der Milch mit fakultativ euter-
pathogenen Erregern vom Versuch ausgeschlossen, wenn das verwendete Viertel

betroffen war (LIND et al., 2015).
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Tabelle 2: Spendertiere Explantmodell
1;]?_ Rasse Euterviertel VR Euterviertel VL Euterviertel HR Euterviertel HL Verwendung
1 FV Z:315.000 /ml Z: 439.000/ml 7:3.3696.000/ml  Z:5.128.000/ml WST-Test
BU: - BU: - BU: - BU: - 02-Versuch
Tupfer BU: -
2 SB Z:31.000/ml Z:15.000/ml Z: 34.000/ml Z:27.000/ml WST-Test
BU: - BU: - BU: - BU: - 02-Versuch
Tupfer BU: -
3 SB Z:2.536.000/ml Z:320.000/ml Z:196.000/ml Z: WST-Test
BU: + Mischkultur BU: - BU: - 2.864.000/ml 02-Versuch
Tupfer BU: - BU: Mischkultur
4 SB 7Z:980.000/ml Z:935.000/ml Z: 338.000/ml Viertel atrophiert Ch. -assay
BU: + Strept. spp. BU: + Strept spp. BU: - PCR
Tupfer BU: -
5 BV Z:155.000/ml Z:161.000/ml Z:376.000/ml Z:98.000/ml Ch. -assay
BU: - BU: - BU: - BU: - PCR
6 BV Z: 54.000/ml Z:25.000/ml Z: 84.000/ml Z:99.000/ml Ch. -assay
BU: - BU: - BU: - BU: - PCR
Tupfer BU:-
7 FV Z:1.048.000/ml Z: 1.855.000/ml Z: 87.000/ml Z: 80.000/ml Ch. -assay
BU: + KNS BU: + KNS BU: - BU: - PCR
Tupfer BU:
Mischkultur, Ko-
tamination
8 BV Z: 396.000/ml Z:349.000/ml Z:204.000/ml Z:445.000/ml Ch. -assay
BU: - BU: - BU: - BU: - PCR
Tupfer BU: -
9 BV Z:471.000/ml Z: Z:255.000/ml Z: 108.000/ml Ch. -assay
BU: - 481.000/ml BU: - BU: - PCR
BU: - Tupfer BU: -
10 SB Z:125.000/ml Z:190.000/ml Z:70.000/ml Z:162.000/ml Ch. -assay
BU: - BU: - BU: - BU: + Staph. spp. PCR
Tupfer BU: -
11 FV Z:122.0000/ml Z:187.000/ml Z:155.000/ml Z:255.000/ml WST-Test
BU: - BU: - BU: - BU: - Hauptversuch
Tupfer BU:-
13 FV Z:872.000/ml Z:159.000/ml Z:218.000/ml Z:168.000/ml Ch. -assay
BU: - BU: - BU: - BU: - PCR
Tupfer BU: -
14 SB Z: 81.000/ml Z:108.000/ml Z:73.000/ml Z:174.000/ml
BU: - BU: - BU: - BU: - Ch. -assay
Tupfer BU: - PCR
15 RB Z:126.000/ml Z: 111.000/ml Z:109.000/ml Z: 435.000/ml Ch. -assay
BU: + KNS BU: + KNS BU: - BU: + KNS PCR
Tupfer BU: - WST-Test
Hauptversuch
16 FV Z:159.000/ml Z:189.000/ml Z:40.000/ml Z:249.000/ml Ch. -assay
BU: - BU: - BU: - BU: - PCR
Tupfer BU: -
21 FV Z:61.000/ml Z: 147.000/ml Z: Z: 61.000/ml Ch. -assay
BU: - BU: - 46.000/ml BU: - PCR
BU: - WST-Test
Tupfer BU: -

grau hinterlegte Felder = fiir weitere Untersuchungen beprobte Euterviertel, BV = Braunvieh, FV
= Fleckvieh, RB = Rotbunt, SB = Schwarzbunt, VR = vorne rechts, VL = vorne links, HR = hinten
rechts, HL = hinten links, Z = Zellzahl, BU = bakteriologische Untersuchung, KNS = Koagulase
negative Staphyokokken, Staph. spp. = Staphylokkokus Spezies, Strept. spp. = Streptokokkus Spe-

zies, Ch. -assay = Chemotaxisassay, PCR = Polymerasekettenreaktion
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2.8. Versuchstiere fiir den Chemotaxisassay

Fiir die Gewinnung benétigter neutrophiler Granulozyten wurde Rindern einer Ver-
suchstiergruppe aus Laufstallhaltung am Lehr- und Versuchsgut OberschleiBheim
der Ludwig-Maximilians-Universitit regelmédfig vendses Blut entnommen
(s. III.3.3.1). Durch die Regierung von Oberbayern wurde im Rahmen des Tierver-
suchsantrags Nr.: ROB-55.2-2532.Vet _03-20-50 ,,Gewinnung von Blut beim Rind
zu wissenschaftlichen/diagnostischen Zwecken* eine Blutentnahme im Mindestab-
stand von drei Tagen und von < 1 % des Korpergewichts genehmigt. Fiir die Un-
tersuchung der aliquotierten Uberstiinde mittels Chemotaxisassay (s. 111.3.3.3) wur-
den jeweils drei trockenstehende, allgemeingesunde Kiihe aus einer Kreuzungs-
herde der Rassen Fleckvieh und Holstein verwendet. Die aseptische Blutentnahme
erfolgte hochstens zwei Mal wochentlich pro Kuh nach Ausscheren und alkoholi-
scher Desinfektion der Einstichstelle an der Vena jugularis (V. jugularis) unter stan-
diger Kontrolle des weillen und des roten Blutbildes durch den Himatologie-Ana-

lysator HM5 (s. 111.1.3).
3. Methoden

3.1. Time-Kill-Assay

Um den Einfluss von ausgewihlten antimikrobiellen Peptiden (AMP) auf die Ent-
wicklung der euterpathogenen Erreger Escherichia coli 1303 (E. coli) (s. 111.2.1),
Staphylococcus aureus 1027 (S. aureus) (s. l11.2.1) und Streptococcus uberis 1407
(Sc. uberis) (s. I11.2.1) zu untersuchen, wurde stiindlich eine photometrische Mes-

sung der Wachstumskinetik durchgefiihrt.

3.1.1. Vorbereitung der Bakteriensuspensionen

Die Bakterienstimme E. coli, S. aureus und Sc. uberis wurden jeweils bei — 20°C
auf Cryoballs (Mikrobank-System ,,Cryobank™) bis zur Verwendung gelagert.
Zur Anreicherung wurde der Cryoball mit anhaftenden E. coli mit einer sterilen
Kaniile auf einen Kristallviolett-Galle-Lactose-Agar (VRB) Agar gebracht und mit
einer abgeflammten Ose ausgestrichen, wihrend S. aureus und Sc. uberis in glei-
cher Weise auf einem Columbia-Schafblut (CSB) Agar ausgebracht wurden. Die
Agarplatten wurden bei 37°C {iber 24 h im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend
wurden je einige Kolonien der Bakterienstimme mit einer sterilen Ose jeweils in
10 ml des Fliissigmediums Luria/Miller (LB) tberfiihrt, bei 2500 rpm auf dem
Kreisschiittler vermischt und auf einer Riittelplatte mit 90 rpm bei 37°C iiber 18 h
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im Brutschrank inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit wurden nach griindlichem Riit-
teln der Bakteriensuspensionen jeweils 300 pl im Doppelansatz in einer 96-Well-
Platte mit flachem Boden im Photometer bei 600 nm gemessen. Um nach 1,5 h
Inkubationszeit eine Bakteriensuspension mit einer optischen Dichte (OD) von 0,02
zu erhalten, wurde diese im Photometer gemessen und mit LB-Medium wie ge-
wiinscht verdiinnt. AnschlieBend wurde sie auf dem Kreisschiittler vermischt und
wiederum auf einer Riittelplatte mit 90 rpm bei 37°C iiber 1,5 h im Brutschrank

zwischen-inkubiert.

3.1.2. Plattenprotokoll und verwendete antimikrobielle Peptide

Auf eine 96-Well-Platte wurden jeweils im 3-fach-Ansatz 20 pl der zwischen-in-
kubierten Bakteriensuspension zu einem Ansatz aus LB-Medium und der jeweili-
gen Verdiinnungsstufe des antimikrobiellen Peptids pipettiert. Das Gesamtvolumen
pro Well betrug hierbei jeweils 300 pl. Als Positivkontrolle wurde jeweils die
Wachstumskurve der Bakteriensuspension ohne Zusdtze und als Negativkontrolle
das Wachstum der Bakterienkolonie mit dem Zusatz von jeweils 5 ul/Well Penicil-
lin-Streptomycin (s. I111.2.1) mitgefiihrt. Die Platte wurde bei 37°C {iber 6,5 h im
Photometer (s. I1I.1.1) inkubiert und es wurde stiindlich eine Messung nach vorhe-
rigem Schiitteln bei einer Wellenldnge von 600 nm durchgefiihrt. Um Kontamina-
tionen auszuschlieBen wurden die Bakteriensuspensionen nach der Inkubation re-

gelmaBig ausplattiert.
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Abbildung 1: Bsp. fiir das Plattenlayout eines Time-Kill-Assays

Pen.-Strept.: Penicillin- Streptomycin, rbLAP = rekombinantes bovines linguales antimikrobielles Peptid

Verwendet wurden dabei die S100-Proteine rekombinantes bovines S100A9
(rbS100A9), rekombinantes bovines S100A12 (rbS100A12) und rekombinantes
humanes S100A8/A9 (rhS100A8/A9), die B-Defensine rekombinantes bovines
Beta-Defensin-1 (tbDEFB1) , rekombinantes bubalines linguales antimikrobielles
Peptid (rbbLAP) und rekombinantes bovines linguales antimikrobielles Peptid
(rbLAP) das CC-Chemokin rekombinantes bovines CCL20 (rbCCL20) und das En-
zym rekombinante humane Antileukoproteinase (rhSLPI) (s. I11.2.5.1), in folgen-

den Verdiinnungen:
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Tabelle 3: Ubersicht verwendete AMP und Konzentrationen

Dosierung |4 510049 | hs10048/A9 | bS100a12 | rbLAP | LAP | thsLpi | mbccr2o | PPPEFBI
in pg/ml (S. aureus)
5 X X X
(n=9) (Sc. uberis, (n=8)
n =9)
6,5 X
(Sc. uberis,
n =9)
10 X X X X X X
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9)
13,33 X
(n=9)
20 X X X X X X X
(n=9) (n=9) (n=9) (Sc. uberis (n=9) (n=9) (E. coli &
n =6) S. aureus,
(E. coli, n =9)
S. aureus
n =9)
30 X X X X
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9)
33,5 X
(S. aureus,
n=9)
40 X X X X X
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9)
n = Anzahl

3.2 Explant-Modell

Anhand der Stimulation von Explants der Zitzenschleimhaut und des Euterpa-
renchyms mit Lipopolysacchariden (LPS) und Restimulation mit hitzeinaktivierten
Partikeln von E. coli oder S. aureus sollte die Induzierbarkeit einer Endotoxintole-
ranz in vitro untersucht werden. Das verwendete Explant-Modell wurde bereits in
dhnlicher Weise in vorangegangenen Forschungsarbeiten (LIND, 2011; MACIAS
LUACES, 2019) verwendet.

3.2.1.  Herstellung hitzeinaktivierter E. coli und S. aureus

Das Verfahren erfolgte in Anlehnung an KRENITZ (2018). Die beiden Bakterien-
stimme E. coli 1303 und S. aureus 1027 wurden auf Agarplatten kultiviert
(s. II.3.1.1). Nach 24 h wurden jeweils wenige Bakterienkolonien mit einer abge-
flammten Ose in je 10 ml Brain Heart Infusion (BHI) iiberfiihrt, mit dem Kreis-
schiittler vermischt und fiir 6 h bei 37°C unter stindigem Schiitteln mit 110 rpm
inkubiert. AnschlieBend wurden die Bakteriensuspensionen gertittelt und je 100 uLL
in 9,9 ml Tryptic Soy Broth (TSB) pipettiert, welche wiederum geriittelt und fiir
18 h bei 37°C unter stindigem Schiitteln inkubiert wurde. Durch Vorlegen von je-
weils 9 ml steriler 0,9 %iger Natriumchloridlésung (NaCl) in Reagenzgldser wurde
mit der Zellsuspension in Zehnerschritten eine Verdiinnungsreihe bis zur Stufe 107

angelegt. Von dieser wurden die Verdiinnungsstufen 10~ bis 10”7 mit 5 bis 10
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sterilen Glasperlen gleichmiBig ausplattiert, wobei E. coli wieder auf VRB und
S. aureus auf CSB Agar ausplattiert wurde. Es wurden pro Verdiinnungsstufe je-
weils Triplikate angefertigt und fiir 24 h bei 37°C inkubiert. Ausgewertet wurden
nur Platten auf denen mindestens 10, aber hochstens 300 Bakterienkolonien vorla-
gen. Zur Berechnung der Koloniebildenden Einheiten (KBE) wurde folgende For-

mel verwendet:

KBE _ xe d
mL Vx[(n1)+(n2x0,1)]x

Xc = Summe aller Kolonien von 2 aufeinander folgenden Verdiinnungen, V = (Volumen Probe in ml),
nl = Anzahl Platten niedrige Verdiinnung, n2 = Anzahl Platten héhere Verdiinnung, d = Verdiinnungsfaktor
der niedrigen Verdiinnung

Nach der dritten Wiederholung konnte von einer Reproduzierbarkeit der KBE aus-
gegangen werden. Die Bakterien wurden im Wasserbad fiir 120 min bei 60°C hit-
zeinaktiviert und unter der sterilen Werkbank mit sterilem PBS (s. 111.2.5.2) auf die
gewiinschte Anzahl von 1*108 Bakterien/ml eingestellt. Bis zum Gebrauch wurden

sie in Aliquots von 15 ml bei — 20°C eingefroren.

3.2.2. Vorbereitung der Explantgewinnung

Am Tag der Explantgewinnung wurden die Wells der bendtigten 24-Well Platten
mit je 1 ml Eutermedium fiir 1 h bei 37°C, 15 % O2 (Sauerstoff) und 5 % CO; (Koh-
lenstoffdioxid) vorinkubiert. AnschlieBend wurden sie sofort auf 4°C im Kiihl-
schrank abgekiihlt. Bei Verdacht auf Kontamination durch Triibung des Mediums
wurde dieses sofort verworfen. Fiir den Transport der Explants wurden je 30 ml

steriles PBS unter der Sterilwerkbank abgefiillt und auf Eis gestellt.

3.2.3. Auswahl der Spendertiere

Die Entnahme der Gewebeproben in Form von Explants fand im Schlachthof A.
Moksel GmbH der Vion Food Group in 86807 Buchloe statt. Auf Grund restrikti-
verer Bestimmungen beziiglich des Personenverkehrs am Schlachthof musste die
Untersuchung am lebenden Tier im Gegensatz zur fritheren Durchfiihrung dieser
Methode entfallen. Direkt nach der Schlachtung wurden die Tiere adspektorisch auf
Verletzungen und andere Krankheitshinweise, wie Abweichungen vom physiologi-
schen BCS (Body Condition Score) oder Umfangsvermehrungen untersucht. Es
wurden, soweit moglich, symmetrische, oberflachlich unauftillige Euter adspekto-
risch gesunder Kiihe ausgewihlt und durch Schlachthofmitarbeiter, ohne das Pa-

renchym zu verletzen, abgetrennt und in eine saubere Kunststoffkiste gelegt. Zur
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weiteren Vorauswahl wurden die Euter palpatorisch auf Verdnderungen im Gewebe
untersucht. Im Anschluss wurden die Euter in einer Kiste mit Leitungswasser und
Papiertiichern gereinigt und mit den Zitzen nach unten auf einen Eutertisch als Vor-
richtung zur Untersuchung verbracht. Die Zitzen wurden griindlich mit 70 %igem
Ethanol desinfiziert und zunichst ein CMT (California Mastitis Test) durchgefiihrt.
Tiere mit Eutervierteln mit negativen (-) oder schwach positiven (+) Ergebnissen
wurden weiter verwendet, wihrend Tiere mit deutlich positiven (++) oder stark po-
sitiven (+++) Ergebnissen sofort aussortiert wurden (ROSENBERGER, 1990). An-
schlieBend wurde eine Milchprobe zur bakteriologischen Untersuchung aseptisch
entnommen und auf Eis gestellt. Die Zellzahl wurde fiir jedes Viertel einzeln mit
dem Zellzahlmessgerit ,,DeLaval DCC* bestimmt und das Viertel mit der niedrigs-
ten Zellzahl ausgewdhlt. Als Richtwert fiir die maximale Zellzahl des Spendervier-
tels wurden 500.000 Zellen/ml festgelegt. Im Labor der Klinik fiir Wiederkéuer,
LMU Miinchen wurden die Milchproben anschlieBend bakteriologisch auf Masti-
tis-Erreger untersucht. Bei einem positiven Befund des untersuchten Euterviertels
mit euterpathogenen Erregern wurde das gewonnene Gewebe nicht weiterverwen-

det.

3.24. Gewinnung der Explants

Nach der Vorauswahl wurde das Euter wieder aus dem Eutertisch gehoben und mit
den Zitzen nach oben gelagert. Das ausgewihlte Euterviertel wurde gereinigt und
mit 70 %igem Ethanol desinfiziert. Mit einer sterilen Skalpellklinge wurde die
Zitze an der Zitzenbasis abgesetzt und auf eine mit steriler Alufolie umwickelte
Styroporunterlage gelegt. Zunédchst wurde die Haut mit einem Langsschnitt mit ei-
ner sterilen Skalpellklinge aufgeschnitten und anschlieBend der Zitzenkanal vor-
sichtig er6ftnet, ohne die gegeniiberliegende Schleimhaut zu verletzen. Die Schnitt-
kanten wurden mit vier G20 Kaniilen auf der Styroporunterlage befestigt. Zunichst
wurde von der Schleimhaut nahe der Zitzenbasis ein steriler Tupfer genommen, der
in Amies Agar transportiert wurde. Mit der Biopsiestanze ,,BIP-EVOCORE®* wur-
den mit sterilen Biopsienadeln mit einem Durchmesser von 2,76 mm die Bioptate
mit einer Zylinderoberfliche von 5,89 mm? aus der Zitzenzisterne entnommen und
mit einer sterilen Pinzette in 50 ml steriles PBS {iberfiihrt. Anschlieend wurde die
Haut des Euters mit einer sterilen Skalpellklinge entfernt und nach dem Wechsel
der Klinge ein ca. 10 cm x 10 cm x 5 cm groBBes Gewebestiick herausprépariert.

Die Gewebeentnahme erfolgte analog zur Zitzenzisterne. Zum Transport wurden
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die Gefille auf Eis in einer Styroporbox auftbewahrt. Um Explants vergleichbarer
GroBe zu erhalten, wurden die Bioptate im Labor unter einer sterilen Arbeitswerk-
bank (s. III.1.2) weiterverarbeitet. Die Bioptate wurden mit einem sterilen Skalpell
auf'eine Lange von 2 mm gekiirzt. Es wurde beim Euterparenchym darauf geachtet,
bindegewebige Anteile auszuschlieBen, um somit mehrheitlich funktionelle Drii-

senzellen fiir die Explants zu erhalten.

Abbildung 2: Ablauf Explantentnahme in ZZ und EP und Weiterverarbeitung

Das Euter wurde auf dem Eutertisch fiir die Milchprobenentnahme platziert. Anschliefsend wurden
die Zitze und das Euterparenchym aus dem ausgewdhlten Viertel herausgeschnitten. Auf einer Sty-
roporunterlage mit autoklavierter Alufolie wurden mit der Biopsiestanze Explants herausgestanzt,
die nach dem Transport in sterilem PBS im Labor mit dem Skalpell auf die gewiinschte Léinge prd-

pariert und sofort in Eutermedium tiberfiihrt.

3.2.5. Inkubation der Explants

Die fertig priparierten Explants wurden sofort in die einzelnen mit 1 ml Euterme-
dium gefiillten Wells der vorbereiteten 24-Well-Platten iiberfiihrt. AnschlieBend
wurden diese zunéchst fiir 1 h im Kiihlschrank bei 4°C aufbewahrt. Nach Ablauf
der Zeit wurde das Medium durch frisches Eutermedium ersetzt und die Zusétze
laut Protokoll (vgl. Tabelle 4: Protokoll Explantstimulation) hinzupipettiert. Die
24-Well-Platte wurde nun fiir 5 h im Brutschrank inkubiert (Inkubationsphase I).
Danach wurde der Uberstand (Eutermedium jeweils mit oder ohne Zusitze) jedes
einzelnen Wells durch frisches Eutermedium ausgetauscht und weitere 12 h inku-
biert (Inkubationsphase II). Es folgte ein weiterer Wechsel des Mediums und die
Zugabe der vorgesehenen Zusitze mit einer Inkubationszeit von 12 h (Inkubations-
phase III). Die gesamte Inkubation erfolgte jeweils bei 37°C, 5,5 % O2 und
5% COaz. Pro Lokalisation wurden neun verschiedene Doppelansitze pipettiert.

Nach der Kiihlphase wurden zu sechs der Doppelansitze fiir die Inkubationsphase I
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1 ul LPS oder 20 ul LPS (s. I11.2.5.2) zugesetzt. Davon wurde zu zwei der Doppel-
ansitze in der Inkubationsphase III Eutermedium pipettiert und zu den restlichen
vier Ansitzen je 103 KBE/ml E. coli oder S. aureus, so dass jede Kombination der
Zusatze vorhanden war. Des Weiteren wurde zu zwei der Doppelansétze in der In-
kubationsphase II1 E. coli oder S. aureus pipettiert, wiahrend hier in Inkubations-
phase I nur Eutermedium verwendet worden war. Als Negativkontrolle wurde ein
Doppelansatz mit Eutermedium fiir jeden Wechsel verwendet. Nach der Inkubation
wurden die Explants einzeln in jeweils 450 ul RNALater fixiert und in Kryordhr-
chen fiir 22 h im Kiihlschrank aufbewahrt, um die komplette Durchtrankung des
Gewebes zu gewihrleisten. Zur weiteren Aufbewahrung bis zur RNA-Extraktion
wurden die Explants bei -80°C kryokonserviert. Das Medium mit den Zusétzen und
Zellprodukten der Explants wurde als Uberstand jeweils bis zur Weiterverarbeitung

bei -20°C eingefroren.

Tabelle 4: Protokoll Explantstimulation

Kiihlphase (1 h) Inkubations- Inkubations- Inkubations- Gesamtinkubati-
phase I phase II (12 h) phase I1I (12 h) onszeit
(5h) (30 h)
Explant 1 Medium Medium Medium Medium Explant fixieren
Explant 2 Medium Medium Medium Hitzeinaktivierte ~ Explant fixieren
E. coli
Explant 3 Medium Medium Medium Hitzeinaktivierte ~ Explant fixieren
S. aureus
Explant 4 Medium LPS 1 pg/ml + Medium Medium Explant fixieren
Medium
Explant 5 Medium LPS 20 pg/ml + Medium Medium Explant fixieren
Medium
Explant 6 Medium LPS 1 pg/ml + Medium Hitzeinaktivierte ~ Explant fixieren
Medium E. coli
Explant 7 Medium LPS 1 pg/ml + Medium Hitzeinaktivierte ~ Explant fixieren
Medium S. aureus
Explant 8 Medium LPS 20 pg/ml + Medium Hitzeinaktivierte ~ Explant fixieren
Medium E. coli
Explant 9 Medium LPS 20 pg/ml + Medium Hitzeinaktivierte ~ Explant fixieren
Medium S. aureus

Explant 1 -9 = identische Bioptate vom selben Tier und gleicher Lokalisation, LPS = Lipopolysac-

charid
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Abbildung 3: Plattenlayout Explantstimulation Platte 1 pro Tier
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3.2.6. Stoffwechselaktivitit der Explants

Um Riickschliisse auf die Vitalitit der Explants zu erhalten wurden sie auf ihre
Stoffwechselaktivitit untersucht. Diese wurde mittels eines WST-8-Tests (water-
soluble tetrazolium dye-8, wasserldsliche Tetrazoliumfarbung-8, WST-8) in paral-
lelen Testansdtzen an den Explants dreier Kiihe tiberpriift. Hierbei wird 1-Methoxy-
phenazinmethosulfat (1-Methoxy-PMS) extrazellulir zu WST-8 Formazan redu-
ziert, welches photometrisch erfasst und somit quantifiziert werden kann. Da die
Synthese von 1-Methoxy-PMS auf die Anwesenheit von NADH (reduzierte Form
von Nicotinamidadenindinukleotid) und NADPH (reduzierte Form von Nicotina-
midadenindinukleotidphosphat) angewiesen ist, welches nur mit Hilfe einer Dehyd-
rogenase hergestellt wird, kann eine direkte Aussage zur Zellvitalitéit getroffen wer-
den. Unter Einhaltung des Untersuchungsprotokolls mit den jeweiligen Zusitzen
(s. III.3.2.5) wurden in jedes Well zu Stunde 0 und Stunde 27 100 ul WST-8 hin-
zupipettiert und fiir weitere drei Stunden mitinkubiert. Anschlieend wurden je-
weils 280 ul des Mediums auf einer 96-Well-Platte mit dem Photometer nach Her-
stellerangaben bei einer Wellenldnge von 450 nm gemessen. Als Referenzwert
wurde jeweils der Median aller gemessenen Werte von Stunde 3 der Explants des
Euterparenchyms und der Zitzenzisterne nach Bestétigung einer Normalverteilung
verwendet. Er galt als 100 % stoffwechselaktiv. Bei einer Stoffwechselaktivitit von
iber 50 % kann davon ausgegangen werden, dass die Explants vital sind, wihrend
sie zwischen 30 % und 40 % leicht geschidigt sind. Bei Werten unter 30 % wird
davon ausgegangen, dass die Explants als nicht mehr vital einzustufen sind
(MACIAS LUACES, 2019). Zusitzlich wurde fiir jede Platte eine Negativkontrolle
als Referenzwert mitgefiihrt, die sich aus Medium und WST-8 ohne Explant zu-
sammensetzte. Im Vorfeld wurde ein Versuch mit angepasster Sauerstoffkonzent-
ration durchgefiihrt. Es wurden hierbei mehrere Replikate der Ansétze
LPS 20 pg/ml mit E. coli und Medium von drei Kiihen jeweils vergleichend bei
5,5 % und 16% Sauerstoff inkubiert. Fiir die Absenkung des Sauerstoffs auf eine
Konzentration von 5,5 % wurde Stickstoff verwendet. Zur Auswertung der Stoff-
wechselaktivitdt wurde nach oben beschriebenem Protokoll WST-8 hinzupipettiert,

das entstandene Formazan im Photometer gemessen und verglichen.

3.3. Chemotaxisassay
Mit Hilfe eines Chemotaxisassays wurden die bei der Explant-Kultivierung gesam-

melten Uberstinde (s. I11.3.2.5) anhand der Anzahl der durch eine Membran
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gewanderten polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (PMN) auf das Vor-
handensein chemotaktisch wirksamer Stoffe funktionell untersucht. Die Erfassung

gewanderter PMN erfolgte durchflusszytometrisch.

3.3.1. Entnahme von venésem Blut

Die ausgewihlte Kuh (s. I11.2.8) wurde im Fressgitter gefangen und mit einem Half-
terstrick fixiert. Die Haut an der Einstichstelle wurde mit 70 %igem Ethanol desin-
fiziert und die V. jugularis einer Halsseite angestaut. Das vendse Blut wurde mit
Handschuhen mit Hilfe einer sterilen Kaniile (G20) und 10 ml Vaccutainer EDTA

Rohrchen entnommen. Es wurden jeweils 60 ml Blut entnommen.

3.3.2. Isolierung neutrophiler Granulozyten aus dem Blut

Die bendtigten PMN wurden durch Dichtegradientenzentrifugation aus Vollblut ge-
wonnen. Dazu wurde im Labor das am selben Tag von je drei Kithen gewonnene
Blut (s. I11.2.8) gepoolt und zu je 10 ml auf 4 x 50 ml Zentrifugenréhrchen aufge-
teilt. Das Vollblut wurde jeweils durch Zugabe von 15 ml PBS im Verhéltnis 2:3
verdiinnt. Es wurden 15 ml Pancoll animal mit einer Dichte von 1.077 g/ml in 50 ml
Zentrifugenrohrchen vorgelegt und vorsichtig mit der PBS-Vollblutmischung mit
Hilfe eines Pipettierhelfers ohne Phasenvermischung tiberschichtet. Zur Auftren-
nung der Einzelbestandteile des Blutes wurde es bei 1300 x g bei 10°C fiir 30 min
ohne Bremse zentrifugiert. Im Anschluss wurden mit der Pipette die Plasmaphase
mit den Thrombozyten, die Interphase mit Monozyten und Lymphozyten und das
Pancoll animal abpipettiert, bis nur noch das Pellet mit Erythrozyten und Gra-
nulozyten im Rohrchen verblieb (BROSSERON et al., 2012). Zur Isolierung der
Granulozyten wurden die Erythrozyten mittels hypotoner Lyse durch Zugabe von
20 ml Aqua dest. mit einer Einwirkzeit von 20 s unter stindigem Schwenken lysiert.
Anschliefend wurde zur Pufferung sofort doppelt konzentriertes PBS (PBS x 2)
hinzu pipettiert und mit 800 x g bei 10°C fiir 8 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgekippt und der Vorgang der hypotonen Lyse so oft wiederholt bis optisch
eine vollstindige Lyse der Erythrozyten stattgefunden hatte. Zur Reinigung der
PMN wurden diese mit 20 ml PBS verdiinnt, danach bei 800 x g bei 10°C fiir 8§ min
zentrifugiert und der Uberstand abgekippt. Nach Zugabe von jeweils 1 ml Euter-
medium wurde die Gesamtzellzahl mit dem Hamatologie-Analysator ermittelt, mit
Eutermedium auf die gewiinschte Zellzahl von 5*10%/ml verdiinnt und sofort wei-

terverwendet.
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3.3.3. Durchfithrung des Chemotaxisassays

Die gesammelten Uberstinde der Explants wurden vor der Verwendung aufgetaut
und die Doppelanséitze wurden jeweils gepoolt. Zur Analyse der gesammelten
Uberstinde wurden 10-Well-Transmigrationskammern verwendet. Als Positivkon-
trolle wurden je 100 pl IL-8 (s. 111.2.5.3) mit 900 pul Eutermedium in einem Ver-
hiltnis von 1:10 verdiinnt, um eine IL-8-Konzentration von 100 ng/ml erhalten. Die
Wells des Kammerbodens wurden jeweils mit 300 uL. der Probe bzw. der Positiv-
kontrolle (100 ng/ml IL-8) und der Negativkontrolle (Medium) beschickt und mit
60 %igem Percoll unterschichtet, bis ein positiver Fliissigkeitsmeniskus entstand.
Die gepoolten Proben wurden jeweils im Doppelansatz angesetzt. Auf den gefiillten
Kammerboden wurde vorsichtig eine Polycabonatmembran (Porengréfe: 3 pum)
zur Abtrennung mit der Polyvinylpyrrolidon (PVP)-behandelten Seite nach unten
passgenau aufgelegt, ohne die Fliissigkeiten der einzelnen Wells zu vermischen.
AnschlieBend wurde auf die Kammer jeweils eine Gummimatte und der Deckel der
Transmigrationskammer gesetzt und fest verschraubt. In die oberen Vertiefungen
wurden nun jeweils 200 uL der vorher verdiinnten PMN-Zellsuspension auf die
Membran pipettiert, wobei darauf geachtet wurde, die Pipettenspitze jedes Mal zu
wechseln und keine Luftblasen auf die Membran zu pipettieren. Die fertig be-
schickte Transmigrationskammer wurde bei 37°C, 5 % COz und ca. 16 % O inku-
biert. Nach 2 h wurden die Kammern wieder aus dem Inkubator entfernt und der
Uberstand ohne die Membran zu penetrieren abpipettiert. Deckel und Gummimatte
wurden von der Kammer abgenommen und jeweils zur weiteren Untersuchung

375 pL der Probe zu 125 pL Eutermedium in ein Rundbodenrdhrchen pipettiert.

3.34. Auswertung und Messprinzip im Durchflusszytometer

Um eine quantitative Aussage iiber die Anzahl gewanderter PMN im Chemotaxi-
sassay zu machen, wurde eine durchflusszytometrische Messung mit dem Fluores-
zenz-Durchflusszytometer Accuri C6 (s. II1.1.3) durchgefiihrt. In diesem Gerét
werden die vorhandenen Zellen in der Probe mit Hilfe einer Hiillfliissigkeit (Sheath
fluid: Aqua dest.) vereinzelt und durch eine Flusszelle transportiert. In dieser wer-
den die Zellen im 90°-Winkel zur Flussrichtung mit einem Laser mit 488 nm Wel-
lenlénge bestrahlt, wobei fiir die jeweilige Zelle ein charakteristisches Streulicht
entsteht, das durch einen Vorwirts- und im 90°-Winkel dazu durch einen Seiten-
Detektor gemessen wird. Die Vorwiértsstreuung (FSC) ldsst durch die gemessene

Signalstirke einen Riickschluss auf die ungefihre Grofle der Zellen zu, wihrend die
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Seitwértsstreuung (SSC) eine grobe Analyse der Oberflichenbeschaffenheit ablie-
fert. Vor der Messung wurden je 375 pl der Probe aus der Chemotaxiskammer mit
125 pl Eutermedium verdiinnt und mit dem Kreisschiittler vermischt, um die fiir
eine genaue Messung erforderliche angepasste Zelldichte zu erlangen. Die Durch-
flussgeschwindigkeit (Run Limit) wurde auf 66 pl/min gestellt und es wurden je-
weils 100 pl je Probe gemessen. Zur Differenzierung der gewiinschten PMN zu an-

deren enthaltenen Zellen und zur Quantifizierung dieser wurde bei jedem Durch-

gang ein Backgating durchgefiihrt.
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Abbildung 5: Messung eines Uberstands nach Chemotaxisassay ohne und mit
Backgating

Dargestellt ist eine Messung des Uberstands der Zitzenzisterne mit dem Zusatz von LPS 1 ug und
E. coli nach Chemotaxisassay im Durchflusszytometer. Vorwdrtsstreulicht und Seitwdrtsstreulicht
sind jeweils gegeneinander aufgetragen. A: Messung ohne Gating, B: Anpassung der Achsen und
Abgrenzung der einzelnen Bereiche durch Gates, P1 = PMN, P2 = Dedritus, P3 = Lymphozyten,
P4 = PMN-Agglomerate; C = Isolierte Darstellung der PMN

Wihrend der Messung im Durchflusszytometer wurden die Proben auf Eis gelagert,

um eine stabile Messtemperatur zu garantieren.

34. Molekularbiologische Untersuchung

Zur Analyse der Zellantwort auf molekularer Ebene wurde die Boten-Ribonuklein-
sdure (messenger RNA, mRNA) der Explants (s. I11.3.2) extrahiert, in Komplemen-
tdre Desoxyribonukleinsdure (complementary DNA, cDNA) umgeschrieben und
diese anhand einer quantitativen real-time PCR (RT-qPCR) amplifiziert und quan-
tifiziert. Durch Messung mit dem Nanophotometer wurde die Menge der vorhan-

denen cDNA bestimmt und jeweils mit DNase-freiem Wasser auf eine Konzentra-

tion von 200 ng/ul verdiinnt.
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34.1. mRNA- Isolation

Die in RNA-Later bei -80°C konservierten Explants wurden unmittelbar nach Ent-
nahme aus dem Gefrierschrank auf Eis gestellt und sofort weiterverarbeitet. Ex-
plants gleichen Gewebetyps und gleicher Behandlung wurden gepoolt. Sie wurden
jeweils mit einer sterilen spitzen Pinzette in ein LyseTube P, gefiillt mit Keramik-
beads und mit 450 pl Lysepuffer tiberfiihrt. Zur Freisetzung der mRNA wurden die
Explants in der SpeedMill (s III.1.4) fiir 2 x 2 min mit einer Pause von 1 min zer-
kleinert und anschlieBend fiir 1 min bei 13.000 x g zentrifugiert. Mit Hilfe des
Bio&Sell RNA Mini Kits (s. I111.2.4) wurde die mRNA der Proben mit erweitertem
Herstellerprotokoll isoliert: Der Uberstand wurde ohne feste Gewebebestandteile
jeweils auf eine Zentrifugationsséule E pipettiert, welche vorhandene Desoxyribo-
nukleinsidure (DNA) bindet und diese somit aus der Probe herausfiltert. Durch Zent-
rifugation der Séule fiir 2 min bei 11.000 x g wurde der Uberstand in ein 2,0 ml
Sammeltube tiberfithrt. Um die mRNA an die Zentrifugationssdule S zu binden
wurde die Probe mit 400 pl 70 %igem Ethanol verdiinnt, auf diese pipettiert und
fiir 2 min bei 11.000 x g zentrifugiert. Bei allen weiteren Schritten der mRNA-Iso-
lation (bis zur Eluation der mRNA) wurde die Zentrifugationssdule S jeweils nach
der Zentrifugation in ein neues Sammeltube gestellt und weiterverarbeitet, wiahrend
die iiberschiissige Fliissigkeit verworfen wurde. Reste von DNA wurden durch Zu-
gabe von 55 pul DNAse mit einer Inkubationszeit von 15 min entfernt. Zur weiteren
Reinigung der mRNA wurden folgende Waschschritte durchgefiihrt: Zunédchst wur-
den 500 pl Waschpuffer IT, dann 700 ul Waschpuffer MT und anschlieend 700 pl
80 %iges Ethanol zur Probe hinzugefiigt, die jeweils durch Zentrifugation fiir I min
bei 11.000 x g durch den Filter der Zentrifugationsséule hindurchgedriickt wurden
und die mRNA gleichzeitig an der Sdule fixierten. Die Sdule wurde durch einen 4-
miniitigen Zentrifugationsschritt bei 11.000 x g getrocknet und von Ethanolresten
befreit. Zur Eluation der mRNA wurden 80 pul RNAse freies Wasser auf die Saule
iberfiihrt und nach 1 min Inkubationszeit fiir 1 min bei 11.000 x g zentrifugiert.
AnschlieBend wurden mehrere Waschschritte durchgefiihrt und die eluierte mRNA

wurde bis zur zeitnahen Weiterverarbeitung auf Eis gelagert.
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3.4.2. Kontrolle der mRNA Qualitiit

Um ausreichende Qualitdt der mRNA sicherzustellen wurde jede Probe nach der
Isolation durch eine Mikrofluid basierte Elektrophorese mit dem Experi-
on™ RNA StdSens Analysis Kit (s. I1I.1.4) von Bio-Rad untersucht. Der benétigte
RNA-Chip wurde nach Herstellerangaben gefiillt, geprimt und geschiittelt, bevor er
in der Experion Electrophoresis Station untersucht wurde. Durch die Bindung des
Fluoreszenzfarbstoffes SYBR® Green II an die RNA konnte im Anschluss sowohl
die Qualitét als auch die Quantitdt dieser digital dargestellt werden. Zur Berechnung
dient hierbei ein Algorithmus, der mit dem Verhéltnis der pra-S18 und der S18 zur
S28 Region der ribosomalen RNA arbeitet. Der berechnete Qualititswert RNA qua-
lity indicator (RQI) wird vom Hersteller von 1 bis 4 als RNA mit sehr niedriger
Qualitit eingestuft, von 4 bis 7 als RNA mit niedrigerer Qualitdt und zwischen 7
und 10 als RNA mit hoher Qualitit, wobei die reproduzierbare Beschaffenheit der

RNA in unterschiedlichen Geweben bei der Einstufung miteinbezogen werden

sollte (DENISOV et al., 2008).
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Abbildung 6: Vergleich der RQI-Werte von ZZ und EP mit Hilfe eines Elekt-
ropherogramms und eines virtuellen Gelreports

EP = Euterparenchym, ZZ = Zitzenzisterne, 6EL2 = Kuh 6, E. coli, Lipopolysaccharide 20 ug/ml;
3EEL2 = Kuh 3, Euterparenchym, E. coli, Lipopolysaccharide 20 ug/ml; ROI = RNA quality indi-

cator

3.4.3. cDNA-Synthese

Nach der mRNA-Isolation wurde diese zur weiteren Untersuchung in cDNA nach
dem Protokoll von MACIAS LUACES (2019) umgeschrieben. Pro tdglich unter-
suchter Probenanzahl (n = 12) wurde jeweils eine Probe als Negativkontrolle ohne
RT (Reverse Transkriptase) pipettiert. Nach der Messung mit dem Nanophotometer
wurde die Menge der vorhandenen cDNA bestimmt und jeweils mit DNase-freiem

Wasser auf eine Konzentration von 200 ng/ul verdiinnt.
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3.44. Quantitative real-time PCR

Zur Untersuchung der mRNA-Expression der Gene von IL-8, LAP (Linguales an-
timikrobielles Peptid), Interleukin -18 (IL-1p), Interleukin-6 (IL-6), SIO0A9 und
Tumornekrosefaktor- o (TNF-a)) in stimulierten und nicht stimulierten Explants
wurde anhand der synthetisierten cDNA mit Hilfe des SensiFAST™ SYBR® No
Rox Kits eine RT-qPCR durchgefiihrt. Zuniachst wurden die Proben, die Primer und
die Standards fiir 5 min bei 60°C bei 200 rpm inkubiert, um die cDNA vollstindig
von der Wand des Probenrdhrchens zu 16sen. Wahrenddessen wurde der Mastermix
(s. III.2.5.4) unter einer sterilen Werkbank pipettiert, der die jeweils gewlinschten
Vorwirts- und Rickwértsprimer (s. I111.2.6), die Desoxyribonukleotide (dNTPs),
das Enzym DNA-Polymerase und den Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green enthilt.
Fiir jeden Versuchsansatz auf einer 384-Well Platte wurde der Standard in den Ver-
diinnungen 102 bis 10 Proben jeweils im Doppelansatz und die Negativkontrolle
(NTC) in Form von DNase freiem Wasser mitgefiihrt. Jede Probe wurde im Dop-
pelansatz pipettiert. Pro Well wurden unter einer anderen sterilen Werkbank je 9 ul
Mastermix vorgelegt und anschlieBend je 1 pl Probe, Standard oder NTC hinzupi-
pettiert. Die Platten wurden vor der RT-qPCR mit einer Folie abgeklebt und zent-
rifugiert. Die RT-qPCR fand im Q-Tower mit 2-stufigem Temperaturprotokoll
statt: Wihrend die Deckeltemperatur flir die komplette Dauer des Durchlaufs auf
110° C fixiert war, wurde im 1. Zyklus durch 2-miniitige Inkubation die DNA-Po-
lymerase aktiviert, die die Anlagerung der dNTPs katalysiert. Es folgte jeweils eine
5-sekiindige Inkubation bei 95°C (Zyklus 2) zur Denaturierung der Doppelstrang-
DNA (dsDNA) in Einzelstrang-DNA (ssDNA), um anschlieBend fiir 15 s bei
60°C (Zyklus 3) die Primeranlagerung (Annealing), die SYBR Green-Anlagerung
und die Nukleotidanlagerung (Extension) zu ermdéglichen. Zyklus 2 und 3 wurden
jeweils 39-mal wiederholt, wobei nach jedem Durchgang die Fluoreszenz gemessen
wurde. Hierbei wurde die Fluoreszenzintensitit und der Cycle Threshold (ct-Wert)
dokumentiert, welcher den Zyklus wiedergibt, ab dem die Fluoreszenz der DNA
die der Hintergrundfluoreszenz signifikant {iberschreitet. Wenn dessen Standardab-
weichung (SD) bei einem Wert von > 1 lag wurde der Ansatz wiederholt. Anhand
des zugehorigen Programms wurde durch absolute Quantifizierung die Menge der
entstanden DNA in Kopien/ul mit Hilfe der Standardkurve und dem ct-Wert be-
rechnet. Nach der RT-qPCR wurde zur Uberpriifung auf iibermiBige Dimerbildung
durch langsame Erh6hung der Temperatur von 60°C auf 95°C die Schmelzkurve
analysiert, welche fiir jedes Gen spezifisch ist. Die Proben ohne RT (s. I11.3.4.3)
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wurden als Negativkontrolle ebenfalls mitgefiihrt. Als weitere Qualititsmerkmale
wurden bei jedem Durchgang auBBerdem die Effizienz der Standardkurve, die im
Bereich 90 — 110 % liegen soll und das Bestimmtheitsmaf (R?), das sich bei > 0,985
befinden soll berechnet. Des Weiteren wurde die fiir jedes Gen spezifische
Schmelztemperatur mit der Schmelztemperatur der amplifizierten cDNA abgegli-
chen. Sie durfte nicht mehr als +/- 1 °C abweichen. Lag ein Qualitdtsmerkmal au-

Berhalb des Referenzbereichs wurde die RT-qPCR wiederholt.

3.5. Statistische Auswertung der Daten

Alle Daten wurden mit Microsoft Excel erhoben und mit der Software R Ver-
sion 4.0.4 statistisch ausgewertet und grafisch aufbereitet. Fiir den Chemotaxisas-
say wurde zundchst der Median aller Doppelwerte berechnet und daraus die Pro-
zentzahlen in Bezug auf die jeweilige Positivkontrolle der gemessenen Kammer
ermittelt. Die Kopien/ul der RT-qPCR wurden im Vorfeld logarithmiert, da eine
sehr groBe Streuung der Daten vorlag und diese nicht normalverteilt waren. Fiir die
Auswertung der Stoffwechselaktivitit in Prozent wurden die Werte der OD von
Stunde 30 auf den Median der OD zu Stunde 3 bezogen. Die statistische Analyse
wurde fiir alle Versuche mit einem linearen gemischten Modell erstellt. In diesem
Modell wurden fiir alle Versuche des Explantmodells die Zusitze und die Gewebe
als feste Effekte untersucht, wéhrend die Individualitdt der Tiere als zufdllige Ef-
fekte mitberticksichtigt wurde. Zunichst wurde eine lineare Regression durchge-
fiihrt und das Modell auf Normalverteilung (Shapiro-Wilk-Test), Homogenitét (Le-
vene-Test) und Varianzhomogenitét (Breusch-Pagan-Test) sowohl iiber Signifikan-
zen, als auch optisch tiberpriift. Wurden diese Voraussetzungen nicht erfiillt, wurde
eine robuste lineare Regression ausgefiihrt. Aus den Daten der robusten linearen
Regression wurden anschlieBend die geschitzten Mittelwerte berechnet (estimated
marginal means). Diese wurden durch multiple paarweise Mittelwertvergleiche in
Form von Kontrasten auf statistisch signifikante Unterschiede untersucht. Die p-
Werte wurden fiir die multiplen Mittelwertvergleiche mit dem Schnelltest nach Tu-
key angepasst. Dabei wurden die Signifikanzen durch folgende p-Werte dargestellt:

- 0,05 <p-Wert<0,l1: Tendenz
- 0,01 <p-Wert <0,05 signifikantes Ergebnis
- 0,001 <p-Wert <0,01: hoch signifikantes Ergebnis

p <0,001: hochst signifikantes Ergebnis
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Der Time Kill Assay wurde grafisch in Form eines Liniendiagramms, bestehend
aus den zuvor berechneten geschitzten Mittelwerten dargestellt. Um den Erwar-
tungsbereich abzubilden, in dem sich diese authalten, wurden die Konfidenzinter-
valle mit einem Konfidenzniveau von 95 % hinzugefiigt. Zur Darstellung des
Chemotaxisassays, der RT-qPCR und der Stoffwechselaktivitit wurden Boxplot-
Diagramme mit Median, 1. Quartil und 3. Quartil verwendet. Zusétzlich wurden die

95 % Konfidenzintervalle aus dem Modell abgebildet.

Fiir die Darstellung und die Auswertung der Daten wurden folgende Programme

verwendet:

- Microsoft Excel: Speicherung und Sortierung der Rohdaten aller
Versuche

- BD Accuri™ C6 Software: Graphische Darstellung der Rohdaten des
Chemotaxisassays

- CLARIOstar Software: Graphische Darstellung der Rohdaten des Time-
Kill-Assays

- Experion Software: Graphische Darstellung der Rohdaten der

mRNA-Isolation

- Analytic Jena Software TOpti-  Graphische Darstellung der Rohdaten der RT-
cal, qTOWER: qPCR

- R Software: Statistische Auswertung der Daten und grafische
Verarbeitung aller Versuchsergebnisse
- Excel: Verarbeitung der Versuchsergebnisse und statis-

tische Auswertung der Daten
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IV. ERGEBNISSE

Die vorliegende Arbeit ist in zwei Hauptteile gegliedert. Zum einen sollte anhand
eines Time Kill Assays untersucht werden, ob fiir die Immunabwehr im Euter des
Rindes relevante AMP in vitro das Wachstum fakultativ euterpathogener Mastitis-
erreger beeinflussen. Zum anderen wurde mit Hilfe eines Explant-Modells unter-
sucht, ob die Expression relevanter AMP in vitro durch vorherige Stimulation mit
LPS nach Restimulation mit S. aureus oder E. coli heraufreguliert werden. Weiter-
hin wurde gepriift, ob die erfolgte Restimulation zur Herabregulation der Expres-
sion von Entziindungsmediatoren im Sinne einer Endotoxintoleranz fiihrt. Dies

wurde zusétzlich funktionell mittels eines Chemotaxisassays untersucht.

1. Untersuchungen zum Einfluss rekombinanter antimikro-
bieller Peptide/Proteine auf das Wachstum ausgewihlter

Mastitiserreger (Time Kill Assay)

Zur Untersuchung des direkten Einflusses ausgewihlter AMP auf das Wachstum
haufig vorkommender pathogener Mastitiserreger in vitro beim Rind wurde das
Bakterienwachstum wihrend der Inkubation durch stiindliche Messung der OD
iiber 6 h im Photometer evaluiert (s. I11.3.1). Es wurde die Hypothese gepriift, ob
die AMP auch in vitro dazu in der Lage sind das Wachstum von E. coli, S. aureus
und Sc. uberis zu hemmen.

Tabelle 5: Zunahme der Optischen Dichte (OD¢oo) sechs Stunden nach Inku-
bationsbeginn der eingesetzten Mastitiserreger

6h E. coli S. aureus Sc. uberis

MW OD SD MW OD SD MW OD SD
Ohne Zusatz (Positiv- 0.803 +/- 0,110 0.599 +/- 0,044 0,370 +/- 0,055
kontrolle)
Antibiotikum (Negativ- 0,110 +/- 0,038 0,115 +/- 0,012 0,118 +/- 0,058
kontrolle)

MW OD = Mittelwert der Optischen Dichte (ODgoo) aller ausgewerteten Versuche 6 h nach Inku-

bationsbeginn, SD = Standardabweichung von der Grundgesamtheit

Bei allen Versuchen mit E. coli und S. aureus war bei der jeweiligen Positivkon-
trolle (Bakteriensuspension ohne Zusatz) bereits 2 h nach Inkubationsbeginn ein
hochst signifikanter (p < 0,001) Unterschied zur Negativkontrolle (Bakteriensus-
pension mit Antibiotikum-Zusatz) messbar. Das Wachstum von Sc. uberis libertraf

jeweils nach spétestens 3 h signifikant (p < 0,05) die OD der Negativkontrolle. Der
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Unterschied der einzelnen Stunden zueinander in der Negativkontrolle war bei allen

untersuchten Bakterienstimmen jeweils nicht signifikant.

1.1. Rekombinantes bovines beta-Defensin-1 (rbDEFB1)
Der Zusatz von rbDEFB1 hatte eine Konzentrations-abhingige Hemmung des

Wachstums von S. aureus zur Folge (s. Abbildung 7).

Bei den untersuchten Konzentrationen von 5 pg/ml tbDEFBI1 und 10 pg/ml war
eine hochst signifikante (p < 0,001) Wachstumshemmung von S. aureus ab Stunde
drei nach Inkubationsbeginn messbar, wihrend bei 10 pg/ml bereits nach 2 h ein

hoch signifikanter (p = 0,006) Unterschied zur Positivkontrolle bestand.

rbDEFB1 S. aureus

0.75 1

o

13

S
L

\/ =5pg/ml
=10 ug/ml

OD (600 nm)

o
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o
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X =ohne Zusatz

D = Antibiotikum

0.00

Zeit (h)
Abbildung 7: Wirkung von rbDEFBI1 auf S. aureus
Dargestellt als adjustierter Mittelwert ist der Verlauf der optischen Dichte, die bei einer Wellen-
ldnge von 600 nm iiber 6 h gemessen wurde (5 ug/ml rbDEFBI1: n =8, 10 ug/ml rbDEFBI: n =9).
Die Positivkontrolle (ohne Zusatz) und die Negativkontrolle (Antibiotikum) sind jeweils in schwarz
abgebildet. Die Ansditze mit dem entsprechenden AMP-Zusatz heben sich farblich ab. Die statistisch
signifikanten Unterschiede lassen sich jeweils durch die fehlende Uberschneidung der ebenfalls ab-

gebildeten Konfidenzintervalle (vertikale Linie im Symbol) ablesen.

1.2. Rekombinantes bovines CC-Chemokin 20 (rbCCL20)
Das Peptid rbCCL20 hatte bei E. coli eine Konzentrations-abhidngige Steigerung
des Wachstums zur Folge, wihrend es bei S. aureus und Sc. uberis zu einer Kon-

zentrations-abhéngigen Hemmung des Wachstums fiihrte (s. Abbildung 8).
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In der niedrigsten angewendeten Konzentration von 5 pg/ml hatte das Peptid
rbCCL20 kaum Einfluss auf das Wachstum von E. coli. Erst zu Stunde sechs nach
Inkubationsbeginn fand eine hoch signifikante Wachstumshemmung (p = 0,001)
statt. Beim Zusatz von 10 ug/ml tbCCL20 fand zunichst bis Stunde drei eine hoch
signifikante (p <0,01) Hemmung des Wachstums statt, wobei in den folgenden
Stunden kein signifikanter Unterschied zur Positivkontrolle mehr messbar war.
Durch die Zugabe von 20 pg/ml tbCCL20 wurde das Wachstum ab Stunde drei
hoch signifikant (p < 0,01) gesteigert. Wihrend bei E. coli also eine Steigerung des
Wachstums mit steigender rbCCL20-Konzentration auftrat, konnte bei S. aureus
und Sc. uberis der gegenteilige Effekt gemessen werden. Die Konzentration von
5 pg/ml tbCCL20 fiihrte ab Stunde vier nach Inkubationsbeginn zu einer hochst
signifikanten (p < 0,001) Wachstumssteigerung von S. aureus, bei 10 pg/ml konnte
nur zu Stunde zwei und sechs eine hoch signifikante (p < 0,01) Zunahme der OD
im Vergleich zur Positivkontrolle festgestellt werden. Bei der hoheren Konzentra-
tion von 20 pg/ml rbCCL20 wurde hingegen bereits ab Stunde zwei eine hoch sig-
nifikante (p < 0,01) Hemmung des Wachstums gemessen. Bei der hochsten einge-
setzten Konzentration von 33,5 pg/ml niherte sich die Wachstumskurve optisch der
Negativkontrolle an, aber die OD zu dieser unterschied sich dennoch hoch signifi-
kant (p < 0,01). Das Wachstum von Sc. uberis wurde bereits ab einer Konzentration
von 10 pg/ml komplett gehemmt, da der Unterschied zur Negativkontrolle zu kei-
ner Stunde signifikant war (p = 0,996 zu Stunde sechs). Bei der Konzentration von
6,5 ng/ml kam es jeweils zwischenzeitlich (Stunde drei, vier und fiinf) zu einer hoch
signifikanten (p < 0,01) Wachstumshemmung von Sc. uberis, die sich jedoch zu
Stunde sechs wieder authob. Die Konzentration von 5 pg/ml zeigte keinen Einfluss

auf das Wachstum von Sc. uberis.



IV. Ergebnisse

50

rbCCL20 E. coli

OD (600 nm)
°

o
3
1

0.04

—f———#———B 1l

0.6 1

OD (600 nm)
o
S

0.2

0.04

4 5 6

0 1 2 3
Zeit (h)

rbCCL20 Sc. uberis

Zeit (h)

0.75 1

OD (600 nm)

o
N
a

0.00 4

o
133
S

rbCCL20 S. aureus

0 1 2 3 4 5 6
Zeit (h)
V' =5ug/ml
XX =6,5pg/ml
=10 pg/ml
A =20ug/ml
&4 =33,5pg/ml

X =ohne Zusatz

O = Antibiotikum

Abbildung 8: Wirkung von rbCCL20 auf E. coli, S. aureus und Sc. uberis

Dargestellt als adjustierter Mittelwert ist der Verlauf der optischen Dichte, die bei einer Wellen-
ldnge von 600 nm iiber 6 h gemessen wurde (n =9). Die Positivkontrolle (ohne Zusatz) und die Ne-
gativkontrolle (Antibiotikum) sind jeweils in schwarz abgebildet. Die Ansdtze mit dem entsprechen-
den AMP-Zusatz heben sich farblich ab. Die statistisch signifikanten Unterschiede lassen sich je-
weils durch die fehlende Uberschneidung der ebenfalls abgebildeten Konfidenzintervalle (vertikale

Linie

1.3.

Untersucht wurde die Wirkung des rekombinanten bubalinen lingualen antimikro-

biellen Peptids (rbbLAP) und des rekombinanten bovinen lingualen antimikrobiel-

im Symbol) ablesen.

Linguales antimikrobielles Peptid (LAP)

len Peptids (rbLAP).



IV. Ergebnisse 51

Der Zusatz von LAP fiihrte iiberwiegend zu einer Steigerung des bakteriellen
Wachstums aller untersuchten Pathogene. Lediglich in der am hochsten eingesetz-
ten Konzentration von rbbLAP lief3 sich ein hemmender Effekt gegeniiber Sc. ube-
ris (s. Abbildung 9) bzw. bei tbLAP gegeniiber S. aureus (s. Abbildung 10) erken-

nen.

Wiéhrend im Versuch E. coli kombiniert mit rbbLAP die OD ab Stunde drei nach
Inkubationsbeginn in allen Konzentrationen hochst signifikant (p < 0,001) {iber die
OD der Positivkontrolle stieg, war dieser Effekt bei S. aureus mit rbbLAP bereits
ab Stunde eins sichtbar. Bei dem Ansatz von Sc. uberis mit der Konzentration von
20 pg/ml rbbLAP war ab Stunde drei nach Inkubationsbeginn eine hochst signifi-
kante (p <0,001) Erhohung des Wachstums des Bakteriums im Vergleich zur Po-
sitivkontrolle zu erkennen. Ab einer Konzentration von 30 pg/ml war ab Stunde
drei nach Inkubationsbeginn eine hoch signifikante (p <0,01) Hemmung des
Wachstums von Sc. uberis messbar, wobei die OD bei 30 pg/ml ab Stunde fiinf
wieder anstieg und die OD der Positivkontrolle bei Stunde sechs sogar hoch signi-
fikant (p < 0,01) iiberstieg. Die OD der hochsten untersuchten Konzentration von
40 pg/ml blieb bei Sc. uberis ab Stunde drei nach Inkubationsbeginn auf einem na-
hezu konstanten Wert hochst signifikant (p < 0,001) niedriger als die OD der Posi-
tivkontrolle (s. Abbildung 9).
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Abbildung 9: Wirkung von rbbLAP auf E. coli, S. aureus und Sc. uberis

Dargestellt als adjustierter Mittelwert ist der Verlauf der optischen Dichte, die bei einer Wellen-
ldnge von 600 nm iiber 6 h gemessen wurde (rbbLAP 20 ug/ml, Sc. uberis: n =6, restliche Versu-
che: n = 9). Die Positivkontrolle (ohne Zusatz) und die Negativkontrolle (Antibiotikum) sind jeweils
in schwarz abgebildet. Die Ansdtze mit dem entsprechenden AMP-Zusatz heben sich farblich ab.
Die statistisch signifikanten Unterschiede lassen sich jeweils durch die fehlende Uberschneidung

der ebenfalls abgebildeten Konfidenzintervalle (vertikale Linie im Symbol) ablesen.

Bei der Koinkubation von E. coli und rbLAP stieg das Wachstum aller Ansétze mit
rbLAP ab Stunde drei nach Inkubationsbeginn im Vergleich zur Positivkontrolle
hochst signifikant (p <0,001) an. Bei der Koinkubation mit S. aureus war diese

Entwicklung ab Stunde vier sichtbar und bei Sc. uberis tfand ab Stunde fiinf eine
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signifikante (p < 0,05) Wachstumssteigerung nach Inkubationsbeginn statt (s. Ab-
bildung 10).
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Abbildung 10: Wirkung von rbLAP auf E. coli, S. aureus und Sc. uberis
Dargestellt als adjustierter Mittelwert ist der Verlauf der optischen Dichte, die bei einer Wellen-
ldnge von 600 nm iiber 6 h gemessen wurde (n = 9). Die Positivkontrolle (ohne Zusatz) und die
Negativkontrolle (Antibiotikum) sind jeweils in schwarz abgebildet. Die Ansdtze mit dem entspre-
chenden AMP-Zusatz heben sich farblich ab. Die statistisch signifikanten Unterschiede lassen sich
Jjeweils durch die fehlende Uberschneidung der ebenfalls abgebildeten Konfidenzintervalle (verti-

kale Linie im Symbol) ablesen.

14. Rekombinantes humanes S100-Protein A8/A9 (rhS100A8/A9)
Ab Stunde vier nach Inkubationsbeginn fand eine signifikante (p < 0,05) Hemmung

von E. coli aller drei untersuchter Konzentrationen des Heterodimers rhS100A8/A9
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statt, wobei das geschitzte Mittel der OD der Wachstumskurven zu Stunde sechs
im Mittel nur um 0,09 von der Positivkontrolle abwich. Die untersuchten Konzent-
rationen von thS100A8/A9 hatten keinen signifikanten Einfluss auf das Wachstum

von S. aureus und Sc. uberis (s. Abbildung 11).
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Abbildung 11: Wirkung von rhS100A8/A9 auf E. coli, S. aureus und Sc. uberis
Dargestellt als adjustierter Mittelwert ist der Verlauf der optischen Dichte, die bei einer Wellen-
ldnge von 600 nm iiber 6 h gemessen wurde (n = 9). Die Positivkontrolle (ohne Zusatz) und die
Negativkontrolle (Antibiotikum) sind jeweils in schwarz abgebildet. Die Ansdtze mit dem entspre-
chenden AMP-Zusatz heben sich farblich ab. Die statistisch signifikanten Unterschiede lassen sich
Jeweils durch die fehlende Uberschneidung der ebenfalls abgebildeten Konfidenzintervalle (verti-
kale Linie im Symbol) ablesen.
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1.5. Rekombinantes bovines S100-Protein A9 (rbS100A9)
Das Peptid rbS100A9 steigerte das Wachstum von E. coli, wihrend es die Fahigkeit
besall, das Wachstum von S. aureus und Sc. uberis Konzentrations-abhingig voll-

stindig zu hemmen (s. Abbildung 12).

Fiinf Stunden nach Inkubationsbeginn kam es bei allen verwendeten Konzentratio-
nen zu einer hochsignifikanten (p < 0,001) Wachstumssteigerung von E. coli ver-
glichen mit der Positivkontrolle. Wihrend eine Konzentration von
5 ug/ml rbS100A9 keinen Einfluss auf das Wachstum von S. aureus hatte, konnten
10 pg/ml, 13,3 pg/ml und 20 pg/ml bereits ab Stunde zwei nach Inkubationsbeginn
hochsignifikant (p < 0,001) den Anstieg der OD im Vergleich zur Positivkontrolle
verringern. Durch 20 pg/ml wurde eine komplette Hemmung des Wachstums er-
zielt, da zu Stunde sechs kein signifikanter Unterschied (p = 0,908) zur Negativ-
kontrolle messbar war. Das Wachstum von Sc. uberis wurde in allen verwendeten
Konzentrationen komplett gehemmt. Ab Stunde zwei nach Inkubationsbeginn war
die OD aller Konzentrationen von tbS100A9 im Vergleich zur OD der Positivkon-
trolle bereits hochsignifikant (p < 0,001) niedriger und es konnte kein signifikanter

Unterschied zur Negativkontrolle gemessen werden (s. Abbildung 12).
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Abbildung 12: Wirkung von rbS100A9 auf E. coli, S. aureus und Sc. uberis

Dargestellt als adjustierter Mittelwert ist der Verlauf der optischen Dichte, die bei einer Wellen-
ldnge von 600 nm iiber 6 h gemessen wurde (n = 9). Die Positivkontrolle (ohne Zusatz) und die
Negativkontrolle (Antibiotikum) sind jeweils in schwarz abgebildet. Die Ansdtze mit dem entspre-
chenden AMP-Zusatz heben sich farblich ab. Die statistisch signifikanten Unterschiede lassen sich
Jjeweils durch die fehlende Uberschneidung der ebenfalls abgebildeten Konfidenzintervalle (verti-

kale Linie im Symbol) ablesen.

1.6. Rekombinantes bovines S100-Protein A12 (rbS100A12)
Das Protein rbS100A 12 steigerte das Wachstum von E. coli Konzentrations-abhén-

gig und hemmte gleichzeitig das Wachstum von S. aureus und Sc. uberis.

Die eingesetzten Konzentrationen von rbS100A12 fiihrte ab Stunde drei nach
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Inkubationsbeginn in allen zugefiigten Konzentrationen zu einer hoch signifikanten
(p <0,001) Wachstumssteigerung von E. coli. Es konnte aulerdem eine Dosis-ab-
héngige Steigerung des Bakterienwachstum gemessen werden, da das Wachstum
mit 30 ug/ml und 40 ug/ml ab Stunde fiinf hoch signifikant (p <0,01) {iber den
Werten lag, als mit Zusatz von 10 pg/ml und 20 pg/ml. Beim Zusatz von
bS100A12 zu S. aureus und Sc. uberis konnte der gegenteilige Effekt beobachtet
werden. Das Wachstum von S. aureus wurde durch 10 pg/ml 3 h nach Inkubations-
beginn signifikant (p = 0,014) im Vergleich zur Positivkontrolle gesteigert. Durch
den Zusatz von 30 ug/ml und 40 pg/ml wurde das Wachstum von S. aureus jedoch
bereits ab Stunde eins signifikant (p < 0,05) gechemmt. Das Wachstum von Sc. ube-
ris wurde bereits ab einer Konzentration von 10 pg/ml ab Stunde drei nach Inkuba-
tionsbeginn hoch signifikant (p <0,001) gehemmt, wobei Konzentrationen von
30 pg/ml und 40 pg/ml eine nahezu komplette Hemmung des Bakterienwachstums
zur Folge hatten. Die OD zu Stunde sechs nach Inkubationsbeginn zeigte mit
p = 1,0 bei 30 pg/ml und p = 0,601 bei 40 pg/ml keinen signifikanten Unterschied
zur OD bei Stunde null, jedoch konnte jeweils kein signifikanter Unterschied zur

Negativkontrolle gemessen werden.
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Abbildung 13: Wirkung von S100A12 auf E. coli, S. aureus und Sc. uberis

Dargestellt als adjustierter Mittelwert ist der Verlauf der optischen Dichte, die bei einer Wellen-
ldnge von 600 nm iiber 6 h gemessen wurde (n = 9). Die Positivkontrolle (ohne Zusatz) und die
Negativkontrolle (Antibiotikum) sind jeweils in schwarz abgebildet. Die Ansdtze mit dem entspre-
chenden AMP-Zusatz heben sich farblich ab. Die statistisch signifikanten Unterschiede lassen sich
Jjeweils durch die fehlende Uberschneidung der ebenfalls abgebildeten Konfidenzintervalle (verti-
kale Linie im Symbol) ablesen.
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1.7. Rekombinante humane Antileukoproteinase (rhSLPI)
Der Zusatz von hrSLPI fiihrte in allen verwendeten Konzentrationen zu einem ge-

steigerten Wachstum der untersuchten Mastitispathogene.

Das Wachstum von E. coli erfuhr ab Stunde drei nach Inkubationsbeginn durch den
Zusatz von thSLPI in allen angewandten Konzentrationen eine hdchst signifikante
Steigerung (p < 0,001) und das von S. aureus bereits ab Stunde eins eine hoch sig-
nifikante Steigerung (p < 0,01) im Vergleich zur Positivkontrolle. Das Peptid hatte
dhnlichen Einfluss auf das Wachstum von Sc. uberis, wobei das Bakterienwachs-
tum zunéchst Konzentrations-abhédngig gesteigert wurde und 6 h nach Inkubations-
beginn in allen Konzentrationen die Positivkontrolle hochst signifikant (p < 0,001)
iibertraf. Bei einer Konzentration von 40 pg/ml wurde drei bis vier nach Inkubati-
onsbeginn das Wachstum von Sc. uberis voriibergehend gehemmt im Gegensatz
zur Positivkontrolle. Jedoch fiihrte der Ansatz mit 40 pg/ml rhSLPI sechs Stunden
nach Inkubationsbeginn zu einem hochst signifikanten (p = 0,0003) Anstieg der OD
gegentiber der Positivkontrolle (s. Abbildung 14).
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Abbildung 14: Wirkung von rhSLPI auf E. coli, S. aureus und Sc. uberis
Dargestellt als adjustierter Mittelwert ist der Verlauf der optischen Dichte, die bei einer Wellen-
ldnge von 600 nm iiber 6 h gemessen wurde (n = 9). Die Positivkontrolle (ohne Zusatz) und die
Negativkontrolle (Antibiotikum) sind jeweils in schwarz abgebildet. Die Ansdtze mit dem entspre-
chenden AMP-Zusatz heben sich farblich ab. Die statistisch signifikanten Unterschiede lassen sich
Jeweils durch die fehlende Uberschneidung der ebenfalls abgebildeten Konfidenzintervalle (verti-
kale Linie im Symbol) ablesen.
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2. Untersuchungen zum Einfluss einer bakteriellen Restimu-
lation auf die Reaktivitit mammiren Gewebes (Explant-

modell)

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde anhand eines Explantmodels
(s. III.3.2.) in vitro eine Prastimulation der Eutergewebe mit LPS und eine anschlie-
Bende Restimulation mit jeweils E. coli und S. aureus durchgefiihrt. Mit Hilfe eines
Chemotaxisassays (s. I11.3.3) und einer RT-qPCR (s. I11.3.4.4) wurde die Gewe-
bereaktion im Hinblick auf die Bildung von Entziindungsmediatoren und Antimik-
robiellen Peptiden untersucht. Die Fragestellung dieser Arbeit war es, ob sich
in vitro durch den beschriebenen Versuchsansatz durch Préastimulation des Gewe-
bes mit LPS eine Endotoxintoleranz (s. I1.4) induzieren ldsst und nach Restimula-
tion mit E. coli oder S. aureus eine veranderte Reaktivitit des Wirtgewebes vor-

liegt.

2.1.1. Chemotaxisassay
Nach der Stimulation der Explants wurden die Uberstinde mit Hilfe eines Chemota-

xisassays auf das Vorhandensein von chemotaktisch aktiven Stoffen untersucht.

Es wurden die Anzahl migrierter PMN pro 100 pl jedes Uberstands durchflusszy-
tometrisch gemessen (s. I11.3.3.4). Fiir die Auswertung wurde jeweils der prozen-
tuale Anteil der PMN an der Anzahl gemessener PMN der jeweiligen Positivkon-
trolle derselben Transmigrationskammer verwendet (relative Transmigrationsrate).
Als Positivkontrolle wurden in diesem Versuch 100 ng/ml IL-8 (s. I11.3.3.3) ver-
wendet. Als eine der Negativkontrollen wurde je ein Well pro Platte nur mit Me-
dium (ohne Explant) mitgefiihrt, welches hinsichtlich der relativen Transmigrati-
onsrate im Median 4,13 % der Positivkontrolle entsprach. Die relative Transmigra-
tionsrate des mit den unstimulierten Explants mit inkubierten Uberstandes (weitere
Negativkontrolle, s. I11.3.2.5) zeigte flir die Lokalisation der Zitzenzisterne einen
Median von 3,43 % und fiir das Euterparenchym von 3,385 % (s. Abbildung 15,
Ansatz M)

Euterparenchym (EP)

Durch die Stimulation mit LPS lief sich kein signifikanter Unterschied im Ver-
gleich zum Medium feststellen (s. Abbildung 15). Eine Stimulation mit E. coli

fiihrte jeweils zu einer hoch signifikanten (p <0,01) Steigerung der relativen
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Transmigrationsrate. In den Uberstiinden von Explants, die entweder nur mit S. au-
reus stimuliert worden waren oder mit LPS (1 pg/ml) prastimuliert und mit S. au-
reus restimuliert worden waren war jedoch kein signifikanter Anstieg der relativen
Transmigrationsrate messbar. Eine Prastimulation der Explants mit 20 pg/ml LPS
und eine Restimulation mit S. aureus hingegen fiihrte zu einer hochst signifikanten
(p <0,001) Uberschreitung des Ansatzes mit S. aureus und des Ansatzes mit Me-
dium und einer hoch signifikanten (p < 0,01) Steigerung der Transmigrationsrate
gegeniiber dem Ansatz, in dem die Explants mit LPS (1 pg/ml) préstimuliert und
mit S. aureus restimuliert worden waren. Eine einfache Stimulation der Explants
mit E. coli fiilhrte zu einer hochst signifikant (p <0,001) gesteigerten relativen
Transmigrationsrate im Vergleich zu Uberstinden S. aureus-stimulierter Explants.
Unabhéngig davon, ob die Explants priastimuliert worden waren unterschieden sich
die Ansitze, die mit E. coli koinkubiert worden waren nicht signifikant untereinan-
der. Weiterhin zeigten Ansétze, die mit E. coli koinkubiert worden waren eine sig-
nifikant hohere Transmigrationsrate im Vergleich zu Ansétzen die nur mit LPS

(LPS 1, p<0,001; LPS 20, p <0,01) koinkubiert worden waren.
Zitzenzisterne (ZZ)

Durch die Stimulation der Explants mit LPS lief3 sich nur mit 20 ug/ml ein signifi-
kanter Unterschied (p = 0,004) der Transmigrationsrate gemessener Kulturiiber-
stainde im Vergleich zu unstimulierten Explants feststellen. Eine Stimulation der
Explants der Zitzenzisterne mit E. coli oder S. aureus fiihrte invariant zu einer sig-
nifikanten Steigerung der Transmigrationsrate untersuchter Kulturiiberstinde ge-
geniiber unstimulierter (p < 0,001) und LPS-stimulierter (p < 0,05) Explants, unab-
héngig davon, ob die Explants mit LPS préstimuliert waren, oder nicht. Es gibt kei-
nen signifikanten Unterschied zwischen Ansdtzen, die als Stimulus E. coli oder

S. aureus enthalten hatten.

Insgesamt wies die Lokalisation Zitzenzisterne im Vergleich zum Euterparenchym
eine starkere Reaktivitit auf (s. Abbildung 15). Verglich man die Transmigrations-
raten der Uberstiinde des Euterparenchyms mit den Uberstinden der Zitzenzisterne
so konnte festgestellt werden, dass der prozentuale Anteil gewanderter PMN bei
Uberstiéinden der Zitzenzisterne grundsitzlich héher lag. Dieser Unterschied zeigte
sich hoch signifikant (p<0,01) bei den Zusdtzen LPS 1 pg/ml mit E. coli,
LPS 20 pg/ml mit E. coli, S. aureus und LPS 1 pg/ml mit S. aureus.
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Abbildung 15: Einfluss der Restimulation mammiirer Explants auf die Migra-

tionsrate boviner PMN in deren Kulturiiberstinde

Dargestellt als Boxplot ist die Expression der mRNA nach der Umschreibung in cDNA (Kopien/ul).

Zusdtzlich zu den Boxplots sind die Ausreifier als schwarze Punkte und die Konfidenzintervalle ab-

gebildet. Lokalisationen: EP = Euterparenchym (n = 8); ZZ = Zitzenzisterne (n = 12). Als Zusdtze

wurden  verwendet: M = Medium, LI = LPS1ug/ml, L20= LPS20ug/mi,

Ec = E. coli (10° KBE/ml, hitzeinaktiviert), L1Ec = LPS I ug/ml und Restimulation mit E. coli

(10° KBE/ml, hitzeinaktiviert), L20Ec = LPS 20 ug/ml und Restimulation mit E. coli (10° KBE/ml,

hitzeinaktiviert), Sa = S. aureus (10° KBE/ml, hitzeinaktiviert), L1Sa = LPS I ug/ml und Restimu-

lation mit S. aureus (10° KBE/ml, hitzeinaktiviert), L20Sa = LPS 20 ug/ml und Restimulation mit

S. aureus (10° KBE/ml, hitzeinaktiviert). Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den einzel-

nen Zusdtzen sind durch unterschiedliche Buchstaben gekennzeichnet. Statistisch signifikante Un-

terschiede zwischen den unterschiedlichen Geweben sind folgendermaflen abgebildet:

*=p<0,05-001 * =p<0,0]-0,001 **=p< 0,001

2.1.2.  Expression ausgewihlter Kandidatengene (RT-qPCR)

Um einen indirekten Nachweis relevanter Zellprodukte zu erhalten wurde die
mRNA des untersuchten Gewebes isoliert, in cDNA umgeschrieben und auf eine
Konzentration 200 ng/ul verdiinnt. AnschlieBend wurde eine qPCR durchgefiihrt.
Die Bestimmung der Menge der ampilfizierten DNA wurde mittels absoluter Quan-
tifizierung vorgenommen (s. I11.3.4). Zur statistischen Berechnung und Darstellung
wurden die Kopien pro pl logarithmiert. Untersucht wurden /L-1 S, CXCLS8 und
IL-6, TNF und die antimikrobiellen Faktoren LAP und S710049. Ausgewertet wurde
jeweils die Expression der unterschiedlichen Ansitze innerhalb der beiden Lokali-
sationen EP und ZZ des Explantmodells (s. I11.3.2.5) und die Expression der ein-

zelnen Ansitze im Lokalisationsvergleich.
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Im Vorfeld der RT-qPCR wurde die Qualitidt der mRNA iiberpriift. Anhand einer
automatisierten Elektrophorese wurde der RQI-Wert der mRNA der einzelnen Pro-
ben bestimmt (s. 0). Der Median aller gemessenen RQI-Werte lag bei den Proben
des Euterparenchyms bei 7,2, wobei der Median innerhalb eines Tieres immer > 5,9
betrug. In der Zitzenzisterne lagen die Werte grundsatzlich hoher (Median von 9,7)
und der Median innerhalb eines Tieres betrug immer > 9,5. Es war kein Einfluss

der einzelnen Stimulations-Zusétze auf die RNA-Qualitdt messbar.

Verglich man die Basisexpression der einzelnen Gene innerhalb der Gewebe unter-
einander, so konnten vor allem im Euterparenchym grof3e interindividuelle Unter-
schiede festgestellt werden. CXCLS8 wurde in beiden Gewebe-Lokalisationen
hochst signifikant (p < 0,001) hoher exprimiert, als alle anderen untersuchten Gene,
wobei in der Zitzenzisterne S100A9 auf einem annéhernd gleich hohen Niveau ex-
primiert wurde. Im Euterparenchym wurden die Gene LAP, IL-1f und TNF hochst
signifikant (p <0,001) niedriger exprimiert, als die iibrigen untersuchten Gene.
TNF wurde auch in der Zitzenzisterne hochsignifikant (p < 0,001) niedriger expri-

miert, als die librigen untersuchten Gene.
Interleukin-8/ CXC-Motiv-Chemokin 8 (CXCLS)

Sowohl im Euterparenchym, als auch in der Zitzenzisterne konnte eine hoch signi-
fikante (EP p <0,01) bis hochst signifikante (ZZ p <0,001) Expression von
CXCL8 durch Stimulation mit allen verwendeten Zusétzen ausgelost werden. Ver-
glichen mit den anderen untersuchten Genen wurde CXCLS8 nach Stimulation der
eingesetzten Zusitze mit einer 80-fachen Steigerung der Basisexpression nach Zu-
satz von E. coli am hochsten exprimiert. Durch den Zusatz von E. coli steigert sich
in beiden Geweben die Expression von CXCL8 im Vergleich zum Zusatz von
LPS 1 pg/ml signifikant (EP p = 0,029, ZZ p = 0,005). In der Zitzenzisterne wurde
auBlerdem eine signifikant hohere Expression von CXCLS8 (p = 0,014) nach Stimu-
lation mit E. coli als nach der Stimulation von LPS 1 pg/ml mit Restimulation von
S. aureus gemessen. Die Expression des Gens innerhalb der einzelnen Zusitze
wurde in beiden Lokalisationen dhnlich hoch. Das Gen wurde innerhalb der einzel-
nen Zusétze vergleichbar hoch exprimiert, so dass kein signifikanter Unterschied

messbar war (s. Abbildung 16).
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Abbildung 16: CXCLS8-Expression in unstimulierten, einfach stimulierten und
restimulierten mamméren Explants

Dargestellt als Boxplot ist die Expression der mRNA nach der Umschreibung in cDNA (Kopien/ul).
Zusdtzlich zu den Boxplots sind die Ausreifier als schwarze Punkte und die Konfidenzintervalle ab-
gebildet. Lokalisationen: EP = Euterparenchym (n = 8); ZZ = Zitzenzisterne (n = 12). Als Zusdtze
wurden  verwendet: M = Medium, LI = LPS1ug/ml, L20= LPS20ug/mi,
Ec =E. coli (10° KBE/ml, hitzeinaktiviert), LI1Ec = LPS I ug/ml und Restimulation mit E. coli
(10° KBE/ml, hitzeinaktiviert), L20Ec = LPS 20 ug/ml und Restimulation mit E. coli (10° KBE/ml,
hitzeinaktiviert), Sa = S. aureus (10° KBE/ml, hitzeinaktiviert), L1Sa = LPS I ug/ml und Restimu-
lation mit S. aureus (10° KBE/ml, hitzeinaktiviert), L20Sa = LPS 20 ug/ml und Restimulation mit
S. aureus (10° KBE/ml, hitzeinaktiviert). Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den einzel-
nen Zusdtzen sind durch unterschiedliche Buchstaben gekennzeichnet. Statistisch signifikante Un-
terschiede zwischen den unterschiedlichen Geweben sind folgendermafien abgebildet:

*=p<0,05-001 * =p<0,0]-0,001 **=p< 0,001

Interleukin-1p (Il-1p)

Die Expression von /L-1f konnte durch Zugabe der Stimulations-Zusitze in beiden
untersuchten Lokalisationen hochst signifikant (p < 0,001) gesteigert werden. Wih-
rend die Expression von /L-1f in der Zitzenzisterne nach Stimulation mit E. coli
signifikant (p= 0.026) hoher war, als die Expression nach Stimulation mit
LPS I pg/ml und LPS 20 pg/ml, konnten in diesem Gewebe keine weiteren signi-
fikanten Unterschiede in der Expression gemessen werden. Im Euterparenchym war
die Expression nach Stimulation mit E. coli signifikant hoher, als nach Zugabe von
LPS 1 pg/ml, S. aureus und S. aureus mit LPS 1 pg/ml. Die Zugabe von
LPS 1 pg/ml war hoch signifikant (p = 0,001) niedriger, als nach der Restimulation
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mit E. coli. Verglich man die Lokalisationen miteinander, konnte festgestellt wer-
den, dass die Expression von /L-1f nach Stimulation in der Zitzenzisterne hochst

signifikant (p < 0,001) hoher lag, als im Euterparenchym (s. Abbildung 17).
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Abbildung 17: IL-1B-Expression in unstimulierten, einfach stimulierten und
restimulierten mamméren Explants

Dargestellt als Boxplot ist die Expression der mRNA nach der Umschreibung in cDNA (Kopien/ul).
Zusdtzlich zu den Boxplots sind die Ausreifier als schwarze Punkte und die Konfidenzintervalle ab-
gebildet. Lokalisationen: EP = Euterparenchym (n = 8); ZZ = Zitzenzisterne (n = 12). Als Zusdtze
wurden  verwendet: M = Medium, LI = LPS1ug/ml, L20= LPS20ug/mi,
Ec =E. coli (10° KBE/ml, hitzeinaktiviert), LI1Ec = LPS I ug/ml und Restimulation mit E. coli
(10° KBE/ml, hitzeinaktiviert), L20Ec = LPS 20 ug/ml und Restimulation mit E. coli (10° KBE/ml,
hitzeinaktiviert), Sa = S. aureus (10° KBE/ml, hitzeinaktiviert), L1Sa = LPS I ug/ml und Restimu-
lation mit S. aureus (10° KBE/ml, hitzeinaktiviert), L20Sa = LPS 20 ug/ml und Restimulation mit
S. aureus (10° KBE/ml, hitzeinaktiviert). Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den einzel-
nen Zusdtzen sind durch unterschiedliche Buchstaben gekennzeichnet. Statistisch signifikante Un-
terschiede zwischen den unterschiedlichen Geweben sind folgendermafien abgebildet:

*=p<0,05-001 * =p<0,0]-0,001 **=p< 0,001

Tumornekrosefaktor- o (TNF-a)

Die Expression von TNF war an beiden Lokalisationen auf einem sehr niedrigen
Niveau. In beiden Geweben wurde die Basisexpression ausschlieBlich durch die
Stimulation mit S. aureus und mit LPS 20 und der anschlieBenden Restimulation
von S. aureus signifikant (p < 0,05) tiberschritten, wobei die Stimulation mit . coli
in der Zitzenzisterne ebenfalls zu einer signifikanten (p < 0,05) Steigerung der Ex-

pression fiihrte. Innerhalb der einzelnen Gewebe bestand kein weiterer signifikanter
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Unterschied in der Expression von TNF zwischen den unterschiedlichen Zusétzen.
Des Weiteren lief3 sich auch zwischen Zitzenzisterne und Euterparenchym kein sig-
nifikanter Unterschied innerhalb der einzelnen Zusitze feststellen (s. Abbil-

dung 18).
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Abbildung 18: TNF-a -Expression in unstimulierten, einfach stimulierten und

restimulierten mamméren Explants

Dargestellt als Boxplot ist die Expression der mRNA nach der Umschreibung in cDNA (Kopien/ul).
Zusdtzlich zu den Boxplots sind die Ausreifier als schwarze Punkte und die Konfidenzintervalle ab-
gebildet. Lokalisationen: EP = Euterparenchym (n = 8); ZZ = Zitzenzisterne (n = 12). Als Zusdtze
wurden  verwendet: M = Medium, LI = LPS1ug/ml, L20= LPS20ug/ml,
Ec =E. coli (10° KBE/ml, hitzeinaktiviert), LI1Ec = LPS I ug/ml und Restimulation mit E. coli
(10° KBE/ml, hitzeinaktiviert), L20Ec = LPS 20 ug/ml und Restimulation mit E. coli (10° KBE/ml,
hitzeinaktiviert), Sa = S. aureus (10° KBE/ml, hitzeinaktiviert), L1Sa = LPS 1 ug/ml und Restimu-
lation mit S. aureus (10° KBE/ml, hitzeinaktiviert), L20Sa = LPS 20 ug/ml und Restimulation mit
S. aureus (10° KBE/ml, hitzeinaktiviert). Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den einzel-
nen Zusdtzen sind durch unterschiedliche Buchstaben gekennzeichnet. Statistisch signifikante Un-
terschiede zwischen den unterschiedlichen Geweben sind folgendermafien abgebildet:

*=p<0,05-001 * =p<0,0]-0,001 **=p< 0,001

Interleukin-6 (IL-6)

In Explants des Euterparenchyms wurde die Expression von /L-6 nur durch einfa-
che Stimulation mit E. coli, Stimulation mit LPS 1 pg/ml und Restimulation mit
E. coli und LPS 20 pg/ml und Restimulation mit S. aureus signifikant (p < 0,05)
induziert (s. Abbildung 19). Alle weiteren Ansétze zeigten aufgrund hoher Varianz

keinen signifikanten Unterschied zur Mediumkontrolle. Die Expression von IL-6
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konnte durch Zugabe der Stimulations-Zusétze in Explants der Zitzenzisterne inva-
riant hochst signifikant (p < 0,001) gesteigert werden. /L-6 wurde in beiden Loka-
lisationen nach Stimulation mit E. coli signifikant (p < 0,05) hoher exprimiert, als
nach Stimulation mit S. aureus und nach Stimulation mit LPS 1 pg/ml und Resti-
mulation mit S. aureus. Verglich man die Expression des Gens in der Zitzenzis-
terne, wenn 1 pg/ml LPS mitinkubiert wurde mit den Zusétzen E. coli und
LPS 20 pg/ml mit Restimulation durch E. coli konnte eine signifikante (p < 0,05)
Steigerung erkannt werden. Die Basisexpression fiir /L-6 war in der Zitzenzisterne
signifikant (p =0,001) hoher im Vergleich zum Euterparenchym. Des Weiteren
fand eine signifikante (p = 0,02) Steigerung der Expression in der Zitzenzisterne

unter dem Zusatz von LPS 20 pg/ml mit E. coli im Vergleich zum Euterparenchym

statt (s. Abbildung 19).
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Abbildung 19: IL-6-Expression in unstimulierten, einfach stimulierten und re-
stimulierten mamméren Explants

Dargestellt als Boxplot ist die Expression der mRNA nach der Umschreibung in cDNA (Kopien/ul).
Zusdtzlich zu den Boxplots sind die Ausreifier als schwarze Punkte und die Konfidenzintervalle ab-
gebildet. Lokalisationen: EP = Euterparenchym (n = 8); ZZ = Zitzenzisterne (n = 12). Als Zusdtze
wurden  verwendet: M = Medium, LI = LPS1ug/ml, L20= LPS20ug/mi,
Ec =E. coli (10° KBE/ml, hitzeinaktiviert), LI1Ec = LPS I ug/ml und Restimulation mit E. coli
(10° KBE/ml, hitzeinaktiviert), L20Ec = LPS 20 ug/ml und Restimulation mit E. coli (10° KBE/ml,
hitzeinaktiviert), Sa = S. aureus (10° KBE/ml, hitzeinaktiviert), L1Sa = LPS 1 ug/ml und Restimu-
lation mit S. aureus (10° KBE/ml, hitzeinaktiviert), L20Sa = LPS 20 ug/ml und Restimulation mit
S. aureus (10° KBE/ml, hitzeinaktiviert). Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den einzel-
nen Zusdtzen sind durch unterschiedliche Buchstaben gekennzeichnet. Statistisch signifikante Un-
terschiede zwischen den unterschiedlichen Geweben sind folgendermafien abgebildet:

*=p<0,05-001 * =p<0,0]-0,001 **=p< 0,001
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Linguales antimikrobielles Peptid (LAP)

Die Expression des Gens LAP wurde im Euterparenchym durch Stimulation und
Restimulation nur teilweise und nicht signifikant gesteigert. In der Zitzenzisterne
konnte die Expression von LAP durch Stimulation aller Zusdtze im Vergleich zur
Basisexpression hochst signifikant (p < 0,001) gesteigert werden. Innerhalb der Lo-
kalisationen war die Expression von LAP bei allen Zusdtzen auf dhnlichem Niveau,
somit gab es keine signifikanten Unterschiede. Die Expression des Gens war bei
allen Zusdtzen in der Zitzenzisterne jedoch hoch signifikant (p <0,001) hoher

messbar, als im Euterparenchym (s. Abbildung 20).
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Abbildung 20: LAP-Expression in unstimulierten, einfach stimulierten und re-
stimulierten mammiiren Explants

Dargestellt als Boxplot ist die Expression der mRNA nach der Umschreibung in cDNA (Kopien/ul).
Zusdtzlich zu den Boxplots sind die Ausreifier als schwarze Punkte und die Konfidenzintervalle ab-
gebildet. Lokalisationen: EP = Euterparenchym (n = 8); ZZ = Zitzenzisterne (n = 12). Als Zusdtze
wurden  verwendet: M = Medium, LI = LPS1ug/ml, L20= LPS20 ug/ml,
Ec =E. coli (10° KBE/ml, hitzeinaktiviert), LIEc = LPS 1 ug/ml und Restimulation mit E. coli
(10° KBE/ml, hitzeinaktiviert), L20Ec = LPS 20 ug/ml und Restimulation mit E. coli (10° KBE/ml,
hitzeinaktiviert), Sa = S. aureus (10° KBE/ml, hitzeinaktiviert), L1Sa = LPS 1 ug/ml und Restimu-
lation mit S. aureus (10° KBE/ml, hitzeinaktiviert), L20Sa = LPS 20 ug/ml und Restimulation mit
S. aureus (10° KBE/ml, hitzeinaktiviert). Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den einzel-
nen Zusdtzen sind durch unterschiedliche Buchstaben gekennzeichnet. Statistisch signifikante Un-
terschiede zwischen den unterschiedlichen Geweben sind folgendermaflen abgebildet: * = p < 0,05

-0,01, ¥ =p < 0,01 -0,001, ***=p < 0,001
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S100-Protein A9 (S10049)

In beiden Lokalisationen wurde durch die Stimulation anhand der eingesetzten Zu-
sétze eine signifikante (p < 0,05) Expressionssteigerung des Gens S100A9 erreicht,
wobei der Zusatz von S. aureus im Euterparenchym nur die Tendenz einer Steige-
rung aufwies. Sowohl im Euterparenchym, als auch in der Zitzenzisterne konnten
keine weiteren signifikanten Unterschiede in der Expression von S70049 zwischen
den einzelnen Zusitzen innerhalb der Gewebe festgestellt werden. Die Expression
von S10049 in der Zitzenzisterne war bei allen Zusdtzen hochst signifikant
(p <0,001) hoher ausgeprigt, als im Euterparenchym (s. Abbildung 21).
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Abbildung 21: S7100A49-Expression in unstimulierten, einfach stimulierten und
restimulierten mammiren Explants

Dargestellt als Boxplot ist die Expression der mRNA nach der Umschreibung in cDNA (Kopien/ul).
Zusdtzlich zu den Boxplots sind die AusreifSer als schwarze Punkte und die Konfidenzintervalle ab-
gebildet. Lokalisationen: EP = Euterparenchym (n = 8); ZZ = Zitzenzisterne (n = 12). Als Zusdtze
wurden  verwendet: M = Medium, LI = LPS1ug/ml, L20= LPS20 ug/ml,
Ec =E. coli (10° KBE/ml, hitzeinaktiviert), LIEc = LPS I ug/ml und Restimulation mit E. coli
(10° KBE/ml, hitzeinaktiviert), L20Ec = LPS 20 ug/ml und Restimulation mit E. coli (10° KBE/ml,
hitzeinaktiviert), Sa = S. aureus (10° KBE/ml, hitzeinaktiviert), L1Sa = LPS 1 ug/ml und Restimu-
lation mit S. aureus (10° KBE/ml, hitzeinaktiviert), L20Sa = LPS 20 ug/ml und Restimulation mit
S. aureus (10° KBE/ml, hitzeinaktiviert). Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den einzel-
nen Zusdtzen sind durch unterschiedliche Buchstaben gekennzeichnet. Statistisch signifikante Un-
terschiede zwischen den unterschiedlichen Geweben sind folgendermaflen abgebildet: * = p < 0,05

-0,01, ¥ =p < 0,01 -0,001, ***=p < 0,001
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2.1.3. Festlegung der Sauerstoffkonzentration bei der Uberpriifung der
Stoffwechselaktivitit
Zur Anpassung des Explantmodells an die physiologischen Bedingungen im Kor-
per wurden Vorversuche mit Anpassung der Sauerstoffkonzentration im Inkubator
durchgefiihrt. Vergleichend wurden die Explants bei Konzentrationen von 5,5 %
und ca. 16 % Sauerstoff inkubiert. Angegeben wurde die Stoffwechselaktivitét in
Prozent, wobei der Median aller OD drei Stunden nach Inkubationsbeginn als
100 % gesetzt wurde (s. I11.3.2.6). Innerhalb der Sauerstoffkonzentrationen waren
die Ergebnisse der beiden untersuchten Zusétze LPS 20 pg/ml mit E. coli und Me-
dium normalverteilt, weshalb sie im Folgenden zusammengefasst untersucht wur-

den.

Die Stoffwechselaktivitdt der Zitzenzisterne lag bei beiden Sauerstoffkonzentratio-
nen deutlich iiber 50 %, wobei sie bei 5,5 % Sauerstoff mit 156 % hoch signifikant
(p <0,001) hoher lag, als bei ca. 16 % Sauerstoff, wo diese 80 % betrug. Wahrend
der Farbumschlag der Negativkontrolle bei 5,5 % Sauerstoff hoch signifikant {iber-
schritten wurde, war der Unterschied zur Negativkontrolle bei 16 % Sauerstoff

nicht signifikant (s. Abbildung 22).
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Abbildung 22: Stoffwechselaktivitiit der Zitzenzisterne bei ca. 16 % und 5,5 %
Sauerstoff vergleichend

OD(%) = Optische Dichte nach WST-8-Zusatz gemessen bei 600 nm zu Stunde 30 in Prozent bezo-
gen auf den Median zu Stunde 3, 16 % NK = Stoffwechselaktivitit als optische Dichte in Prozent
der Negativkontrolle bei einer Sauerstoffkonzentration von 16 %, 16 % Explants = Stoffwechselak-
tivitdt als optische Dichte in Prozent der Explants bei einer Sauerstoffkonzentration von 16 %, 5,5 %
NK = Stoffwechselaktivitdt als optische Dichte in Prozent der Negativkontrolle bei einer Sauerstoff-
konzentration von 5,5 %, 5,5 % Explants = Stoffwechselaktivitit als optische Dichte in Prozent der
Explants bei einer Sauerstoffkonzentration von 5,5 %, Zusdtzlich zu den Boxplots sind die Konfiden-

zintervalle abgebildet.

Im Eutergewebe erreichte die Stoffwechselaktivitét bei einer Sauerstoffkonzentra-
tion von 5,5 % den Median von 56 % und tiberschritt hoch signifikant (p <0,001)
den Farbumschlag der Negativkontrolle. Bei einer Sauerstoffkonzentration von ca.
16 % konnte bei einem der drei Tiere bereits nach 3 h eine deutlich verringerte
Stoffwechselaktivitidt im Vergleich zu den anderen beiden Tieren und zur Stoff-
wechselaktivitét desselben Tieres bei 5,5 % Sauerstoff festgestellt werden. Der Me-
dian der Stoffwechselaktivitdt lag bei ca. 16 % Sauerstoff nur bei 41 % und somit
unter der Vitalitidtsgrenze von 50 %. Des Weiteren bestand bei dieser Sauerstoff-
konzentration kein signifikanter Unterschied zur Negativkontrolle. Die Stoffwech-
selaktivitidt war bei 5,5 % Sauerstoff hoch signifikant (p < 0,001) hoher, als bei
16 % Sauerstoff (s. Abbildung 23).
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Abbildung 23: Stoffwechselaktivitit im Euterparenchym bei ca. 16 % und
5,5 % Sauerstoff vergleichend

OD(%) = Optische Dichte nach WST-8-Zusatz gemessen bei 600 nm zu Stunde 30 in Prozent bezo-
gen auf den Median zu Stunde 3, 16 % NK = Stoffwechselaktivitit als optische Dichte in Prozent
der Negativkontrolle bei einer Sauerstoffkonzentration von 16 %, 16 % Explants = Stoffwechselak-
tivitdt als optische Dichte in Prozent der Explants bei einer Sauerstoffkonzentration von 16 %, 5,5 %
NK = Stoffwechselaktivitit als optische Dichte in Prozent der Negativkontrolle bei einer Sauerstoff-
konzentration von 5,5 %, 5,5 % Explants = Stoffwechselaktivitdt als optische Dichte in Prozent der
Explants bei einer Sauerstoffkonzentration von 5,5 %, Zusdtzlich zu den Boxplots sind die Konfiden-

zintervalle abgebildet.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde fiir die weiteren Versuche eine Sauerstoftkon-
zentration von 5,5 % gewihlt und fiir die komplette Inkubation der Explants ver-

wendet.

2.1.4. Stoffwechselaktivitit der Explants

Zur Verifizierung der Stoffwechselaktivitdt und somit auch der Vitalitit der Ex-
plants wurden diese mit allen Zusdtzen nach Protokoll von drei beprobten Tieren
jeweils am Anfang und am Ende der Inkubationszeit mit WST-8 inkubiert. Auch
hier wurde jeweils eine Negativkontrolle mitgefiihrt und der Median der OD der
Stunde drei wurde als 100 % festgelegt, da die gemessenen Werte unabhingig vom
Zusatz eine Normalverteilung aufwiesen (s. I111.3.2.6). Es konnte auch zu Stunde
dreiBig kein Unterschied zwischen den einzelnen Zusitzen festgestellt werden,

weshalb sie zusammenfassend ausgewertet wurden.
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Die Stoffwechselaktivitdt lag im Euterparenchym mit einem Median von ebenfalls
56 % tiber der gesetzten Vitalititsgrenze von 50 % der Stoffwechselaktivitit von
Stunde drei. Sie wies jedoch keinen signifikanten Unterschied (p = 0,067) zur Ne-
gativkontrolle auf. In der Zitzenzisterne wurde eine Stoffwechselaktivitit von
149 % erreicht. Sie libertraf somit sowohl die Stoffwechselaktivitit des Euterpa-

renchyms, als auch die Negativkontrolle hoch signifikant (p < 0,001).

In der Zitzenzisterne war die Stoffwechselaktivitit hoch signifikant (p < 0,001) ho-
her, als im Euterparenchym, es konnte jedoch bei beiden Lokalisationen von vita-

lem Gewebe ausgegangen werden (s. Abbildung 24).
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Abbildung 24: Stoffwechselaktivitiat der Explants im Euterparenchym und in
der Zitzenzisterne

OD(%) = Optische Dichte nach WST-8-Zusatz gemessen bei 600 nm zu Stunde 30 in Prozent bezo-
gen auf den Median zu Stunde 3, EP NK = Stoffwechselaktivitdt als optische Dichte in Prozent der
Negativkontrolle des Euterparenchyms, EP Explants = Stoffwechselaktivitit als optische Dichte in
Prozent von Uberstinden des Euterparenchyms, ZZ NK = Stoffwechselaktivitit als optische Dichte
in Prozent der Negativkontrolle der Zitzenzisterne, ZZ Explants = Stoffwechselaktivitdt als optische
Dichte in Prozent von Uberstinden der Zitzenzisterne, Zusdtzlich zu den Boxplots sind die Kon-

fidenzintervalle abgebildet.
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V. DISKUSSION

In der Milchviehhaltung stellt das Auftreten von Mastitiden flir Betriebe ein grof3es
wirtschaftliches Problem dar. Ein weiterer besorgniserregender Aspekt sind bisher
fehlende Therapiealternativen fiir den standardmaBigen Einsatz von Antibiotika, da
deren vermehrter Einsatz die Gefahr von Resistenzbildungen birgt. Die Schwere
einer Euterentziindung héngt stark von der Reaktivitdt des angeborenen Immunsys-
tems ab. Korpereigene antimikrobielle Peptide spielen in der Immunabwehr des bo-
vinen Euters gegeniiber pathogenen Keimen eine erhebliche Rolle. Ihre antimikro-
biellen Eigenschaften richten sich Dosis-abhédngig gegen unterschiedliche Erreger.
Dagegen kann eine hochgradige Entziindung mit massiver Zytokinausschiittung ne-
ben der erwiinschten Erregerabtdtung zu einer erheblichen Zerstérung des Euterge-
webes und einer ernsthaften Allgemeinerkrankung fithren. In dieser Arbeit wurde
die Wirkung ausgewaihlter euterspezifischer antimikrobieller Peptide (AMP) auf re-
levante Mastitispathogene beim Rind untersucht. Ein weiteres Ziel war es, die Aus-
wirkung wiederholter Stimulation von Eutergewebe mit Mastitispathogenen und
deren Bestandteilen auf die Ausschiittung von Zytokinen und antimikrobiellen Pep-
tiden hin zu untersuchen, um Riickschliisse auf die Pathogen-spezifische Modula-
tion einer Entziindungsreaktion ableiten zu konnen. Es sollte untersucht werden, ob
in vitro im Explantmodell der Zustand einer Endotoxintoleranz induziert werden
kann, wo bei einer verringerten Expression proinflammatorischer Faktoren gleich-

zeitig eine Hochregulation antimikrobieller Wirkstoffe erfolgt.

1. Einfluss rekombinanter antimikrobieller Peptide/Proteine

auf das Wachstum ausgewahlter Mastitiserreger

Die Mastitis des Rindes kann durch eine Vielzahl verschiedener Erreger ausgelost
werden. Zu den hiufigsten und wirtschaftlich bedeutsamsten Mastitispathogenen
zahlen die bakteriellen Spezies Sc. uberis, S. aureus und E. coli. Fiir schwere klini-
sche Mastitiden mit systemischem Endotoxin-vermitteltem Schock sind haufig
Umweltinfektionen mit E. coli verantwortlich, wahrend S. aureus oftmals wieder-
kehrende, subklinische Mastitiden mit einer Erh6hung der Milchzellzahl hervorrutft.
Sc. uberis kann als hdufiger Umwelterreger mit infektiosem Potential in (deut-
schen) Milchviehbetrieben sowohl zu subklinischen, wiederkehrenden Mastitiden,

als auch zu akuten Erkrankungen fithren (HILL, 1988; WILLIAMSON et al., 1995;
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ZADOKS etal., 2001). Deshalb wurden fiir die Untersuchung der Wirksamkeit von
AMP gegeniiber relevanten Mastitiserregern die Stimme E. coli 1303, S. aureus 1027
und Sc. uberis 01407 verwendet, die jeweils aus infizierten und erkrankten Tieren
isoliert und bereits fiir eine Vielzahl von Untersuchungen im Rahmen der Mastitis-
forschung beim Rind eingesetzt wurden (PETZL et al., 2008; GUNTHER et al.,
2009; GUNTHER et al., 2011; PETZL et al., 2012; KRENITZ, 2018; MACIAS
LUACES, 2019). Dies sollte ein moglichst hohes Mal3 an Vergleichbarkeit zwi-
schen den zahlreichen /n-vivo- und In-vitro-Studien herstellen. Die bakterielle
Wachstumsrate kann durch unterschiedliche Verfahren bestimmt werden. Uber die
Anfertigung von Verdiinnungsreihen und das mehrfache Ausplattieren der Suspen-
sion lassen sich die KBE durch Auszdhlung nach der Inkubation bestimmen
(SIEUWERTS et al., 2008). Sowohl technisch und finanziell weniger aufwendig,
als auch einfacher umsetzbar stellt sich die regelméBige photometrische Messung
der OD mit Hilfe eines Microplatereaders dar. Hierliber konnen z. B. in der Routi-
nediagnostik die minimalen Hemmstoffkonzentrationen von Antibiotika bestimmt
werden (BOLLENBACH et al., 2009; KUROKAWA & YING, 2017; MATSUE et
al., 2019). Um das Wachstumsverhalten unter Laborbedingungen zu ermitteln und
Kontaminationen zu erkennen und zu vermeiden wurden im Vorfeld der Versuchs-
ansétze wiederholt die Wachstumskurven der in dieser Studie eingesetzten Bakte-
rienstimme gemessen. Gleichzeitig wurden regelmifBige Kontrollen durch erneutes
Ausplattieren der eingesetzten Bakterienstimme nach Versuchsende durchgefiihrt.
Die hier angewandte Methode des Time-Kill-Assays wurde innerhalb der Arbeits-
gruppe bereits von KRENITZ (2018) etabliert und ist vergleichbar mit Protokollen
anderer Arbeitsgruppen (RAMANI et al., 2014; ROGERS et al., 2022). KRENITZ
(2018) konnte einen direkten Zusammenhang zwischen der KBE und dem Anstieg
der OD bei der photometrischen Messung feststellen, weshalb im Rahmen dieser
Arbeit fast ausschlieflich die Messung der OD zur Analyse des bakteriellen Wachs-
tums herangezogen wurde. Auf diese Weise konnten iiber sechs Stunden bis zur
Verlangsamung der exponentiellen Phase die jeweiligen Wachstumskurven mittels
stiindlicher Messung aufgezeichnet werden (s. I11.3.1). Der Versuchsaufbau erlaubt
eine vergleichende Analyse der einzelnen Wachstumskurven mit unterschiedlichen
Zusétzen von AMP innerhalb der Versuchsreihe, wobei eine Unterscheidung zwi-
schen toten und lebenden Bakterien nicht moglich ist. Da bisher noch keine einheit-
liche etablierte Methodik fiir antimikrobielle Aktivitdt von AMP verwendet wird,

ist ein direkter Vergleich oft schwierig, wodurch absolute Aussagen iiber die
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Bakterienhemmung nur innerhalb des jeweiligen Versuchsaufbaus moglich sind
(SCHONWETTER et al., 1995; WIEDOW et al., 1998; YANG et al., 2003; JOLY
etal., 2004; LUTZOW et al., 2008; KRENITZ, 2018; ROGERS et al., 2022). Trotz
dieser Nachteile stellt der hier eingesetzte Time-Kill-Assay eine zuverldssige und
technisch gut umsetzbare Moglichkeit dar, innerhalb kurzer Zeit den Einfluss vieler
AMP auf Erreger zu untersuchen (STEVENSON et al., 2016; KRISHNAMURTHI
etal., 2021). Als relevante Kandidaten wurden AMP ausgewahlt, die physiologisch
im bovinen Euter vorkommen und im Rahmen von Entziindungsreaktionen bekann-
termallen auf mRNA-Ebene heraufreguliert werden. Neben den Defensinen DEFB1
und LAP wird bei der bovinen Mastitis unter anderem die Expression der S100-Pro-
teine S1I00A9, S100A8/A9 und S100A12, von SLPI und des Chemokins CCL20
signifikant gesteigert (TETENS et al., 2010; BOUGARN et al., 2011; GUNTHER
et al., 2012; SMOLENSKI et al., 2015; GUNTHER et al., 2017b; ZHONG et al.,
2018). Neben ihrer Rolle als aktive Immunmodulatoren fiir das angeborene Immun-
system, besitzen diese eine breite antimikrobielle Wirksamkeit (HILCHIE et al.,
2013). Die verwendeten Konzentrationen wurden experimentell im Sinne einer Do-
sis-Wirkungs-Kinetik ermittelt, da bisher nur wenige publizierte Daten zu Konzent-
rationen der untersuchten AMP in der Milch, aber keine verldsslichen Angaben zur
Konzentration im bovinen Eutergewebe vorliegen (SEMBA, 2000; ISOBE et al.,
2009; SHINOZUKA et al., 2022). Weiterhin fand eine grobe Orientierung an den
Konzentrationen bisheriger Hemmversuche unter Beriicksichtigung der methodi-

schen Moglichkeiten statt (SCHONWETTER et al., 1995; KRENITZ, 2018).

Das Wachstumsverhalten der verwendeten Keime unterschied sich im verwendeten
Medium stark. Wéhrend E. coli iber den gemessenen Zeitraum die hochste optische
Dichte aufwies, erreichten S. aureus und Sc. uberis geringere Werte (s. IV.1). In
erneuten Vorversuchen wurde mit der Verwendung von BHI-Bouillon zwar eine
geringgradige Verbesserung des Wachstums aller Bakterienstimme gemessen, je-
doch trat gleichzeitig eine sehr hohe Varianz auf. Wéhrend LB-Medium mit
10 g/l NaCl verglichen mit Milch einer an Mastitis erkrankten Kuh einen hohen
Salzgehalt besitzt, entspricht der pH-Wert von 7,0 +/- 0,2 anndhernd dessen Werten
(SALEEM et al., 2021). Auf Grund der stabilen Kultivierbarkeit und zum besseren
Vergleich mit vorangegangenen Untersuchungen im Hinblick auf die wachstums-
hemmenden Eigenschaften antimikrobieller Peptide wurde LB-Medium eingesetzt

(KRENITZ, 2018).
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P -Defensine

Als vielversprechender Kandidat der B-Defensine zur Einddmmung des Wachstums
von S. aureus stellte sich in dieser Versuchsreihe rtbDEFBI1 heraus. Bereits in Kon-
zentrationen ab 5 pg/ml wurde eine signifikante Verringerung der OD im Vergleich
zur Positivkontrolle festgestellt (s. IV.1.1). Da es sich hier um ein vergleichsweise
teures rekombinantes Peptid handelt konnte hier weder dessen Einfluss auf E. coli
und Sc. uberis, noch eine umfassende Dosis-Wirkungs-Kinetik untersucht werden.
Dieses aussichtsreiche Ergebnis und die Tatsache, dass zu diesem Peptid bisher
keine weiteren Ergebnisse verdffentlicht wurden, sollte Anlass fiir nachfolgende
Studien geben. Entgegen der Erwartung fiihrte die Zugabe von rbLAP und von
rbbLAP bei fast allen Pathogenen zu einer statistisch signifikanten Erh6hung der
OD in allen untersuchten Konzentrationen. Wéahrend bei rbLAP bei allen Bakterien
die OD analog zur Peptidkonzentration anstieg, sank die OD bei zunehmender Kon-
zentration von rbbLAP bei S. aureus. Einzig bei Sc. uberis lieB3 sich diese Wirkung
durch den Zusatz von rbbLAP in der vergleichsweise hoch eingesetzten Konzent-
ration von 40 ug/ml umkehren und eine Hemmung des Wachstums hervorrufen
(s. IV.1.3). Dieser Effekt kann zum einen durch eine Verianderung der Form und
der Oberflachenstruktur der Bakterien hervorgerufen werde, was zu einer vermehr-
ten Streuung des einstrahlenden Lichtes fiihren kann (STEVENSON et al., 2016).
Zum anderen konnte LAP bei gleichzeitig fehlender antimikrobieller Wirksamkeit
in vitro zu einer Aufwertung des Mediums fiihren und als Nahrstoff das Wachstum
der Pathogene fordern. Um die Ursache der erhohten OD sicher festzustellen wire
daher fiir zukiinftige Versuche mit LAP eine parallele Bestimmung der KBE erstre-
benswert. Bei klinischen und subklinischen Mastitiden steigt nicht nur die somati-
sche Zellzahl, sondern auch der Salzgehalt in Form von Na" und CI in der Milch
an (OGOLA et al., 2007; HUANG et al., 2022). Der Gehalt von NaCl im verwen-
deten LB-Medium (10 g/1) und anderer hiufig fiir Wachstumsstudien verwendeter
Medien, wie TSB (5 g/l) ist jedoch dennoch um ein Vielfaches hoher, als der mess-
bare Anteil an Ionen in Milch (ca. 0,9 g/l (EL ZUBEIR et al., 2005; OGOLA et al.,
2007) von Mastitis-Kiithen. Hohe Salzgehalte konnen die Wirkungsweise von De-
fensinen zusétzlich einschrinken, weshalb die hier durchgefiihrten Versuche zu-
sdtzlich noch mit anderen, weniger NaCl-haltigen Medien moglicherweise andere
Ergebnisse brichten (LEHRER & GANZ, 2002). Im Ubrigen sollte die Wachs-

tumshemmung von S. aureus und Sc. uberis auf Grund der tendenziell sinkenden
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OD mit zunehmender Peptidmenge zusétzlich mit hoheren Konzentrationen unter-
sucht werden. In dhnlichen Untersuchungen mit gleichem Medium, gleichen Bak-
terienstéimmen und demselben Photometer wurde bei allen Pathogenen eine signi-
fikante Wachstumshemmung erreicht (KRENITZ, 2018). Die Ursache dieser Dit-
ferenz konnte von verdanderten/unterschiedlichen Herstellungsbedingungen der an-
timikrobiellen Peptide, des Mediums oder von der Verwendung einer anderen
Charge der Peptide herriihren. Des Weiteren wurde in der vorliegenden Arbeit aus
Kostengriinden die eingesetzte Hochstkonzentration auf 40 ug/ml begrenzt, wobei
in der vorangegangenen Studie bereits ab 43 pg/ml eine signifikante Wachstums-
hemmung der drei Bakterienstimme aufgezeichnet werden konnte. Frithe Versuche
mit LAP zeigten fiir E. coli p3; eine MICs von 16 — 32 pg/ml und fiir S. aureus 29213
von 63 — 125 pg/ml (SCHONWETTER et al., 1995). Abweichungen der Bestim-
mungsmethoden, der Herstellung eingesetzter AMP und Bakterienstimme konnten
fiir die Unterschiede in den Ergebnissen also entscheidend sein. Mit Hilfe eines
radialen Diffusionsassays konnte sowohl eine antibakterielle Wirkung humaner 3-
Defensine, als auch von LAP gegen andere E. coli-Stimme festgestellt werden
(JOLY etal., 2004; ISOBE et al., 2009). JOLY et al. (2004) konnten mit Hilfe eines
radialen Diffusionsassays eine antibakterielle Wirkung humaner B-Defensine gegen
einen anderen E. coli-Stamm feststellen, wobei sie gleichzeitig Resistenzen anae-
rober Bakterien gegeniiber Defensinen messen konnten. Trotz der hohen Genkon-
servation und somit einer geringen Resistenzlage von AMP kann auch diese Mog-
lichkeit nicht komplett ausgeschlossen werden (VOUILLE et al., 1997; YEAMAN
& YOUNT, 2003; CHANU et al., 2018; MARON et al., 2022).

S100-Proteine

Die hier eingesetzten S100-Proteine zeigten grofles Potential das Wachstum der
Bakterien Pathogen- und Konzentrations-abhingig zu hemmen. Die humane Re-
kombinante des Heterodimers S100A8/A9 fiihrte nur bei E. coli zu einer signifi-
kanten Verringerung des Wachstums, wobei sich die Wachstumskurven aller Kon-
zentrationen jedoch der Positivkontrolle annéherten (s. IV.1.4). Innerhalb der un-
tersuchten S100-Proteine stellte sich tbS100A9 als Vertreter mit dem hochsten an-
timikrobiellen Potential dar. Wihrend bei S. aureus eine Konzentrations-abhingige
Verringerung der OD zu beobachten war, wurde das Wachstum von Sc. uberis in
allen Konzentrationen komplett unterbunden (s.IV.1.5). Mit dem Zusatz von

rbS100A12 konnten S. aureus und Sc. uberis mit zunechmender Konzentration
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signifikant gehemmt werden, wobei das Protein bei E. coli und in der niedrigsten
eingesetzten Dosis auch bei S. aureus zu einer Zunahme der OD fiihrte (s. IV.1.6).
LUTZOW et al. (2008) konnten anhand eines Bouillon-Mikrodilutionsassays
in vitro bei 620 nm iiber 18 h ab Konzentrationen von 12,5 pg/ml rbS100A12 eine
signifikante Verringerung des Wachstums von E. coli, aber nicht von S. aureus mes-
sen. Auch dieser Versuchsreihe kann bei S. aureus tendenziell eine Steigerung der
OD durch den Zusatz von S100A12 entnommen werden. Die antimikrobielle Wir-
kung der Proteine scheint somit nicht nur Pathogen-, sondern auch Stamm-abhéan-
gig zu sein. Im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Arbeit konnte bereits eine
direkte antimikrobielle Aktivitdt gegen S. aureus durch hrS100A8/A9 in Konzent-
rationen ab 25 pg/ml anhand eines Time-Kill-Assays nachgewiesen werden.
Gleichzeitig wurde die OD von S. aureus durch den Zusatz des Homodimers
S100A9 in der vorangegangenen Studie nicht verdndert. Fiir in vitro Ansitze, wo
nur die antimikrobiellen Eigenschaften der S100-Proteine zu tragen kommen und
keine Verstiarkung dieser Effekte durch Immunmodulation erreicht werden kann,
ist die Kombination des verwendeten Peptids und des Bakterienstamms somit wahr-
scheinlich ausschlaggebend fiir eine erfolgreiche Wachstumshemmung. Auch das
eingesetzte Kulturmedium ist entscheidend fiir die Wirkung. Da die antimikrobielle
Wirkung auf der Bildung von Chelatkomplexen beruht, ist sowohl die Konzentra-
tion von Ionen, wie Ca>" oder Zn*", als auch die Abwesenheit dieser bei der Isola-
tion der S100-Proteine fiir ihre Wirkung entscheidend (CORBIN et al., 2008). Fiir
das hier verwendete LB-Medium stehen vom Hersteller keine weiteren Mengenan-
gaben zu den enthaltenen lonen zur Verfiigung. Bereits STEINBAKK et al. (1990)
konnte bei der Kultivierung von S. aureus und E. coli mit SI00A8/A9 Unterschiede
der HemmhofgréBen bei der Verwendung unterschiedlicher Agarboden nachwei-
sen. Bei Versuchen mit Mueller-Hinton-Agar wurden mit den MHK von
256 pg/ml S100A8/A9 fiir E. coli und 46 ng/ml SI00A8/A9 fiir S. aureus deutlich
hohere Konzentrationen bendtigt, als in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden.
Werden die S100-Proteine im Organismus gebildet sorgen posttranslationale Ver-
anderungen fiir die Entstehung verschiedener Isoformen mit unterschiedlichen bio-
logischen Funktionen (VOGL et al., 2012). Abweichungen und Unterschiede bei
der synthetischen Herstellung oder von isolierten tierischen Proteinen konnen somit
ebenfalls eine Ursache fiir die abweichenden Ergebnisse unterschiedlicher Studien

darstellen, wie SINGH and ALI (2022) zusammenfassend darstellten.
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SLPI

Eine Stimulation der Ansdtze mit rhSLPI fiihrte bei allen Bakterien zu einer Stei-
gerung der OD, welche mit den Ergebnissen von LAP vergleichbar waren
(s. IV.1.7). In der Vergangenheit konnte anhand eines antibakteriellen Assays nach
2 h eine direkte antimikrobielle Aktivitdt von SLPI gegen S. aureus und E. coli ge-
messen werden, wobei die verwendeten Mengen mit 4,7 — 31,9 uM deutlich tliber
der hier eingesetzten Hochstmenge (umgerechnet 2,4 uM) lag. (HIEMSTRA et al.,
1996). WIEDOW et al. (1998) konnte bereits ab einer Konzentration von 2,5 uM
eine Verringerung des Wachstums von E. coli um 50 % verursachen, wobei die
Werte von S. aureus mit 4,5 uM ebenso deutlich dariiber lagen. In beiden Versu-
chen wurde mit TSB gearbeitet. Eine weitere Konzentrationserh6hung fiir Untersu-
chungen anhand des Time-Kill-Assays sollte somit in Zukunft in Betracht gezogen
werden, um eine fehlende Wirkung gegeniiber dieser Mastitispathogene sicher aus-
zuschliefen. Des Weiteren wurde auf Grund des fehlenden Angebots eine humane
Rekombinante des Peptids verwendet, wodurch eine abweichende Wirkung der bo-
vinen Rekombinante gegeniiber der bovinen Mastitispathogene mdglich wire. Wie
bei den Stimulationsansétzen mit LAP kann die Steigerung der OD bei zunehmen-
der Konzentration mit einer Aufwertung des Mediums als Bakteriennéhrstoff oder

einer Veridnderung der Zelloberfliche erklédrt werden.
CCL20

Wihrend in der Kombination von rbCCL20 mit E. coli sogar eine Steigerung des
Wachstums auffiel, konnte bei S. aureus und Sc. uberis eine starke Annidherung an
die Negativkontrolle und somit eine starke Wachstumshemmung bei zunehmender
Konzentration gemessen werden (s. IV.1.2). Es wurde mit Hilfe eines antimikro-
biellen Assays in der Vergangenheit bereits eine Reduktion des Wachstums von
E. coli auf die Hilfte der Kolonien (LD(50)) mit einer Konzentration von 0,4 ug/ml
hrCCL20 und bei S. aureus mit 10 pg/ml hrCCL20 erreicht. Ahnlich wie bei der
Wirkung von B-Defensinen (s. LAP) konnten die Autoren der Studie gleichzeitig
eine Verschlechterung der antimikrobiellen Aktivitdt ab einer NaCl-Konzentration
von umgerechnet ca. 5,8 mg/l nachweisen (YANG et al., 2003). Die Natriumkon-
zentration des hier verwendeten Mediums enthielt mit 10 g/l deutlich hohere Werte,
was sich somit negativ auf die Wirksamkeit des Peptids auswirken konnte. Dieser
Effekt wurde bei S. aureus in dieser Arbeit dadurch sichtbar, dass hohere Werte als

20 pg/ml notwendig waren um eine LD (50) zu erreichen (s. IV.1.2). Eine mogliche
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Verringerung der Hemmkonzentrationen sollte in Zukunft auch mit salzarmen Me-
dien untersucht werden. Somit konnten wir ebenfalls bestitigen, dass CCL20 zu-
sdtzlich zu seinen proinflammatorischen Eigenschaften wie beschrieben eine Pa-
thogen-abhidngige antimikrobielle Aktivitdt aufweist (RANASINGHE & ERI,
2018).

Mit Hilfe dieser Arbeit konnte folglich eine Pathogen-abhingige, Peptid-abhingige
und Konzentrations-abhidngige Verdnderung des Wachstums von Bakterien in vitro
nachgewiesen werden. Die Mastitispathogene S. aureus 1027 und Sc. ube-
ris o140s Zeigten sich insgesamt sensitiver gegeniiber der eingesetzten AMP, als
E. coli 1303 (s. IV.1). Im Vergleich zu anderen Studien bestdtigen die Ergebnisse
zwar die antibakterielle Wirksamkeit von AMP, aber sie weisen ebenso auf eine
starke Abhdngigkeit der /n-vitro-Wirksamkeit von unterschiedlichen Faktoren, wie
der Beschaffenheit des Mediums, der Sensitivitidt unterschiedlicher Bakterien-
stimme und des Ursprungs der AMP hin. Das hier eingesetzte Medium stellte durch
seinen hohen Salzgehalt zwar eine Anndherung an die Pathologie einer Euterent-
ziindung dar, dieser Umstand kann aber gleichzeitig flir eine Verringerung der an-
timikrobiellen Wirkung einiger AMP verantwortlich gemacht werden. Um eine
wachstumshemmende Wirkung der eingesetzten Peptide LAP und SLPI gegeniiber
der Mastitispathogene definitiv auszuschlieBen, sollte in Zukunft zusétzlich eine
Konzentrationssteigerung, ein Vergleich unterschiedlicher Hersteller der Peptide
und ein Vergleich verschiedener Medien in Betracht gezogen werden. Fiir eine ge-
nauere Untersuchung der antimikrobiellen Wirkungsweise der AMP im infizierten
Euter und um das Auftreten von Resistenzen zu vermeiden sollten auch Kombina-
tionen der unterschiedlichen AMP, wie sie physiologisch vorkommen, untersucht
werden (MARON et al., 2022). Im Moment stellen hohe Herstellungskosten, die
verringerte Wirksamkeit bei hoheren NaCl-Konzentrationen, und ihre Anfélligkeit
fiir Proteolyse noch grof3e Hiirden fiir eine Einfithrung eines standardméaBigen Ein-
satzes in der Milchviehhaltung dar (STARR & WIMLEY, 2017). Es gibt aber z. B.
durch eine Verdnderung ihrer Molekularstruktur bereits mehrere Ansétze diese zu
iiberwinden (SOUZA et al., 2018). Auf Grund der vielversprechenden Ergebnisse
dieser Studie und der Eigenschaft einiger AMP im Organismus als Immunmodula-
toren die Erregerabwehr zusétzlich zu unterstiitzen, stellen AMP potente Kandida-
ten im Einsatz und in der Pravention gegen bakterielle Mastitiden dar, um die An-

wendung von Antibiotika in Zukunft zu verringern (BOWDISH et al., 2005;
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ZHANG et al., 2007; ROQUE-BORDA et al., 2021).

2. Untersuchungen zum Einfluss einer bakteriellen Restimu-
lation auf die Reaktivitait mammaiaren Gewebes (Explant-

modell)

Zur Vermeidung von unnodtigen Schmerzen und Schidden der Versuchstiere wurde
auf einen Tierversuch verzichtet und es wurden nur die Organe bereits geschlach-
tete Tiere verwendet (EU, 2010). Anhand eines Explantmodells wurde die Reaktion
der Zitzenzisterne und des Eutergewebes auf eine Stimulation mit LPS und einer
Restimulation mit S. aureus oder E. coli untersucht. Die Methodik der Explantent-
nahme wurde in Anlehnung an MACIAS LUACES (2019) durchgefiihrt und war
bereits innerhalb der Arbeitsgruppe mehrfach erfolgreich eingesetzt worden (LIND
et al., 2015; ROHMEIER, 2018). Ungewollte Einfliisse auf die Gewebereaktivitit
durch eine natiirliche intramammare Infektion sollten grotmoglich vermieden wer-
den. Um Explants eutergesunder Tiere zu erhalten erfolgte vor der Auswahl eine
adspektorische und palpatorische Begutachtung des Euters. Die Milch ausgewihl-
ter Euterviertel betrug immer < 500.000 Zellen/ml, um klinische und subklinische
Mastitiden auszuschlieBen, und wies in der anschlieenden bakteriellen Untersu-
chung ein negatives Ergebnis auf (s. II1.2.7). Organe, die diese Kriterien nicht er-
fiillten wurden im Weiteren nicht verwendet. Der Grenzwert fiir die Zellzahl der
Milch wurde auf Grund von Faktoren, wie der steigenden Zellzahlen durch den
Stress vor der Schlachtung und durch Zellstress post mortem, vom Grenzwert fiir
subklinische Mastitiden von 200.000 angehoben (BRADLEY & GREEN, 2005;
ATAKISI et al., 2010; OBERBERGER, 2019). Alle Untersuchungen mussten un-
mittelbar nach der Schlachtung des Tieres durchgefiihrt werden. Um die vollstén-
dige Perfusion des Gewebes durch das Medium und gleichzeitig eine ausreichende
Menge an mRNA zu erhalten wurden die Explants auf die gleiche definierte Grof3e
von 2 x 2 mm zugeschnitten und zusitzlich fiir eine optimale Glukoseversorgung
der Zellen Insulin hinzugefiigt. Der Zusatz von Antimykotikum und Antibiotikum
sollte mikrobielle Besiedelung unterbinden (LIND, 2011). Da die physiologische
Sauerstoftkonzentration in Milchdriisengewebe mit ca. 8 % beim Menschen, die
von Milch mit ca. 3 % und die des Blutes aus der Milchvene mit ca. 4-9 % deutlich
von der des Raumsauerstoffgehalts von ca. 16 % des Inkubators abweicht wurden

Vorversuche mit unterschiedlichen Sauerstoffkonzentrationen durchgefiihrt
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(MAYER et al., 1988; TATUM et al., 2006; FENG et al., 2022; PAWLINSKI et
al., 2023). Nach der signifikanten Verbesserung der Stoffwechselaktivitidt durch
eine Verringerung der Sauerstoffkonzentration auf 5,5 % wurde diese Konzentra-
tion flir alle Versuche beibehalten (s. IV.2.1.3) (SCHABMEYER et al., 2021;
KNEIDL, 2022). Die Stimulation der Explants orientierte sich an einem vorange-
gangenen /n-vivo-Versuch der Arbeitsgruppe (PETZL et al., 2012). Auf Grund sei-
ner Eigenschaften als PAMP/Endotoxin, welches gleichzeitig Bestandteil der Zell-
membran von E. coli ist, wurde LPS fiir die erste Stimulation verwendet (WU et
al., 2020). Fiir die Restimulation wurde in Anbetracht ihrer hohen Relevanz bei
Mastitiden E. coli 1303 und S. aureus 1027 - dieselben Bakterienstimme, wie beim
Time Kill Assay- verwendet. Da bei Vorversuchen mit der angewandten Methodik
bei Sc. uberis kein Einfluss auf die Gewebereaktivitit gemessen worden war, wurde
aus technischen Griinden auf die Versuchsansitze mit Sc. uberis verzichtet. Die
Konzentration der hitzeinaktivierten Bakterien betrug 10° KBE/ml (MACIAS
LUACES, 2019). Die eingesetzten Inkubationszeiten orientierten sich einerseits an
dhnlichen Studien am lebenden Tier und in der Zellkultur und andererseits an der
zeitlichen Umsetzbarkeit im Labor (GUNTHER et al., 2012; PETZL et al., 2012).
Wenn Zellen nach vorangegangenem Kontakt zu einem Endotoxin nicht mehr
vollumfanglich auf eine erneute Auseinandersetzung mit einem Endotoxin durch
die Expression von Zytokinen reagieren, spricht man von einer Endotoxintoleranz
(PENA et al., 2011). In vorangegangenen In-vivo- und In-vitro-Versuchen wurde
die Etablierung einer Endotoxintoleranz von Eutergewebe nach einer primiren
Stimulation mit LPS und einer Restimulation mit E. coli bereits nachgewiesen. Im
Falle einer Endotoxintoleranz des Gewebes wire mit einer Senkung der Zytokin-
Transkription bei gleichzeitiger Steigerung der AMP-Transkription nach
Restimulation durch die eingesetzten hitzeinaktivierten Bakterien zu rechnen.
Durch die verringerte Konzentration an Chemokinen wiirde auch die
chemotaktische Aktivitit gegeniiber PMN abnehmen. (KALIVODA, 2010;
GUNTHER et al., 2012; PETZL et al., 2012; GUNTHER et al., 2017b). Zur Kon-
trolle der Vitalitit wurde bei drei Kiihen parallel die Anderung der Stoffwechselak-
tivitdit im Vergleich zum Beginn des Versuchs gemessen, wobei die ZZ deutlich
hohere Werte, als das EP aufwies. Des Weiteren wurden die jeweiligen RQI-Werte
der Gesamt-RNA gemessen, um iiber die RNA-Integritdt Hinweise auf die Explant-
Qualitdt zu erhalten. Auch hier waren die Werte der Zitzenzisterne deutlich hoher,

als die des Euterparenchyms. Dieser Lokalisations-abhéngige Unterschied konnte
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bereits bei MACIAS LUACES (2019) beobachtet werden. Vermutlich hat die un-
terschiedliche Gewebezusammensetzung einen groflen Anteil an diesem Unter-
schied, wobei bis zum jetzigen Zeitpunkt keine genaue Analyse zur Zusammenset-
zung und Funktion der Zellen vorliegt (WHELEHAN et al., 2011; ZALEWSKA et
al., 2020). Bekannt ist jedoch, dass sich in den Explants der Zitzenzisterne neben
Schleimhautepithel vor allem Bindegewebszellen und Muskelzellen befinden. In
Explants des Driisengewebes sind dagegen vermutlich groftenteils funktionelle
Milchdriisenepithelzellen vorhanden, wobei das Gewebe durch die vorhandenen
Alveolen insgesamt weniger dicht aufgebaut ist (LIMA et al., 2016; HUANG et al.,
2019). Erschwerte Bedingungen, wie z. B. die Auswahl der Tiere nach der Schlach-
tung sorgten fiir lingere Wartezeiten bei der Gewinnung des Gewebes. Dies konnte
ebenso zu einer Verschlechterung der RQI-Werte und der Stoffwechselaktivitét
fiihren. Beide Gewebearten befinden sich bei diesen Messungen dennoch innerhalb
der erforderlichen Grenzwerte (s.I1V.2.1.2, 1V.2.1.4) (BUSTIN et al., 2009;
MACIAS LUACES, 2019). Diese Tatsache und eine signifikante Stimulierbarkeit
des Gewebes lassen auf einen intakten Stoffwechsel aller untersuchten Explants

schliefen.

2.1. Einfluss der Explantstimulation auf die Reaktivitit von PMN

Die am Ende des Versuchs gewonnenen Uberstéinde der Explants wurden nach Be-
endigung des Stimulationsversuchs auf ihre chemotaktische Funktionalitdt unter-
sucht. Da erfahrungsgeméf die Separierbarkeit und die Funktionalitit gewonnener
PMN von Spendertieren interindividuellen und intraindividuellen Schwankungen
unterliegen wurde im Gegensatz zu vorangegangenen Versuchen das Blut zur Se-
paration der immer gleichen drei Tiere gepoolt. Im Gegensatz zu den Ergebnissen
von MACIAS LUACES (2019), von welcher Arbeit auch die Methodik fiir den
Chemotaxisassay iibernommen wurde, zeigten die Uberstinde von Explants beider
Gewebe, die nicht stimuliert wurden, keine chemotaktische Aktivitdt und somit
auch keinen signifikanten Unterschied zur Negativkontrolle. Es kann daher davon
ausgegangen werden, dass kein voraktiviertes Gewebe verwendet wurde. Auch mi-
grierten insgesamt mehr PMN in Richtung der Uberstinde der Zitzenzisterne, als in
die des Euterparenchyms (s. [V.2.1.1). Folglich sezernierte das Gewebe der Zit-
zenzisterne auch mehr chemotaktisch aktive Substanzen nach Bakterienkontakt, als
das Gewebe des EPs. Als Gewebe, das als erstes mit eintretenden Pathogenen in

Kontakt kommt, reagiert die Zitzenzisterne auf molekularer Ebene sehr schnell
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durch Anderung der Transkription (PETZL et al., 2016). In den ersten 12 h nach
der Infektion mit E. coli wird die Expression von CXCLS und anderer Chemokine
in der Zitzenzisterne und in der Driisenzisterne in vivo im Vergleich zum Euterpa-
renchym sehr stark heraufreguliert. Das Euterparenchym folgt dieser Entwicklung
zeitversetzt nach 24 h (RINALDI et al., 2010). Die Entnahme der Uberstinde er-
folgte ebenso 12 h nach der Bakterienstimulation, wobei der Kontakt in vitro, an-
ders als in vivo zeitgleich stattfand (s. 111.3.2.5). Wihrend in den Uberstiinden der
Zitzenzisterne kein Unterschied zwischen allen Ansédtzen messbar war, die Bakte-
rien enthielten, zeigte sich die Zahl an gewanderten PMN in den Uberstéinden des
Euterparenchyms differenzierter. Durch vorherige Stimulation mit LPS in den Sti-
mulationsansitzen mit £. coli konnte eine Tendenz zu einer verringerten chemotak-
tischen Aktivitit der Uberstiinde gemessen werden, was tendenziell auf eine einge-
tretene Endotoxintoleranz hindeutet (s. IV.2.1.1) (FOSTER et al., 2007). Die Reak-
tivitdt der PMN in Ansdtzen mit S. aureus im EP war im Vergleich zu E. coli jedoch
signifikant niedriger, wobei sie sich mit zunehmender Konzentration bei zugesetz-
tem LPS signifikant verstérkte (s. IV.2.1.1). Dieses Phdnomen kann damit erklart
werden, dass die Lipopeptide und die LTA der Zellwand von S. aureus eine gerin-
gere stimulierende Wirkung, als LPS aufweisen und somit eine differente und ge-
ringere (Zytokin-) und Chemokinausschiittung im Gewebe hervorrufen
(WELLNITZ et al., 2011). Symptomatisch duBert sich eine Infektion mit S. aureus
je nach Stamm beim Rind deshalb in den meisten Fillen als subklinische Mastitis
(MAITY et al., 2020). Der hier verwendete Stamm 16st klinisch in vivo bekannter-
malen ebenso subklinische Mastitiden aus (PETZL et al., 2018).

2.2. Expressionssteigerung von Zytokinen und antimikrobiellen Peptiden
nach wiederholter Stimulation
Auf molekularer Ebene wurde die Chemokin- und Zytokinexpression durch die
mRNA-Extraktion und durch anschlieBende RT-qPCR untersucht, wobei die
Proben des Doppelansatzes jeweils gepoolt wurden, um lokalisationsbedingte
Unterschiede des gewonnenen Gewebes auszugleichen. Zur Untersuchung des
Gewebes auf die Etablierung einer moglichen Endotoxintoleranz wurde zum einen
die Expression der Zytokine IL-1f, IL-6, IL-8 und TNF-o und zum anderen die
Expression der AMP S100A9 und LAP untersucht. Die ausgewihlten Gene spielen
fiir den Verlauf von Euterentziindungen eine grof3e Rolle und ihre Transkription

wird in Zuge dessen Erreger-abhingig gesteigert (PETZL et al., 2016). Weiterhin
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unterliegen die untersuchten Gene einer Endotoxintoleranz im Eutergewebe

(GUNTHER et al., 2012; PETZL et al., 2012).

Die Basisexpression war bei allen untersuchten Genen mit Ausnahme von LAP sig-
nifikant niedriger, als nach der Zugabe von eingesetzten Zusédtzen. Somit war die
Stimulation der Explants durch Bakterien oder ihre Bestandteile erfolgreich und die
niedrigen Basisexpressionen deuten gleichzeitig darauf hin, dass das Ausgangsge-

webe nicht voraktiviert war (LAHOUASSA et al., 2007).

Je nach Gen unterschied sich die Expression in den einzelnen Geweben stark von-
einander. Wahrend bei CXCLS, TNF und IL-6 keine gewebespezifischen Unter-
schiede erkennbar waren, wurden /L-1f, LAP und S100A49 in der Zitzenzisterne sig-
nifikant hoher exprimiert, als im Euterparenchym (s. IV.2.1.2). Starke Unterschiede
im Aufbau der Gewebe sind vermutlich der Hauptgrund fiir diese Resultate (s. V.2).
Bereits innerhalb der Lokalisation Zitze gibt es zwischen dem Gewebe der Zit-
zenzisterne und der Fiirstenberg schen Rosette Lokalisations-abhéngige signifi-
kante Unterschiede in der Zytokinexpression (LIND, 2011). Die erhéhte Expression
in der Zitzenzisterne kann vermutlich ebenso erklart werden, wie die erhohte Wan-
derung von PMN im Chemotaxisassay in die Uberstéinde der Zitzenzisterne, da es
sich um ein Grenzgewebe handelt, welches konstanter Pathogen-Exposition ausge-
setzt ist (s. V.2.1) (RINALDI et al., 2010). Das Ergebnis der RT-qPCR konnte
ebenso die geringere chemotaktische Aktivitit der Uberstinde des Euterpa-
renchyms begriinden. IL-8 wurde als hauptverantwortliches Chemokin zwar in bei-
den Geweben gleich stark exprimiert, aber IL-1p, das unter anderem fiir die Hoch-
regulation von Chemokinen verantwortlich ist, wurde im Euterparenchym signifi-
kant geringer exprimiert. Weitere chemotaktisch aktive Molekiile, wie z. B. andere
CXC-Chemokine, die bei einer Entziindung sezerniert werden (z. B. CXCL3) wur-
den hier nicht untersucht, konnten aber fiir eine gesteigerte Migration von PMN in
der Zitzenzisterne verantwortlich sein (CARRERO et al., 2012; DE FILIPPO et al.,
2013). PETZL et al. (2016) konnten nachweisen, dass in vivo nach dreistiindiger
Infektion mit S. aureus und E. coli sowohl Lokalisations-abhéngige, als auch Erre-
ger-abhédngige Unterschiede in der Expression von Zytokinen und AMP bestehen.
In deren Studie wurden S710049, LAP und TNF in der Zitzenzisterne signifikant
hoéher exprimiert, als im Euterparenchym. Das deckt sich mit den vorliegenden Er-
gebnissen, wobei S10049 und LAP im Euterparenchym ebenfalls signifikant gerin-

ger transkribiert wurden, als in der Zitzenzisterne.
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Im Gegensatz zu anderen In-vitro- und In-vivo-Versuchen wurde die Expression
von TNF nur sehr geringgradig durch die bakterielle Stimulation gesteigert und es
wurde insgesamt am niedrigsten exprimiert, wodurch kein signifikanter Unter-
schied zwischen den Geweben messbar war (s. IV.2.1.2) (WELLNITZ & KERR,
2004; LAHOUASSA et al., 2007; MURPHY et al., 2019; AKHTAR et al., 2020;
FILOR et al., 2022). In einer Studie von RABOT et al. (2007) konnte die Stimula-
tion mit 10 pg/ml LPS von Euterexplants mit &hnlicher Inkubationszeit ebenfalls
keine Steigerung der TNF-Expression ausldsen. Fiir die fehlende Reaktion des Ge-
webes konnte eine zu niedrige eingesetzte Konzentration der Bakterienverantwort-
lich sein, da fiir die librigen genannten Studien jeweils eine vielfache Konzentration
verwendet wurde. Eine frithzeitige Herabregulation nach einer initialen Steigerung
der Expression ist ebenfalls nicht auszuschlieBen. Wéhrend die Ergebnisse der an-
deren untersuchten Gene fiir die Stimulation mit E. coli und S. aureus ungefahr de-
nen des Vorgingerprojekts von MACIAS LUACES (2019) entsprachen, waren die
erzielten Ergebnisse in der vorliegenden Studie zur TNF-Expression wider Erwar-
ten niedrig. Dort wurde in beiden Geweben und bei Zugabe derselben Bakterien-
konzentrationen eine signifikante Steigerung der TNF-Expression gemessen, wobei
die Inkubationszeit um sechs Stunden lédnger war, als in diesem Versuch. Das ldsst
darauf schlieBen, dass die Expression nicht nur von der Konzentration, sondern
auch von der Linge der Inkubationszeit abhdngt. Dieser Vermutung steht das Er-
gebnis von LIND (2011) entgegen, welche bereits nach dreistiindiger Stimulation
mit 20 pg/ml LPS eine signifikante Steigerung der TNF-Expression nachweisen

konnte. In allen drei Studien wurde die gleiche Primer-Sequenz verwendet.

Bei allen untersuchten Zytokinen, auller bei 7NF war die Expression von Geweben,
die mit S. aureus stimuliert wurden im Vergleich zu Geweben, die mit E. coli sti-
muliert wurden tendenziell bis signifikant geringer. Mit zunehmender LPS-Kon-
zentration stieg sie bei der Restimulation mit S. aureus jedoch ebenso tendenziell
an (s. IV.2.1.2). Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen des Chemota-
xisassays (s. IV.2.1.1). GUNTHER et al. (2011) konnten feststellen, dass E. coli in
pbMEC die Transkription schneller und von mehr Genen aktivieren kann, als eine
Stimulation mit S. aureus. Darunter fallen unter anderem auch die hier untersuchten
Zytokine. Dieses Ergebnis konnte in einigen /n-vitro-Studien in dhnlicher Weise
reproduziert werden (BANNERMAN et al., 2004; GILBERT et al., 2013; ISLAM

et al., 2020). Ein Grund fiir die geringere Antwort des Gewebes auf S. aureus, als
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auf E. coli kann ein schneller Abfall der Immunreaktion nach der Infektion sein,
wihrend die Expression nach Kontakt mit £. coli auf einem hohen Niveau andauert,
wobei im vorliegenden Versuch die Untersuchung des Gewebes direkt im An-
schluss an die Inkubation der Bakterien durchgefiihrt wurde (LAHOUASSA et al.,
2007). Die Ursache fiir die unterschiedliche Zytokinexpression und damit auch fiir
die unterschiedliche klinische Auspragung liegt hochstwahrscheinlich an der Akti-
vierung unterschiedlicher Signalwege mit unterschiedlicher Stirke des angebore-
nen Immunsystems. (YANG et al., 2008; GILBERT et al., 2013; GUNTHER et al.,
2017a; TSUGAMI et al., 2021). Wahrend E. coli nach Bindung von TLR3-Rezep-
toren iiber NF-kB eine starke und schnelle Induktion von Zytokinen auslost, bindet
S. aureus haufig nur schwach an TLR2 oder ist sogar dazu in der Lage diesen Sig-

nalweg komplett zu unterbinden (MURPHY et al., 2019).

GRIESBECK-ZILCH et al. (2008) konnten zwar ebenso feststellen, dass E. coli bei
MEC ebenso zu einer tendenziell bis signifikant hoheren Steigerung der Zytokin-
expression fiihrt, als S. aureus, aber CXCLS8 und IL-6 wurden dort deutlich geringer
exprimiert, als /L-1f und TNF. In der vorliegenden Arbeit wurde IL-8 als wichtiges
Chemokin in beiden Gewebe-Lokalisationen signifikant hoher, als die anderen un-
tersuchten Zytokine exprimiert (CASWELL et al., 1999). In dhnlichen In-vitro-Stu-
dien war die Expression dieses Gens ebenfalls vergleichsweise hoch ausgeprigt
(MCCLENAHAN et al., 2005; GUNTHER et al., 2011; MACIAS LUACES, 2019;
CHEN et al., 2022). Wie zu erwarten war, zeigte sich die Expression nach der Sti-
mulation mit S. aureus zwar tendenziell niedriger, als mit E. coli, aber es wurde
kein signifikanter Unterschied gemessen. Der Zusatz von E. coli konnte die Expres-
sion im Vergleich zu LPS 1 pg/ml und LPS 20 pg/ml bei IL-6, IL-8 und IL-1p sig-
nifikant steigern (s. IV.2.1.2), was vermutlich an der hoheren LPS-Konzentration

der Bakteriensuspension lag (LOPES et al., 2010).

Die beiden untersuchten AMP LAP und S10049 wurden in der Zitzenzisterne sig-
nifikant hoher exprimiert, als im Euterparenchym. Somit sind die Ergebnisse der
Stimulation mit S. aureus und E. coli den gemessenen mRNA-Werten von
MACIAS LUACES (2019) sehr dhnlich und damit innerhalb der Methodik gut re-
produzierbar. S710049 wurde mit allen Zusitzen in beiden Geweben und auch in der
Basisexpression signifikant hoher exprimiert, als LAP. Im Euterparenchym zeigte
sich bei der Stimulation mit S. aureus abermals eine tendenziell geringere Expres-

sion von S7100A49, wobei ansonsten keine Unterschiede in der Expression nach der
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Zugabe der Zusitze erkennbar war (s. IV.2.1.2). Dass jeweils mit dem Zusatz von
S. aureus keine signifikante Hochregulation der AMP-Expression stimuliert wer-
den konnte deckt sich mit den Ergebnissen von FILOR et al. (2022), die anhand
von ,,Precision cut bovine udder slices* (PCBUS, Prézisionsschnitte von bovinen
Euterstlicken) die Stimulation mit S. aureus im Vergleich zu ppbMEC untersuchte.
Sowohl S700A9 als auch LAP, aber auch CXCLS zeigten keine signifikante Ande-
rung der Expression nach Zugabe von 2,5 x 107 S. aureus nach einer Inkubations-

zeit von 6 h.

Es konnte demnach weder eine signifikante Reduktion der Zytokin-Expression,
noch eine Steigerung der AMP-Expression durch eine Restimulation der Explants
gemessen und somit auch keine Endotoxintoleranz in den unterschiedlichen Gewe-
ben induziert werden. Lediglich die tendenzielle Abnahme der Expression bei mit
LPS préstimulierten Explants im Vergleich zu Explants, die nur durch E. coli sti-
muliert wurden ldsst vermuten, dass sich durch Modifikationen in einem Explant-
modell moglicherweise eine Endotoxintoleranz induzieren ldsst. Eine Moglichkeit
wire eine Angleichung der Inkubationszeiten an die /n-vitro-Versuche mit MEC,
z. B. die Verlidngerung der LPS-Inkubationszeit auf 12 Stunden oder eine Verkiir-
zung der Inkubationszeit nach Zugabe der Bakteriensuspensionen. Fiir die Prasti-
mulation der MEC wurden mit 0,1 pg/ml LPS auBerdem sehr viel geringere Kon-
zentrationen als in diesem Versuch verwendet (GUNTHER et al., 2012). Aus me-
thodischen Griinden wurde hier auf eine Untersuchung der Produktebene verzich-
tet. Um in Zukunft im Anschluss an eine eventuell erfolgreiche Herabregulation der
mRNA genauere Aussagen iiber das Erreichen einer Endotoxintoleranz zu erhalten,
konnte z. B. iiber einen ELISA oder einen Alpha-LISA nicht nur die Transkription,
sondern auch die Translation {iberpriift werden (BUSTIN et al., 2009). Die Anpas-
sung des verwendeten Mediums durch das Hinzufiigen oder Weglassen bestimmter
Komponenten knnte ebenfalls zu einer Anderung der Ergebnisse fiihren. Das hin-
zugefligte Hydrocortison konnte insgesamt zu einer Einschrankung der Expression
von Entziindungsfaktoren und vor allem von 7NF und somit zu weniger signifikan-
ten Unterschieden gefiihrt haben (SILVA et al., 2017). Eine Anreicherung des Me-
diums mit fetalem Kélberserum konnte durch die verbesserte Versorgung der Ex-
plants deren Lebenszeit und den Stoffwechsel linger aufrechterhalten und im Um-
kehrschluss fiir eine gesteigerte Reaktivitdt sorgen. Da fiir dessen Gewinnung je-

doch lebende Tiere verwendet werden miissen, was wiederum nicht mit dem
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Konzept der 3R vereinbar ist und somit zusitzliche Schwankungen der Qualitdt und
der Zusammensetzung auftreten kdnnen, wurde hier auf dessen Einsatz verzichtet.
Diese Punkte werden in dem Ubersichtsartikel von VAN DER VALK et al. (2010)
deutlich. Da das Euterparenchym insgesamt sensibler auf die Bearbeitung im Labor
reagierte, als die Zitzenzisterne, was an den im Vergleich niedrigeren Stoffwech-
sel- und RQI-Werten sichtbar wurde, konnte aulerdem eine Anpassung der Pro-
bengrofe und -dicke zur Verbesserung der Gewebeperfusion in Erwégung gezogen
werden. Damit konnten auch lingere Inkubationszeiten umgesetzt werden, um z. B.
die Inkubationszeiten des In-vivo-Versuchs auf das Explantmodell zu {ibertragen
(PETZL et al., 2012; FILOR et al., 2021). Um die Variabilitdt in den Ergebnissen
der Euterexplants weiter zu minimieren, konnten Explants unterschiedlicher Loka-
lisationen innerhalb eines Euterviertels gewonnen und fiir die anschlieBenden Ana-
lysen gepoolt werden (LIND et al., 2015). Eine Erhohung der Probenanzahl, um
tierindividuelle Unterschiede auszugleichen, konnte ebenso fiir homogenere Ergeb-
nisse sorgen, wobei die methodischen Einschrinkungen aus Tierschutzgriinden bei
der Tierauswahl im Schlachthof eine Hiirde darstellen (BURVENICH et al., 2003).
Dass kein Vorbericht und keine Daten iiber das Alter und die Krankheitsgeschichte
der verwendeten Tiere zur Verfligung standen erschwerte die Auswahl erheblich
und etwaige Vorerkrankungen konnten nie ausgeschlossen werden. Wahrend bei
der Verwendung nativer Tiere alle Daten bekannt wéren, wére das mit sehr viel
hoheren Kosten verbunden und ein Tierversuchsantrag notwendig, da diese nur zum
Zweck der Gewebegewinnung geschlachtet wiirden (PETZL et al., 2016). Das wi-

derspriache auBerdem dem Ziel der 3 R, Tierversuche zu vermeiden (EU, 2010).

Mit dem vorliegenden Explantmodell konnte in vitro erfolgreich die inflammatori-
sche Reaktion von Geweben der Zitzenzisterne und des Euterparenchyms auf die
Mastitispathogene S. aureus und E. coli reproduziert werden. Eine Endotoxintole-
ranz konnte jedoch in diesem Modellansatz nicht messbar induziert werden. Durch
weitere Anpassungen der Methodik konnte es jedoch zukiinftig moglich sein, ten-
denziell abzeichnende Hinweise auf eine sich einstellende Endotoxintoleranz her-
auszuarbeiten. Hierdurch konnten Kandidaten potentieller Immunmodulatoren
in vitro gepriift werden, in ihren Eigenschaften eine verringerte Expression in-
flammatorischer Zytokine zu induzieren bei gleichzeitiger Steigerung endogener
antimikrobieller Mechanismen. Ubergeordnetes Ziel dieses experimentellen Ansat-

zes ist hierbei die Linderung akuter Mastitis-Symptome bei gleichzeitiger
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Steigerung der aktiven Erregerbekdmpfung und der weiteren Reduktion des Einsat-

zes antimikrobieller Wirkstoffe in der Tiermedizin.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Untersuchungen zur Wirksamkeit antimikrobieller Peptide gegen bovine
Mastitispathogene in vitro und zu Komponenten des angeborenen Immunsys-

tems in einem bovinen mammaéren Explantmodell

In der Milchviehhaltung sind intramammére Infektionen mit E. coli, S. aureus und
Sc. uberis sehr hdufig die Ursache fiir klinische und subklinische Mastitiden. Neben
der Belastung durch hohe Betriebskosten und Auswirkungen auf das Tierwohl, sind
sowohl ihre Prévention, als auch ihre Behandlung einer der Hauptgriinde flir den
Einsatz von Antibiotika bei der Milchkuh. Da in den letzten Jahrzehnten sowohl in
der Veterinér- als auch in der Humanmedizin ein Anstieg an antibiotikaresistenten
Keimen beobachtet werden konnte, sollte Anwendung von Antibiotika in Zukunft
weiterhin reduziert werden. Vor allem prophylaktische Maflnahmen kénnen zur
Verringerung des Antibiotikaeinsatzes beitragen, wie beispielsweise die Férderung
korpereigener Abwehrmechanismen. Hierzu gehdren Antimikrobielle Peptide
(AMP), die ein wichtiger Faktor des angeborenen Immunsystems sind und bei der

bovinen Mastitis stark heraufreguliert werden.

Ein Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss physiologisch im Euter vorkommender
AMP auf das Wachstum der relevantesten Mastitispathogene beim Rind zu unter-
suchen. Mit Hilfe eines Time-Kill-Assays wurden S100-Proteine (S100A9,
S100A8/A9, S100A12), B-Defensine (linguales antimikrobielles Peptid (LAP),
B-Defensin 1 (DEFBI)), die Antileukoproteinase (SLPI) und das CC-Chemokin 20
(CCL20) auf ihre antimikrobielle Wirksamkeit gegeniiber den Mastitispathogenen
E. coli, S. aureus und Sc. uberis untersucht. Diese wurden mit jeweils mehreren un-
terschiedlichen Konzentrationen von AMP (zwischen 5 pg/ml und 40 pg/ml) ko-
kultiviert. Als Positivkontrolle (PK) diente jeweils ein Bakterienansatz ohne wei-
tere Zusétze und als Negativkontrolle (NK) wurden je 5 pg/ml Penicillin-Strepto-
mycin hinzugefiigt. Die Inkubation fand bei 37°C {iber 6 h unter Luftabschluss in
einem Photometer mit stliindlicher Messung der optischen Dichte (OD) bei 600 nm
statt (n = 6-9).

Das Wachstum von Sc. uberis wurde mit der Zugabe von CCL20 (ab 10 pg/ml),
rbb LAP (ab 40 pg/ml), ST00A9 (ab 5 pg/ml), SI00A12 (ab 10 pg/ml) signifikant
gehemmt. Bei S. aureus konnte durch DEFBI (ab 5pg/ml), CCL20 (ab 20 pg/ml),
S100A9 (ab 10 pug/ml) und S100A12 (ab 30 pg/ml) mit steigender Konzentration
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der AMP teilweise bereits nach zwei Stunden eine signifikante Hemmung des
Wachstums gemessen werden. Withrend auf den Zusatz von S100A8/A9 keine An-
derung des Wachstums von S. aureus folgte, steigerten sowohl die bovine, als auch
die bubaline Rekombinate von LAP und SLPI das Wachstum signifikant. Das
Wachstum des Mastitiserregers E. coli wurde signifikant durch die Zugabe aller
AMP gesteigert, auller durch S100A8/A9, das zu Stunde sechs nach Inkubations-

beginn eine signifikante Hemmung hervorrief.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine Konzentrations-abhingige, Erreger-abhin-
gige Veridnderung des Wachstums euterspezifischer Pathogene durch den Zusatz
von physiologisch im Euter vorkommender AMP in vitro nachgewiesen werden.
Es konnte gezeigt werden, dass sie peptidspezifisch mit zunehmender Konzentra-
tion signifikant bis komplett vor allem das Wachstum grampositiver Mastitispatho-
gene hemmen konnen. Thr Potential bei der Erregerabwehr und als vielversprechen-
der Ersatz fiir antibiotische Stoffe bei der bovinen Mastitis wird somit weiter be-
stirkt. Diese Studie gibt Anlass fiir weitere Untersuchungen vor allem in Bezug auf

die Wirkung weiterer relevanter AMP bei der Mastitis und ihrer Induzierbarkeit.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, zu priifen, ob durch Prastimulation mit LPS
und anschlieBender Restimulation mit E. coli oder S. aureus anhand eines Explant-
modells eine Endotoxintoleranz in mammérem Geweben des Euters induziert wer-
den kann. Es wurden adspektorisch und palpatorisch gesunde Euter (n = 12) frisch
geschlachteter Kiihe verwendet, deren Milch eine Zellzahl < 500.000 und einen ne-
gativen bakteriologischen Befund aufwies. Mit einer Biopsiestanze (@ 2,76 mm)
wurden jeweils Explants aus der Zitzenzisterne und dem Euterparenchyms entnom-
men und anschlieBend im Labor préipariert und kultiviert. Nach einer 5-stiindigen
Inkubation mit LPS folgte eine 12-stiindige Stimulationspause und anschlieBend
eine Restimulation mit 103 KBE/ml S. aureus oder E. coli (beide hitzeinaktiviert)
fiir weitere 12 h. Die Ansitze wurden entweder kombiniert oder einzeln hinzuge-
fiigt. Ein Ansatz ohne weitere Zusitze wurde als Negativkontrolle verwendet. Pro
Ansatz und Gewebe-Lokalisation wurden die Explants jeweils im Doppelansatz bei
37°C, einer O2- Konzentration von 5,5 % und einer CO2-Konzentration von 5 %
inkubiert. Im Anschluss wurde die mRNA der gepoolten Ansitze extrahiert und
mittels einer RT-qPCR die Genexpression der Zytokine IL-8, IL-6, IL-1B und
TNF-o und der AMP S100A9 und LAP untersucht. Die Uberstinde der Explants

wurden mit Hilfe eines Chemotaxisassays beziiglich ihrer chemotaktischen
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Wirkung auf PMN aus Rinderblut untersucht.

Bei der Uberpriifung der Uberstinde auf chemotaktisch aktive Faktoren konnte eine
signifikante Steigerung der chemotaktischen Aktivitdt der PMN bei der Zugabe von
E. coli im Vergleich zur Zugabe von LPS in beiden Gewebe-Lokalisationen nach-
gewiesen werden. Der Anteil an gewanderten PMN war bei Uberstinden des Eu-
terparenchyms mit S. aureus signifikant niedriger, als mit E. coli, wobei die Anzahl
mit steigendem Zusatz von LPS ebenso anstieg. Insgesamt konnte bei der Genex-
pression der Zytokine IL-8, IL-1P, IL-6 ebenso eine Steigerung bei Explants, die
mit E. coli stimuliert wurden, gegeniiber Explants, die nur mit LPS stimuliert wur-
den, gemessen werden. Ebenso wurden diese Zytokine bei der Zugabe von S. au-
reus vor allem im Euterparenchym tendenziell bis signifikant niedriger exprimiert,
als bei der Zugabe von E. coli, wobei ebenso eine tendenzielle Expressionssteige-
rung bei der Zugabe von LPS erkannt werden konnte. Bei der Expression von LAP
konnte im Euterparenchym nach der Stimulation keine signifikante Anderung ge-
messen werden. Sowohl die Expression von LAP in der Zitzenzisterne, als auch die
Expression von S710049 wurde in beiden Gewebe-Lokalisationen durch die Zugabe
der Zusitze gesteigert, aber es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Stimulationsansétzen gemessen werden. Die Expression des Gens TNF wurde
wider Erwarten durch Zugabe der Stimulationszusitze kaum heraufreguliert. Die
Expression der Gene fiir IL-13, LAP und S100A9 war in der Zitzenzisterne signi-

fikant hoher, als im Euterparenchym.

Anhand des Explantmodells konnte eine Gewebe-abhidngige und Gen-abhingige
Expressionssteigerung relevanter Zytokine und AMP nach Stimulation mit LPS,
E. coliund S. aureus nachgewiesen werden. Durch eine Prastimulation mit LPS und
eine Restimulation mit E. coli konnte vor allem im Euterparenchym nur teilweise
eine tendenzielle Verringerung der Expression von Zytokinen und der chemotakti-
schen Aktivitdt im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit E. coli gemessen wer-
den. Bei der Zugabe von LPS zu S. aureus konnte sogar ein tendenzieller Anstieg
der Expression der Zytokine und der chemotaktischen Aktivitdt beobachtet werden.
Die vorliegende Studie konnte eine reproduzierbare /n-vitro-Stimulierbarkeit von
Euterexplants nachweisen, aber es konnte keine signifikant messbare Endotoxinto-
leranz induziert werden. Das in dieser Arbeit weiterentwickelte In-vitro-Modell
tragt dazu bei, dass zukiinftig weitere Untersuchungen zur Mastitispathogenese und

zur Regulation immunrelevanter Faktoren nach dem Prinzip der 3 R untersucht
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werden konnen und stellt neben den neu erworbenen Erkenntnissen dadurch auch

einen Beitrag zum Tierwohl dar.
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VII. SUMMARY

Studies on the efficacy of antimicrobial peptides against bovine mastitis path-
ogens in vitro and on components of the innate immune system in a bovine

mammary explant model

Intramammary infections with E. coli, S. aureus and Sc. uberis are very common
causes of clinical and subclinical mastitis in dairy farming. Apart from the high
costs and the impact on animal welfare, both their prevention and treatment are one
of the main reasons for the use of antibiotics in dairy cows. Since an increase in
antibiotic-resistant bacteria has been observed in both veterinary and human medi-
cine in recent decades, the former should be applied more restrictively in the future.
Especially prophylactic measures can contribute to reducing the use of antibiotics.
One approach is to specifically stimulate endogenous defence mechanisms. Anti-
microbial peptides (AMP) are an important factor of the innate immune system and

are strongly up-regulated during bovine mastitis.

The aim of the study was to investigate the influence of physiologically occurring
AMP in the udder on the growth of the most relevant mastitis pathogens in cattle.
S100 proteins (SI00A9, SI00A8/A9, S100A12), B defensins (lingual antimicrobial
peptide (LAP), B defensin 1 (DEFB1)), antileukoproteinase (SLPI) and CC chem-
okine 20 (CCL20) were examined for their antimicrobial efficacy against the mas-
titis pathogens E. coli, S. aureus and Sc. uberis using a time kill assay. Bacteria
were co-cultured with several different concentrations of AMP (between 5 ng/ml
and 40 pg/ml) respectively. A bacterial batch without further supplements served
as positive control (PK) and 5 pg/ml penicillin streptomycin were added as negative
control (NK). Incubation took place at 37°C for 6 h under exclusion of air in a
photometer with hourly measurement of the optical density (OD) at 600 nm
(n=6-9).

The growth of Sc. uberis was significantly inhibited with the addition of CCL20
(from 10 pg/ml), rbb LAP (from 40 pg/ml), S100A9 (from 5 pg/ml), S100A12
(from 10 pg/ml). DEFB1 (from 5 pg/ml), CCL20 (from 20 pg/ml), S100A9 (from
10 pg/ml) and S100A12 (from 30 pg/ml) could in some cases inhibit the growth of
S. aureus significantly with increasing concentrations of AMP after only two hours.
While the addition of ST00A8/A9 did not initiate any changes in the growth of S.

aureus, both, bovine and bubaline recombinants of LAP and SLPI significantly
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increased its growth. The growth of the mastitis pathogen E. coli was significantly
increased by the addition of all AMPs except SI00A8/A9, which caused significant

inhibition six hours after the start of incubation.

In the present study we have demonstrated a concentration-dependent, pathogen-
dependent change in the growth of udder-specific pathogens by the addition of
physiologically occurring AMP in the udder in vitro. It was shown that they can
significantly inhibit the growth of gram-positive mastitis pathogens in a peptide-
specific manner with increasing concentration. Their potential in pathogen defence
and their role as a promising substitute for antibiotics in bovine mastitis is thus
further confirmed. This study gives rise to additional investigations, especially with

regard to the effect of other relevant AMPs in mastitis and their inducibility.

Another aim of this trial was to test whether endotoxin tolerance can be induced in
mammary tissues of the udder by prestimulation with LPS and subsequent restimu-
lation with E. coli or S. aureus using an explant model. Adspectory and palpatory
healthy udders (n=12) of freshly slaughtered cows with a somatic cell count
< 500,000 and negative bacteriological results were used. Explants were taken from
the teat cistern and the udder parenchyma with a biopsy punch (@ 2.76 mm) and
subsequently prepared and cultured in the laboratory. A 5 h incubation with LPS
was followed by a 12 h stimulation pause then a restimulation with 108 CFU/ml
(colony forming units) S. aureus or E. coli (both heat-inactivated) for further 12 h
was undertaken. The experimental setup included cultures with or without pre- or
restimulation respectively. One batch without additives was used as a negative con-
trol. For each batch and for each tissue localisation, the explants were incubated in
duplicates at 37°C, an Oz-concentration of 5.5 % and a COz-.concentration of 5 %.
Afterwards the mRNA of the pooled preparations was extracted and the gene ex-
pression of the cytokines IL-8, IL-6, IL-1p and TNF-a and of the AMPs S100A9
and LAP was examined by means of RT-qPCR. The supernatants of the explants
were examined for their chemotactic effect on PMN from bovine blood using a

chemotaxis assay.

When the supernatants were tested for chemotactically active factors, a significant
increase in the chemotactic activity of PMNs was detected with the addition of E.
coli compared to the addition of LPS in both tissue-localisations. The proportion of
migrated PMN was significantly lower in supernatants of the udder parenchyma

incubated with S. aureus than with E. coli, whereupon their number also rose with
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increasing addition of LPS. Overall, an increase in the gene expression of the cyto-
kines IL-8, IL-18, IL-6 could also be measured in explants stimulated with E. coli
compared to explants stimulated with LPS only. Similarly, these cytokines tended
to be expressed at significantly lower levels in the udder parenchyma when S. au-
reus was added compared to when E. coli was added. Furthermore a trend of an
increase in expression could be detected when LPS was added. No significant
change in the expression of LAP could be measured in the udder parenchyma after
stimulation. Both the expression of LAP in the teat cistern and the expression of
S10049 were increased in both tissue localisations by the addition of the supple-
ments, but no significant differences between the stimuli could be measured. Con-
trary to expectations, the expression of the gene TNF was hardly up-regulated by
the addition of the stimulation supplements. The expression of the genes for IL-1f,
LAP and S100A9 was significantly higher in the teat cistern than in the udder pa-

renchyma.

On the basis of an explant model, a tissue-dependent and gene-dependent increase
in expression of relevant cytokines and AMP could be demonstrated after stimula-
tion with LPS, E. coli and S. aureus. Prestimulation with LPS and restimulation
with E. coli tended to reduce the expression of cytokines and chemotactic activity
only partially, especially in the udder parenchyma, compared to stimulation with
E. coli alone. When LPS was added to S. aureus, there was even observed a ten-
dency towards an increase in the expression of cytokines and chemotactic activity.
The present study was able to demonstrate a reproducible in vitro responsiveness
of udder explants, but no significantly measurable endotoxin tolerance could be in-
duced. The in vitro model refined in this study contributes to the chance of further
investigating mastitis pathogenesis and the regulation of immune-relevant factors
according to the principle of 3R and thus, in addition to the newly acquired

knowledge, also represents a contribution to animal welfare.
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