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| . El NLEI TUNG

I n der Milchviehhaltung ist die Mastitis

auf wendigsten Erkrankungen, sondern sie
den Einsatz wvon Antibiotika (HALASA et a
2018; SCHRAG et al., 2020). Neben hohen

|l en Belastung durch vorzeitige Abg2nge al

Mi l chproduktion durch die Einhaltung vor

Mi |l chmenge den gr°Cten Anteil der Kosten
et al ., 2017). Beim betroffenen Tier f¢hr
mi t Schmerzen und zur Verringerung des ¢
PETERSSON- WOLFE et al. (2018) wund VACCIN
wur de. I nfektionen mit gramnegativen und

figste Ursache f¢r den Ausbruch der Er kr .
2011). Zur Behandlung von Mastitiden wer.d
Antibiotika und h2ufig Nicht-steroidale

al ., 2016, VAN SOEST et al ., 2018) . Pr 2 v
Trockensteller und Zitzenversiegler zum |
et al., 2016; ZHYLKAI DAR et al ., 2021).

kann zu einer Belastung umliegender Gew?:
ti schen R¢gckst2anden f¢ghren, was aktuell e
et al ., 2020a) . Sowohl die Erkrankung, al
Mastitis k°nnen auCerdem die Lebensmitte
al ., 2013; HARJANTI & SAMBODHO, 2020). De
auch Iim Zusammenhang mit der Nutztierhal

antibiotikaresistenter Erreger beobacht e

ter stark reduziert werden, wie durch HA
(2017) zusammenfassend festgestellt wurd
den Antibiotikaeinsatz in der Milchviehh
von Mastitiden. Neben der Verbesserung d

|l mpfungen oder die St@rkung der k°rperei
dass weniger Antibiotika verwendet werde
gung einer Mastitis ist Pathogen-spezifi s
di e Expression unterschiedlicher Zyt oki
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Erkrankung (G} NTHER et al ., 2011) . Di e a
Zytokine f¢g¢hren vordergreégndig zu einer w
und somit gleichzeitig zu einer I ntensivi
an fr¢gh regulierten Abwehrfaktoren, die |
sind Anti mi krobielle Peptide (AMP) (PETZ
Neben i hrer teilweise chemotaktischen un
AMP unter anderem durch unterschiedliche
rekt abzut©°ten, wi e bei VALDEZ- MI RAMONTE
wur de. Sie stellen daher potente Baustei
m2ren I nfektionen vorzubeugen und signif
(ZHANG et al ., 2007) . Eine Steigerung en
kann mit Hilfe einer Endotoxintoleranz el
l en (MEC) 24 h (Stunden) vor einer exper |
teriellen Bestandteilen (z. B. Endot oxin
fl ammatorische Zytokine im Vergleich zu

Il i ert und gleichzeitig di e Expression é
(G} NTHER et al ., 2012). Khi ad wrochh wa irrkd si

ni fi kante Linderung der Mastitissymptomasr

I n dieser Arbeit sollte zum einen unter si
deren Expression bei der bovinen Mastiti
rekt antimikrobiel!]l auf das Wachstum h?2u
nen. Zum anderen sollte anhand eines ber

zenzisterne und der Euterparenchyms ¢ber g
I nduktion eineinEnmdodomaxi erbobber asiz. Ein Z
eine Pr2astimulation mit Lipopolysacchari
l ation mit Mastitispathogenen eine Verri:t
Zytokine und die gleichzeitige Steigerun
untersucht, wi e sich eine wi eder hol te

chemotaktisch aktiver Mol ek¢l e auswirkt.
sollte sowoh!|l eine méPglichst realistische
geschaffen werden, als auch das Konzepts
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| 1 . LI TERATUR! BERSI CHT

1. Bedeutung der bovinen Mastitis |

Die wichtigsten bakteriellen ErrEger der
scherichiaStopept 6Eoccosi wWiBdraiphy( $c.ocuchuer |
reus ( S.( HRirKeKulsL) et al ., 2018; KRI SHNAM
W& hrend die Infektio$hc.miuhbademvelmwalcthe rzrue
Verringerung der Bewegung wund zu einem
( KESTER et al ., 201E) chhdtif egnei haf emksbson
sche Erkrankung mit Sympt omen wie Fieber
und der Pansenaktivit?2t zur Folge (Z1 MO
2012) . Eine I nfektion mét awkme oksu hjaes smad |
Stamm nur zu einer Erh°®hung der somati scl
klini schen Erkrankung f¢ghren (HOEKSTRA e
Fahigkeit im Euter zu persistieren und B

Resistenzen gegen eingesetzte Antibiotik

in der Bek2mpfung (OLSON et al ., 200 2; B
et al ., 2017). Auf Grund steigender Resi
tika wird in der Europ?2ischen Union durc

tere Verringerung des Einsatzes von Ant.

dizin angestrebt (EU, 2019; SORGE et al

Kei me stellen sowohl f¢er die Tierhaltung
Gefahr dar (PRICE et al ., 2012) . Auch be
Resistenzen auf (SORGE et al ., 2021) . Ei
steigende Rescpdgeanmr,bveorn den Cephal osporir
ration, welche von der Weltgesundheitsor ¢
besonderer Bedeutung f¢r die Humanmedi zi |
al ., 2016; BOIl REAU et al ., 2018). I n der
alternative Ans@tze zur Pr2aavention oder
zum Beispiel der Einsatz von Bakteriopha

ti kel n oder auch der Ei nsatz von Anti mik
TI TZE et al ., 2020; WI ELAND et al ., 2021
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2. Angeborene Abwehr mechani smen b e
Rindes - I mmunantwort wund antim
2.1. Abl auf der I mmunantwort nach Erreger
Der Erregereintritt in das Euter erfolgt
Diese ist zur Umwelt mechanisch durch ei
denusMul us s phivnecrtsecrh Ipoaspsielnl.aeZus?2tzI|lich b
zenzisterne keratinisierte Epithelzell en
dern sollen und auCerdem anti mi krobielle
SMOLENSKI et al ., 2015). Vor dem | ber gang¢
ter bildet die F¢grstenberg sche Rosette

enger Schlei mhautfalten eine Barriere zwi
n

kanal . (VESTERI NEN et al ., 2015, KOSKENN
Durch den eingegliederten Venenring drin
zenzisterne. Die Schlei mhaut der Zitzenzi
riere und produziert antimi krobielle Stof
den diese physiologischen Abwehr maCnahmert
die Zitzen- und Dr¢senzisterne ein und Kk

Epithel der Milchg?2nge und der Dr¢senal v

2.2. Antwort des angeborenen I mmunsystems
Nach Kontakt mi t den Mil chdr ¢senepithel z
Mil chbil dner den gr°Cten Zellanteil des
i bersichtsarti kel von OVI EDO-BOYSO et al
munsystem eine Reaktionskaskade in Gang ¢
ndachst wird das angeborene I mmunsystem ak
wi e Makrophagen, dendritische Zell en unc

nul ozyten (PMN) k°nnen Pathogen-associ at

Pat hogen- Recognition-Rezeptoren (PRR), z
nen ( MCDONALD et al ., 1999; PETZL et al

2013, I SLAM et al ., 2020) . TLR1 und TLR2
wi e Lipopepti de, wa@hrend TLR4 gramnegat.
(POLTORAK et al ., 1998, LOTZ et al ., 200
Pat hogen-abh@ngig intrazellul2re SignalKk

Kinasen und dem TrkBniskrGangogesakzior D&Fr e
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besti mmtes inflammatori sches Chemoki n- u

aktiv die Einwanderung von Leukozyten f2©°

und | okal f¢r eine gesteigerte Permeabi
2006; AKHTAR et al., 2020). Gleichzeitig
dessen Faktoren, wie z. B. der Kompl ement

ten wirken oder diesen durch Opsonisier

( SHUSTER et al ., 1997) . Dadurch werden n
PMN angel ockt, wel che bei einer Euterent
| mmunzell en darstell en. ! ber Diapedese w
dot hel aus dem Blutkreislauf in das infi
reaktiven Sauerstoffmetaboliten und Enzy!
auch k°rpereigene Epithelzellen angegri ff

reaktion ausgel °st werden (MEHRZAD et al

Proteinen, wie Defensine oder Laktoferri
biellen Einfluss (KOSCIUCZUK et al ., 201 ¢
fer die weitere Produktion von Zytokinen
Stickstoffmonoxid, sowie f¢gr die Phagozy!t
genen PMN, als auch f¢gr die Unterstegtzunc
von PAAPE et al . (2003) zusammenfassend

zell en z2@hlen ebenso zu den Zell en des ar
infizierten Euter Zielzellen durch unter s
h°ren Zell -mediierte oder Rezeptor-medi
Exozytose von Granula und Ausscheidung v
Granula enthalten unter anderem Perforin
l ek ¢l e, wie den Tumornekrosefaktor-U (T1
Apoptose f¢ghren kann (LEE et al . 1996;

2016) . Sowohl di e Erregergattung, al s au
groCen Einfluss auf die Art der ausgesch,
den Verl auf der Mastitis (klinisch oder
ten nachw8i sauSteddmnses nmacwi wWfeekti on einer
m2ren Alveolaren T-Zelllinie (MAC-T-Zelll
Rezeptors zur Expression von CCL20, I L- 1

existier eSh. abuBtcelummeh di e nur sehr schwac
bi nden und somit nur eine sehr schwache

nach erfolgreicher Bindung die weitere Si
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NF-8aB verursachen k°nnen. ( YANG et al .,

G, NTHER et al . (2011) stehl vemchuBendaint
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Rezeptoren und die somit gesteigerte
El i minierung und damit zur schnell er
Folge eine schwere generalisierte En-

ren kann.

Die Rolle der Zytokine bei der I nf ekt
i nfl ammatorische Zytokine f¢ghren zu e
Reaktionen bei der bovinen Mastitis.
rekrutieren Leukozyten, wie PMN und
ehen (PERSSON et al ., 1993) . F¢er dioe
allem I L-1b, I L-6 und TNF-U verant wo|
al ., 1993). Sie | °sen Fieber, eine Le
ne aus ( GR¥NLUND et al., 2003). Die an
angen vom Euter ¢ber das Blut in die
n von akute Phase Proteinen, wie Hapt«
anregen (CASTELL et al ., 1990; YOSHI
8) . MEC sind auCerdem Pathogen-abh&ng
al zu synthetisieren (GRIESBECK-ZILCH
0) . Liegt eine Mastitis vor kann eine
der Milch gemessen werden (ZALEWSKA e
|l obin bindet freies H2moglobin, welch:t

.l e von Bakterien zu i hrer Vermehrung



[ Literaturg¢bersicht

2002; SCHAER et al ., 2013) . Die Zell en |
rum Amyl oid A chemotaktisch angel ockt un
Bindung an TLR besitzt es wie Laktoferr.i
Chemokine und Zytokine anzuregen (DE BUC

Endot hel zell en zur Proliferation anregen
mi t direkter antibakterieller Wi rksamkei
Weitere fr¢gh regulierte akute Phase Prot
tives Protein, Fibrinogen, Ferritin, Cer
dende- Protein (ZALEWSKA et al., 2020). ;I

kade f¢hrt TNF-U zu einer signifikanten

durch seine starken chemotaktischen Eige

Roll e f¢r den weiteren Verl auf einer Mas
1998; FITZGERALD et al., 2007). Der Einf/]
von zytotoxischen T-Zellen (CD-8-Zell en)
durch B-Zellen und ¢bt somit stimulieren
system aus (OKADA et al ., 1988; MAEDA et
di e Anwesenheit von I L-6 mit einer Er h?©°ht
faCpermeabilit?at, was zur Heilung, aber
f¢hren kann. ( DUNCAN & BERMAN, 1991, Z |
schw2cht den Zellverband von MEC, i ndem
turelle Ver2nderungen zerst®°rt. Auch | L-
ATight Junctionsfi, was eine Permeabilit?2
Hi erdurch k°nnen I mmunzellen | eichter in
et al ., 2018, KOBAYASHI et al ., 2021). W
Entz¢gndung. benf ekthiean vorant 6ei b-elne-uspi el
fektion vor allem I FN-b und I L-6, das al
werden kann eine Rolle fg¢r den weiteren

Ausschg¢gttung von Zytokinen f¢ghrt somit s
raler Ebene zu einer gesteigerten Entzg¢n
den eingedrungenen Erreger richtet, aber

den anrichten kann.

2.4. Anti mikrobielle Peptide bei der 1 nf el
Antimi krobielle Pepti de K°nnen i n al | e
( MOERMAN et al ., 2002; OARD & ENRI GHT,
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RAMACHANDER TURAGA, 2020; NAKATSUJ I et 8

S2ugetieren vor allem von Epithelzell en
tems (v. a. P MN) exprimiert und durch d
CAVERLY et al., 2001). Wie EL-DIRANY et
(2016) zusammenfassend dargestellt haben

tige kationische Peptide mit einer Sequce
Raumlich getrennt zur gel adenen Region b

wel che mit den Lipiden der bakteriellen

grund der negativ gel adenen Zell membrane
terien im Vergleich zu neutral gel adener
z. B. selektiv auf Bakterienzell en. Es Kk

keit gegen¢gber diversen grampositiven unc

und Einzellern nachgewiesen werden (DE L
2002; ALBEROLA et al., 2004; BRAFF et al
hung der Permeabilit2at bakterieller Zell
riums, die spezifische Funktionsweise i st
2004) . Beispiel sweise k°nnen AMP in groC
Bakterienmembran binden und die Membrano
umh¢l l en, um anschlieCend 2hnlich eines L
(FERNANDEZ et al ., 2012) . Des Weiteren k
Verdr2ngung der divalenten Kationen der

synthese oder intrazellul2rer I nhibition
Zell hom®ostase und schlieClich zum Unter
et al., 1988; CHAN & GALLO, 1998; LAM et
nen sie weiterhin aktiv die I mmunantwor:t
ki ne auf das angeborene I mmunsystem wirKe
genschaften einer ¢berschieCenden | mmunr e
SUN & SHANG, 2015) . Durch die vielen unt
schen Wi rkungswei sen sind AMP gut geg ¢
(ZASLOFF, 2002). Die Effektivitat der Wi
tidkonzentration, vom Wirkungsort, von de

l ungsphase des Bakteriums abh@2ngig (SCHOI
al ., 2008) . Bei einer vorherrschenden En
schl eusung der AMP ¢(ber gespeicherte Gra

pressionsanregung durch die Bindung von
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( DORSCHNER et al ., 2001; DAVI ES et al .,

2.5. Anti mi krobielle Peptide im Euter

Bei der Milchdr¢se handelt es sich ontoge
(Haut anhangsdr¢se), weshalb mamm@re Epit
l en, 1 n der Lage sind eine groCe Bandbr e
(2022) zusammenfassend darstell en. An un
Strichkanal, in der Zitzen- und der Eute
den unterschiedliche AMP als Teil der Pr

zentrationen s

(¢]
N

erniert (TETENS et al .,

b-Defensine

Bei den b-Defensinen handelt es sich um
ner b-Faltblattstruktur, di e ¢ber Di sul f
bovinen Euter durch Zell en der Mil chdr ¢ se
gebil det . Nach der Aktivierung von TLR wi
tionsfaktor NF-8aB gesteigert. Sie sind s
der bovinen Milchdrg¢se, wie von GURAO et
Sie besitzen eine direkte antimikrobi el

rien, Pilzen und Viren (DAS et al., 2008;
OGUI URA et al ., 2021). Zu der Gruppe der
das | inguale antimikrobielle Peptid (LAP
LAP wird vor allem im regionalen Lymphkn:i
senzisterne und im Euterparenchym expri mi
glichen mit LAP sehr viel geringer und f
der Mamma in der Dr¢senzisterne und 1 n un
Rosette statt (TETENS et al ., 2010). Di e

LAP in der Milch einer gesunden Kuh betr
Sowoh! im Tierversuch, als auch bei der

von LAP und DEFB1 nach einé&r kodektiP® b
signifikant heraufreguliert (G NTHER et
KOSCI UCZUK et al . (2014) konnten bei ein
kokken eine Expressionssteigerung messen.
nes. a-ulrrefueskti on keine signifikante Expre

Auch bei Ver suchen mi t bovi nen Endot hel
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Expression von b-DeEenkEBbBénanarcmsiZulyta bwe n

den, was einen Hinweis auf eine Infektio
|l iefert (ALVA-MURILLO et al ., 2012). I m
sion von DEFB1 bei einer Mastitis stark,
I nfektion nachgewiesen werden konnte. Gl

Wi rksamkeit dieses synthetisch generiert

vonE. naelhigewi esen werden (AONO et al ., 2
onsanstieg von b -Defensinen in der Milc
einer Mastitis erkrankt sind. F¢ér LAP wu
gelh. cwBd abesobrieben (SCHONWETTER et al
2018). DAS et al. (2008) isolierten bubal
den PMN gesunder Bg¢ff el und konnten anha

Zeit-abh2@ngige Verringerung der KBE und ¢
bei der ZEZug,®Slbé¢ iaworeus, Strepfecdicdasablbog
canmessen. Die minimal hemmenden Konzentr
rati on, MHK) der Peptide | agenCahnideirdaz wi s
al bi cuasnmds 2 8, 1St rOegp tnd ¢ doced ulsn pzyiorgkewnleise r e nd e n
ten konnt &. n-aMasiteiitniesr ei n Anstieg von DE
(CHENG et al ., 2022). Die antimekrodbliiell e
wurde anhand eines radialen Diffusionsas:!
KRENI TZ (2018) konnte nach einer I nkubat.i
fi kante, Dosi s-abh?ngkgecuwtadc hasutd uemissihe mmu n
kombinantes bovines LAP in Konzentration

wei sen.
S100-Proteine

Die Mol ekularstruktur von S100-Proteinen

durch Ca%djci-uBm n(d@iang i hre aktive Form anne
wirkung mit unterschiedlichen Proteinen

dadurch ermPglicht. Sie sind unter ander e
Cd* Hom° ostase, der Migration und der Pr ol
Il i gt . Il m Kontext von Entze¢gndungen k°nnen

oder Endotoxine durch Bindung an TLR odel
tion endproducts (RAGE) als Damage-associ
ken und ¢ber den Transkriptionsfaktor NF-
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Zytokine hochregulieren, wi e GONZALEZ et

schreiben. Neben i hrer Wi rkung als Signa
rekte antimikrobielle Wirksamkeit gegen

teinen, die im Euter vorkommen geh®°ren un
Calgranulin B (S100A9) und Calgranulin C
Monozyten, Makrophagen und PMN, aber auc
primiert (BENEDYK et al., 2007; HSU et al
des Strichkanals der bovinen Milchdrg¢se

(S100A7) , Cal granulin A (S100A8) , S100
( SMOLENSKI et al., 2015). S100A8/ A9 bild
Met allionen des Gewebes oder des umli ege
( NAKASHI GE et al ., 2015, ROSEN & NOLAN,

falls Met al lionen f ¢r i hre ZellentwickI L

Wachstum ei ngescihnr 3vnikitme EBo sk csnmtben@ ngi ge
Wi rkung von humanem S100/A8/ A3Eraeuctorndias Wa
Sc. agmadalkbgewieesen werden (CORBIN et al .,
wachstumshemmende Effekt auf Pathogen-sp
manem S100A12 (Calgranulin C) beruht ebe

Kupferionen ( MOROZ et al ., 200 3; CUNDEN e
S100A9 f¢hrt in PMN zu einer deutlich ge
nen (PENG et al., 2020). Bei einer bovi ng
miert und kann somit bei subklinischen M
den (BOEHMER et al ., 2008, LUTZOW et al
die Proteine S100A7, S100A8 undcE.STt®OA9 w
in der Zitze st@rker heraufreguliert (RE!
PETZL et al ., 2016; BREANDclaltfieklt.i,on2d2r) b
Mi |l chdr ¢se | 2sst sich ein Anstieg von Sl
messen (CHENG et al ., 2022).

CC-Chemoki ne

Chemokine sind Proteine, die sich durch
scheiden. Ei ne Hauptaufgabe von Chemokin
von Entz¢ndungszellen, wobei sie auch gr

Adh2sion und die Freisetzung reaktiver Se

gen oder ander en Erkrankungen, wi e t umc
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betroffenen Gewebe verst?2rkt Chemokine g
dung von Glykosaminoglykanen aus der extr
an G-Protein-gekoppelte Chemokinrezeptor
che pr2sentiert werden oder durch das Ge
chemotakti scher Gradient, der die Migrat:.
Cerdem eine direkte antimikrobielle Wirk
HUGHES and WATSON (2018) zusammenf assenc
CC-Chemokine geh°rt das Chemokin CCL20, \
zell en, Endot hel zel |l en, Makrophagen wund

al ., 2001) . Bei einer Entz¢gndung kann di
schen durch Chemotaxis weitere Ged?2chtni
zeptor CCR6 exprimieren. Durch die exklu
CCL20 direkt positiven Einfluss auf di e
fl ammatori schen Interleukins-217 (1 L-17)

und autoi mmunen Ver2nderungen kann CCL20

Zell en mit Hil fe dieses Rezeptors maCgeb
2018; SAMANIEGO et al ., 2018). Dersel be

Stroma-Zellen im Rahmen der Endometritis
et al ., 2022) . YANG et al . (2003) konnte

robielle Aktinmivgegenogb€CLRAOhr eer.enc oFat hooc
S. a,Craemuls da alRdiecwammonas nacrhugkiiesceanaa |l e
Gabe von CCL20 konnte die ®Meywgtosamo rOodiyts
parvumfizierter Ma@use auCerdem signifi k.
2015) . CCL20 tritt bei unt erschiedlichen
riasis oder Multipler Sklerose auf wund k
ver wendet wer den (ABU EL- ASRAR et al .,

ELNABAWI et al ., 2021) . Bei der bovinen
CCL20 mitunter als eines der ersten Gene
SHARI FI et al. (2018) konnten nach einer
dem Transkriptionsprofil EvorloEfud letrigemwebe
schaftigten, CCL20 den Schl ¢sselgenen zu
der n. Auch i mS .Raadrwbemdiise ghen Mastitis k °

CCL20-Werte gemessen werden (WANG et al

sich im mamm2ren Gewebemodell nachvoll zi
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Antil eukoproteinase (SLPI, secretory | eu

tei nase)

Die Expression und die Funktion von SLPI

und im Mausmodel | unt ersucht ( NAKAMURA €
2017) . Nachgewiesen wurde es in der Haut
zell en, Mastzell en, PMN und Makrophagen
nal trakt und im Urogenitaltrakt hohe Kon
wi e Speichel, Bronchial sekret oder Dar m
SALLENAVE et al ., 1994, BERGENFELDT et a
SKOTT et al ., 2002). Ei ne Hauptaufgabe v

eaktion und die Aufrechterhaltung der Hc

-

terst¢tzung der Geweberegeneration (ASHC
2005) . Es kann intrazellul?&r Serinprotea:
cken, die durch Leukozyten zur Erreger al
2002). Des Weiteren unterbindet SLPI die
durch Monozyten wund die Ausbreitung von
(NET) (ZHANG et al ., 1997; ZABIEGLO et al
Lage, die Signaltransduktion von NF-8B z
und Sekretion von Zytokinen einzud? mmen

nen gewebesch¢gtzenden Eigenschaften wirKk:H
terschiedli EheS&rpnBgerpi wie@dm diicca. al bi car

F¢r seine antimi krobiellen Eigenschaften
Peptids verantwortlich (HIEMSTRA et al .,
Bi ndung an die Erreger-DNA oder - mRNA wi
terbunden und auf Grund seiner kationiscl
membr anen zerst®°ren (s. l1.2.4) (MILLER

wird durc eine Art negative R¢gckkoppl uni
moki ne un TLR-Liganden gesteigert. Si e

feststellen konnten. Zur Auf g:

h

d
flachen in groCen Mengen vor, wi e NUGTEF

menf assend

n

n
nig bekannt. Bei der pubert@aren Ent wickl
SLPI ¥strogen-abh?2ngig exprimiert (AYYAN/
gesteigerte Expression w2hrend der frg¢hert

Spezies gemessen werden (CLARKSON et al
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konnten bei Frauen, die an einer Mastitd.i
hehte Menge (76 Og/1l) im Vergleich zu ge
Muttermilch messen. Nach wiikdevihiot 6leRS St i
wurde das Gen f¢r das Peptid SLPI zusamm
toren heraufreguliert (G} NTHER et al ., 2
3. Explant model | e al s Ersatzverf al

fr¢e¢her Wirt-Pathogen-1Interaktio

Viele Untersuchungen zur Pathophysiologi «

wi e viom-waiuNmf ekti onsversuche. Haufig werd
verwendet ( BROUI LLETTE et al ., 2004 a; |
TCHAMBA et al ., 2020) , wel che sich jedoc
Pat hogenese beim Rind ei gnlem-\(iHWGEHKES o0& SWA
versuche mit K¢ghen stellen den Gol dst and:
und erfordern bei kl einer Ti erzahl of t m
(RYMAN et al ., 2015; PETZL et al ., 2016,
am Ende des Versuchs nicht get®°tet, K°nn

den und die Tiere m¢gssen wdhrend der eins
tuell e Sch2aden erleiden (KHAZANDI et al

Aus gesell schaftspolitischen Gr ¢nden un c
wurde das Prinzip der 3R eingef¢ghrt (Rep

gerung, Refi nement - Verbesserung) und |
2010) verankert. Demnach soll en Versuche
suchsaufbau verbessert und wenn m°glich |
wer den. Um die Anzahl an Tierversuchen 1
ol ogi scher Vorg2nge im Euter zu reduzier
suchsams?atvza Dol gt . Eine M°glichkeit biet
onale Zell kultur von MEC ( SHANDILYA et al
formierte mamm@re Epithelzellen mit SV- ¢
1991) . hnl iicrh viurmonSietnuatni odn esen Syst eme
Stimul ati onks.vecuwsidec LLsP Smijtewei | s ein starke
der Zytokine TNF-U, 1L-1U und ein geringe
den ( MCCLENAHAN et al ., 2005) . Eine Zell

| ogi schen Zell verband des Gewebes wi der
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funktionell en Zel |l en des j ewei l i gen O
(JEDRZEJCZAK & SZATKOWSKA, E20 i) ii mWeir @retn
werden Faktoren heraufreguliert, di e die
steigern, welche unter anderem die I nduk

des Membranangriffskomplex als Ausl °ser
E.-cMddtitis hingegen werden diese herabr
tive Weg des Komplementsystems aktiviert

rung des Pathogens beitr2gt. I m Vergleic
auCerdem verst?arkt pr oiCXfClLa8Bmena & ofr i sgilei ¢
(G| NTHER et al ., 2009) . Wa hrend die Ver w
Euters erlaubt, das komplette Organ zu u!
2000) , i st di ese Methode durch einsetzen
raum von sechs bis maxi mal acht Stunden |
fektionsversuche geeignet. Di eses Verfah
und zeitlichen Einsatz (PINTO et al ., 20:
nung von Gewebest ¢ cken, z . B. in Form vol
Hygi enemaCnahmen prozessiert und anschlii
i n Kulturmedium inkubiert. Durch die erh:
Reaktion der milchbil denden Zell en, sond:¢
abgebil det . Es befinden sich demnach z.
zell en, Erythrozyten und Granulozyten in
m° gl i ch, das Verhalten unter Einbeziehun
Mi | chdr ¢se an einer Lokalisation zu unt

Il n-vvMNereuchs an di e physi ol oggwsscthaetnt e Ge
( MACEAS LUACES, 2019; FILOR et al., 2021)
fahren von bovinen Eutergewebekulturen,

sierung nicht einheitlich standardisiert
pl ants manuell mit dem Skal pell auf di e ¢
Reproduzierbarkeit stark erschwert (WU et

zugl eichen wur den unter anderem Bi opsi €

FI ORDALI SI et al ., 2016) . LIND (2011) et
ein Explant model | fer die Zitzenschl ei mh
wel ches durch MACZEAS LUACES (2019) auf (
wurde. Hierbei wurden mit einer Biopsiest

schlachteten Kuh entnommen, I n einer ger



Literaturg¢bersicht

O OO T «Q -
- ®d® O O =}

® @

Wwa
ne

me

En
VO
S i
W 0
er
Sy
Se

schlieCend manuel | auf® z2umechGrge@e hrio
mm L&nge x 1,38 mm Radius) . Die I nkub
pl ants erfolgte in einem N2@hrmedium an
l in und Prednisol on. Di eses Modell wur
11 .3.2.4). Mit Hilfe eines Der mat om
on cut bovine udder slicesin (PCBUS) f ¢
|l oal veol 2rem Euterparenchym. Bei der d
dicke von 250 Om und einem Durchmesser
'l en mit N2hrstoffen und Sauerstoff ge
ch die Vitalitat der Gewebeschnitte ¢b
ns vier Tagen bei > 70 % zu erhalten,
rde. Bei allen Modell en wurden mit den
che mit LPS und bei FI'LOR et al. (2021
rchgef ¢hrt, um di e ReaktionvaerfoZi nee
fektion mBt dawmidcsariue guenrtner suchen und so
alen Abl 2ufe einer Mastitis zu simulie
rr Stimul atni vgdwaorchieanhalen Erkenntnissen
manal ysen voinn Evuntbeto paur Educsibgimii zi erter Ky
wonnen wurden. Es konnte jeweils eine
el l en Peptiden, Zytokinen, I nterl eukin
n, die einen groCen Anteil zur Entzg¢gnd
isteuern (MITTERHUEMER et al ., 2010; P

5

0
b
S
S

P

Endotoxi ntol eranz

rend das I mmunsystem nach dem ersten
Bestandteile oftmals eine vergleichb
iatoren in Gang setzt, kann nach wied:
er Zustand eintreten. Dieses Ph2nomen
otoxintoleranz bekannt (BEESON et al
bakteriellen Liganden an Rezeptoren,

n besti mmter proinflammatorischer Zyt

ei die Bildung und Ausschg¢gttung von an
ten Kontakt gesteigert werden kann. S
tems z. B. i n Form eines septischen ¢
sis vermieden werden, gleichzeitig we
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Mechani smen erhalten oder gesteigert ( FC
(Endot oxin) wi eder hol t an TLR4 wird die
NF-8aB unter anderem ¢(ber Regul atoren, Wi
Rekrutierung des Adapterproteins MyD88 t

geringeren Expression inflammatorischer

Il L-1b. Das Ph2nomen wurde bereits in zahl
schen untersucht, wobei di e genauen Mect
schlieCend gekl&art sind (KOBAYASHI et al

et al ., 2008; LEE et al ., 2022) . I n der

Endotoxintol eranz i m Zusammenhang mi t
(LELI GDOWI CZ et al ., 2022), zystischer Fi
tem koronarem Syndrom (DEL FRESNO et al

kungen (LIU et al ., 2019) nachgewi esen w
gl ei chswei se wenige Untersuchungen zu di ¢
peri pheren mononukl e2ren Blutzellen konn
cher Stimulation von K¢ghen mit LPS in de
nachwei sen. Bei der Stimulation von bovi
l en konnten auCerdem Hinweise auf eine g
Xxinen Iim postpartalen Zeitraum festgeste
E. -cMdstitis bei der Mil chkuh oftmals ein
vorruft, kann es zu einem sehr schweren

fl ammatori schem Response Syndrom (SIRS)
einen m°glichen positiven Effekt der End
rer klinischer Mastitiden auszunut zen, w

Studien zur bovinen Mastitis durchgef ¢hr

Funktion der Endotoxintoleranz durch 1 nh
Gene bei gleichzeitig gesteigerter Expr
konnte sowohl in prim2reni hbovi@Ge®T WMERChd]
et al ., 2012; G} NTHER i etnvaecVho ,i n2 O la7ra)mm?2 &
LPS-Vorbehandlung und anschlieCender exp¢
gezei gt werden (PETZL et al ., 2012) . I nt
terl agen einem tra&Ensichbdsent Eehmtuzer Rnaakt
Beobachtungen zeigten sich bei Unt ersuch
| mpfstof fEdsendcBhadakitteernnenns (J5). Hier konnte

tell e MaEt1t i tsoysmpdtuorntaht i sch abgemil dert wer
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keinen Schutz gegen eine neue Infektion (
di e kompl exen mol ekul ar en Vorg2nge bei
Il n-vSysbemen simulieren | assen ist nur i
dien zu finden (G} NTHER et al ., 2012). 1In
dies f¢gr die Spezies Rind bisher nicht g

Ar bei t unt er sucht wer den.
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1. Ger 2te

1.1. Verwendete Ger&te f¢gr den Time Kill ,

Ger @t Hersteller

Aut ok-6 Systec

Brutschre MMM Medcent

Bunsenbrenner WLITEC, G°

Dampfsterili Varioclav, (

Gefrierschra Gr am, Bar

K¢é¢-und Gefrierschrankl Liebherr,

Orbitalsc Witeg Laborte

Mulmode Pl ate Read BMG Labtect

Sche¢gttler v I KA, <

Sp¢l maschine Miel Mi el e,

1.2. Verwendete Ger&te f¢r das Expl ant - Mo

Ger @t Hersteller

Aut ok-6 ) Systec

Biopsi esEVOCOFEC2: BI P, Tg¢

Brutschrank Heracell Vios |[160 Ther mo
Us/

Brutschre MMM Medcent

Bunsenbrenner WLITEC, G°

Dampfsterildit Varioclav, (

Ei smaschine Model RF2266A The Manit c
t owoc

Euter | CKuh, H

Gefrierschrank I ridi Angel atoni I n

Laborke¢ltund Gefrierkomb Bosch,

Phot omet er BMG Labtect

Sche¢gttler v I KA, <

Sicherheitswer kb Kojair, V

Sp¢l maschine MIG77 Mi el e,

Ti schschwei Cg-M-RP Pol ystar

TubeM 4ti tude,

Zell zahl messger DeLaval, 1

1. 3. Verwendete Ger2te f¢g¢r den Chemotaxi s

Ger @t Hersteller

Aut ok-6 SysiLin

Brutschrank Heracell Vios |[160 Ther mo
Uus

Fluoreszenz-Durchflusszyfometer, Model Accuri C6
sey,

Ha mat -Anal ysator Abaxi Abaxis Europe

Labork¢hl schrank- und GeffBoechkomBémlait m@gean Bosch K

(-20A

Sp¢l maschine Miel Mi el e,

Stop Peter Oeh

Vortex MS1 I KA, N

ZentrifuMe610 Uniwv Hettich,
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1.4. Verwendete Ger&2te f¢gr die molekul ar b

Ger @t Hersteller

Aut ok-6 Systec

Bi of u¢ Her aeus

Ei smaschine Model RF2266A The Manit c
t owoc

Experion El ectrophc Bi o Rad,

Experion Pri Bi o Rad,

Experion V Bi o Rad,

Gefrierschrank I ridi Angel atoni I n

Laborke¢ltund Gefrierkomb Bosch,

Nanophotor Il mpl en,

Professional Th Bi ometr a,

Professional TF¥F Bi ometr a,

Regel barer-VA Phoenix I nst

Rei ni gungsbox DN Bi osan,

Stop Bi o0&

Ther moshakert Anal yti k J

Zentrifuge Bi ozym,

Zentrifuge Anal yti k J

Aut ok-6 Systec

2. Mat eri al

2.1. Laborbedarf f¢gr den Time Kill Assay

Laborbedar f Hersteller

Abdeckfolien f¢r N Carl Rott

CryoETuk \ ‘ Mast Diagno

Handschuhe Gr°EBestE Medi tKi efer

| mpf °se a Car | Rot

Laborgl asf | Duran Grou

Mi kror°hrchen m Ki sker Bi o

NurMf™Mi cr M9 -Well Mikropla |Ther mo

Parafilm A Bemis, Ne

PipetteOl 0, O0lI, O Brand,

Pipettier Epr Brand,

Reagenzglas mit I[m Car | Rot

Serologiscm Greinone, Fri

Transff0,-1, -10,-200,-10 Ol Brand,

Reagenzi en Hersteller

Bouil -Medium (Lurg Car | Rot

Bovine CCL20/ MIP-3-Alpha|Proespan BExpbeissnoas hols

Escheco(Eco tl e,

Colu-Scha-Ag Oxoi d,

E. c®tlamm 1303 Stiftung Tier?aarzt
Hann

KristaGalLac+rAgar -Agze Oxoi d,

| sotonisclL®°sun% NiBr a B. Braun,

Peni-Strept Bi o&Sel |, F i

Recombinant Bovine CytosoCusambhihopeidoustasce, (UBR3I)

partial, EEco 20

Recombinant Bovine ProteilMyBilodbeWAOceé S1B0RMIDI, edEap

si on Eco, 34.

Recombinant Bubalus bubaliGudamigaal Hamsti onm cr B A a

tide (rbbLAP)Eco019.8 kD

Recombinant Cattle DEFB1l |Bré¢atideé eBiso Mardt prohiei In

pressiEco(rbDEFB1), -pH7
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E. cS tlamm 1303

FI ¢ssigmedium Dul beccods
di um/ Nutri-12 Ham -F1

Hydr oc O9%

Recombinant Human AntilelRGopabiej ndeest ExprESAi o

hoEco(rhSLPI ) pHS

Recombi nant Human S100A8/BY9oHegemddi &m Dicago, el

free), 23.9 kD (~11 kD f4¢r S100A8 und ~13 kD fg¢r

S100A9)

S100 Calcium Binding ProtMyRIi Aa3QuiReeombamabDite poyv

(S100A12), EEco 14.28.

S. auSteailmm 1027 Stiftung Tier?aarzt
Hann

Sc uBeamm 01401 Stiftung Tier?arz
Hann

2.2. Laborbedarf f¢gr die Explant nahme

Laborbedarf Hersteller

Becher (ml , ml, m Duran Grou

Bi opsi erx13mm, Pr obemn Bl P, Tg¢

Chirurgische Scct EickerTuttl

CryoETub Mast Diagno

Ein-l njeKang¢l € B. Braun,

EppendcLock Tum Eppendor f-Ber z

Gewebekul t-Wel Si g-Al dri ch,

Gl asper| ‘ ) VWRDar ms

Handschuhe Gr°EBestE Meditrade,

Kohl enst Li nObersch

Tesa 4541 Gumn Tesa, C

Laborgl asf | Duran Grou

Mi cro Centfreistehenm V WR, Da

Mi |l chproberm Sarstedt,

Petrisc Car | Rot

Pinzette, Carl Rotlt

Pinzette, anat. Carl Rotlt

Pinzette, Aescul ap,

Pipet-1, -10,-100-200,-100C Sartoriu:

Pipettier Epr Brand,

PipettenspiOL, OL Opt. Sartori u:

Reagenzglas mit I[m Car | Rot

Reagenz-/Zentrifugenr®°hr¢BGrai mét IBSchranbdbyeFsichka

l st afB1 ml , m

R° hr ¢ Fml mit ru Mi croni c,

Serol ogi scm Greinone, Fri

Servoprax Abs-=-Ag Servopr .

Skal pt ) Carl RotF

Skal pell kIl Esteri Carl RottfF

Stic Linde, Obe

TP-Capbe Mi crdel st

TPE Cayg Mi croni c,

Reagenzi en Hersteller

Brain Heart Si g-Al dri ch,

Cel | Coui8 ('8 Si g-Al dri ch,

Colu-Scha-Ag Oxoi d,

Stiftung Tier?&rzt
Hann

Mogimd i Aldd Eiagh e 6St Mierhei

Si g-Al dri ch,
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Il ns Si g-Al dri ch,

E.l sotoni sL®sun% NacCl B. Braun,

KristaGalLacr+rAgar -Agce Oxoi d,

Li popolysaEcoSt alO55:; Si g-Al dri ch,

PBS Dulohné*und?* Biochro

Peni-Strept Bi o&Sel |, F i

RN-L a' Si g-Al dri ch,

S. auSteailmm 1027 Stiftung Tier?aarzt

) Hann

Schal mreafCe-Chec Ei m¢,

Tryptic Soy Broth Sigma-Aldric

2. 3. Materi al fé¢er den Chemotaxi sassay

Laborbedar f Hersteller

BD Vachtt aOmeerUse Hol der BD, Becton-Dickinson, N
sey,

BD VachttParienceirssMon20G3 i de BD, Becton-Dickinson, N
sey,

Becher ml , ml, m Duran Wer't

EppendcLock Tum Eppendor f-Ber z

Falf &n ml Rundbodenr©®°hrchpen, Polystryrol B
sey,

Handschuhe Gr°EBestE Meditrade,

Laborgl asf | Duran Grou

Pipettietr Epr Brand,

PipetteOl 0, 01, O Brand,

Pinzette, anat. Car | Rot F

Polycarbonatmembran 25x8(0Nenmr;, o Poole@aghri e, 3UHM,

PV-Ober fl 2che

Reagenz-/Zentrifugenr°hr¢BGreai met BichranubdbyveFsicbk e

l st af1 ml ,

Serol ogiscm Greinone, Fri

Transff0,-1, -10,-200,-10 Ol Brand,

Transmigrat i-We Neur oPr ob:

Vaccutainer EDTA-R°hrche BD, Bect o
’rsey,

Reagenzi en Hersteller

Fl ¢ssigmedium Dul beccods |[Mogdgiméi AlddEiagh edSt Mienrnhei

di um/ Nutri-12 Ham -F1

Hydr oc O9% Si gAl dri ch,

l nsulin aus Si g-Al dri ch,

Recombinan-8 ( hum-8 Peprotech, F

Panani mal , g/ ml, st PAN Biotect

PBS Du Biochro

Peni-Strept Bi 0&Sel |, Fu

PertE Si gAl dri ch,

2. 4. Materi al fé¢r mol ekul arbi ol ogi sche Un

Laborbedarf Hersteller

Abdeckf-QPCR Adhesi v 4titude,

EppendcLock Tum Eppendor f-Ber z

Experi -Ch Bi-Rad, Fe

Framf38wel | PC ) 4titude,

Handschuhe Gr°EBestf Meditrade,

i nnuSPEED Lysi2,mm KerBea |Analyti k Jel

PCR SoftTubes, 0, z, R I, Biozym Scien
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DNase Ol det
Pinzette, anat . Car | Rot
Pipettenspitzen 0,1-1, O0/|Bi-rddym28ci2®00ti 0O, 1HO9s
RNa-, Dns Ol det
RNA Mi B Bi o&Sell, Fu
Transff0,-1, -10,-200,-10 Ol Brand,
Verschlusszylinder PCR S¢ft Tubes, 0,5 ml
Ol de
Reagenzi en Hersteller
Deoxynucl eotide Pr omega,
Diverse Pr-PCI Bi omer
Dnase |, Bi o&Sel Il , F
Et heC9 9 % Car | Rot F
M- MLV Reverse TranskriptaBromRdagase MaMinmeism Point
Mut an:
Oligo dT Promega,
Reagenzi eCh Bi-rad, Fe
RNA Mi Bi o&Sell, Fu
RNa-Exi t (M Appli Chem,
RNase wurfreies Car | Rot
RNasin Ribont Promega,
SensiESYB*No Ro Bioline,
2. 5. Kulturmedi en, Puf fer und L°sungen
Reagenzien, die als Pulver oder |l yophili:
ben in L°®sung gebracht wund bis zur Ver we.l
2.5.Antimikrobielle Peptide und Kul tur me
say
Bouillon Luria/Miller- (LB-Medium) 25 g/l

25g LB-Medium TrockensAdguwa addezsstivut deer it e sl

sergel °st und bei 4AC aufbewahrt
Penicillinmn-Streptomycin
10. 000 U/ ml Penicillin/ 10 mg/ ml Streptom

Bovine CCL20/ MI P-3-Alpha Protein (rekombi

1 mg rbCCL20 Trockend®ghsat aged t°wsutr,d eznu ijne 1
aliquotiert und bei -20AC aufbewahrt
Recombinant Bovine Cytosol aminopeptidase
timi krobielles Peptid, rbLAP) :

1 mg rbLAP TrockensAdhus a agdeal s°veutr,d eznu ijne 11 Onf

quotiert und bei -20AC aufbewahrt
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Recombi nant Bovine Protein S100- A9 (r
rbS100A9) :

1 mg rbS100A9 Tr ockenmMguwlkas tdpeadzt®.smu,r dz2wm ji &

aliquotiert und bei -20AC aufbewahrt.
Recombinant Bubalus bubalis Lingual anti
l ines |l inguales antimi krobielles Peptid,

1 mg rbbLAP TrockendAgyhsat ayed Cwur,deznu ijne 11 0
quotiert und bei -20AC aufbewahrt.

Recombi nant Cattle rbDEFB1 beta-defensin
Defensin-1, rbDEFB1) :

50 Og rbDEFB1 Trockensubstanz wurden in

sung (PBS) (s. 11 .2.5.2) gel°st und bei
Recombi nant Human Antil eukoproteinase ( S
bitor, rekombinante humane Antil eukoprot

1 mg rhSLPI TrockenAgbataedt®wdrdemn ijr 10
quotiert und bei -20AC aufbewahrt.

Recombinant Hu man S100A8/ A9 Het er odi me
S100A8/ A9, rhS100A8/ A9), 0,29 Og/ Ol

Das bereits in PBS (s. 11 .2.5.2) gel st

S100 Calcium Binding Protein Al12 Recomb
S100A12, rbS100A12):

1 mg rhSLPI Trockensubstanz wurde in 1 m

sung (NacCl) gel©°st, zu je 100 Ol aliquot |

2.5. Puffer, Zus2tze und Kulturmedien f¢r
Brain Heart I nfusion Broth (BHI'), 37 g/l

379 BHI wuWrgdiean digetP slt und bei 4AC aufbew
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Eut er medi MACKEAS LUACES, 2019)

- DMEM- F12 500 ml

- Insulin (5 mg/ml, Endkonmlentration: 1

- Penicillin-Streptomycir ("W10.000 U/ ml
10. 000 Og/ ml, Endkonzentration: 100 U
100 Og/ ml)

- Hydrocortison (1 mg/ ml 25Bn@konzentrat
0,5 Og/ ml)

Das Eutermedium wurde in Aliquots zu | e !
Li popolysaccharide (LPS) aus E. col i 055

1 mg wur deAduwa pedOtsd®l, zu je 20 Ol aliqu

auf bewahrt .

Phosphat-gepufferte Salzl°®sung (PBS), 9, !

- NacCl 8,0 g
- KClI 0,2 g
- Na2HPO4 1,15 ¢
- KH2PO4 0,2 g
- Agua dest. 11

9,55 g PBS Aguwrad eyresitnstl und bei 4AC auf bew

F¢r die [ berfgéghrung der Explants i n das |

| ©°sung vor der K¢ghlung autokl aviert.
Tryptic Soy Broth (TSB), 30 g/l

30 g PBS wuguwae ng@snt® 4t lund bei 4AC aufbewe

2. 5. Buffer und Reagenzien fg¢r die Durchf |
Eutermsdi bimt . 2.5. 2

I nterl eukin-8 (1l L-8), 1000ng/ ml

1 g01L-8 wuAdeai pedtm$t, zu je 100 OI aligq
auf bewahrt .
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- Percol |l 12 ml
- Aqua dest. 8 ml

Phosphat-gepufferte Salzl°®sung (PBS), 9, !
PBS zwei fach konzentriert (PBS x 2), 19,

L°sung von l1@&glagdRRS biewahrlung bei 4 AC

2.5.8°sungen, Puffer und Reagenzien fg¢r
tersuchungen
Waschl °sungen fg¢gr die mRNA-Extraktion (R

anol 70 %: F¢gr 100 mli 70 %i gen Eth
9,5 %Amua &egtelmi scht .

= ol 80 %: F¢gr 100 mli 80 %i gen Eth
O 99,5 %Amuba &Gégmlmi scht.

f t Waschp

- Waschpuffer | T: Der gel. erte
99,5 % verd

e
wurde mit 70 ml Ethanol O

e Waschp

- Waschpuffer MT: Der geli e rt
99,5 % ver

f e
wurde mit 160 ml Ethanol O

Master Mi x cDNA Synthese (fg¢gr eine Probe!

- Puffer 5 Ol

- dNTP 1,25 Ol

- Reverse Transkriptase 0,5 Ol

- RNasin 0,625 Ol

- RNA/ DNA-freies Wasser 6,625 OI/ 7,125 C
Master Mix fg¢gr RT-qPCR (fegr ein Well auf

- SYBR §rrR@Rm Master Mix 5 Ol

- Primer forward (5 Omol /p)4 Ol
- Primer reverse (5 Omol/g)4 Ol

- DNAse-RNAse freies Wassa&r2 Ol
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2.6.Primer fg¢gr die quantitative-real-ti m
Zun?2chst wurden die |yopilisierten Pri me
ase (RNase) und Desoxyribonukl ease- ( DNa:s
Tabell e 1: Pri mer-Sequenzen
Gen Vorw2rts- und R¢ickwartspGemefn(8oY RéfYeumraz-I|23nge
CXCLS8 for CCTCTTGTTCAATATGACTTICAERBAS ( 536), 2YANG et al .
rev GGCCCACTCTCAATAACTCTC (20%7,8 (2008)
IL-16b for TTCTCTCCAGCCAACCTTCMMTA (288, NEUVI ANS et
rev ATCTGCAGCTGGATGTTTCCAT (258, 4 al . (2004)
I L6 for GGAGGAAAAGGACGGATGCT. 128)59, 7HI LLMER
rev TCTGCGATCTTTTGCTTCAGGAT ( 2630), 6 (2018)
LAP for AGGCTCCATCACCTGCTCCBBO(2160, 46KRENI TZ,
rev CCTGCAGCATTTACTTGGGCT (2199, 452018)
TNF for CTTCTGCCTGCTGCACTTAG 7(120)61, 9YANG et al .
rev GAGTTGATGTCGGCTACAACG (21p9,3 (2008)
for = forward Primer/Vorw?2rtspri mgs  Scrhenvel=ztreemer

peratur des Primers in AC

2.7.Spendertiere f¢gr das Explant model |
Durch ein vorher festgelegtes Ausschl uss
dem Schl achthof ausgew?2hlt (s. lrr.3.2.3
positiver bakteriologischer Untersuchung
pat hogenen Erregern vom Versuch ausgesch
betroffen war (LI ND et al., 2015).
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Tabelle 2: Spendertiere Explantmodell
Ruehésse Euterviertel VR Euterviertel VL Euterviertel
1 F* 2Zz: 38315.0 Z: 439.(Z:3.3696 Z: 5.12¢ WST-Test
BU: - BU: - BU: - BU: - O2-Versuch
Tupfer BU: -
2 SB Z: 31.0¢C Z: 15.0 Z: 34.0 Z: 27.0 WST- Test
BU: BU: - BU: - BU: - O2-Versuch
Tupfer BU: -
3 SsBz: 2.536 zZ: 320.(C Z: 196. zZ: WST-Test
BU: + MischkBU:t u+ BU: - 2.864.0 O0O2-Versuch
Tupfer BBUW: -Mi schkul tur
4 SB 7Z: 980. Z: 935.(C Z: 338. Viertel atrophiert Ch -
BU: + Str 8pt. +s g BU: - PCR
Tupfer BU: -
5 BV Z: 155.0 2Z: 161.C zZz: 376. Z298.000 Ch. -assay
BU: - BU: - BU: - BU: - PCR
6 Bv zZ: 54.0C Z: 25.0 Z: 84.0 Z: 99.0 Ch. -assay
BU: BU: - BU: - BU: - PCR
Tupfer BU: -
7 FV zZ: 1.048 2Z: 1.855 z: 87.0 ZzZ: 80.0 Ch. -assay
BU: + KNSBU: + KNS BU: - BU: - PCR
Tupfer BU:
Mi schkul tur, Ko -
tami nation
8 BV ZzZ: 396 Z: 349.( Z: 204 . Z:445.0 Ch. -assay
BU: - BU: - BU: - BU: - PCR
Tupfer BU: -
9 BV zZ: 471.0 zZ: Z: 255. Z: 108. Ch. -assay
BU: - 481.000 BU: BU: - PCR
BU: - Tupfer BU: -
10 SsBZ: 125.0 Zz190.00¢ Z: 70.0 Z: 162. Ch. -assay
BU: - BU: BU: BU: + StaphPCRpp.
Tupfer BU: -
11 F Z: 122.0 Z: 187. ( Z: 155. Z: 255. WST- Test
BU: - BU: - BU: - BU: -Hauptversuch
Tupfer BU: -
13 FVv 87Z:00C Z: 159. ( z: 218 Z: 168. Ch. -assay
BU: BU: - BU: - BU: - PCR
Tupfer BU: -
14 SB Z: 81.0C Z: 108. C Z: 73.0 2Z: 174
BU: - BU: BU: - BU: - Ch. -assay
Tupfer BU: - PCR
15 RB zZ: 126.0 Z: 111. Z: 109. Z: 435. Ch. -assay
BU: + KNSBU: + K BU: - BU: + KNS PCR
Tupfer BU: - WST- Test
Hauptversuch
16 FV Z: 159. 0 2Z: 189.(C Z: 40.0 Zz: 249. Ch. -assay
BU: - BU: BU: - BU: - PCR
Tupfer BU: -
21 FVv Zz: 61.0C Z: 147.( Z: Z: 61.0 Ch. -assay
BU: - BU: 46. 000/ BU: - PCR
BU: - WST- Test
Tupf e-
grau hinterlegte Felder = fg¢gr weitere Untersuchul
= Fleckvieh, RB = Rotbunt, SB = Schwarzbunt, VR
recht s, HL = hinten 1|inks, Z = Zell zahl BU = ba
negative Staphyokokken, St aph. spp. = Staphyl okk
zies, Ch. -assay = Chemotaxisassay, PCR = Pol ymer
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Versuchstiere f¢gr den Chemotaxi sassa:
die Gewinnung ben®°tigter neutrophiler
hstiergruppe aus Laufstallhaltung am

Ludwi g-Maximilians-Universit?at rege
I11.3.3.1). Durch die Regierung von
hsantrags Nr.: ROB-55.2-2532. Vet _03- 21
wi ssenschaftlichen/ diagnostischen Zwe:
nd von drei Tagen und von < 1 % des K
suchung der aliquotierten | berst2nde
jeweil s drei trockenstehende, all gen
de der Rassen Fleckvieh und Hol stein
olgte h°chstens zwei Ma | wechentlich
er Desinfekti onvediear jHignusltaipc hasnt(edlrl ¢ tadm
er Kontrolle des wei Cen und des roten
ator HMS5 (s. lFrr.1.3).

Met hoden

. Ti me-Kill-Assay

den Einfluss von ausgew?2hlten anti mi k]
kl ung der eut EsphehbobgskEan)c @l a.eqglelrl . 2.
phyl ocowme@s auwrrgesuss | Stk r2ptpcomdus ube
ybésislll.2.1) zu wuntersuchen, wurde

g der Wachstumskinetik durchgefg¢hrt .

Yorbereitung der Bakteriensuspensi on:
Bakt eEi e,66t AmmBas whierdiesr j eweil s bei
Cryoballs (Mikrobank-System ACryoban
Anrei cherung wurde H.ercmo@rty oeh anlelr nsitte
.l e auf einen Kristallviolett-Galle-L:
er abgeflammten ¥Se awws®destubearhigdnei -w?
rr- Weise auf einem Col umbia-Schafbl ut
rplatten wurden bei 37AC ¢ber 24 h in
den j e einige Kolonien der Bakteriens
m| des Fl ¢ssigmediums Lurial Miller (L

i ssch¢ttler ver mi scht und auf einer R
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im Brutschrank inkubiert. Nach Abl auf di
teln der Bakteriensuspensionen jeweils 3
Pl atte mit fl achem Boden im Phot ometer k

I nkubationszeit eine Bakteriensuspension
zu erhalten, wurde diese im Photometer ¢
w¢enscht verdegnnt . AnschlieCend wurde sie

wi ederum auf einer R¢ettelplatte mit 90 r

zwi schen-inkubiert.
3.1. Plattenprotokoll und verwendete anti
Auf eine 96-Well -Platte wurden jeweil s I

kubi erten Bakteriensuspension zu einem A
gen Verd¢gnnungsstufe des antimi krobieller
pro Well betrug hierbei jeweils 300 Ol

Wachstumskurve der Bakteriensuspension o

das Wachstum der Bakterienkolonie mit dei

l in- Streptomycin (s. 11 .2.1) mitgefg¢ hrt
Phot ometer (s. 11 .1.1) inkubiert und es
rigem Sche¢gtteln bei einer Wellenl2ange vo
tionen auszuschlieCen wurden die Bakter.]

gel mCig ausplattiert.



[ T Materi al und Met hoden
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Abbil dung 1: Bsp. f¢r das Plattenl ayout
Pen. -Strept.: Penicillin- Streptomycin, rbLAP = r ekomb
Ver wendet wur den dabei di e S100-Protein
(rbS100A9) , rekombinantes bovines S100A1
humanes S100A8/ A9 (rhS100A8/ A9), di e b-
Beta-Defensin-1 (rbDEFB1) |, rekombinant e

Peptid (rbbLAP) und rekombinantes bovi ni
(rbLAP) das CC-Chemokin rekombinantes bo\
zym rekombinante humane Antil eukoprotein

den Verd¢gnnungen:
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Tabell e 3: ! bersicht verwendete AMP und |
Dosi e rbDEFB1
i n 6grbSlOrhSlOO rbsS10( rbblL rbLA| rhSL rbCCL(S_ ajreus
5 E E E
(n =]9) (Sc. uybeéni s8)
n
6,5 E
(Sc. uyberis
n o
10 E E E E E E
(n =9)(n =9) (n =9) (n =[9) (n =P)n =9)
13, 3[3 E
(n =9)
20 E E E E E E E
(n =P)(n =9) (n =9(FBc. ybemisl9)n =9kE. &aqli
n =6|) S. aulreus
(E. .,cloli n =9
S. ayreus
n
30 E E E E
(n =9)(n =@)n =9)n =|9)
33, § E
(S. ajureus,
n =
40 E E E E E
(n =9) (n =9)(n =9) n =9) n =]9)
n = Anzahl

3.2. Explant - Modell
Anhand der Stimulation von Explants der

renchyms mit Lipopolysacchariden (LPS) wut

Parti kkEe.l ncoolb@nm aug ®lulst e die I nduzierbarkei
ranm vubhtersucht wer den. Das verwendet e
@ahnlicher Weise in vorangegangenen Forsc

LUACES, 2019) verwendet.

3.2. Herstellung hEt zew®d kdaunve ester

Das Verfahren erfolgte in Anlehnung an K
st2 mBe 3 nNdS. aunewsr den auf Agarpl att e
(s. 11 .3.1.1). Nach 24 h wurden jeweils
flammten ¥se in je 10 mli Brain Heart | nf
sche¢ttler vermischt und f ¢r 6 h bei 37AC
i nkubiert. AnschlieCend wurden die Bakter
i n 9,9 ml Tryptic Soy Broth (TSB) pi pett
18 h bei 37AC unter standigem Sche¢tteln
wei9l sn¢teriler 0,9 % ger Natriumchloridl°:
mit der Zellsuspension in Zehnersdhritter
angelegt. Von dieser wutr’doeins’ olice Yebdgnrit
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sterilen Glasperlen gEei chim@derg awfspVRBt

S. auaefusCSB Agar ausplattiert wurde. Es
weils Triplikate angefertiagt und f ¢r 24
nur Platten auf denen mindestens 10, abe
gen. Zur Berechnung der Kol oniebildenden
me | verwendet:

—_— ﬁwn

® = Summe aller Kolonien von 2 aufeinander folgenden \
nl = Anzahl Pl atten niedrige Verd¢nnung, n2 = Anzahl I
der niedrigen Verd¢gnnung

Nach der dritten Wiederholung konnte wvon
gegangen werden. Die Bakterien wurden i m
zeinaktiviert und unter der sterilen Werl
gew¢gnschte AfBza&khlerviem/Imll®i ngestellt. Bi

sie in Aligquots von 15 ml bei i 20AC ein

3.2.orbereitung der Explantgewinnung
Am Tag der Explantgewinnung wurden die W
mit je 1 ml Euter medi(uSha ufeirs tlo fhf Yokw md3 75A C%

|l enstoffdioxid) vorinkubiert. AnschlieCe
schrank abgekg¢hl t . Bei Verdacht auf Kont
wurde dieses sofort ver wor fen. Fer den T
steriles PBS unter der Sterilwerkbank abi
3.2. Buswahl der Spendertiere

Die Entnahme der Gewebeproben in Form vo
Mo k s el GmbH der Vion Food Group in 86807
verer Besti mmungen bez¢gglich des Persone
Untersuchung am | ebenden Tier im Gegensa
Met hode entfallen. Direkt nach der Schl ac
Verl etzungen und andere Krankheitshinwei :
schen BCS (Body Condition Score) oder Ur
wurden, soweit m°glich, symmetrische, ob
risch gesunder K¢ghe ausgew2hlt und durch
renchym zu verletzen, abgetrennt und i n
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weiteren Vorauswahl wurden die Euter palr
untersucht . I m Anschluss wurden die Eute
Papiert¢gchern gereinigt und mit den Zit ze
richtung zur Untersuchung verbracht. Di e
Et hanol desinfiziert und zun?2chst ein CM
Tiere mit Eutervierteln mit negativen ( -
wurden weiter verwendet, w@2hrend Tiere mi
sitiven (+++) Ergebnissen sofort aussort.
schlieCend wurde eine Milchprobe zur bak
ent nommen und auf Eis gestellt. Die Zell
dem Zell zahl messgerat ADelLaval DCCihi besti
ten Zell zahl ausgew?2hlt. Als Richtwert f
tels wurden 500.000 Zell en/ ml festgel egt
LMU M¢nchen wurden die Milchproben ansch
tis-Erreger untersucht. Bei einem posi ti
mit euterpathogenen Erregern wurde das g
det .

3.2. 6ewinnung der Explants

Nach der Vorauswahl wurde das Euter wied:é¢
den Zitzen nach oben gel agert. Das ausge
mi t 70 %i gem Ethanol desinfiziert. Mi t ¢
Zitze an der Zitzenbasis abgesetzt und a
Styroporunterl|l age gel egt. Zun&chst wurde
ner sterilen Skalpellklinge aufgeschnitt
sichtig er°ffnet, ohne die gegeng¢gberl i eqge
kanten wurden mit vier G20 Kang¢gl en auf de
wurde von der Schl ei mhaut nahe der Zitzer
i n Amies Agar transportiert wu Fid ewu rMi t d €
den mit sterilen Biopsienadeln mit einem
mit einer Zylindetf aer fdlerc izéd twem z5,s8 & rmmn
mit einer sterilen Pinzette in 50 ml St el
Haut des Euters mit einer sterilen Skalp
der KIl'inge ein ca. 10 cm x 10 cm x 5 c¢cm
Di e Gewebeentnahme erfolgte analog zur Z
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die GefaCe auf Eis in einer Styroporbox
Gr°Ce zu erhalten, wurden die Bioptate i
bank (s. 11 .1.2) weiterverarbeitet. Di e
auf eine L&@nge von 2 mm gekg¢rzt. Es wur de
bi ndegewebige Anteile auszuschlieCen, um
senzellen fg¢gr die Explants zu erhalten.

Abbil dung 2: Abl auf Explantentnahme in Zz:
Das Euter wurde auf dem Eutertisch f¢gr die Milchj

die Zitze und das Euterparenchym aus dem ausgew?|

roporunterlage mit autoklavierter Alufolie wurde:
die nach dem Transport in sterilem PBS im Labor
pari ert und sofort in Eutermedium ¢berf ¢hrt.

3. bnkubation der Expl ants

2
Die fertig pr@parierten Explants wurden
di u

wurden diese zun?2chst fer 1 h im K¢ghl sch

m gef ¢l lten Wells der vor bereiteten 2

der Zeit wurde das Medium durch frisches
|l aut Protokol |l (vgl . Tabell e 4: Protokol
24-Well -Pl atte wurde nun fg¢gr 5 h im Brut
Danach wurde der | berstand (Eutermedium
einzelnen Wells durch frisches Eutermedi
biert (I nkubationsphase 11). Es folgte e
Zugabe der vorgesehenen Zus2tze mit eineit
phase 1 11). Die gesamte |Inkubaatiuvoard erf o
5 %2COPro Lokalisation wurden neun versc

Nach der K¢ghl phase wurden zu sechs der Dc
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1 06l LPS oder 20 Ol LPS (s. 1l11.2.5.2) zI
ans2tze in der I nkubati onsphase 111 Eut e
vier Ans® KBEE mMj eoodBddr a,smeuwWsass jede Kombin
Zus2tze vorhanden war. Des Weiteren wurd
kubati onBEphamsdaerl aupiepesttiert, wahrend hi
phase | nur Euter mediAlm Wemgwend&tonwood ¢
Doppelansatz mit Eutermedium f¢r jeden We
wurden die Explants einzeln in jeweils 4
chen f ¢r 22 h im K¢ghlschrank aufbewahrt
Gewebe Zzu gew?2hrl eisten. Zur weiteren A
wurden die Explants bei -80AC kryokonser\
Zel |l produkten der Explants wurde als | ber
bei -20AC eingefroren.
Tabell e 4: Protokol |l Explantstimul ati on
K¢hl phas I nkubat I nkubat Il nkubat Gesamti nkubati -
phase phase | phase |1 onszeit
(5 (3¢
Explant 1 Medi um Medi um Medi um Medi um
Expl anft 2 Medi um Medi um Me cEixpprh ant Hiitxzd eeirreank t i
E. coli
Expl anf 3 Medi um Medi um Me cEixprh ant Hiitxd eeirreank t i
S. aureus
Expl anf 4 Medi um MRS i umOg/ ml Medium Explant fi xi
Medi um
Expl anft 5 Medi um LMesd i2uom Og/ ml Medi um Explant fi xi
Medi um
Expl anf 6 Medi um MRS i umOg/ mHi tzeErpkanvi ef keer en
Medi um E. coli
Explanf 7 Medi um MRS i umOg/ mHi tzeErpkanvi ef keeren
Medi um S. aureus
Expl anf 8 Medi um LMesd i2uom Og/ ndi t+zeErpkanvi efr keeren
Medi um E. coli
Explanft 9 Medi um LMesd i2uom Og/ ndi t+zeErpkanvi Efr keeren
Medi um S. aureus
Explant 1 -9 = identische Bioptate vom selben Ti
charid
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Al E. coli
LPS 20

C | S aureus

3 4 5 6

77 EP EP
E. coli E. coli E. coli
LPS 20 LPS 20 LPS 20

77
S. aureus
LPS 20

EP
S. aureus
LPS 20

EP
S. aureus
LPS 20

Abbil dung 3: Plattenlayout Explantstimul
Layout der Explants auf der 24-Well -Platte, 2 PI

LPS 20= LPS 20 Og/ml, LPS 1= 1 Og/ml LP:

2 6
EP EP
E. coli E. coli
LPS 1 LPS 1

EP
S. aureus
LPS 1

EP
S. aureus
LPS 1

S. aureus
LPS 1

Abbil dung 4: Pl attenl ayout Explantstimul
Layout der Explants auf der 24-Well -Platte, 2 Pl ¢

renchym,

LPS 20 = LPS 20 Og/ml, LPS 1 = 1 Og/ ml I
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3.2.6to0ffwechselaktivit2at der Explants

Um R¢ckschl ¢sse auf die Vitalit?at der E x
Stoffwechselaktivita?at untersucht. Di ese
soluble tetrazolium dye-8, wasserl sl ich

|l el en Testans?2tzen an den Explants dreier

phenazinmet hosul f at (1- Met hoxy-PMS) extr
ziert, wel ches photometrisch erfasst und
Synthese von 1-Methoxy-PMS auf die Anwes
von Nicotinamidadenindinukleotid) und NA
mi dadenindinukl|l eoti dphosphat) angewi esen
rogenase hergestellt wird, kann eine dire
den. Unt er Einhaltung des Untersuchungsp
(s. l'11.3.2.5) wurden in jedes Well zu S
Zupipettiert und f¢r weitere dr ei Stunde
weils 280 Ol des Mediums auf einer 96- Wel
stell erangaben bei ei ner Wel l enl 2nge wvor
wurde jeweils der Median all er gemessene

Euterparenchyms und der Zitzenzisterne n.
verwendet. Er galt als 100 % stoffwechsel
¢cber 50 % kann davon ausgegangen werden,

sie zwischen 30 % und 40 % | eicht gesch?
davon ausgegangen, dass di e Explants al
( MACCAS LUACES, 2019). Zus?2tzlich wurde f
al s Referenzwert mitgefg¢ghrt die sich au
sammensetzte. I m Vorfeld wurde ein Versu
rati on durchgef ¢ghrt . Es wur den hierbei
LPS 20 Om. mdwrdmi tMedi um von drei K¢ghen j e
5,5 % und 16% Sauerstoff inkubiert. Fer

Konzentration von 5,5 % wurde Stickstoff
wechselaktivit?at wurde nach oben beschri e

das entstandene Formazan im Photometer g

3.3.Chemotaxisassay
Mit Hilfe eines Chemotaxisassays wurden ¢
mel t en  berst2ande (s. 11 .3.2.5) anhand
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wanderten polymorphkernigen neutrophi
ndensein chemotaktisch wirksamer Stoff.
wanderter PMN erfolgte durchflusszyt omi

S3.Entnahme von ven®sem Bl ut

e ausgew?2hlte Kuh (s. 11 .2.8) wurde in
rstrick fixiert. Di e Haut an der Einst.i
ziertv.updegdheri #¢dal sseite angestaut. Da
ndschuhen mit Hilfe einer sterilen Kan
hrchen entnommen. Es wurden jeweils 60
3.2Psolierung neutrophiler Granul ozyten

e ben°tigten PMN wurden durch Dichtegr e

nnen. Dazu wurde im Labor das am selbe
ut (s. 11 .2.8) gepoolt und zu je 10 m
it Das Voll bl ut wurde jeweils durch
rdéegnnt . Es wurden 15 ml Pancol | ani mal

ntrifugenr®hrchen vorgel egt und wvorsic

—

e eines Pipettierhelfers ohne Phasen

der Einzel bestandteile des Blutes w

=)
Do «Q

Bremse zentrifugiert. Il m Anschl uss

t den Thrombozyten, die I nterphase mit
ncol l ani mal abpipettiert, bis nur n o
|l ozyten im R°hrchen verblieb (BROSSERO
anul ozyten wurden die Erythrozyten mit
Amlua de st einer Einwirkzeit von 20 s un
schlieCend wurde zur Pufferung sofort

nzu pipettiert und mit 800 x g bei 10A
rde abgekippt und der Vorgang der hypot
ne vollst2andige Lyse der Erythrozyten

PMN wurden diese mit 20 ml PBS verd¢gnnt ,

Z e

me

ntrifugiert und der | berstand abgekipp

dium wurde die Gesamtzell zahl mi t dem |

Eutermedium auf die g#&wynsveelrtdes, nhel luznadh Is o

t e

rverwendet .
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3.3.Burchfg¢ghrung des Chemotaxi sassays

Die gesammel ten | berst2nde der Explants
und die Doppelans@2tze wurden jeweils ge,
' berst2nde wurden 10-Well -Transmigration:
trolle wurden je 100 Ol I1L-8 (s. I11.2.5
h2al tnis von 1:10 verd¢gnnt um eine | L-8-FK
Well s des Kammer bodens wurden jeweils mi
kontrolle (1200 ng/ ml I L-8) und der Negat
60 %i gem Percol |l unterschichtet, bis ein
Die gepoolten Proben wurden jeweils im Dc

Kammer boden wurde vorsichtig eine Polyce

zur Abtrennung mit der Polyvinylpyrrolid
passgenau aufgelegt, ohne die FIl ¢ssigkei
AnschlieCend wurde auf die Kammer | eweli | ¢

h
Transmigrationskammer geset zt und fest v
e

wurden nun jeweils 200 OL der vor her ver
Membran pipettiert, wobei darauf geachte
wechseln und keine Luftblasen auf di e M
schickte Transmigrationskamdec awutl@edbei
biert. Nach 2 h wurden die Kammern wiede
! berstand ohne die Membran zu penetrierert
wurden von der Kammer abgenommen wund | e
375 OL der Probe zu 125 OL Eutermedium i
3.3. Auswertung und Messprinzip im Durchf]|

Um eine gquantitative Aussage ¢ber die An

sassay zu machen, wurde eine durchfl ussz:
zenz-Durchflusszytometer Accur i C6 (s. I
werden die vorhandenen Zellen in der Prot

f | uAlgdu:a dweesrtei)nzelt wund durch eine Flussz

den die Zellen im 90A-Winkel zur Flussri
|l enl @2nge bestrahlt, wobei fer die jeweil
entsteht, das durch einen Vorw2rts- und
Detektor gemessen wird. Die Vorw?2rtsstre

Signal st@arke einen R¢ckschluss auf die ur



[ Materi al und Met hoden
Seitw2artsstreuung (SSC) eine grobe Analy
fert Vor der Messung wurden je 375 Ol d
125 Ol Eutermedium verd¢gnnt und mit dem
eine genaue Messung erforderliche angepa
flussgeschwindigkeit (Run Limit) wurde a
weils 100 Ol je Probe gemessen. Zur Diffe
deren enthaltenen Zellen und zur Quantif
gang ein Backgating durchgef ¢hrt
rg TOATE. No Gating] X M Bl e s X rg C o v wapza., Al

5 = - 5

d a 02%_ T

§ . § 1 Pl l" § 1 ;;1“}
<8 <2 824585~ o N <2 eSS
§§ §§ }1:»: 5% L ’ \\ 3 28 3 ' :

&8 - 2 ,-‘\.V\V‘i\-‘v-_:‘_F,i;.;: 3 ‘-..\. ____’/,

e T T T e ‘l’:\ rl‘-:\l e T T

0 2.000.000 4.000.000 6.790.778 0 2.000.000 4.294.170 0 2.000.000 4.294.170

FSC-A FSC-A FSC-A

o=l = A" allol= <N g 0= = & X
Abbil dung 5: Messung eines | berstands na.
Backgating
Dargestellt ist eine Messung des | berstands der
E. coli nach Chemotaxisassay im Durchflusszytome
sind jeweils gegeneinander aufgetragen. A: Me s s u
Abgrenzung der einzelnen Bereiche durch Gates, P
P4 = PMN-Agglomerate; C = Ilsolierte Darstellung ¢

Wa hrend der Messung im Durchfl usszytomet e
um eine stabile Messtemperatur zu garant |
3.4. Mol ekul arbiologische Untersuchung
Zur Analyse der Zell antwort auf mol ekul at
s2ure (messenger RNA, mRNA) der Expl ants
t2re Desoxyribonukleins2ure (compl ement a
di ese anhand einer quantitativen real -1ti/
tifiziert Durch Messung mit dem Nanopho
denen c¢cDNA bestimmt und jeweils mit DNas
tion von 200 ng/ Ol verde¢nnt
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3.4. MRNA- |1 sol ation

Die in RNA-Later bei -80AC konservierten
nahme aus dem Gefrierschrank auf Ei s ges
pl ants gleichen Gewebetyps und gl eicher

j ewei |

(2]

mit einer sterilen spitzen Pinze

beads und mit 450 Ol Lysepuffer ¢berf ¢hrt

Explants in der SpeedMi || (s Fr1r.1.4) f
kl ei nert und anschlieCend f ¢r 1 min bei
Bi 0&Sel | RNA Mini Kits (s. 11 .2.4) wur d:
Herstell erprotokoll i soliert: Der | ber st
jeweils auf eine Zentrifugationss?2a2ule E

nukl eins2ure (DNA) bindet und diese somit
on der Saule fg¢r 2 min bei 11.00

Sammel tube ¢berf ¢ghrt . Um di e mRNA an di e
e Probe mit 400 Ol 70 %i gem Etha

fe¢er 2 min bei 11.000 x g zentrifugiert.

rifugat.

wur de di

l ation (bis zur Eluation der mRNA) wurde
der Zentrifugation in ein neues Sammel tul
di e ¢bersch¢ssige Fl ¢ssigkeit verworfen
gabe von 55 Ol DNAse mit einer Inkubatior
Reinigung der mRNA wurden folgende Waschs
den 500 Ol Waschpuffer | T, dann 700 Ol Ws
80 %i ges Ethanol zur Probe hinzugef¢sggt, ¢
bei 11.000 x g durch den Filter der Zent
und di e mMRNA gleichzeitig an der S2ul e f|
mingtigen Zentrifuxgadigeasschknet wed Wvdn

befreit. Zur El uation der mRNA wurden 80
cberf ¢shrt und nach 1 min Inkubationszeit
AnschlieCend wurden mehrere Waschschritt

wurde bis zur zeitnahen Weiterverarbeitui
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3.4. Rontrolle der mRNA Qualit?2t

Um ausreichende Qualit?2t der MRNA sicher
|l sol ati on dur ch ei ne Mi krofl ui d basi er
oAhM RNA StdSens Analysis Kit (s. 111.1.4)
RNA-Chip wurde nach Herstellerangaben gef
i n der Experion Electrophoresis Station
Fluoreszenzf SrGrseteonf flels aSnYBdR e RNA konnt e
die Qualitat als auch die Quantitat diese
dient hierbei ein Algorithmus, der mit d

S28 Region der ribosomalen RNA arbeitet.

l' ity i1 ndicator (RQlI) wird vom Hersteller
Qualitat eingestuft, von 4 bis 7 als RNA
und 10 als RNA mit hoher Qualit2at, wobei
RNA in wunterschiedlichen Geweben bei de|
sollte (DENI SOV et al ., 2008) .

‘ ZZ ol EP
| (sELz) T || CsELR)
a || W RQI 10, 7 | | \ RQI 7,7
o h=Ryil]
s ‘ ‘ -3 \
© “ ‘\ \‘\ — o ) SN i
0 —LM_W—'_ —-g;;‘la’[g:;w‘?h.—-____,_ 0 -'—L—U JN o o ) n u: - rm m.a—ék |
e I R v e |
A 5 N ¥ L &£ N B 0 K 7 N 5 N K N &£ N % 0 & w0
wSAl Ay {SldyRSy “BSAG Ay {SldyRSy |

Abbil dung 6: Vergleich der RQI-Werte von
ropherogramms und eines virtuellen Gelre]

EP = Euterparenchym, ZZ = Zitzenzisterne, 6EL2 =
SEEL2 = Kuh 3, Euterparenchym, E. col i, Li popol y.
cator

3.4. BDNA-Synt hese

Nach der mRNA-1l1solation wurde diese zur

dem Protokoll von MACEAS LUACES (2019) wu
suchter Probenanzahl (n = 12) wurde |jewe
RT (Reverse Transkriptase) pipettiert. N ¢

wurde di e Menge der vorhandenen c¢cDNA besi

Wasser auf eine Konzentration von 200 ng.
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3.4. Quantitative real-time PCR

Zur Untersuchung der mRNA-Expression der
timi krobielles Peptid), I nterl eukin -160b

Tumornekrosefaktor- U (TNF-U) in stimuldi
wurde anhand der synthetisierte§1NmDNA mi
Rox Kits eine RT-qPCR durchgef¢¢hrt. Zun?2c
die Standards f¢r 5 min bei 60AC bei 200

von der Wand des Probenr©°hrchens zu | °ser
(s. 11 .2.5.4) unter einer sterilen Werk
Vorw2rts- und R¢ckw2rtspri mer (s. Frr. 2.

das Enzym DNA-Polymerase und den Fluores
F¢r jeden Versuchsansatz auf einer 384- We
dennungén SIPkben jeweils im Doppel ansat z

(NTC) in Form von DNase freiem Wasser m
pel ansatz pipettiert. Pro Well wur den unt
Mastermi x vorgelegt und anschlieCend | e
pettiert. Die Pl atten wurden vor der RT-
rifugiert. Die RT-gPCR fand im Q-Tower
statt: Wa hrend die Deckeltemperatur f ¢r

110A Cc fixiert war, wurde im 1. Zyklus d

|l ymerase aktiviert, die die Anl agerung de
5-sek¢gndige I nkubation bei 95AC (Zykl us
DNA (dsDNA) in Einzelstrang- DNA (ssDNA)

60AC (Zyklus 3) die Primeranlagerung (An

und die Nukl eotidanl agerung (Extensi on)

jeweils 39-mal wiederholt, wobei nach | ec
wur de. Hi erbei wurde die Fluoreszenzinte:
dokumentiert, wel cher den Zyklus wiederg

die der Hintergrundfluoreszenz signifikart
wei chung (SD) bei einem Wert von > 1 | ag
des zugeh©°rigen Programms wurde durch ab
entstanden DNA in Kopien/ Ol mi t Hi |l fe de
rechnet. Nach der RT-gPCR wurde zur | berryg
durch |l angsame Er h°®hung der Temperatur v

anal ysiert, wel che f¢r jedes Gen spezifi
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den als Negativkontrolle ebenfalls mi
den bei jedem Durchgang auCerdem di e
eich 90 i 110 % | ieger) ,sodds usidc d alse iBe
inden soll berechnet. Des Weiteren w
mel zt emperatur mit der Schmel ztemper a
n. Sie durfte nicht mehr als +/- 1 AC

halb des Referenzbereichs wurde die R’

Statistische Auswertung der Daten

e Daten wurden mit Mi crosoft Excel e
n 4.0.4 statistisch ausgewertet und g
wurde zun@chst der Median all er Dopp

tzahlen in Bezug auf die jeweilige Pc

mittelt. Die Kopien/ Ol der RT-qPCR wur

h

r groCe Streuung der Daten vorlag und
wertung der Stoffwechselaktivit?at i n
nde 30 auf den Median der OD zu Stund
de f¢r alle Versuche mit einem | inear
el | wurden f¢r alle Versuche des Expl .
feste Effekte untersucht, wa@ hrend di
te mitberg¢gcksichtigt wurde. Zun?2chst
rt und das Modell auf Normalverteil unc
e-Test) und Varianzhomogenitat (Breus:«
, als auch optisch ¢berpre¢gft. Wurden
e robuste |l ineare Regression ausgef ¢h
ression wurden anschlieCend die gesch?
gi nal means) . Di ese wurden durch mul't
m von Kontrasten auf statistisch sign
te wurden fg¢gr die multiplen Mittel wert

angepasst. Dabei wurden die Signifike

0,05 O p-Wert < 0, 1: Tendenz
0,01 O p-Wert < 0,05 signifikantes E
0,001 O p-Wert < 0,01: hoch signifike

p < 0,001: h°chst signifikantes
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vV e

r Ti me Kil!/ Assay wurde grafisch in Fo
s den zuvor berechneten gesch?2tzten Mi
ngsbereich abzubil den, in dem sich die
' 1 e mit einem Konfidenzniveau von 95
emotaxi sassays, der RT-gPCR wund der St
agramme mit Medi an, 1. Quartil und 3. C
% Konfidenzintervalle aus dem Model I
,r di e Darstellung und die Auswertung d
rwendet

- Microsoft ExceBSBpeicherung und Sortierung d:¢
Versuche

- BD Accuri E C6 Soéphwiasrcdhe Darstellung der
Chemotaxi sassays

- CLARI Ost ar Sof Gwaphi:sche Darstellung der RO

Kill-Assays
- Experion Softwé&reaphische Darstellung der
MRNA-1sol ati on

- Analytic Jena So&aphvasrceheTOpt $tell ung der R
cal, gTOWER: qPCR

- R Softwar e: Statistische Auswertung der O
Verarbeitung aller Versuchser
- Excel: Verarbeitung der Versuchserge

tische Auswertung der Daten
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| V. ERGEBNI SSE

Die vorliegende Arbeit i1st in zwei Haupt
eines Time Kil/ Assays untersucht werden

Ri ndes reliemvanthee oAMMR hstum fakultativ eut

erreger beeinflussen. Zum anderen wurde
sucht , ob di e Expirmssdtomolr el @wvlaertiege AMPI |
LPS nach ResS.i nauuoaBairsochoedmiauf r egul i ert wer
hin wurde gepr¢ft, ob die erfolgte Rest:i
sion von Entz¢gndungsmediatoren im Sinne
wurde zus?2tzlich funktionel!/ mittels ein
1. Unt ersuchungen zum Einfluss rek

bieller Peptide/Proteine auf da

Mastitiserreger (Time Kill Assa

Zur Untersuchung des direkten Einflusses
haufig vorkommender pi ant hvobgeernoe r RiMhads t wut ri csee
Bakterienwachstum w2hrend der I nkubation
cber 6 h im Photometer evaluiert (s. [ 11
die AMPnauwdhrzo in der LageEsi,bdl dhas eWach
un$ic. uber hemmen.

Tabell e 5: Zunahme dedo Oeptrtihsclsemnbieahtheac
bati onsbeginn der eingesetzten Mastiti sel

6 h E. col i S. jaureus Sc. uber
MW OD SD MW OD SD MW OD SD

Ohne Zusatz|0.P80s3i tiv- +/ 0,110 0.599 +/- 0,044 0, 37
kontroll e)

Antibiotiku|n,(INleogat i v -+/ 0,038 0,115 +/- 0,012 0, 11
kontroll e)

MW OD = Mittel wert dep &Olpltarscaesgdwerhttet grmODVer s u
bati onsbeginn, SD = Standardabweichung von der Gr
Bei allen ¥Yer swBheauwsnsbei der jeweilig:
trolle (Bakteriensuspension ohne Zusatz)

h°chst signifikanter (p < 0,001) Untersc
pension mit Antibiotikum-Z3Ic.atwpbk evesrsabfar .
jeweils nach sp2testens 3 h signifikant (
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Unterschied der einzelnen Stunden zueinar

untersuchten Bakterienst2mmen jeweils ni

1.1. Rekombinantes bovines beta-Defensin-_
Der Zusat z von rbDEFB1 hatte ei ne Konze

Wachst uSns aammeubBol ge (s. Abbil dung 7).

Bei den untersuchten Konzentrationen von
eine h°chst signifikante Gp QuadakQ@8tl)n dvVa c |
dr ei nach I nkubationsbeginn messbar, wa h
hoch signifikanter (p = 0,006) Unterschi

ND59CX MuE e

0.754
B
€ 0.50 1
S
o \/ =5 pg/ml
o
=10 ug/ml
0.254
X =ohne Zusatz
D = Antibiotikum
0.00 4
0 1 2 3 4 5 6
Zeit (h)
Abbil dung 7: Wirku8g @aoneu$b®$DEFB1 auf
Dargestellt als adjustierter Mittelwert ist der

l2nge von 600 nm ¢ber 6 h gemessen wurde (5 Og/m

Die Positivkontrolle (ohne Zusatz) wund die Negat.
abgebildet. Die Ans@2tze mit dem entsprechenden AN
signifikanten Unterschiede | assen sich jeweils dt
gebil deten Konfidenzintervalle (vertikale Linie i

1.2. Rekombinantes bovines CC-Chemokin 20
Das Peptid r bECLcE nlea tktoen zleait r at i ons- abh?
des Wachstums zur SFolagadiw®2 hbandsasr b&bn
zentrations-abh2ngigen Hemmung des Wachs:
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I n der niedrigsten angewendeten Konzent
roCCL20 kaum Einfl usks. acuwHridaszWaShsnhdm ¢
I nkubati onsbeginn fand eine hoch signifi
statt. Beim Zusatz von 10 Og/ ml rbCCL20 -
signifikante (p < 0,01) Hemmung des Wach
Stunden kein signifikanter Unterschied z
Durch die Zugabe von 20 Og/ml rbCCL20 wt
hoch signifikant (p <E.O,dxllsiogesthei gert ge)
Wachstums mit steigender rbCCBE20alopemsent
un8c. uberigegenteilige Effekt gemessen
5 Og/ ml rbcCcCL20 f¢hrte ab Stunde vier na
signifikanten (p < 0, 801%,uMaaibsltou mdg/treli gke
nur zu Stunde zwei und sechs eine hoch s
i m Vergleich zur Positivkontrolle festge
tion von 20 Og/ml rbCCL20 wurde hingegen
ni fikante (p < 0,01) Hemmung des Wachstu
setzten Konzentration von 33,5 Og/ml n2he
Negativkontrolle an, aber die OD zu dies
kant (p < 0, 01)Sc.DasdwweWaosh Dteurmitesn ab ei ne|
von 10 Og/ ml kompl ett gehemmt, da der Un
ner Stunde signifikant war (p = 0,996 zu
6,5 Og/ml kam es jeweils zwischenzeitlicht
signifikanten (p < 0,9d.) Waerhsd simshe mmdo
Stunde sechs wieder aufhob. Die Konzentr:

auf das WaScch s tuubne rvi asn
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ND/ / [Xa] NDB/ /| PXIE [
1.54
0.75 4
1.04 -
E M EO.SO-
8 8
0.5
0.25
——— 0
0.0 0.00 1
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Zeit (h) Zeit (h)
ND/ / Pyn E]e
V' =5ug/ml
] XX =6,5ug/ml
T =10 pg/ml
50.4-
S A =20ug/ml
(=]
© % =33,5 pg/ml
0.24
X =ohne Zusatz
O = Antibiotikum
0.0 1
0 1 2 3 4 5 6
Zeit (h)
Abbil dung 8: Wi rkubg ,ohiavb®&t20bauf s
Dargestellt als adjustierter Mittelwert ist der
l 2nge von 600 nm ¢ber 6 h gemessen wurde (n =9).
gativkontrolle (Antibiotikum) sind jeweils in sct
den AMP-Zusatz heben sich farblich ab. Die stati
weils durch die fehlende | berschneidung der ebenf
Linie im Symbol) abl esen.

1.3. Linguales antimikrobielles Peptid (L.
Untersucht wurde die Wirkung des rekombi
biellen Peptids (rbbLAP) und des rekombi |
l en Peptids (rbLAP).
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Der Zusatz von LAP f¢hrte ¢berwiegend z
Wachstums aller untersuchten Pathogene.

ten Konzentration von rbbLAP | $eC vsheh el
ri¢s. Abbizwdubegei 9r bBEAPagegaeaAbbeltdung 10)
nen.

Wa hrend i B. Vekndsmbcihni er t mi t rbbLAP di e OIL
I nkubati onsbeginn in allen Konzentrati on:¢
OD der Positivkontrol ISe sumietysr whkAHBiI kse
ab Stunde eins siclsichanmeBeidedeMoAzsat z a
20 Og/ml rbbLAP war ab Stunde drei nach

kante (p < 0,001) Erh°hung des Wachst ums
sitivkontrolle zu erkennen. Ab einer Kon
dr ei nach l nkubati onsbeginn ei ne hoch S
Wachstu&s. vomessbar, wobei di e OD bei 30
wi eder anstieg und die OD der Positivkon
fikant (p < 0,01) ¢(berstieg. Die OD der

40 Og/ mISc.l iwehbe rbfesiunde dr e nach I nkubat.
hezu konstanten Wert h°chst signifikant |
tivkontrolle (s. Abbildung 9).
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ND o[ 'X}o] NDO[AXIE pe
151
0.751

1.04 —_
E /’k E 0.50 1
o (=]
e e
8 e

051

0.251
0.0
0 1 2 3 4 5 6 0003 1 2 3 4 5 6
Zeit (h) Zeit (h)
NDoO[A K E]e

0.6
E A =20pg/ml
o 04
e @ -=30ug/ml
a
© B =40pg/ml

0.2

# # # # 4] X =ohne Zusatz
D = Antibiotikum
0.0
0 1 2 3 4 5 6
Zeit (h)

Abbil dung 9: Wirkung von rbbLAP auf E. c

Dargestellt als adjustierter Mittelwert ist der

l 2nge von 600 nm ¢ber 6 h gemessen wurde (rbbLAP

che: n = 9). Die Positivkontrolle (ohne Zusatz) U
in schwarz abgebildet. Die Ans2tze mit dem entsp
Die statistisch signifikanten Unterschiede | asse
der ebenfalls abgebil deten Konfidenzintervalle (\

Bei der Koikml.kudvatdi o o LM A®PNn sti eg das Wachst
rbLAP ab Stunde dr ei nach I nkubationsbeg
h°chst signifikant (p < 0SO00dygwamns diBeesie d
Ent wicklung ab St unSdke wibearn dssiacbh tStaurn duen df
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signifikante (p < 0,05) Wachstumssteiger
bil dung 10).

NDb [ ! X}o] NOD[ "KUE p-e
1.5
0.75 4
1.0 _
E E 050
S S
e e
8 8
0.5
0.25 1
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80.4'
§ /'/V—_« @® -30ug/ml
B =20pg/ml
0.2 1
% z X =ohne Zusatz
O = Antibiotikum
0.04
0 1 2 3 4 5 6
Zeit (h)
Abbil dung 10: Wir EungSoV canu ur@umlsA Ru baeurfi s
Dargestellt als adjustierter Mittelwert ist der
l 2nge von 600 nm ¢(ber 6 h gemessen wurde (n = 9)
Negativkontrolle (Antibiotikum) sind jeweils in
chenden AMP-Zusatz heben sich farblich ab. Die st
jeweils durch die fehlende | berschneidung der eb
kale Linie im Symbol) abl esen.

1.4. Rekombinantes humanes S100-Protein A
Ab Stunde vier nach Inkubationsbeginn far

v obn. caolllier dr ei untersuchter Konzentrat.
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statt, wobei das gesch?2tzte Mittel der O
I m Mittel nur um 0, 09 von der Positivkont
rationen von rhS100A8/ A9 hatten keinen si
VO®. auufRd.s ubpseri Abbildung 11)

NK{mnn!Xe] ¢ NK{ mnn"™YKKE e
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3
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NK{ Mmnn"™yxk IEphe
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3
o 04 =10 pg/ml
8 JI&
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o
=40 |
0 [ | ug/m
Il ! ! X =ohne Zusatz
1
O = Antibiotikum
0.0 1
0 1 2 3 4 5 6
Zeit (h)
Abbil dung 11: WirkunB. v6ol ch6®8@8A88bAY I guf
Dargestellt als adjustierter Mittelwert ist der
l 2nge von 600 nm ¢(ber 6 h gemessen wurde (n = 9)
Negativkontrolle (Antibiotikum) sind jeweils in
chenden AMP-Zusatz heben sich farblich ab. Di e s
jeweils durch die fehlende | berschneidung der eb

kale Linie im Symbol) abl esen.
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1.5. Rekombinantes bovines S100-Protein A
Das Peptid rbS100A9 steigerte das Wachst
besaC, das WWacdadwsutdms vuokmenzentrati ons-abh?
st2ndig zu hemmen (s. Abbildung 12).

F¢enf Stunden nach I nkubationsbeginn kam ¢
nen zu einer hochsignifikanten ((cwdr-0, 00

glichen mi t der Positivkontroll e. wa t
5 Og/ ml rbS100A9 keinen SEi nafulr@esuisea u fk odhan g
10 Og/ml, 13,3 Og/ml und 20 Og/ ml bereit:
hochsignifikant (p < 0,001) den Anstieg
verringern. Durch 20 Og/ ml wurde eine ko
zielt, da zu Stunde sechs kein signifika
kontroll e messbar Swa.r .ubbaarsd eWaicnh satlulme nv ovne r
Konzentrationen komplett gehemmt. Ab Stu
die OD aller Konzentrationen von rbS100A

trolle bereits hochsignifikant (p < 0, 00:

Unterschied zur Negativkontroll e gemesse.]



‘™

' V. Ergebnisse
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Abbil dung 12: Wir kubg.g ,&o00lnia wmé&d D O A®e raiud

Dargestellt als adjustierter Mittelwert ist der

l 2nge von 600 nm ¢(ber 6 h gemessen wurde (n = 9)
Negativkontrolle (Antibiotikum) sind jeweils in
chenden AMP-Zusatz heben sich farblich ab. Die st
jeweils durch die fehlende | berschneidung der eb
kale Linie im Symbol) abl esen.

1.6. Rekombinantes bovines S100-Protein A
Das Protein rbS100A12Est efodjrez ¢ ret datsi Ma<x h a
gig und hemmte gl ei cthzeauuvikgu.sdadeWashst um

Die eingesetzten Konzentrationen von r b
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I nkubati onsbeginn in allen zugef¢gten Kot
(p < 0,001) WachE.t uomHst kiogheart len@ uwenm dem e
h2angige Steigerung des Bakterienwachstum
mit 30 Og/ml und 40 Og/ml ab Stunde f¢nf
Wert en l ag, al s mi t Zusat z von 10 Og/ m
rbS100812 anw®dls ukhkennse der gegenteilige
wer den. Das SwWa cahusrtewumtev dmr ch 10 Og/ ml 3 h
beginn signifikant (p = 0,014) im Vergle
den Zusatz von 30 Og/ ml wundS.40aug/dmsic hwur
bereits ab Stunde eins signifi&8antube- < (
riswurde bereits ab einer Konzentration Vv
tionsbeginn hoch signifikant (p < 0,001)
30 Og/ml und 40 Og/ml eine nahezu kompl et

zur Folge hatten. Die OD zu Stunde sech
p = 1,0 bei 30 O6g/ml und p = 0,601 bei 4
zur OD bei Stunde nul I, j edoch konnte | e

Negativkontroll e gemessen werden.
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Abbil dung 13: WirkkEngSobruBB@GALDdDeaufs

Dargestellt als adjustierter Mittelwert ist der
l 2nge von 600 nm ¢(ber 6 h gemessen wurde (n = 9)
Negativkontrolle (Antibiotikum) sind jeweils in
chenden AMP-Zusatz heben sich farblich ab. Die st
jeweils durch die fehlende | berschneidung der eb

kale Linie im Symbol) abl esen.
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1.7. Rekombinante humane Antil eukoprotein.
Der Zusatz von hr SLPI f¢ehrte 1noallen ve
steigerten Wachstum der wuntersuchten Mas:

Das Wach&t ugeorVfomhr ab Stunde drei nach I n
Zusatz von rhSLPI I n allen angewandten K
Steigerung (p <S.0,0u0bxyusund Gdbs SYamde ein
ni fi kante Steigerung (p < 0,01) im Vergl
@ahnlichen EinflussScaufubdaadseWadhast Bmktenmi
tum zun?2chst Konzentrations-abh2ngig gest
beginn in allen Konzentrationen die Posi i
bertraf. Bei einer Konzentration von 40
nsbeginn das Wachstum von Sc. uberis vo
zZur Positivkontroll e. Jedoch f¢ghrte der
nach I nkubationsbeginn zu einem h°chst si

gegen¢gber der Positivkontrolle (s. Abbil
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Abbil dung 14: Wi r kkun gSovl oanu ur@dSsL PU b earuif s
Dargestellt als adjustierter Mittelwert ist der
l 2nge von 600 nm ¢(ber 6 h gemessen wurde (n = 9)
Negativkontrolle (Antibiotikum) sind jeweils in
chenden AMP-Zusatz heben sich farblich ab. Di e st
jeweils durch die fehlende | berschneidung der eb

kale Linie im Symbol) abl esen.
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2. Unt ersuchungen zum Einfluss ein
l ation auf die Reaktivit?2t ma mn
model | )
I m zweiten Teil der vorliegenden Arbeit
(s. lilnl .v3.t2n.®) Pr 2sti mul ati on der Eutergew
Cende Resti muEat cwcodh.i mi ud grieshgielfs hrt . Mit
Chemotaxisassays (s. 11 .3.3) und einer
bereaktion im Hinblick auf die Bildung V¢
robiellen Peptiden wuntersucht. Di e Frage
i n vduroh den beschriebenen Versuchsansa
bes mit LPS eine Endotoxintoleranz (s. I
ti onE.miotd &t aueiems ver2nderte Reaktivit?at
l i egt .
2.1. Chemotaxi sassay
Nach der Stimulation der Explants wurden
Xi sassays auf das Vorhandensein von chem
Es wurden die Anzahl mi grierter PMN pro
tometrisch gemessen (s. 11 .3.3.4). Feér
tual e Anteil der PMN an der Anzahl gemes
trolle derselben Transmigrationskammer Vv
Al's Positivkontrolle wurden in diesem Ve
wendet. Als eine der Negativkontrollen w
dium (ohne Explant) mitgefg¢ghrit, wel ches
onsrate im Median 4,13 % der Positivkont:
tionsrate des mit den unstimulierten Expl
Negativkontroll e, S . lI'11.3.2.5) zeigte f
Medi an von 3,43 % und f¢r das Euterparen
Ansatz M)
Euterparenchym ( EP)
Durch die Stimulation mit LPS |1 eC sich
gl eich zum Medium feststellen H.s.cdlbibi I c
f¢ehrte jeweils zu einer hoch signifikan
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Transmigrationsrat e. Il n den | be$Sstd@wmden
reusti muliert worden waren oderSmiau-lLPS |
reursesti muliert worden waren war jedoch k
Transmigrationsrate messbar. Eine Prast.i
und eine ReS$Sti mulrieuggogpemiftsihrte zu einer

(p < 0,001) i berscihor.eiatunmgi sdes Amsat zes

dium und einer hoch signifikanten (p < O
gegen¢gber dem Ansat z, in dem die Explant
mi§. auresutsi muliert worden waren. Eine ei
miE. cfodhrte zu einer h°chst signifikant
Transmigrationsrate iSm \Vagtiueut hertef bé&Kk
Unabh?2ngig davon, ob die Explants prastir
die Ans?tzekodm&uimi ert worden waren nichi
der Wei terhin zEI gtkediinAknusk?itezret, wlored em twa
ni fikant h°here Transmigrationsrate i m V
(LPS 1, p < 0,001; LPS 20, p < 0,01) koi
Zitzenzisterne (22)

Durch die Stimulation der Explants mit LI
kanter Unterschied (p = 0,004) der Tr ans
sta2nde im Vergleich zu wunstimulierten EX
Explants der E.i teoebBazi sufreghuirst emiitnvari ant z
ni fi kanten Steigerung der Transmigration
gen¢gber unstimulierter (p < 0,001) wund LI
hangig davon, ob die Explants mit LPS pr?@
nen signifikanten UnterschieB. zowwdsecrhen A
S. aueretutsal ten hatten.

I nsgesamt wies die Lokalisation Zitzenzi
eine st?®rkere Reaktivit?2t auf (s. Abbil di
raten der | berst2nde des Euterparenchyms
so konnte festgestellt werden, dass der

i berst2nden der Zitzenzisterne grunds?2t z|
sich hoch signifikant (p < 0, &€1),c dleii d e
LPS 20 Gg/ mBolmiuurredisLPS $. Og.imeumit
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Abbil dung 15: Einfluss der Restimul ati on
tionsrate boviner PMN in deren Kulturg¢bel
Dargestellt als Boxplot ist die Expression der mF
Zus?&tzlich zu den Boxplots sind die Ausrei Cer al
gebil det . Lokalisationen: EP = Euterparenchym (n
wur den ver wendet: M = Medi um, L1 = LPS 1

Ec = E.® KBE/imIl( A0hitzeinaktiviert), L1Ec = LPS 1

( BOKBE/ ml, hitzeinaktiviert), L20Ec & KIBEgm2Q Og/ n
hitzeinaktivier®t KBE/Sml = IBit asirealst i(VMider t ), L1Sa

l ation mit8 KBEAmreubi (A€i naktiviert), L20Sa = LP
S. aurfediBE/(nlO, hitzeinaktiviert). Statistisch sig
nen Zus®tzen sind durch unterschiedliche Buchst a
e

t rschiede ZWwWi schen den unterschiedlichen Ge we

*

p -<o0Q,05 ** = p < 0,01 v 0,001, *** = p < 0,

2. 1. Expression ausgew?2hlter Kandi datenge:

Um einen indirekten Nachweis relevanter
MRNA des untersuchten Gewebes isoliert,

Konzentration 200 ng/ Ol verde¢gnnt . Anschl
Die Besti mmung der Menge der ampilfiziert
tifizierung vorgenommen ( S. 11 .3.4). Zur
wurden die Kopien pro Ol lllogXBlLé&md er t

| L,T®NFund die anti mLRPoBd@OIABRNS Fakwéoren wlt
jeweils die Expression der wunterschiedl i
sationen EP und ZZ des Explantmodell s (s

zelnen Ans@2tze im Lokalisationsvergleich
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I m Vorfeld der RT-qPCR wurde die Qualita?a
automatisierten Elektrophorese wurde der
ben besti mmt (s. 0) . Der Median aller ge
des Euterparenchyms bei 7,2, wobei der Me
b rug. I n der Zitzenzisterne | agen die )

t
d der Medi an innerhalb eines Tieres be

c
® S5 O

r einzelnen Stimulations-Zus2atze auf d i

N

Verglich man die Basisexpression der ei n:

einand

(¢
—

, so konnten vor allem im Euterp
schied fest GEEL &lulrtde wemdebnei den Gewebe-
h°chst signifikant (p < 0,001) h°her expr

D

wobei in der Zitzenzisterne S100A9 auf e
primiert wurde. I m EutlkeAparvvnlbddNiFhfmcwist den
signifikant (p < 0,001) niedriger exprin
TNFwurde auch in der Zitzenzisterne hoch:
miert, als die ¢brigen untersuchten Gene.

I nterl eukin-8/ CXCXO®Io&) v-Chemokin 8

Sowohl i m Euterparenchym, als auch in de
fikante (EP p < 0,01) bis h°chst signi f
CXCL8 durch Stimulation mit allen verwen:
glichen mit den anderen untersuchten Gen
eingesetzten Zus?tze mit einer 80-fachen
satz von E. col am h°chsten exprimiert.

in beiden Geweben die Expression von CX
LPS 1 Og/ml signifikant (EP p = 0,029, Z.

auCerdem eine signifikant h°here EXpress:

|l ati on mi-t E . col i als nach der Stimul at
S. aureus gemessen. Die Expression des
wurde in beiden Lokalisationen 2hnlich hc

nen Zus?2tze vergleichbar hoch exprimiert

messbar war (s. Abbildung 16).
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Abbi |l dWCnXCLEHpressi on in unstimulierten, ¢

restimulierten mamm@ren Expl ants
Dargestellt als Boxplot ist die Expression der mF
Zus?&tzlich zu den Boxplots sind die Ausrei Cer al
gebil det . Lokalisationen: EP = Euterparenchym (n
wur den verwendet: M = Medi um, L1 = LPS 1
Ec = E.® KBE/imIl( A0hitzeinaktiviert), L1Ec = LPS 1

( BOKBE/ ml, hitzeinaktiviert), L20Ec & KIBEgm2Q Og/ n
hitzeinaktivier®t KBE/Sml = IBit asirealst i(Mider t ), L1Sa

l ation mit8 KBEAmreubi ({A€i naktiviert), L20Sa = LP
S. aurfediBE/(nmlO, hitzeinaktiviert). Statistisch sig
nen Zus?tzen sind durch unterschiedliche Buchsta
terschiede zwi schen den unterschiedlichen Ge we
* = p-<o0Q,05 ** = p < 0,01 i 0,001, *** = p < O,
I nterl eukin-21b (11 -1b)

Di e Expr ¢&&skilobhnntveondur ch Zugabe der Sti mul
untersuchten Lokalisationen h°chst signif
rend die EXxXpridnbsdem Xiothzenzi st eer.necondach
signifikant (p = 0.026) h°her war , al s
LPS 1 Og/ml und LPS 20 Og/ml, konnten in
fi kanten Unterschiede in der Expression ¢
die Expression B.acdsoil)tnii mu lkaatnito rh °rhietr , al s
LPS 1 8g/ mujuells auméuas LPS 1 Og/ ml . Di e
LPS 1 Og/ ml war hoch signifikant (p = 0,
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miE. .covdarglich man die Lokalisationen mi
den, dass di &L Bngapcrhe sSstiiommu lvaotni on i n der Zi
signifikant (p < 0,001) h°her | ag, al s i

Abbil dung 17: |l L-1b-EXxpression in unstim
restimulierten mamm@ren Expl ants

Dargestellt als Boxplot ist die Expression der mF
Zus?&tzlich zu den Boxplots sind die Ausrei Cer al
gebil det . Lokalisationen: EP = Euterparenchym (n
wur den ver wendet: M = Medi um, L1 = LPS 1

Ec = E.® KBE/imIl( A0hitzeinaktiviert), L1Ec = LPS 1

( BOKBE/ ml, hitzeinaktiviert), L20Ec & KIBEgm2Q Og/ n
hitzeinaktivier®t KBE/Sml = IBit asirealst i(Mider t ), L1Sa

l ation mitd8 KBEAmreubi ({A€i naktiviert), L20Sa = LP
S. aurfediBE/(nmlO, hitzeinaktiviert). Statistisch sig
nen Zus®tzen sind durch unterschiedliche Buchst a
e

t rschiede ZWwWi schen den unterschiedlichen Ge we

*

p -<0Q,05 ** = p < 0,01 v 0,001, *** = p < 0,

Tumornekrosefaktor- U (TNF-U)

Di e Expr d@dNFiwam weon beiden Lokalisationen
Ni veau. In beiden Geweben wurde die Basi
Sti mul aS.i oanuumeidis mi t LPS 20 und der anschl
vod. augiegrsi fi kant (p < 0,05) ¢clEkersohiitt
i n der Zitzenzisterne ebenfalls zu einer

pression f¢ghrte. l nnerhal b der einzel nen
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Unterschied inT#HHézwEsphessden vuobherschi e
Des Weiteren |ieC sich auch zwischen Zit z
ni fikanter Unterschied i nner halb der el

dung 18).

Abbi | durrNgF-BO8pr ession in unstimulierten, e

restimulierten mamm@ren Expl ants
Dargestellt als Boxplot ist die Expression der mF
Zus&tzlich zu den Boxplots sind die Ausrei Cer al
gebil det . Lokalisationen: EP = Euterparenchym (n
wur den ver wendet: M = Medi um, L1 = LPS 1
Ec = E.® KBE/imIl(, 0hitzeinaktiviert), L1Ec = LPS 1

( BOKBE/ ml, hitzeinaktiviert), L20Ec & KIBEgm2Q Og/ n
hitzeinaktivier®t KBE/Sml = IBit asirealst i(Mider t ), L1Sa

l ation mit8 KBEAmreubi ({A€i naktiviert), L20Sa = LP
S. aurfediBE/(nmlO, hitzeinaktiviert). Statistisch sig
nen Zus®tzen sind durch unterschiedliche Buchst a
terschiede zwi schen den unterschiedlichen Ge we
* = p-<o0Q,005 ** = p < 0,01 i 0,001, *** = p < 0,

I nterl eukin-6 (1L-26)

I n Explants des Euterpar enchbyums dwurcde edin
che Sti muEl atcio®dtii mutati on mit LPS 1 Og/ ml
E. agoti LPS 20 Og/ ml wndaReesgwsimiul kamnton( omi
i nduzAbbtl dang 19). All e weiteren Ans?2t z:¢

keinen signifikanten UnterschiedLz6r Me d
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konnte durch Zugabe der Stimulations-Zus§?
riant h°chst signifikaht-wWur de 0i,n0 Oblei dgeers
| i sati onen naEh &siligmuilfaitkiaonnt nfipt < 0, 05) h
nach Sti m®&. adduwomd smiatch Sti mul ati on mit LF
mul at i®.n awirtédeisgl i ch man die EXpression ¢
terne, wenn 1 Og/ ml LPS mitEnkaobhder't w U
LPS 20 Og/ ml mi t ERe skbd mrutleat e iome dauirgri f i k:
Steigerung erkannt weilt dewar Dir Basi diexper
signifikant (p = 0,001) h°her i m Vergl ei
fand eine signifikante (p = 0,02) Steige
unter dem Zusatz EvorciothR8er2@| &igé ml zmint Eut e
statt (s. Abbildung 19).

Abbil dung 19: | L-6-Expression in unsti mul
stimulierten mamm2ren Expl ants

Dargestellt als Boxplot ist die Expression der mF
Zus?&tzlich zu den Boxplots sind die Ausrei Cer al
gebil det . Lokalisationen: EP = Euterparenchym (n
wur den ver wendet: M = Medi um, L1 = LPS 1

Ec = E.® KBE/imIl( A0hitzeinaktiviert), L1Ec = LPS 1

( BOKBE/ ml, hitzeinaktiviert), L20Ec & KIBEgm2Q Og/ n
hitzeinaktivier®t KBE/Sml = IBit asirealst i(Mider t ), L1Sa

l ation mitd8 KBEAmreubi ({A€i naktiviert), L20Sa = LP
S. aurfediBE/(nmlO, hitzeinaktiviert). Statistisch sig
nen Zus®tzen sind durch unterschiedliche Buchst a
e

t rschiede Zzwi schen den unterschiedlichen Ge we

*

= p-<0Q0@5 ** = p < 0,01 i 0,001, *** = p < 0,
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Linguales antimikrobielles Peptid (LAP)

Die ExpressbAiPwudases GeamsEut er parenchym dur
Restimul ation nur teilweise und nicht si
konnte die EARAPdesch o8t ivmuwl ati on aller Zu
Basi sexpression h°chst signifikant (p < (
kali sationen walrARbieea EX dreens sZiucssr® tvzoem auf
somit gab es keine signifikanten Untersc
allen Zus2@atzen in der Zitzenzisterne | e

messbar, als im Euterparenchym (s. Abbil

Abbil dung 20: LAP-Expression in unstimul:.
stimulierten mamm@ren Expl ants

Dargestellt als Boxplot ist die Expression der mF
Zus&tzlich zu den Boxplots sind die Ausrei Cer al
gebil det . Lokalisationen: EP = Euterparenchym (n
wur den verwendet: M = Medi um, L1 = LPS 1

Ec = E.® KBE/imIl(A0hitzeinaktiviert), L1Ec = LPS 1

( BOKBE/ ml, hitzeinaktiviert), L20Ec & KIBEgm2Q Og/ n
hitzeinaktivier®t KBE/Sml = IBit asrealst i(Mider t ), L1Sa

l ation mit8 KBEAmreubi {A®i naktiviert), L20Sa = LP
S. aurfediBE/(nmloO, hitzeinaktiviert). Statistisch sig
nen Zus®tzen sind durch unterschiedliche Buchst a
terschiede zwischen den unterschiedlichen Geweber
- 0, 01, ** = p < 0,01 7 0,001, **% = p < 0,001
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- |

S100-Protein A9 (S100A9)

I n beiden Lokalisationen wurde durch di e

s2tze eine signifikante (p < 0,05) Expre:c

wobei der SZusaaitmulBwtner parenchym nur die 1T
rung auf wi es. Sowohl i m Euterparenchym,

keine weiteren signifikant&hOO0Oawessdbhleined:
den einzelnen Zus?@tzen innerhalb der Gew
VOBS100AM der Zitzenzisterne war bei al |
(p < 0,001) h©°her ausgepr2gt, als Iim Eut

Abbi |l duwndg OBAOp-r essi on in unstimulierten, e
restimulierten mamm2ren Explants

Dargestellt als Boxplot ist die Expression der mF
Zus?&tzlich zu den Boxplots sind die Ausrei Cer al
gebil det . Lokalisationen: EP = Euterparenchym (n
wur den verwendet: M = Medi um, L1 = LPS 1

Ec = E.® KBE/imIl(A0hitzeinaktiviert), L1Ec = LPS 1

( BOKBE/ ml, hitzeinaktiviert), L20Ec & KIBBE$m2Q Og/ n
hitzeinaktivier®t KBE/Sml = IBit asrealst i(Mider t ), L1Sa

l ation mit8 KBEAmreubi {A®i naktiviert), L20Sa = LP
S. aurfediBE/(nmloO, hitzeinaktiviert). Statistisch sig
nen Zus?2tzen sind durch unterschiedliche Buchsta
terschiede zwischen den unterschiedlichen Geweber
- 0, 01, ** = p < 0,01 7 0,001, **% = p < 0,001



' V. Ergebnisse 1
2.1.Bestl egung der Sauerstoffkonzentrat.i
Stoffwechselaktivit?at

Zur Anpassung des Explantmodell s an die
per wurden Vorversuche mit Anpassung der
durchgef ¢ghrt . Vergleichend wurden die Ex
und ca. 16 % Sauerstoff inkubi ert. Angeg
Prozent, wobei der Medi an aller OD dr ei
100 % gesetzt wurde (s. 11 .3.2.6). l nne
die Ergebnisse der beiden ul.t ecusluwic iMeen Z
dium normalverteilt, weshalb sie im Folg
den.

Die Stoffwechselaktivitat der Zitzenzist
nen deutlich ¢ber 50 %, wobei si e bei 5, !
(p < 0,001) h°her | ag, als bei ca. 16 %
der Farbumschlag der Negativkontroll e bei
schritten wurde, war der Unterschied zur
nicht signifikant (s. Abbildung 22).
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Abbil dung 22: Stoffwechselaktivitat der
Sauerstoff vergleichend

N1

OD( %) = Optische Dichte nach WST-8-Zusatz gemess:¢
gen auf den Median zu Stunde 3, 16 % NK = Stoffw
der Negativkontrolle bei einer Sauerstoffkonzent:r
tivitat als optische Dichte in Prozent der Expl an
NK = Stoffwechselaktivit2at als optische Dichte in
konzentration von 5,5 %, 5,5 % Explants = Stoff we
Explants bei einer Sauerstoffkonzentration von 5,
zintervalle abgebildet.

I m Eutergewebe erreichte die Stoffwechse

tion von 5,5 % den Median von 56 % und ¢

den Farbumschlag der Negativkontroll e. B
16 % konnte bei einem der drei Tiere bet
Stof fwechselaktivit?at im Vergleich zu de
wechsel aktivitat dessel ben Tieres bei 5, ¢
di an der Stoffwechselaktivita?at |l ag bei C
unter der Vitalit2tsgrenze von 50 %. Des

konzentration kein signifikanter Untersc
selaktivitat war bei 5,5 % Sauerstoff h o
16 % Sauerstoff (s. Abbildung 23)
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Abbil dung 23: Stof fwechselaktivita?at i m E
5,5 % Sauerstoff wvergleichend

OD( %) = Optische Dichte nach WST-8-Zusatz gemess:¢
gen auf den Median zu Stunde 3, 16 % NK = Stoffw
der Negativkontrolle bei einer Sauerstoffkonzentr
tivitat als optische Dichte in Prozent der Expl an

NK = Stoffwechselaktivit2at als optische
konzentration von 5,5 %, 5,5 % Explants
Explants bei einer Sauerstoffkonzentratd.i

zintervalle abgebildet.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde
zentration von 5,5 % gew?2hlt wund

wendet

Dichte in
= Stoff we

on von 5,

fer dioe

fer dioe

2.1. 8t of fwechselaktivit2at der Explants

Zur Verifizierung der Stoffwechselaktivi

pl ants wurden diese mit allen Zus?2atzen n
jeweils am Anfang und am Ende der I nkuba
hier wurde Jjeweils eine Negativkontrolle
Stunde drei wurde als 100 % festgelegt,
Zusatz eine Normalverteilung aufwiesen (

drei Cig kein Unterschied zwischen

den e

weshalb sie zusammenfassend ausgewertet
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Die Stoffwechselaktivit2at | ag Iim Euterpal
56 % ¢ber der gesetzten Vitalit?2tsgrenze
Stunde drei. Sie wies jedoch RezZzuwmrenNe-i gn
gativkontrolle auf. I n der Zitzenzister|
149 % erreicht. Sie ¢bertraf somit sowoh
renchyms, als auch die Negativkontroll e |

I n der Zitzenzisterne war die Stoffwechse
her , als Iim Euterparenchym, es konnte | e
|l em Gewebe ausgegangen werden (s. Abbil di

Abbil dung 24: Stoffwechselaktivit2t der
der Zitzenzisterne

OD( %) = Optische Dichte nach WST-8-Zusatz gemess:¢
gen auf den Median zu Stunde 3, EP NK = Stoffwecl
Negativkontrolle des Euterparenchyms, EP Expl ant :
Prozent von | berst2nden des Euterparenchyms, ZZ I
in Prozent der Negativkontrolle der Zitzenzisterr
Dichte in Prozent von | berst@2nden der Zitzenzist

fidenzintervalle abgebil det.
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Mil chviehhal tung stellt das Auftre

e
schaftliches Problem dar. Ein weiter
ende Therapiealternativen f¢r den st
n vermehrter Einsatz die Gefahr wvon
rAr Euterentz¢gndung h&@ngt stark von der
ab. K°rpereigene antimi krobielle Pefg
n Euters gegen¢gber pathogenen Kei men
|l en Eigenschaften richten sich Dosi s
gen kann eine hochgradige Entz¢gndung
der erw¢gnschten Erregerabt®tung zu ei
s und einer ernsthaften All gemeinerKk

Wirkung ausgew?2hl ter euterspezifische

nte Mastitispathogene beim Rind untert
ung wiederholter Stimulation von Eut
n Bestandteilen auf die Ausschg¢gttung
n hin zu untersuchen, um R¢ckschl ¢ss
einer Entz¢gndungsreaktion ableiten :
i mr@xpl ant model | der Zustand einer E
, WO bei einer verringerten Expressi:

Il g eine Hochregulation antimikrobi el

Einfluss rekombinanter anti mi kr

auf das Wachstum ausgew?2hlter M

Mastitis des Rindes kann durch eine
en. Zu den h2ufigsten und wirtschaft
en di e bakct.erushed rhiashed peaiiggeas schwer e Kk
Mastitiden mit systemischem Endot o>
l'ti nf eKk.t iweteanntnwotr t ISL. chyofettmalessdwi ede
ende, subklinische Mastitiden mit eir
ulBkamins al s h2ufiger Umwel terreger mi t
n) Milchviehbetrieben sowohl Zu subk

auch zu akuten Erkrankungen f ¢ghren (F
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ZADOKS et al ., 2001). Deshalb wurden f ¢r
AMP gegen¢gber relevanteik. Magddurn egleg reger |
unfic. wbseryeirsvendet , die jeweils aus infi z
i soliert und bereits f¢gr eine Vielzahl V

forschung beim Rind eingesetzt wurden (P

2009, G, NTHER et al ., 2011, PETZL et al
LUACES, 2019) . Dies sollte ein m°glichst
schen den ImnahllinveondehB8boudi en herstell en. [
Wachstumsrate kann durch unterschiedlichi

Anfertigung von Verd¢gnnungsrei hen und da:

sion | assen sich die KBE durch Ausz?2hlu
(SI EUWERTS et al ., 2008) . Sowohl techni s
als auch einfacher umsetzbar stellt sich
der OD mit Hilfe eines Microplatereaders
nedi agnosti k die minimalen Hemmstoffkonz
werden (BOLLENBACH et al ., 2009; KUROKA W/
al ., 2019). Um das Wachstumsverhalten un
Kontaminationen zu erkennen und zu ver mei
ans2tze wiederholt die Wachstumskurven d
rienst2mme gemessen. Gleichzeitig wurden
Auspl attieren der eingesetzten Bakterien:
Die hier angewandte Methode des Ti me- Ki/l
gruppe bereits von KRENITZ (2018) etabl i
anderer Arbeitsgruppen (RAMANI et al ., 21
(2018) konnte einen direkten Zusammenhan:
der OD bei der photometrischen Messung f
Arbeit fast ausschlieClich die Messung de
tums herangezogen wurde. Auf diese Wei se

Verl angsamung der exponentiellen Phase di
st¢ndlicher Messung aufgezeichnet werden
eine vergleichende Analyse der einzelnen
Zusa@atzen von AMP innerhalb der Versuchsr
schen toten und | ebenden Bakterien nicht
|l i che etablierte Methodi k f¢gr antimi krob

I st ein direkter Vergleich oft schwieri
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Bakterienhemmung nur innerhalb des |ewei
( SCHONWETTER et al ., 1995, WI EDOW et al
et al ., 2004, LUTZOW et al ., 2008; KRENI T
di eser Nachteile stellt der hier eingese
technisch gut umsetzbare M°glichkeit dar,
AMP auf Erreger zu untersuchen (STEVENSOI
et al ., 2021). Als relevante Kandidaten v
I m bovinen Euter vorkommen und i m Rahmen
termaCen auf mRNA-Ebene heraufreguliert v
und LAP wird bei der bovinen Mastitis unt
teine S100A9, S100A8/ A9 und S100A12, von
signifikant gesteigert (TETENS et al ., 2
et al., 2012; SMOLENSKI et al., 2015; Gj
2018). Neben ihrer Rolle als aktive | mmun
system, besitzen diese eine breite antin
2013) . Die verwendeten Konzentrationen wt
Sis-Wirkungs-Kinetik ermittelt, da bishert
rationen der untersuchten AMP in der Mil ¢
Konzentration im bovinen Eutergewebe vor
20009, SHI NOZUKA et al ., 2022) . Wei terhin
Konzentrationen bisheriger Hemmver suche
schen M°glichkeiten statt (SCHONWETTER e
Das Wachstumsverhalten der verwendeten Ke
Medi um st alE k. cedfehrr edredn gemessenen Zeitrau
Dichte aufwbBbesauweBaeiuche ecinagere Werte (s
erneuten Vorversuchen wurde mit der Ver w
geringgradige Verbesserung des Wachst ums
doch trat gleichzeitig eine sehr hohe V
10 g/l NaCl verglichen mit Mil ch einer a
Salzgehalt besitzt, entspricht der pH- Wer
( SALEEM et al ., 2021). Auf Grund der st al

Vergleich mit vorangegangenen Untersuchu

hemmenden Eigenschaften antimikrobieller
( KRENI TZ, 2018) .
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vielversprechender Kandi dat der b-Def
augteallsl te sich in dieser Versuchsrei
rationen ab 5 Og/ml wurde eine signif
Positivkontrolle festgestellt (s. IV
es rekombinantes Peptid haredelctolkonn
puberocbk eine umfassende Dosi s-Wirkur
es aussichtsreiche Ergebnis wund die
e weiteren Ergebnisse ver°ffentlicht
ien geben. Entgegen der Erwartung f ¢
AP bei fast allen Pathogenen zu eine
n allen untersuchten Konzentrationen.
OD analog zur Peptidkonzentration ans
ration 8ona.uo bBiugR P ebileee Cssi ch di ese
h den Zusatz von rbbLAP in der vergl

ion von 40 Og/ ml umkehren und eine He

Il Vv.1.3). Di eser Effekt kann zum ei ne
Oberfl @chenstruktur der Bakterien het
Streuung des einstrahlenden Lichtes
anderen k°nnte LAP bei gleichzeitig
tureiner Aufwertung des Mediums f ¢hr e
Pat hogene f°rdern. Um die Ursache de
r f¢r zuke¢egnftige Versuche mit LAP eir
wert . Bei klinischen und subkIlinisch
Zell zahl , sonder n aftunhd dzhr dSearl zMielhcat
OGOLA et al., 2007; HUANG et al ., 20
n LB-Medium (10 g/l ) und anderer h?2au
en, wie TSB (5 g/l) ist jedoch denno«
Anteil an Il onen in Milch (ca. 0,9 g/
) von Mastitis-K¢ghen. Hohe Sal zgehal
inen zus@tzlich einschr2anken, we s hal
l ich noch mit anderen, weniger NacCl -
bni sse br@achten (LEHRER & GANZ, 2002
hemm&ngauo®ds ubaefi Srund der tendenz
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OD mit zunehmender Peptidmenge zus?@atzlic
sucht werden. I n @2hnlichen Untersuchunge
terienst2mmen und demsel ben Photometer w
fi kante Wachstumshemmung erreicht (KRENI
ferenz k°nnte von ver@anderten/unterschi e
timi krobiellen Peptide, des Medi ums oder
Charge der Peptide herrg¢ghren. Des Weiter:
Kostengr¢nden die eingesetzte H°chstkonz

i n der vorangegangenen Studie bereits ab

hemmung der drei Bakterienst2mme aufgezei
mit LAP =£ei gdaem nfeg ™Ml Cs von 1S6 ia ud2esug/ ml
von 63 i 125 Og/ml (SCHONWETTER et al .,
mungsmet hoden, der Herstellung eingeset zt
fe¢er die Unterschiede in den Ergebni ssen

radi alen Diffusionsassays konnte sowohl

Defensi ne, al s auclhE.vac®dHtl 2LmnPe gfeeysetng easntdee rl
(JOLY et al., 2004; | SOBE et al., 2009).
radi alen Diffusionsassays eine antibakter
einen BndeStetaomm feststell en, wobeli si e gl
rober Bakterien gegen¢gber Defensinen mes
servation und somit einer geringen Resi s
l ichkeit nicht komplett ausgeschl ossen wi
& YOUNT, 2003; CHANU et al., 2018; MARON

S100-Proteine

Die hier eingesetzten S100-Proteine zeig
Bakterien Pathogen- wund Konzentrations-a
kombinante des Heterodinter 0304 N0AeE/ A9 gfng
kanten Verringerung des Wachstums, wobei
zentrationen jedoch der Positivkontrolle
tersuchten S100-Proteine stellte sich rb!
timi krobiellen Po0$.endueadruesd aKro.n zW@nhtrreantd obnesi
Verringerung der OD zu beoba$®dhit embavairs w
all en Konzentrationen kompl et t unt er bunc
rorS100A12S koannnuegdls ulmerni szunehmender Kon :z
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signifikant gehemmt wé&r dewrd wiobhederdansi &d

eingesetztem.Dasurse usuabkrb&unahme der OD
LUTZOW et al . (2008) konnten anhand eir

n
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béeéro620 nm ¢ber 18 h ab Konzentrati ol
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Auch dieser 9erasuwechssbsreanizh e |l K aren nkee iSt
urch den Zusatz von S100A12 entnomme

der Proteine scheint somit ni cht nu

Zu sein. I m Gegensatz zu den Ergebni
kte antimi kr8bialudwruc\hk thrvS 1t QA 8/eAg% ni n
onen ab 25 Og/ ml anhand eines Ti me-

chzeiti g wS.or deuddeives hODOdewnwonZusatz des
A9 in der vorangegangiem ewA bSstdutdziee, nwaoc
die antimi krobiellen Eigenschaften d
e Verst2arkung dieser Ef fekte durch |
di e Kombination des verwendeten Pept.i
i nlich ausschl aggebend fg¢r eine erfo
esetzte Kulturmedium ist entschei den:ct
ung auf der Bildung von Chel atkompl e
von Pboee&i ®Bmhe &ach die Abwesenheit
der S100-Proteine f¢gr i hre Wirkung

hier verwendete LB-Medium stehen vom

n zu den enthaltenen |l onen zur Verf ¢
te bei deH. KaubnB.vusowlain $10WOMNE8/ A9 Unt el
Hemmhofgr°Cen bei der Verwendung unt
Bei Versuchen mi t Muel |l er - Hi nton- /
Og/ ml SEOOABH AD6 TQg/ ml SS1a0A@WII ¢ Iy r
re Konzentrationen ben°tigt, als in c
en die S100-Proteine im Organismus ¢

rungen f¢r die Entstehung verschiedet

schen Funktionen (VOGL et al ., 2012)
synt heti schen Herstellung oder von i g
falls eine Ursache f¢r die abwei chen:

tellen, wie SINGH and ALI (2022) zus:
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SLPI

Eine Stimulation der Ansatze mit r hSLPI

gerung der oD, wel che mi t den Ergebni s
(s. l'V.1.7). In der Vergangenheit konnte
2 h eine direkte antimilSroRiueaBEluscgdek-t i vi t
messen werden, wobei die verwendeten Men

der hier eingesetzten H°chstmenge (umger ¢

1996). WIEDOW et al . (1998) konnte berei
eine Verringerundg.daml Wé&c Bs tviemur sa@amc hen,
WerteS.voanumietus4, 5 OM ebenso deutlich dar ¢
chen wurde mit TSB gearbeitet. Eine weite
chungen anhand des Time-Kill-Assays sol |1
wer den, um eine fehlende Wirkung gegeng¢be
zuschli eCen. Des Weiteren wurde auf Grun
Rekombinante des Peptids verwendet, wodur
vinen Rekombinante gegen¢ber der bovinen
bei den Stimulationsans@tzen mit LAP kan

der Konzentration mit einer Aufwertung d

einer Ver2nderung der Zell oberfl 2ache er kl
CCL20

Wa hrend in der Kombibh.atcsxodmgavori neCGlt 20 gm®

Wachstums aufS.i ealuuy Rldiossn nibe nlesist ar ke Ann?2h

di e Negativkontrolle und somit eine starl
Konzentration gemessen werden (s. Il V. 1. 2
biellen Assays in der Vergangenheit ber e

E. caodfi die H2|l fte der Kolonien (LD(50))

hr CCL20 Sundumeiusl10 Og/ ml hr CCL20 erreich
Wi rkung von b-Defensinen (s. LAP) konnt e
eine Verschlechterung der antimikrobiell
von umgerechnet <ca. 5,8 mg/ | nachwei sen

zentration des hier verwendeten Medi ums ¢
was sich somit negativ auf die Wirksamke
Ef fekt ®urdeirreecdi eser Arbeit dadurch sich

20 Og/ml notwendig waren um eine LD (50)
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Verringerung der Hemmkonzentrationen sol |
dien untersucht werden. Somit konnten wi
s2tzlich zu seinen proinflammatori schen
thogen-abh2ngige antimikrobielle Aktivit
2018) .

Mit Hilfe dieser Arbeit konnte folglich e
und Konzentrations-abh2ngige Vem2wdemwng

nachgewi esen werden. SDi @unMaslicti sipat ho.

r iossgiei gten sich i nsgesamt sensitiver ge
E. c30d(is. | V. 1). I m Vergleich zu anderen
zwar die antibakterielle Wirksamkeit wvon

starke AbhPmgvigkeasamleei t von unterschiec
der Beschaffenheit des Medi ums, der Sen
st2mme und des Ursprungs der AMP hin. Das
seinen hohen Salzgehalt zwar eine Ann2he
z¢ndung dar dieser Umstand kann aber gl
timi krobiellen W rkung einiger AMP veran
wachstumshemmende Wi rkung der eingesetzt
der Mastitispathogene definitiv auszusch
Ko

un

zentrationssteigerung, ein Vergleich

o 5

ein Vergleich verschiedener Medien i
nau
Eut

re Untersuchung der antimi krobiellen
rrund um das Auftreten von Resistenz
en der wunterschiedlichen AMP, wie si
en ( MARON et al ., 2022) . I m Moment s

verringerte Wi rksamkeit bei h°heren NacCcCl

~—+
o
o S5 @ O

—h

¢r Proteolyse noch groCe H¢grden f¢ér el n
atzes in der Milchviehhaltung dar (STARI
urch eine Ver2@anderung i hrer Mol ekul ar st
berwinden (SOUZA et al ., 2018) . Auf Gru
di eser Studie und der Eigenschaft einige]

o n

-

toren die Erregerabwehr zus?2tzlich zu un
ten im Einsatz wund in der Pr2vention geg

wendung von Antibiotika in Zukunf't Zu v
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ZHANG et al ., 2007; ROQUE- BORDA et al .,

2. Unt ersuchungen zum Einfluss ein
l ati on auf die Reaktivit?2t ma mr
model | )

Zur Vermeidung von unn°tigen Schmerzen u

auf einen Tierversuch verzichtet wund es

tete Tiere verwendet (EU, 2010). Anhand e

der Zitzenzisterne und des Eutergewebes

Resti mulSat iaoand Enistcwntier sucht . Di e Met hodi
nahme wurde in Anlehnung an MACCEAS LUACE
bereits innerhalb der Arbeitsgruppe mehrf
et al ., 2015; ROHMEI ER, 2018) . Ungewol It
durch eine natg¢rliche i ntramamm2re | nfekt
den. Um Explants eutergesunder Tiere zu

adspektorische und pal patorische Begutac
ter Euterviertel betrug i mmer < 500.000
Mastitiden auszuschlieCen, und wies in d
chung ein negatives Ergebnis auf (s. I 1
fée¢llten wurden im Weiteren nicht ver wend
Mil ch wurde auf Grund von Faktoren, wi e
Stress vor der Schl apcohsttu nhgo wubnedm Giruer nczhw eZret |
subklinische Mastitiden von 200.000 ange
ATAKI SI et al., 2010; OBERBERGER, 2019).
mittel bar nach der Schlachtung des Tiere
dige Perfusion des Gewebes durch das Medi
Menge an mRNA zu erhalten wurden die Expl

von 2 x 2 mm zugeschnitten und zus?2tzlic
der Zellen I nsulin hinzugefg¢¢gt. Der Zusa
sollte mikrobielle Besiedelung unterbind
Sauerstoffkonzentration i n Milchdrg¢senge
von Milch mit ca. 3 % und die des Bl utes
von der des Raumsauerstoffgehalts von ca

Vorver suche mi t unterschiedlichen Saue
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( MAYER et al ., 1988; TATUM et al ., 2006;
al ., 2023) . Nach der signifikanten Ver be
eine Verringerung der Sauerstoffkonzentrtr
tion f ¢r all e Versuche beibehalten (s.
KNEI DL, 2022) . Die Stimulation der Expl a
gangénexwVemomsuch der Arbeitsgruppe (PETZL
ner Eigenschaften als PAMP/ Endotoxi n, we |
me mbr aB. voiod ti, wurde LPS f¢gr die erste S
al ., 2020) . F¢r die Restimulation wurde

MastiB.i degduidadur eowsddi esel ben Bakterienst?2n
Ti me Kill Assay- verwendet. Da bei Vor vel
beSic. ubkbernsEinfluss auf die Gewebereakti:
aus technischen Gr¢ndenScaufubekiregsYadteachid
Konzentration der hitzei®n&KBEI ml er(tMAAICE B S |

LUACES, 2019) . Die eingesetzten I nkubati
ahnlichen Studien am | ebenden Tier und i
zeitlichen Umsetzbarkeit im Labor (G} NTH
Wenn Zellen nach vorangegangenem Kont akt
vollumf2anglich auf eine erneute Auseinan

die Expression von Zytokinen reagieren,

(PENA et al ., 2011 pn: viuvhayv cMedrmsguecghaenrg emiernd
die Etablierung einer Endotoxintol eranz

Stimulation mit LPS EBndchedrneeirt sRensa c hngue vaite
Falle einer Endotoxintoleranz des Gewebe
Transkription bei gl eichzeitiger Stei g
Restimulation durch die eingesetzten hi
Dur ch di e verringerte Konzentration ar

chemotaktische Aktivit?at gegeng¢gber PMN

G} NTHER et al ., 2012; PETZL et al., 2012
trolle der Vitalit2at wurde bei dr ei K¢ her
tivitat im Vergleich zum Beginn des Vers
ho here Werte, als das EP aufwies. Des Wei
der Gesamt- RNA gemessen, um ¢ber die RNA-
Qualit2at zu erhalten. Auch hier waren di

als die des Euterparenchyms. Di eser Loka
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bereits bei MACEAS LUACES (2019) beobach

terschiedliche Gewebezusammensetzung ein
schied, wobei bis zum jetzigen Zeitpunkt

zung und Funktion der Zellen vorliegt (Wl
al ., 2020) . Bekannt ist jedoch, dass sic
Schl ei mhautepithel vor allem Bindegewebs
Explants des Dr¢sengewebes sind dagegen

Mi |l chdr ¢senepithelzellen vorhanden, wobe
Al veol en insgesamt weniger dicht aufgebal
2019) Erschwerte Bedingungen, wie z. B.

tung sorgten f¢gr | 2ngere Wartezeiten bei

ebenso zu einer Verschlechterung der RQI
fé¢hren. Bei de Gewebearten befinden sich |
der erforderlichen Grenzwerte (s. I V. 2.

MACCAS LUACES, 2019) . Diese Tatsache wund
des Gewebes | assen auf einen intakten St
schlieCen.

2. 1. Einfluss der Explantstimulation auf

Die am Ende des Versuchs gewonnenen | ber s
endigung des Stimulationsversuchs auf ih
sucht . Da erfahrungsgem@2C die Separierba
PMN von Spendertieren interindividuellen
unterliegen wurde im Gegensatz zu vorang
paration der i mmer gleichen drei Tiere ¢
von MACEZEAS LUACES (2019), von wel cher Ar
Chemotaxisassay ¢bernommen wurde, zeigtel
Gewebe, die nicht stimuliert wurden, kei

auch keinen signifikanten Unterschied zu
ausgegangen werden, dass kein voraktivierl
grierten insgesamt mehr PMN in Richtung ¢
die des Euterparenchyms (s. l'v.2.1.1). F
zenzisterne auch mehr chemotaktisch akt:i\
das

n

Ko

Gewebe des EPs. Al s Gewebe, das al s

takt ko mmt , reagiert die Zitzenzister



X. Di skussion 86

dur ch nderung der Transkription (PETZL
der I nf &kt cwihridnidi e EXLrLdansdi eaamdwearer Chem
i n der Zitzenzisternae vwvinmoVer glleei O ;z5€Emzl
renchym sehr stark heraufreguliert. Das
zeitversetzt nach 24 h (RI NALDI et al .,
folgte ebenso 12 h nach der Bakveanenst.
der s nalvd eiot gl ei ch stattfand (s. Frr. 3. 2.
Zitzenzisterne kein Unterschied zwischen

ent hielten, zeigte sich die Zahl an

-

parenchyms differenzierter. Durch v

i ons&ns &tkwamemt enigdi ne Tendenz zu einer

3
c

O ® o S
o > -

en Aktivitat der | berst@2nde gemesse.l

~—+

ne Endotoxintoleranz hindeutet (s. I
it2t der P$®SN aanirmoBP twern iBm t¢eoddod elh c h
signifikant niedriger, wobei sie sich mi
tem LPS signifikant verst2arkte (s. I V. 2.

S
tre
Vv

werden, dass die Lipopept$.dea wenamuedigee rL ThA
gere stimulierende Wirkung, als LPS aufw
ringere (Zytokin-) und Chemoki nausschyg
(WELLNITZ et al., 2011). Sy mptSa matuirssals 2 |
je nach Stamm beim Rind deshalb in den m
( MAI'TY et al ., 2020). Der ihm evhb evkear nwnet nedre-t

maCen ebenso subklinische Mastitiden aus

2.2. Expressionssteigerung von Zytokinen 1
nach wiederholter Stimulation
Auf mol ekul arer Ebene wurde die Chemokir
MRNA- Extraktion und durch anschlieCende
Proben des Doppel ansatzes |jeweils gepoo
Unterschiede des gewonnenen Gewebes aus:
Gewebes auf die Etablierung einer m°glicl
die Expression der Zytokine 1L-10b, Il L- 6,
Expression der AMP S100A9 und LAP unter st
fer den Verl auf von Euterentze¢gndungen ei

wird in Zuge dessen Erreger-abh2ngig ges
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unterl i egen di e unt ersuchten Gene einer
(G, NTHER et al ., 2012, PETZL et al ., 201
Die Basi sexpression war bei allen unter st
ni fikant niedriger, als nach der Zugabe

Stimul ation der Explants durch Bakterien

n

edrigen Basisexpressionen deuten gl eic

webe nicht voraktiviert war (LAHOUASSA e

- 3 (0] o <«

~ N

O O un o

*
> ©6 S5 O o o X 9 o d d T O

-

N O o o X

(@]

Q « =

(]

D@ @

nach Gen unterschied sich die Express
nander . CVWQUBNFd hlleilbei ne gewebespezifis
hiede erkennblaAradi ) AuddenZit zenzi st
fikant h°her exprimiert, als im Euterpes
Auf bau der Gewebe sind vermutlich der
reits innerhalb der Lokalisation Zitze
Zisterne und der F¢rstenberg schen R
te Unterschiede in der Zytokinexpressi
der Zitzenzisterne kann vermutlich eb:
rung von PMN im Chemotaxisassay in die
ch um ein Grenzgewebe handelt, welches
t zt I st (s. V.2.1) ( RI NALDI et al ., 2 (
enso di e geringere chemotaktische Akt
nchyms begr¢nden. I L-8 wurde als haupt\
n Geweben gleich stark exprimiert, abe
gul ation von Chemokinen verantwortlich
nt geringer exprimiert. Weitere chemot :
C-Chemokine, die bei einer Entz¢gndung
n hier nicht untersucht, k°nnten aber
r  Zitzenzisterne verantwortlich sein (¢
13). PETZL et al. (20bh6 Vnkomndeai a0 g hd
fektS.onnuuiktdl ssowhlokal i sati ons-abh&ngige
r-abh@ngige Unterschiede in der Expres

deren SSLAOLAPwuUTddFe m der Zitzenzister:
her exprimiert, als im Euterparenchym.
bni ss&dap00w@mWéei m Euterparenchym ebenf all

r transkribiert wur den, als in der Zit
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I m Gegensatlzn-zwi thmod &/regsuchen wurde die I

VOhNFnur sehr geringgradig durch die bakt
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rde 1 nsgesamt am niedrigsten exprimier
hied zwischen den Geweben messbar war
04; LAHOUASSA et al., 2007; MURPHY et
LOR et al ., 2022) . I n einer Studie von
on mit 10 Og/ ml LPS von Euterexplants
I ne St eliNgFeErxXwpmrge sddron ausl °sen. F¢er dioe

bes k°nnte eine zu niedrige eingesetzt

ch sein, da f¢r die ¢brigen genannten S
rwendet wurde. Eine fr¢hzeitige Herabr
r Expression ist ebenfalls nicht auszu

p
ren untersuchten GneanSe¢r aduregusSitd mul dé -
s Vorg@angerprojekts von MACCEAS LUAC¢
zielten Ergebnisse TNKNFHxpr evsosrilane gveinddesrn

n de

n niedrig. Dort wurde in beiden Gewebe

nzentrationen ei neT NsHEgMmiIrfeisksa mtne gStneisgeet

e Inkubationszeit um sechs Stunden | 2n.
rauf schlieCen, dass die Expression ni
ch von der L2nge der I nkubationszeit a
bnis von LIND (2011) entgegen, wel che

~—+

20 Og/ml LPS eineTNFEMprfdxaindre rBd ehw

nnt e. I n allen dr ei Studien wurde die

all en unt er sucThNFema rZ ydti ek iEkegm e sasu @enr vk

e Smi musteiumul i ert wurden i m Ker gstleii-ch z

ilert wurden tendenziel!l bis signifika

ntration stieg siSe baijredisc hRedbeinmol atein

(s. lv.2.1.2). Di ese Beobachtung deck
sassays (s. Iv.2.1.1). G} NTHER ceotl ial . |
MEC die Transkription schneller und vo
I mul at.i camuri@eursunt er fall en unter ander el
tokine. Di eses ErlgnebvnSitsu dk eemntien i2nh ndiircit
produziert werden (BANNERMAN et al ., 2

al ., 2020) . Ein Grund f ¢rS.diaeurgeéursi nge
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a ue. kahn ein schneller Abfal/l der | mmu n |
wa@ hrend di e ExpreBsi caod fin 2d m ekno rhtoahketn nii tv e

wobei im vorliegenden Versuch die Unter s
schluss an die Inkubation der Bakterien
2007) . Die Ursache f¢r die unterschiedl i
die unterschiedliche klinische Auspr2gun.
vierung unterschiedlicher Signal wege mit
nen | mmunsystems. (YANG et al., 2008; GI
2017a; TSUGAMI et Eal cpd &h0 2BLi)nd Wrgh rveanrd T LF
toren ¢ber NF-9B eine starke und schnel |l e
S. aulh@Pwfsi g nur schwach an TLR2 oder i st

nal weg komplett zu unterbinden (MURPHY e

GRI ESBECK-ZILCH et al. (2008) Ekomhodié¢n 2z wz
MEC ebenso zu einer tendenziel!]l bis sign
expressi ®on faghsbXegxlaBlhsd-v6ur den dort deut | i
exprimlerLfdN&kl bn der vorliegenden Arbeit
Chemokin in beiden Gewebe-Lokalisationen
tersuchten Zytokine exprimiethn-gGCABWELL ¢
dien war die Expression dieses Gens &eber

( MCCLENAHAN et al ., 2005; G| NTHER et al .,
CHEN et al ., 2022). Wie zu erwarten war,
mul at 1®.n awmiztwars tendenzi eB.| ,croddedri ggesr ,wual

kein signifikanter Unt eEs ctkooendn tgee naei ses eEnx.p
sion im Vergleich zu LPS 1 Og/ ml und LPS
ni fi kant steigern (s. l'v.2.1.2), was ver

der Bakteriensuspension |l ag (LOPES et al

Die beiden untAPuSAOODtA@ITr dFeMP i n der Zitzen
ni fikant h°her exprimiert, als im Euterp
Sti mul atSi.ormumebls cdkn gemessenen MR N A - We
MACCAS LUACES (2019) sehr 2hnlich und da
produzSleorObrarr.de mit allen Zus?2tzen in bei
Basi sexpression signLAPklamtEW®Cdrepare«mpa h ym
sich bei derS.Staiumleluegsmiads minhe tendenzi el
sionSvVoOMhAWwobei ansonsten keine Unterschi
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Zugabe der Zus?@tze erkennbar war (s. I V.
S. aukeiuse signifikante Hochregulation d
den konnte deckt sich mit den Ergebnisse
von APrecision cut bovine udder slicesi

Euterst¢cken) 8i ea &t uwmadragli eoinchmizu pbMEC
SowdHIO 0O AD sL AR cahb eC X Glugkehi gt en keine signif
rung der Expression’SnacahunZzatsale neon | 2kbb
zeit von 6 h.

Es konnte demnach weder eine signifikant
noch eine Steigerung der AMP-Expression
gemessen und somit auch keine Endotoxint
ben induziert werden. Lediglich die tend
LPS pr2stimulierten Explants E.m sveirigl ei c
muliert wurden | 2sst vermuten, dass sich
model | m° glicher weise eine Endotoxintole
wadre eine Angl eichung lder Viemlowlreahtei am stz eME
z. B. die Verl2angerung der LPS-Inkubatio
zung der I nkubationszeit nach Zugabe der
mul ation der MEC wurden mit 0,1 Og/ml LP
zentrationen als in diesem Versuch verwe
thodi schen Gr¢gnden wurde hier auf eine U
tet. Um in Zukunft im Anschluss an eine e
MRNA genauere Aussagen ¢ber das Erreicher
k°nnte z. B. .ber einen ELISA oder einen
sondern auch die Translation ¢berpregft w
sung des verwendeten Mediums durch das Hi
Komponenten k°nnte ebenfalls zu einer n
zugef¢gte Hydrocortison k°nnte insgesamt
von Entze¢gndungsfakTdhNFemd usnamiviorz al wemi gen
ten Unterschieden gef¢ghrt haben (SILVA ef
di u

pl a

kehrschluss fg¢r eine gesteigerte Reaktiwv
doc

ms mi t fetalem K&l berserum k°nnte dur

nts deren Lebenszeit und den Stoff wec

h |l ebende Tiere verwendet wer den m¢ s
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ept der 3R vereinbar ist und somit zu
Zusammensetzung auftreten k°nnen, wu
e Punkte werden in dem | bersichtsart,|
l ich. Da das Euterparenchym i nsgesamt
ierte, als die Zitzenzisterne, was a
und RQI -Werten sichtbar wur de, K°nn
rocCe und -dicke zur Verbesserung der
en. Damit k°nnten auch |l a@angere I nkube
| nkubatli nm-msVzeedstuecnh sdeasuf das Expl ant mc
ZL et al., 2012; FILOR et al., 2021)
Euterexplants weiter zu minimieren, |
tionen innerhalb eines Euterviertels
n gepoolt werden (LIND et al ., 2015)
i ndividuell e Unterschiede auszugl ei cl
e sorgen, wobei die methodischen Ei n:
Ti erauswahl i m Schlacht hof eine H¢r de
kein Vorbericht und keine Daten ¢ber
verwendeten Tiere zur Verfg¢ggung stan
et waige Vorerkrankungen konnten nie
Verwendung nativer Tiere alle Daten
ren Kosten verbunden und ein Tiervers
k der Gewebegewinnung geschlachtet w

pr2che auCerdem dem Ziel der 3 R, Ti

dem vorliegendem EKepgplifmhgmedelhl dkenmnin
Reaktion von Geweben der Zitzenzi st
It i sP.atahuugeednsecrod gr oduzi ert wer den. Ei
konnte jedoch in diesem Modell ansat:
ere Anpassungen der Methodi k k°nnte
i el | abzeichnende Hinweise auf eine
uarbeiten. Hi erdur ch k°nnten Kandi d.
gepo ¢ ft wer den, in i hren Eigenschaf:t

mmat ori scher Zytokine zu induzieren b

mi krobiell er Mechani smen. | bergeor dn:¢e

i st hierbei di e Linderung akuter \
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Steigerung der aktiven Erregerbek2mpfung

zes antimi krobieller Wirkstoffe in der T
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VI . ZUSAMMENFASSUNG

Untersuchungen zur Wirksamkeit antimi kr ol
Mastitispat hogdoneu Komponenten des angeb

tems in einem bovinen mamm2ren Expl ant mo

I n der Mil chviehhal tung sE.ndSoilna uuaedasmm?2 r
Sc. skeadri $2ufig die Ursache f¢r klinische
der Belastung durch hohe Betriebskosten
sowohl i hre Pr2vention, als auch i hre Be
Einsatz von Antibiotika bei der Mi |l chkuh.

der Veterin?&r - als auch i n der Humanmedi
Kei men beobachtet werden konnt e, sol |l te
weiterhin reduziert werden. Vor allem pr

Verringerung des Antibiotikaeinsatzes bei
k°rpereigener Abwehr mechani smen. Hi er zu
(AMP), die ein wichtiger Faktor des ange

bovinen Mastitis stark heraufreguliert wi

Ein Ziel di eser Ar bei t war es, den Einfl

AMP auf das Wachstum der rel evantesten M

suchen. Mi t Hi |l fe eines Ti me-Kill - Assay
S100A8/ A9, S100A12) , b-Defensine (linguec:
b-Defensin 1 (DEFB1)), die Antileukoprot e
(CCL20) auf i1 hre antimikrobielle Wi rksam
E. ,8S0l auufdi.s uberessucht. Diese wurden mi
terschiedlichen Konzentrationen von AMP

kul tiviert. Al's Positivkontrolle (PK) di
tere Zus?tze und als Negativkontrolle (N
mycin hinzugefg¢ggt . Die I nkubation fand b
einem Photometer mit st¢gndlicher Messung
statt (n = 6-9).

Das WachsStcumuweamide mit der Zugabe von C
rbb LAP (ab 40 Og/ml), S100A9 (ab 5 Og/ m
gehemms. ®8ekemurste durch DEFB1 (ab 50g/ ml)
S100A9 (ab 10 Og/ml) und S100A12 (ab 30
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der AMP teil weise bereits nach zwei Stu
Wachstums gemessen werden. W&hrend auf deé
derung des Wachsatrelmgt gpnsteigerten sowohl

di e bubaline Rekombinate von LAP und SL

Wachstum des HMastwudnddergiegrirfsi kant dur ch

AMP ge
beginn
I n der

steigert, auCer durch S100A8/ A9, d
eine signifikante Hemmung hervorr|
vorliegenden Arbeit konnte eine K

gige Ver@anderung des Wachstums euterspez

von physiologisch i mikbutvewracvb@grekwvo mmemd evre r

Es kon

nte gezeigt werden, dass sie pepti

tion signifikant bis komplett vor all em

5
(¢]

ge
der Er

staarkt.

di e Wi

Ei we
un
mo 1
de
geschl

gati ve

w S o o S
(¢}

wur den

me

hemmen k°nnen. Il hr Potenti al bei der

satz f¢r anti biotische Stoffe bei
Di ese Studie gibt Anlass fg¢r wei't

rkung weiterer relevanter AMP bei

iteres Zi el di eser Arbeit war es,

anschli eCendeer cBeébst iammalrehsshdnemneées EX|
s eine Endotoxintoleranz in mamm?2r

kann. Es wurden adspektorisch und pa

achteter K¢ghe verwendet, deren Mi |
n bakteriologischen Befund auf wies

j eweils Explants aus der Zitzenzi ¢

n und anschlieCend Iim Labor pr@pariert
I nkubation mit LPS folgte eine 12-st¢nd

eine Resti fuKBES minauoideisldoddi de hitzeinak

fer weitere 12 h. Die Ans2tze wurden ent
feagt . Ein Ansatz ohne weitere Zus2tze wu
Ansatz und Gewebe-Lokalisation wurden di e
37AC, einer 0O2- Konzentration von 5,5 %

i nkubi ert. I m Anschluss wurde die mRNA d
mittels einer RT-qPCR die Genexpression

TNF-U und der AMP S100A9 und LAP untersu
wur den mi t Hi |l fe ei nes Chemotaxi sassay s



X. Zusammenfassung 9

Wi rkung auf PMN aus Rinderblut untersuch:

Bei der | berpr¢gfung der | berst2ande auf c¢h
signifikante Steigerung der chemotakti scl
E. ciomiVergleich zur Zugabe von LPS in be
gewi esen werden. Der Anteil an gewandert
terparen®.hyanssiegirdi f i kantE.ni,ealroibgger di &l Anm

mit steigendem Zusatz von LPS ebenso ans

pression der Zytokine 1L-8, Il L-1b, | L- 6
mi & . csotliimul i ert wur den, gegen¢gber Expl an
den, gemessen werden. Ebenso wuS.deanu-di es
reuwsor allem im Euterparenchym tendenzi el
al s bei deer. Zwgabei vebenso eine tendenzi

rung bei der Zugabe von LPS er kdmrrrt wer d:
konnte im Euterparenchym nach der Sti mul
messen werden. SowloARPi ndidee rE xZpirtezsesni zoins tveornn
ExpressSilommornde in beiden Gewebe-Lokalis
der Zus?2tze gesteigert, aber es konnten
den Stimul ationsans@atzen gemelsNsFevurwer den
wi der Erwarten durch Zugabe der Sti mul at
Expression der Gene f¢r 1 L-160, LAP und S

k

fi ant h°her, als im Euterparenchym.

Anhand des Explantmodells konnte eine Ge
Expressionssteigerung relevanter Zytokin
E. cuoBd aumeaeauhlgewi esen werden. Durch eine
eine RestiBnulceoodinomn emvior allem im Euterpa
eine tendenzielle Verringerung der EXPpr e:
schen Aktivitat im Vergl &€i. clogpgme s sadn ewarn -
den

der Expression der Zytokine und der <c¢hemc

Bei der ZSugabudér ewassh eL BSgau ein tende

Die vorliegende Studiénkemhteueiee baepgeo
Euterexplants nachweisen, aber es konnte
|l eranz induziert werden. Dd o - ivMhotdded s er ¢
tragt dazu bei, dass zuk¢gnftig weitere Ur

zur Regul ation i mmunrelevanter Faktoren
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werden k°nnen und stelltt neben den neu

einen Beitrag zum Tier wohl dar
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Vi1 SUMMARY

Studies on the efficacy of antimicrobi al
ogeins vandoon components of the innate I

mammary explant model

Il ntramammary EBH.nf&oltia wanlsdi.sviubheei sery ¢ o mmec
causes of <clinical and subclinical mast i
costs and the i mpact on ani mal wel fare,
of the main reasons for the use of antib
antibiotic-resistant bacteria has been o
cine in recent decades, the former shoul c
Especially prophylactic measures can con:
One approach is to specifically stimulat
mi crobi al peptides (AMP) are an i mportant
are strongly up-regulated during bovine |
The aim of the study was to investigate

AMP in the udder on the growth of the mo
S100 proteins (S100A9, S100A8/ A9, S100A1l:
peptide (LAP), b defensin 1 (DEFB1l)), an
okine 20 (CCL20) were examined for their
titis [EathSwdeanuss®ds uberng a time kil!]l a !
were co-cultured with several di fferent

and 40 Og/ml) respectively. A bacteri al

as positive control (PK) and 5 Og/ ml peni
contr ol ( NK) . l ncubation took place at 3

phot ometer with hourly measur ement of t

( n6 Fo.

The gr &wt hudwfasi signi ficantly inhibited w
(from 10 Og/ml), rbb LAP (from 40 Og/ ml)
(from 10 Og/ml). DEFB1 (from 5 Og/ml), C
10 Og/ml) and S100A12 (from 30 Og/ ml) col
S. augieagursi fi cantly with increasing concen
While the addition of S100A8/ A9 &id not

aur,eulot h, bovine and bubaline recombina
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i ncreased its growth. TlHEe gwdstbhi ghit heal
increased by the addition of all AMPs exc
i nhi bition six hours after the start of |
I n the present study we have demonstrate
dependent change in the growth of udder -
physiologically ocduwrrviing oAWMP isrh otwme t lhdd
significantly inhibit the growth of gram
specific manner with increasing concentr
and their role as a promising substitute
further confirmed. This study gives rise
regard to the effect of other relevant Al
Another aim of this trial was to test whi
mammary tissues of the udder by presti mul
| ati ofh. wi&lhi auusiusg an explant model . Ads
heal thy wudders (n = 12) of freshly sl au
< 500,000 and negative bacteriological re
the teat cistern and the wudder parenchym
subsequently prepared and cultured in th
was followed by a 12 h stimulfFiUdml pause
(col ony f dr.miarugerewrgiodsiY h heat-inactivated
was undertaken. The experimental setup i
restimulation respectively. One batch wit
trol . For each batch and for each tissue
duplicatesr@ton82ACyr adtno®comhc®nbr %t and af
Afterwards the mRNA of the pooled prepar
pression of the cytokines |1L-8, I L- 6, I L
and LAP was examined by means of RT-qgqPCR
were examined for their chemotactic effe
chemotaxis assay.

When the supernatants were tested for ch
i ncrease in the chemotactic acti ity of
colciompared to the addition of LPS in bot
mi grated PMN was significantly | ower in
i ncubatSed awirk@urk. wjictoWher eupon their number
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i ncreasing addition of LPS. Overall, an i
kines | L-8, Il L-16b, |l L-6 coul d &El.sacobe me
compared to explants stimulated with LPS
to be expressed at significantlS. laouwer |
reuwas added c obnpaocwedd taadd dwelden Furt her mor e
i ncrease in expression could be detect ec
change in the expression of LAP could be
stimul ati on. B olt AAPitnh et heex ptreeasts icoins toefr n  a n ¢
S100AN®re increased in both tissue | ocali
ments, but no significant differences be

trary to expectati onBNFwahse heaxrpdrleys su po-nr eodf L
the addition of the stimulation suppl eme]
LAP and S100A9 was significantly higher

renchyma.

On the basis of an explant model, a tiss
i n expression of relevant cytokines and

tion wiEtth ab®B%$, aurPuesesti mul ation with LPS
wi Eh ctodnded to reduce the expression of
only partially, especially in the wudder

E. callane. When ISPS awmattlheddewasoeven obs
dency towards an increase in the express
The present study was abilne vitroe sdpeommosni svternaets
of udder explants, but no significantly 1
ducedi.n Tvhieb d el refined in this study cont
i nvestigating mastitis pathogenesis and

according to the principle of 3R and th
knowl edge, al so represents a contributi ol
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