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GrulBwort

In der vorliegenden VETResearch Online-Broschire 2016 werden die Ergebnisse der im vierten
Jahr erfolgreich durchgefuhrten studentischen Forschungsprojekte vorgestellt. Die Projekte
zeigen die Vielseitigkeit der Forschungsgebiete an der Tierarztlichen Fakultat auf. Als Betreuer
eigener Projekte im mittlerweile vierten Jahr kann ich die groBe Bandbreite der Projekte tuber
die Jahre hinweg bestatigen.

Die Idee Studierenden in der frihen Phase lhrer Ausbildung die Maglichkeit zu geben ein
eigenes Forschungsprojekt zu bearbeiten, fand ich hervorragend und hatte ich mir dergleichen
fur meine Ausbildung ebenfalls gewiinscht. Durch die Teilnahme an VETResearch konnen Stu-
dierende erstmals , hinter die Kulissen blicken”, sie erfahren was hinter der Durchfiihrung eines
Forschungsprojektes steht und welche Arbeiten anstehen, bevor es z.B. wirklich praktisch
losgehen kann. Zudem bietet es den Studierenden einen Einblick in die Strukturen des/ der
jeweiligen Instituts/Klinik, und die Moglichkeit auf einer anderen Ebene mit den Betreuern,
Doktoranden und technischen Mitarbeitern in Kontakt zu treten. Aber auch fiir die Betreuer
bietet VETResearch eine Moglichkeit besonders motivierte Studierende kennen zu lernen, so
dass nicht selten aus einem VETResearch Projekt eine Doktorarbeit entsteht, oder der Wunsch
geauBert wird, im Rahmen einer Doktorarbeit weiter am Institut zu bleiben.

Der Abschluss einer jeden Forderphase mit dem Retreat ist aus meiner Sicht eine gute
Gelegenheit, um den Studierenden einen Rahmen zu geben, ihre eigenen Forschungsergebnisse
vorzustellen und ihnen damit auch den Respekt entgegen zu bringen, den ihre Arbeit ausmacht.
Wir durfen nicht vergessen, dass die Studierenden die Projekte neben ihren Vorlesungen,
Prifungen oder in der vorlesungsfreien Zeit bearbeiten. Fur viele Studierende ist es das erste
Mal, dass sie ein wissenschaftliches Projekt vor Publikum vorstellen und sich der anschlieBenden
Diskussion stellen. Dies fordert nicht zuletzt auch die soft skills.

Ich kann nur jedem zukiinftigen Betreuer und Studierenden empfehlen, an VETResearch teil-
zunehmen. Ein studentisches Forschungsprojekt bedeutet Gewinn auf beiden Seiten. Wahrend
die eine Seite viele praktische Einblicke in den Bereich der Forschung bekommt, erhalt die
andere Seite frische und unvorbelastete Ansichten, die nicht selten neue Wege er6ffnen. Und
nicht zuletzt entstehen so auch Kontakte, die in spannenden Doktorarbeiten miunden.

Ein ganz besonderer Dank geht an das Studiendekanat mit Hr. Prof. Gobel, Fr. Dr. Beitz-Radzio
und Hr. Thielemann, die jederzeit bei Fragen oder Problemen helfend zur Seite standen.

Dr. Maren Bernau
Betreuerin



Knochenmineralisierung beim Schwein

Juliane Schrott
Lehr- und Versuchsgut OberschleiBheim
Betreuerin: Dr. Maren Bernau

Hintergrund und Ziel der Untersuchung

Das Auftreten von Defiziten in der Knochenmineralisierung kann zu Lahmheiten bei Mast-
schweinen sowie bei Zuchtebern zum vorzeitigen, krankheitsbedingten Ausscheiden aus der
Zucht fuhren. Durch das Wissen um die Untersuchungsmoglichkeiten von Knochenmineralisie-
rungsproblemen konnen zuklinftig geeignete Tiere fur die Zucht ausgewahlt werden, die zur
Verbesserung der Genetik beitragen.

Ziel der Untersuchung war es beim Schwein mittels Dualenergie-Rontgenabsorptiometrie (DXA)
geeignete Regionen zu ermitteln, in denen Unterschiede in der Knochenmineralisierung deutlich
erkennbar und einfach zu definieren sind. Weiter sollte festgestellt werden, ob es Unterschiede
in der Knochenmineralisierung zwischen den Geschlechtern (mannlich intakten, immunologisch
kastrierten, chirurgisch kastrierten und weiblichen Tieren), abhangig vom Alter oder von
Umweltfaktoren (Jahreszeit, Futterung und Haltung) gibt.

Versuchstiere & Methoden

Die Daten der Versuchstiere wurden 2013 im Rahmen einer Doktorarbeit erhoben. Alle Tiere
sind vom Genotyp Piétrain x Deutsche Landrasse. Die 101 mannlichen Tiere (zu gleichen Teilen
intakte Eber, immunologisch und chirurgisch kastrierte Tiere) wurden in drei ca. gleich groen
Gruppen (Gruppe 1 geboren im Juli, Gruppe 2 geboren im September, Gruppe 3 geboren im
Januar) unter konventionellen Bedingungen im AuBenklimastall auf Stroh gemastet. Wahrend der
Mastperiode wurde jeweils mit durchschnittlich 27 kg, 51 kg und mit 90 kg Korpermasse ein
DXA-Scan durchgefihrt. Die 18 weiblichen Tiere (Jungsauen; geboren im November) wurden
konventionell in einem Vollspalten-Maststall gemastet und mit durchschnittlich 44 kg, 67 kg
und mit 104 kg Korpermasse untersucht.

Fur die Untersuchung wurde eine intramuskulare Injektionsnarkose aus Ketamin (Ursotamin®;
15mg/kg) und Azaperon (Stresnil®; 2mg/kg) verwendet und im Bedarfsfall Ketamin (7mg/kg i.v.)
nachdosiert.

Die Tiere wurden in Bauchlage mit angewinkelten Vorder- und nach hinten gestreckten Hinter-
gliedmaRBen auf dem Tisch positioniert und von rostral nach caudal maanderformig gescannt,
was einen Zeitraum von ca. 13 Minuten beanspruchte. Verwendet wurde ein ,,GE Lunar iDXA"
(siehe Abb. 1). Fir die mannlichen Tiere wurde der Scanmodus , Dick” und fiir die weiblichen
Tiere der Scanmodus , Standard” gewahit.

Die DXA eignet sich zur nicht invasiven Messung der Knochenmineraldichte (BMD) und des
Knochenmineralgehalts (BMC) beim Schwein. Die Rontgenrohre erzeugt Strahlung, welche
tber einen Filter in zwei unterschiedliche Energieniveaus (35 und 70 keV) gespalten wird. Die

Photonen durchdringen den zu untersuchenden Kérper und werden abhangig vom Gewebe
aufgrund des Foto- und Compton-Effekts unterschiedlich stark abgeschwacht, was vom Detektor
erfasst wird. Fur die Berechnung wird von einem 3-Komponenten-Modell ausgegangen: Die
Korpermasse besteht im Modell aus Fett-, Magerweich- und Knochenmineralgewebe.

- — -

Abb. 1: GE Lunar iDXA

Fur das weitere Vorgehen war es entscheidend,
geeignete Korperregionen zu definieren; Kriterien
hierfir waren die Abgrenzbarkeit gegentber
benachbarten Strukturen und die Vergleichbarkeit
der Altersstufen. Es wurden 9 Regionen definiert,
wobei die GliedmaRBen im Seitenvergleich bertick-
sichtigt wurden (Abb. 2).

Abb. 2: ausgewertetes DXA-Bild mit den 9
definierten Regionen.

Region 1 — gesamter Kérper

Region 2 — Kopf

Region 3/4 — linke/rechte Vordergliedmale
inkl. Schulterblatt

Region 5 — 1. bis 5. Lendenwirbel

Region 6/7 — linker/rechter Femur distal der
juingsten Stelle am Femurkopf

Region 8/9 — linke/rechte HintergliedmaBe
distal des Kniegelenks




Die statistische Analyse der Werte BMD und BMC fiir alle neun Regionen erfolgte mit der SAS
Software. In der Mischmodellanalyse (Proc mixed) waren Geschlecht und Gruppe fixe Effekte,
die Zufallseffekte waren Alter und Gewicht. Die Signifikanzgrenze lag bei p < 0,05.

Ergebnisse & Diskussion

Mastperiodeneffekt/Saisoneffekt: 30 kg-Scan

Im 30 kg-Scan zeigt sich ein Mastperiodeneffekt sowohl fiir BMD als auch fir BMC. Die Tiere
aus Gruppe 3 (Januar bis Juli) weisen die hochsten Werte auf, gefolgt von Gruppe 2 (September
bis Februar). Gruppe 1 (Juli bis Dezember) hat die geringste Knochenmineralisierung. Bei
Tieren, die in Perioden mit groBerer Tageslichtlange gemastet wurden, ist die Knochen-
mineralisierung hoher.

Geschlechtseffekt: 60 kg-Scan & 90 kg-Scan

Im 60 kg-Scan zeichnet sich der Geschlechtereffekt bereits deutlich ab. Eber weisen in allen
Regionen mit signifikanten Unterschieden die geringste BMD auf, wahrend Jungsauen und
Kastraten tendenziell die hochste BMD haben. Region 6/7 haben bei Kastraten die hochste
BMD, wahrend Region 8/9 bei Jungsauen die hochsten Werte zeigen. Fiir den BMC zeigen sich
im 60 kg-Scan nur selten signifikante Unterschiede. Im 90 kg- Scan werden die Unterschiede
deutlich: Eber weisen in allen Regionen die mit Abstand geringste BMD auf, wahrend immuno-
logisch kastrierte Tiere etwas geringere Werte als Jungsauen und Kastraten haben. Wieder
zeigt sich fur die BMD, dass in Region 6/7 die Kastraten und in Region 8/9 die Jungsauen den
hochsten Wert haben. Betrachtet man die Regionen mit signifikanten Unterschieden im BMC,
lasst sich feststellen, dass Jungsauen den hochsten BMC haben, gefolgt von den immunologisch
kastrierten, an dritter Stelle folgen Kastraten, an letzter Stelle stehen die Eber (Abb. 3).

BMD [g/cm2]: Ergebnisse des 90 kg Scans

0,96 + 102 + 1,00 + 1,13+ 1,13+ 0,80 + 0,80 +

Eber 0,011 0,014 0,013 0,016 0,018 0,012 0,013
immunologisch| 0,99 + 1,05 + 1,05 + 1,18 + 117 083+ 084 +
kastriert 0,008 0,010 0,009 0,012 0,013 0,010 0,009
1,00 £ 1,07 £ 1,06 £ 1,18 £ 1,20 £ 085 = 085 =

Kastrat 0,010 0,012 0,012 0,015 0,016 0,011 0,012
1,02 + 1,03 1,08 + 1,16 £ 117 095 + 094 +

Jungsau 0,033 0,044 0,042 0,050 0,057 0,038 0,040

Abb. 3: Ausgewahlte BMD-Werte des 90 kg Scans, unterteilt in die 4 Geschlechter.

>> zurtick zu S

In dieser Untersuchung zeigen sich deutliche Unterschiede zwischen den Geschlechtern,
wobei Kastraten und Jungsauen die hochste und Eber die geringste Knochenmineralisierung
aufweisen. Die Annahme liegt nahe, dass eine hohe Knochenmineralisierung mit einem
geringen Muskelansatzvermogen korreliert. Interessant sind weiter die Unterschiede, die sich
innerhalb des Skeletts zwischen den unterschiedlichen Geschlechtern gezeigt haben.

Personliche Meinung

Das VET Research-Projekt hat mir unglaublich viel Spal gemacht und das, obwohl die Arbeit
groBtenteils darin bestand, Daten am Computer auszuwerten. Ich bin sehr froh dartber, die
Maglichkeit erhalten zu habe, schon wahrend des Studiums Einblicke in das wissenschaftliche
Arbeiten zu nehmen. Aus meiner Sicht ist es wahnsinnig spannend einer Fragestellung nach-
zugehen, zu der es noch keine befriedigenden Ergebnisse gibt. Neben den Vorlesungen und
Prifungen war das Projekt am LVG ein toller Ausgleich und am Schluss kann man ein kleines
bisschen stolz auf seine Arbeit, das Ergebnis und den Vortrag sein. Ich hab es als sehr
angenehm empfunden, dass mit so viel Vertrauen eigene lIdeen und selbststandiges Handeln
gefordert wurden.
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Lahmheitsscoring und Klauenbonitur beim
Mastschwein in verschiedenen Haltungsformen

Raquel Vazquez Aguion
Lehr- und Versuchsgut OberschleiBheim
Betreuerin: Dr. Maren Bernau

Hintergrund und Ziel der Studie

Ziel dieses VET Research-Projektes war es, eine Statuserhebung der Klauengesundheit bei
Mastschweinen am Lehr- und Versuchsgut OberschleiBheim zu erfassen. Des Weiteren sollte
durch Wahl zweier unterschiedlicher Haltungsbedingungen und zweier Hybridlinien der
Einfluss der Haltung und der der Genetik auf die Lahmheitsproblematik beim Mastschwein
untersucht werden. Dies hat sowohl eine wirtschaftliche Bedeutung fiir den Landwirt, als auch
einen ethischen Aspekt im Bezug auf die Verbesserung der Tiergesundheit.

Versuchstiere, Methoden und Versuchsablauf

Es wurden zwei Versuchsgruppen (insgesamt 66 Tiere) untersucht. Die Versuchsgruppen
unterschieden sich in ihrer Genetik: eine Gruppe Piétrain x Deutsche Landrasse (Pi-DL), die
andere Gruppe Piétrain x Piétrain-Duroc (Pi-PiDu). Von jeder Versuchsgruppe wurde jeweils die
Halfte der Tiere in einem AuBenklimastall (AKS; Stroh und Vollspaltenboden) und die andere
Halfte in einem Maststall (MS; ausschlieBlich Vollspaltenboden) gemastet. Alle Tiere durchliefen
den gleichen Versuchsablauf.

Vor Beginn der Mast, im Alter von 77 Tagen wurde eine Klauenbonitur an jeder einzelnen Glied-
maRe durchgefuhrt. Hierbei wurden die folgenden 8 Einzelmerkmale auf einer Skala von 1 (keine
Veranderung) bis 4 (hochgradige Veranderung) bewertet: Unterentwicklung der Innenklauen,
Uberlange Klauen, Uberlange Afterklauen, Kronsaumverletzungen, Lederhautblutungen, Horn-
risse, Sohlendefekte und Weie-Linien-Defekte. Zusatzlich wurde der Klauenwinkel an der
jeweiligen AuBenklaue jeder GliedmaRe gemessen. Diese Klauenbonitur wurde am Ende der
Mastperiode (ca. 150 Tage) wiederholt. Des Weiteren wurde alle zwei Wochen ein Lahmheits-
scoring durchgefihrt. Durch Vorfiihren des Tieres wurde das Gangbild auf einer Skala von 0
(keine Lahmheit) bis 3 (hochgradige Lahmheit) beurteilt.

Die statistische Datenanalyse erfolgte mittels SAS Software. Es wurde ein Chi-Quadrat-Test ver-
wendet, um signifikante Unterschiede bezogen auf die Haltung oder die Hybridlinien zu erfassen.

Ergebnisse

Die Ergebnisse lassen sich einteilen in Hybridlinien- und Haltungsunterschiede. Tab. 1 stellt die
Unterschiede bei der zweiten Klauenbonitur dar. Pi-PiDu zeigen haufiger Veranderungen (Score
2) in den Merkmalen Hornrisse und tberlange Afterklauen als Pi-DL bei der zweiten Klauen-
bonitur (siehe Tab. 1).

Tiere im Maststall (MS) zeigen signifikant haufiger Lederhautblutungen (Score 1,5) als Tiere
im AKS, sowohl an den Vorder- als auch an den HintergliedmaBen. Im MS zeigen sich ebenso
haufiger tberlange Afterklauen (Score 2) im Vergleich zum AKS.

Tab. 1: Darstellung signifikanter Unterschiede bei der zweiten Klauenbonitur.

Pi-PiDu Pi-DL
“Genetik” Hornrisse vorne 21,88 % 1,56 % p = 0.0020
Hornrisse hinten 18,75 % 7,81 % p =0.0236
Uberlange Afterklauen vorne 25 % 9,38 % p =0.0272
MS AKS
Haltung Lederhautblutungen vorne 25 % 0% p < 0.0001
Lederhautblutungen hinten 12,5 % 7,81 % p=0.0143
Ergebnis (Score 2)
MS AKS

Uberlange Afterklauen vorne 28,13 % 6,25 % p =0.0002
Uberlange Afterklauen hinten 28,13 % 14,06 % p = 0.0044

(Score Skala von 1 (keine Verdanderung) bis 4 (hochgradige Verdnderung). MS = Maststall;
AKS = AuBenklimastall

Bei der Messung des Klauenwinkels konnten die folgende Ergebnisse festgestellt werden:
Pi-DL weisen im Vergleich mit Pi-PiDu sowohl an den Vorder- als auch an den Hinterglied-
maBen den signifikant groBeren Klauenwinkel auf (54,96 + 0,67 Pi-PiDu vs. 57,38 + 0,72 Pi-DL,
VordergliedmaRBen, Klauenbonitur I1). Tiere im MS zeigen bei der Klauenbonitur Il (Vorder-
gliedmaRen) einen signifikant groBeren Klauenwinkel als Tiere im AKS.

Das Lahmheitsscoring steigt mit dem Alter an und wurde im Schnitt bei Tieren im MS hoher
eingestuft als bei Tieren im AKS.

Diskussion

Die Tierzahl ist in dieser Studie klein gewahlt, fir weitere Studien ware es sinnvoll, eine groRRe-
re Anzahl an Versuchstieren zu untersuchen, sodass auch Rasse-Stall-Interaktionen statistisch
ausgewertet werden konnen. Der Beginn der Untersuchungen sollte fur folgende Studien nach
vorne verlegt werden (jlingere Tiere untersuchen), da die Tiere bereits mit 77 Tagen (Ende der
Aufzucht) erste Klauenauffalligkeiten zeigten. Des Weiteren erscheint die Untersuchung reinras-
siger Tiere notwendig, um eine bessere Aussage uUber bestimmte Rasse-Pradispositionen geben
zu konnen. Im Rahmen der Studie hat sich gezeigt, dass in Bezug auf die Klauengesundheit
keine Unterschiede zwischen der rechten und linken Korperhalfte festzustellen waren, somit
durfte die Untersuchung einer Gliedmafe bei weiteren Studien ausreichen. ->



Personliche Meinung

An diesem Projekt mitwirken zu durfen, hat in vielerlei Hinsicht positive Auswirkungen gehabt.
Flr mich war es die erste Moglichkeit, an einer wissenschaftlichen Fragestellung zu arbeiten. Ich
halte dies fir sehr wichtig, da der Zweig der Wissenschaft im Bezug auf die spatere Berufswahl
nicht auBer Acht gelassen werden sollte. Mir hat das Projekt unheimlich viel Spal gemacht, da
ich sehr nah mit den Tieren zusammengearbeitet und die ganze Gruppe aufwachsen gesehen
habe. Zusatzlich zum praktischen Teil konnte ich aber auch das erste Mal in die Welt der Statistik
eintauchen, was ich als groBen Vorteil auch im Bezug auf eine spatere Doktorarbeit sehe. Zum
Schluss mochte ich auBerdem noch die tolle Unterstiitzung und Betreuung aller Mitarbeiter des
Lehr- und Versuchsgutes loben, die mir tatkraftig zur Seite standen und die ich immer um Hilfe
bitten konnte. Ich wiirde mich sehr freuen, an einem weiterfuhrenden Projekt arbeiten zu durfen
und so meine Erfahrungen im Bereich des wissenschaftlichen Arbeitens auszuweiten. |
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Abb. 1: Erfassung der Rickenspeck-
dicke mittels des MICROMAXX Ultra-
schallsystems unter Verwendung der
Linearsonde bei einer Muttersau im
Abferkelabteil vor dem Abferkeln.

Body-Condition-Scoring
bei Sauen mittels Ultraschall

Ulrike Gerster

Lehr- und Versuchsgut OberschleiBheim
Betreuerin: Dr. Maren Bernau

Abb. 2: ausgewertete Ultraschallbilder
zur Erfassung der Riickenspeckdicke.
AF | = Messung vor dem Abferkeln;
AS = Messung nach dem Absetzen der
Ferkel; TU = Messung nach der
Trachtigkeitskontrolle; AF |l = Mes-
sung vor dem nachsten Abferkeln.

Hintergrund der Studie:

Der Stoffwechsel der Sau ist wahrend eines Produktionszyklus standig wechselnden Einflussen
und teils massiven Veranderungen unterworfen. Dies spiegelt sich im Ernahrungszustand der
Sauen wahrend dieses Prozesses wieder. Angestrebt wird ein gleichbleibend guter Ernahrungs-
zustand der Muttersau um optimale Bedingungen fiir die Ferkelaufzucht und die anschlieBende
Wiederbelegung zu haben. Um den Ernahrungszustand der Muttersauen zu beurteilen, wird
die Kondition der Sauen im Rahmen eines Body Condition Scorings (BCS) von 1 (sehr mager)
tber 3 (optimal) bis zu 5 (sehr fett) eingestuft. Dies geschieht vor allem beim Umstallen in den
Abferkelbereich und beim Absetzen der Ferkel, um etwaigen Abweichungen gezielt und effektiv
entgegen steuern zu konnen. Dies ist jedoch ein rein subjektives Verfahren, bei dem vor allem AS
die Kontur des Korpers von hinten und die Dornfortsatze der Brustwirbelsaule betrachtet
werden.

Bei der Beurteilung der Korperkondition mittels Ultraschall hingegen wird die Rickenspeckdicke
auf Hohe der Kniefalte gemessen. Aus der Hohe des Ruickenspecks kann auf den Ernahrungs-
zustand der Sau geschlossen werden. Dies erfasst auftretende Schwankungen wahrend

des Reproduktionszyklus objektiv.

7 8297, US-AS,27.5.16
Allg MB

Versuchstiere und Methoden:
Es wurden drei Abferkel-Gruppen mit insgesamt 47 Tieren beurteilt. Die Rassenverteilung war VSR e [T
wie folgt: g MB [— — . Allg MB
35 Sauen Deutsche Landrasse
8 Sauen Hybrid aus Deutschem Edelschwein und Deutscher Landrasse
2 Sauen Hybrid aus Pietrain und Schwabisch-Hallischem Landschwein
1 Sau Duroc und
1 Sau Deutsches Edelschwein

TU

Die Messungen erfolgten am Tag nach dem Umstallen in den Abferkelbereich, finf Wochen A:28.0 mm | g
spater nach dem Absetzen der Ferkel, weitere vier Wochen spater bei der Trachtigkeitskontrolle A: 346 mMmm
und weitere zwolf Wochen spater beim erneuten Einstallen in den Abferkelbereich.

Bei der Messung selbst wurde zuerst das betreffende Stiick Haut am Riicken auf Hohe der
Kniefalte rasiert und dann mit einem Linearschallkopf des MICROMAXX Ultraschallsystems ein
Ultraschallbild des Riickenspeckes angefertigt (Eindringtiefe 6,1 cm; siehe Abb. 1). Parallel dazu Die Ultraschallbilder wurden mit dem Synedra View Personal kalibriert und die Riickenspeck-
wurde die Korperkondition der Sauen mittels Body Condition Scoring per Adspektion beurteilt. dicke ausgemessen (Abb. 2). ->
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Ergebnisse:

1. Vergleich Body Condition Scoring (BCS) & Riickenspeckdickenmessung (RSD)

Der Vergleich der beiden Methoden ergibt, dass man mit dem BCS die Abnahme der Korper-
masse in etwa gleich gut darstellen kann, jedoch konnte die erst langsame Koérpermasse-
zunahme wahrend der Zeit im Deckzentrum und im Wartestall mit der Ultraschall-Riicken-
speckdickenmessung objektiver und genauer als per Adspektion detektiert werden (Abb. 3).

35

3 \‘/o—\.

2,5
2

15
1
05 |
0 |
AF1 AS TU AFlI
~4—BCS in Punkten ' 3,140625 2,780487805 3,109756098 2,94
~#—Mittelwert RSD in cm 2,45 . 1,752 2,091 2,591

Abb. 3: Darstellung der Ergebnisse beider Methoden lber den Untersuchungszeitraum.

2. Riickenspeckdicke

Die gewonnenen Daten zeigen (Abb. 3), dass die Sauen wahrend der Laktation an Korper-
masse abbauen und die Dicke des Rickenspeckes um bis zu einen Zentimeter reduziert wird.
In allen drei Abferkelgruppen wird der Ausgangswert der Riickenspeckdicke tGber den Zeit-
raum der Trachtigkeit bis zum erneuten Abferkeln wieder erreicht bzw. tUbertroffen (Abb. 4).

30
27,5
25
22,5
20
17,5
15
12,5
10

Rickenspeckdicke

AF| AS TV AFlI

s Gruppe 1 27,19 17,3 21,41 26,99
w— Gruppe 2 24 18,77 23,58 26,69
Gruppe 3 22,3 16,49 17,73 24,05

Abb. 4: Darstellung der Ergebnisse der Riickenspeckdickenmessung tber den
Untersuchungszeitraum, unterteilt in die drei Abferkel-Gruppen.

15

>> zurlick zu

3. Riickenspeckdicke und Wurfdaten

Im Abgleich mit den Wurfdaten zeigte sich kein Zusammenhang zwischen Rickenspeckdicke
und Anzahl der geborenen Ferkel. Effekte zeigten sich jedoch in Bezug auf die Aufzucht-
leistung. Dies soll durch weitere statistische Analysen gepruft werden.

Diskussion und Schlussfolgerung:

Die Methode der Riickenspeckdickenmessung via Ultraschall ist eine prazise und objektive
Methode um die Korperkondition von Muttersauen wahrend eines Reproduktionszyklus zu
erfassen und zu beurteilen. Diese Methode eignet sich zum Beispiel bei der Beurteilung ver-
schiedener Fitterungen. Um jedoch noch detailliertere Aussagen uber die Zusammenhange
zwischen Ruckenspeckdicke, Anzahl geborener Ferkel und Ferkelverluste machen zu konnen,
sind noch weitere Studien, auch uber einen langeren Zeitraum, notig.

Personliche Meinung:
Das Erarbeiten der wissenschaftlichen Fragestellung hat mir sehr viel Freude bereitet. Ich
konnte selbststandig Ultraschallbilder erstellen und Daten erheben. Dass sich die Kondition

(%)

der Muttersauen in den Daten so deutlich zeigt, hat mich beeindruckt und es ware interessant,

die Sauen Uber einen noch langeren Zeitraum weiter zu beurteilen.
Mein Dank geht an Frau Dr. Maren Bernau fur die gute Betreuung und an das gesamte Team
am Lehr- und Versuchsgut OberschleiBheim fur die gute Zusammenarbeit.
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Die Bestimmung der Frische von Bachforellen
mittels MALDI — TOF MS

Philipp-Michael Beindorf
Lehrstuhl fiir Lebensmittelsicherheit
Betreuer: Dr. Sebastian Ulrich

Hintergrund

Fisch und Meeresfrichte haben einen Anteil von 15% an der Proteinaufnahme des Menschen.
Unbehandelter frischer Fisch ist leicht verderblich und kann unter falschen Lagerbedingungen
zu massiven gesundheitlichen Beschwerden fiihren. Ca. 40 % der jahrlich vermarkteten Menge
von rund 146 Millionen Tonnen (2014) aus Fischfang und Aquakultur wird gegenwartig bis zum
10. Tag nach dem Fang als Frischfisch vermarktet, wobei eine genaue Kontrolle dieser Lage-
rungsdauer kaum maglich ist. Daher besteht auch die Gefahr der Verbrauchertauschung. Nach
den deutschen Leitsatzen fur Fische, Krebs- und Weichtiere und Erzeugnisse daraus bezeichnet
der Begriff , Frischfisch” Fische, die nach dem Fang unbehandelt bleiben oder nur gereinigt,
ausgenommen, zerteilt oder so gekuhlt werden, dass das Fischgewebe nicht gefriert. Gegen-
wirtig werden zur Uberwachung der Qualitit und des Frischezustand vor allem sensorische
Methoden eingesetzt, was eine langjahrige Erfahrung und Ausbildung voraussetzt, um eine ent-
sprechende Bewertung vornehmen zu konnen.

Ziel des Forschungsprojekts
Im Rahmen des VetResearch-Projekts sollte eine MALDI-TOF Massenspektrometrie-basierte
Methode zur Frischebestimmung von Fisch entwickelt werden. Bei der zu entwickelnden Metho-

de sollten auch Aspekte der Wirtschaftlichkeit, Handhabung und Durchfihrbarkeit berlicksichtigt

werden.

Material und Methodik

In Deutschland ist die Forelle der beliebteste StiRwasserspeisefisch. Daher wurden 300 Bach-
forellen und 10 Regenbogenforellen von 2 Fischzuchten in der Nahe von Miinchen gekauft und
in 3 Gruppen a 100 Fische aufgeteilt, die unabhangig voneinander zu verschiedenen Lager-
zeitpunkten untersucht wurden. Gruppe 1 und 2 stammten aus der Fischzucht Berger und Gras-
se (Moosmuhle) und Gruppe 3 aus der Fischzucht Mauka (Neufahrn). Die Regenbogenforellen
(Berger und Grasse, Mossmiihle) dienten zur Spezifitatskontrolle. Damit konnte zudem unter-
sucht werden, ob mittels MALDI-TOF MS zwischen diesen nah verwandten Spezies unter-
schieden werden kann. Als Probenmaterial wurde die Augenfliissigkeit gewahlt, da es sich dabei
um einen abgeschlossenen und von auBeren Einflissen (mikrobiologische Prozesse) weitgehend
geschutzten Raum handelt. Zur Identifikation der Proben anhand ihrer Massenspektren diente
die Biotyper und ClinProTools-Software (Bruker Daltoniks GmbH, Bremen). Alle Fische wurden
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mittels Kopfschlag betaubt und anschlieBend geschlachtet. Wahrend die Kopfe abgesetzt und
bei +2°C gelagert wurden, diente der Rest vom Fisch als Lebensmittel.

Messungen in jeder Gruppe sind an den Tagen 0, 3, 7, 9 und 11 nach der Schlachtung (jeweils
20 Fische pro Gruppe) durchgefiihrt worden. Zu der Gewinnung des Probenmaterials mittels
einer Kanule wurde von lateral nach medial in der Mitte des Auges ca. 2 mm tief gestochen.
Die so gewonnene Probe wurde anschlieBend in ein Probengefall uberfihrt und bei 12,300 x g
fiir 5 Minuten zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der klare Uberstand abgenommen
und in einem neuen Probengefal 1:1 mit Ethanol (75%) vermischt. Nach einer erneuten
Zentrifugation bei 12,300 x g fiir 5 Minuten wurden 9 pl vom Uberstand entnommen und 1:1
mit Hydroxy-Zimtsaure-Matrix vermischt. Die Losung wurde nach der ,dried droplet”-Methode
auf einem polierten Stahl-Target mit 8 Spots a 1 pl aufgetragen. Nach der Trocknung erfolgte
die Messung mittels MALDI-TOF MS (AutoFlex Speed Il). Das Gerat wurde vor jeder Messung
anhand eines Test-Standards (Massenbereich: 3,637.8-16,952.3) kalibriert. Zur Auswertung
standen bei 300 Fischen (3 Gruppen, 20 Fische, pro Tag je 8 Spots) am Ende 2400 Spektren
zur Verfluigung.

Ergebnisse
Die Augenflussigkeit hat sich als zur Spektrengenerierung gut geeignetes Probenmaterial
herausgestellt und die Probennahme ist einfach und standardisierbar durchzufiihren. Beim
Analysieren der Massenspektren mittels ClinProTools Software konnten Massen bei m/z 2594,
4857, 4879 und 4899 Da (Abbildung 1) ermittelt werden, die signifikante Intensitatsunter-
schiede in Bezug auf die unterschiedlichen Lagerungstage aufwiesen. Anhand dieser Peaks
kann eine Bestimmung des Todestages der Fische erfolgen. Mittels der erstellten MALDI
Biotyper Referenzspektren war es zudem

moglich zwischen den zwei sehr ahnlichen
Forellen-Spezies zu unterscheiden b 1

R ; . Tag 0
(Abbildung 2, siehe Seite 18).
Aktuell befindet sich ein Manuskript zu -
diesem Forschungsprojekt im Review- g
Prozess eines international anerkannten
Fachjournals.
;Ej Tag 7
‘»
c
3
£
Tag 9
Abbildung 1:
Spektren einer Bachforelle an den
Tagen 0, 3, 7, 9 und 11 nach der Tag 11
Totung. Die Markierungen
stellen die zur ldentifizierung
verwendeten Massenbereiche dar. = ->



Abbildung 2:
Dendrogramm
von Bach- und

MSP Dendrogramm

]
L]

1000 900 800 700 600 500 400 300 200
Unterschied

100

0

Bachforelle Tag 7
Bachforelle Tag 9
Bachforelle Tag 11
Bachforelle Tag 3
Bachforelle Tag 0
Regenbogenforelle Tag 0

Regenbogenforelle Tag 3

Regenbogenforelle Tag 10

Regenbogenforellen

Personliche Einschatzung

Ich danke Herrn Prof. Dr. Dr. habil Gareis und seinen Mitarbeitern fur die Moglichkeit,

einen Einblick in die Forschungsarbeiten am Lehrstuhl fir Lebensmittelsicherheit zu erhalten.
Im Rahmen des VetResearch-Projektes war es mir maglich, Erfahrung mit der MALDI-TOF

MS Technologie zu sammeln. Ich kann allen Studenten, die sich bereits wahrend des Studiums
flr Forschung interessieren, die Durchfiihrung eines VetResearch-Projekts sehr empfehlen!
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Optimierung des Standardprotokolls
der PMN Zellisolierung hinsichtlich Reinheit

Isabel Seiffert
Klinik fiir Wiederkdauer mit Ambulanz und Bestandsbetreuung
Betreuer: Dr. Frank Weber

Aufgabenstellung

Ziel des Projektes ist eine kritische Uberarbeitung des zur Zeit verwendeten Standardprotokolls
mit dem Ziel eines hoheren Reinheitsgrades bei der Isolation von polymorphkernigen neutro-
phile Granulozyten (PMN) aus bovinem Blut.

Hintergrund

Neutrophile Granulozyten gehoren zu den Haupteffektorzellen im Entziindungsgeschehen. Sie
erreichen das Zielgewebe von der Blutbahn aus durch Chemotaxis innerhalb von Minuten. Auf-
grund dessen sind sie fur die Diagnostik subklinischer Entzindungsgeschehen sehr interessant.
Die Rinderklinik arbeitet seit Jahren mit den PMNs im Rahmen der Immunitatsforschung bei
Mastitis und Endometritis der Kuh. Isolierte bovine PMNs finden Eingang in Experimenten mit
Transmigrationskammern, Immunofluoreszenzfarbung und in Genexpressionsstudien nach
Cokultivierung. Das verwendete Standardprotokoll zur PMN Gewinnung soll nun grundsatzlich
auf Verbesserungsmaglichkeiten Uberarbeitet werden, um eine hohere durchschnittliche Rein-
heit als ca. 70% gewahrleisten zu konnen.

Einleitung
. . Layers before Ficoll spin Layers after Ficoll spin
Das bisherige Standardprotokoll zur PMN

Isolation besteht aus drei Abschnitten:

Zellseparation: 15ml Vollblut und 15ml PBS
(geschwenkt) werden auf 15ml Bicoll (1,077g/ Plasma

ml) geschichtet und bei 30min 10°C 1300xg .
. . . PEBMCs (interphase)
ohne Bremse zentrifugiert. Anschliefend |
werden die oberen Phasen Bicoll, Plasma P
Ficol Granulocytes

und Interphase abgenommen, lediglich mit
der Granulozytenphase und dem Erythrozy- RBCs
tenpellet wird weiter gearbeitet.

Erythrozytenlysen: Das Zellpellet wird auf

10ml mit PBS aufgefullt. Mittels zweimaliger hypotoner Lyse werden die Erythrozyten eliminiert.
20ml Aquadest wird auf das Pellet gegeben und vorsichtig geschwenkt nach 20 Sekunden wird
20ml einer doppeltkonzentrierten PBS Losung hinzugegeben. Fir 8 min bei 4°C und 220g wird
nun zentrifugiert, der Uberstand mit den Erythrozyten-Resten wird abgekippt und die Erythro-
zytenlyse wiederholt. AnschlieBend sollte ein klares Pellet im Falkontube zurtick bleiben.
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Aufreinigung des Pellet: Das Pellet wird in 20ml PBS resuspendiert und 8 min bei 4°C und
220g einmal zentrifugiert.

Welche Abschnitte konnten optimiert werden?

Das Separationsmedium trennt wahrend der Zentrifugation die Zellen ihrer Dichte nach auf.
Nur Zellen, die schwer genug sind, konnen mittels der Zentrifugalkraft durch das Separations-
medium gedriickt werden. Somit ist direkt von der Dichte des Separationsmediums abhangig,
welche Zellen mit dem Uberstand verworfen werden und mit welchen Zellen im Pellet weiter
gearbeitet wird.

Neben dem Medium haben auch die Einstellungen an der Zentrifuge selbst einen Einfluss
auf die Separation der Zellen. Daher werden Temperatur, RCF (Relative Centrifugal Force (g)
und die Dauer der Zentrifugation verandert.

AuBerdem wird die Reihenfolge der Arbeitsschritte variiert. Zuerst die Erythrozytenlyse mit
anschlieBender Zellseparation, sowie eine Wiederholung der Separationsschritte.

Eingangsversuche

Im Folgenden wird das Standartprotokoll hinsichtlich drei Parameter untersucht: dem
Separationsmedium, den Zentrifugationsbedingungen und die Abfolge der Arbeitsschritte.
Hierfur wird vorerst nur eine Variable verandert, spater werden die erfolgversprechenden
Veranderungen kombiniert. Parallel zu den Versuchen wird immer auch ein unveranderter
Ansatz nach dem Standardprotokoll durchgefiihrt, welcher als Kontrollwert dient.

Separationsmedium: Im ersten Schritt wurde in einer Versuchsreihe das bisher verwendete
Separationsmedium Bicoll (1.077 g/ml) mit Percoll (1.124g/ml) verglichen. Dafir ist eine Ver-
dinnungsreihe von Percoll in 5 Stufen mit einer Dichtedifferenz von ca. 0.09 g/ml bis zum
Dichtegrad von Bicoll angelegt worden.

Percoll mit der Dichte von 1.007g/ml und 1.087g/ml zeigt eine hohere Reinheit von 5,5%
bzw. 5,6% auf. Diese Verbesserung soll in den Folgeversuchen weiter untersucht werden.

Separationsmedium | Dichte Ergebnis

Bicoll Standard 1.077 g/ml 789% Referenzwert
60,5% Percoll 1.077 g/ml 844% +5,5%
68,9% Percoll 1.087 g/ml 84,5% +5,6%
76,5% Percoll 1.096 g/ml 80,8 % +1,9%
84,0% Percoll 1.105 g/ml 63,2% -15,7%
92,5% Percoll 1.114g/ml 63,5% -15,4%
100% Percoll 1.124g/ml bereits verworfen
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Um den Einfluss der Zentrifugeneinstellungen zu untersuchen, wird erstens die Temperatur-
einstellung separat untersucht und zweitens die Geschwindigkeit der Zentrifuge in Abhangigkeit
von der Zeit.

Temperatureffekt: Um den Stress der Zellen zu minimieren, soll die Temperaturveranderung
so gering wie moglich gehalten werden. Die physiologische Temperatur der PMN liegt bei
Korpertemperatur. Wahrend dem Transport vom Stall zum Labor und den dortigen Vorberei-
tungsschritten, kiithlen die PMN bereits von 37°C auf Raumtemperatur ab. Anstatt die PMN
erst auf 10° in der Zentrifuge, dann auf 4°C herunter zu kuhlen, werden diese nur bei 20°C
zentrifugiert. Die Abbildung zeigt die Messung der Zellen im FACS, wobei die PMN mittig im
Gate P2 zu finden sind. Im linken Bild ist die Standardisolation zu sehen mit einer Reinheit von
83,2%. Der Versuchsansatz bei 20°C (rechts) weist eine um 4% hohere Reinheit auf.

Dies soll auch in Folgeversuchen genauer betrachtet werden.
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RCF und Zeit: Da die RCF und Zeit fur die Leistung einer Zentrifuge voneinander abhangig
sind, werden diese beiden Variablen gemeinsam gemessen. Da die Geschwindigkeit im
Standardprotokoll auf 1300xg festgelegt ist und dies das Maximum der in der Rinderklinik zur
Verfliigung stehenden Zentrifugen ist, kann hier nur eine Reduktion der RCF untersucht werden.
Die Versuche hierzu zeigten allerdings deutlich negative Ergebnisse, weshalb im weiteren
Verlauf der Versuche die Einstellungen beziiglich der RCF (1300xg) und Zeitdauer (30 min)
beibehalten wurden.

SchlieRlich wird eine Wiederholung der Arbeitsschritte sowie die Reihenfolge untersucht.
Sowohl eine wiederholte erneute Schichtung auf Bicoll, als auch eine vorgezogene Erythro-
zytenlyse verschlechterten die Reinheit der PMN, diese Ansatze wurden verworfen.

Endversuche

Bisher konnte eine Verbesserung der Reinheit mit dem Alternativmedium Percoll in ver-
schiedenen Dichtegraden erreicht werden, sowie bei einer Temperaturerhéhung auf 20°C.
Diese Parameter sollen nun kombiniert und optimiert werden:
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Dichte\ Kuh 20°C | Kuh1-124 Kuh 2-222 Kuh 3- 277

Standard 1.077g/ml 72,2% 76,3% 66,7%
Percoll 1,082 87,6% 89,3% 88,6%
+16,7% +15,4% +13% +21,9%

Dichte\ Kuh 10°C | Kuh 1- 156

Standard 1.077g/ml 91,1% 87,2% 91,3%
Percoll 1.082 g/ml 92,3% 93,4% 94,4%
+3,5% +1,2% +6,2% +3,1%

Temperatur-Dichte: Innerhalb der zwei Temperaturgruppen von 10°C und 20°C wird Bicoll mit
Percoll in verschiedenen Dichtegraden verglichen. Als Ergebnis ist die Reinheit bei dem Stan-
dardprotokoll, sowie bei Percoll mit 1.082g/ml am Besten. Demnach wird Bicoll im Standardan-
satz und Percoll mit einer Dichte von 1.082g/ml fir beiden Temperaturbedingungen verglichen.
Bicoll vs. Percoll (1.082 g/ml): An 2 Tagen wird der Versuch mit PMN Praparationen von drei
verschiedenen Kithen durchgefiihrt. Am Tag 1 lauft der Versuch unter den Standardtemperatur-
bedingungen, am Tag 2 wird die gesamte Isolation bei 20°C durchgefuhrt.

In allen Ansatzen lieB sich eine hohere Reinheit der PMN mit dem neuen Separationsmedium
Percoll (1.82g/ml) erzielen. Dies stellt im Durchschnitt eine Verbesserung der Reinheit um
10,1% dar, sowie ein Endergebnis von uber 90% Reinheit der PMN bei einer Isolationstempe-
ratur von 20°C. Auch bei der Isolation mit Bicoll und 20°C zeigt sich ein positiver Effekt. Die
Zellen werden weniger Stress ausgesetzt, welches einen vorzeitigen Zerfall mindert.

Fazit

Bei der Optimierung des Standardprotokolls wurden Schritt fur Schritt die einzelnen Parameter
zuerst separat, dann kombiniert betrachtet.

Es empfiehlt sich im Standardprotokoll das Separationsmedium Bicoll durch Percoll in einer
Dichte von 1.082g/ml auszutauschen und die Temperatur auf 20°C bei der Isolation zu erhdhen.
Diese Empfehlung hat die Rinderklinik fiir ihr Standardprotokoll erfolgreich tibernommen.

Persdnliche Erfahrung

An dem Vet-Research Projekt habe ich personlich zum zweiten Mal unter der Leitung von
Herrn Dr. Weber teilgenommen. Am Anfang des Projektes haben wir gemeinsam das Ziel des
Projektes besprochen, im weiteren Verlauf konnte ich mein Vorgehen jedoch selbst bestimmen.
Fur Ricksprache liber die angehenden Versuche stand Herr Dr. Weber immer zur Verfligung.
Auch im Labor wurde ich unter personlicher Betreuung eingewiesen. Ich durfte alle meine
eigenen Ideen umsetzen und ausprobieren, auch wenn die Erfolgschancen als gering einge-
stuft worden sind. Diesen Freiraum habe ich sehr geschatzt. Die Projekte haben mir ein

geschitztes Umfeld geboten, um erste Erfahrungen im Labor und in wissenschaftlichen ->
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Arbeitsweisen zu sammeln, fernab von Leistungs- oder Erfolgsdruck. Ein Vet-Research Projekt
ist natlrlich nicht vergleichbar mit einer Doktorarbeit, dennoch bekam ich einen kleinen
Einblick in die Herangehens- und Arbeitsweisen und konnte mich mit den Doktoranden der
Klinik austauschen. Mich personlich hat es noch einmal mehr darin bestarkt eine Doktorarbeit
nach dem Studium zu schreiben.

Von Anfang an war ich personlich fir den Erfolg meines Projektes zustandig. Gleichzeitig
wurde ich nie alleine gelassen, wenn ich Hilfe benotigt habe, sei es bei der weiteren Planung
der Versuche, bei der Umsetzung im Labor oder Hilfe im Stall. Fiir mich personlich war es
eine sehr wertvolle Erfahrung und ich bin um die personliche Betreuung dankbar. SE
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Immunhistochemische Validierung einer
Proteomanalyse im Verlauf der Epileptogenese
(FortfUhrung des Projekts)

Ines Koska
Lehrstuhl fiir Pharmakologie, Toxikologie und Pharmazie
Betreuer: Prof. Dr. Heidrun Potschka, Dr. Vera Russmann, TA Michael Keck, TA Fabio Wolf

Meine Eindriicke und Erfahrungen

Durch das VETResearch-Projekt am Lehrstuhl fir Pharmakologie, Toxikologie und Pharmazie
der Tierarztlichen Fakultat der LMU hatte ich die Moglichkeit, mich mit einem sehr interes-
santen Berufsfeld der Veterinarmedizin, der Forschung, auseinanderzusetzen.

Es hat mir besonders gut gefallen, mich problemorientiert mit der gegebenen Fragestellung zu
befassen. Konkret in diesem Fall war das die Modifizierung eines Farbeprotokolls, wobei zum
Beispiel mit verschiedenen Verdinnungen, Blocking-Systemen oder Farbemethoden gearbeitet
wurde, um im Anschluss die Hauptfarbung durchzufiihren.

Es war sehr interessant, am kompletten Prozess von der Fragestellung tber die Durchfiihrung
bis zur Auswertung der Ergebnisse teilzuhaben. Das VETResearch-Projekt war fir mich eine
gelungene Verknipfung von Theorie und Praxis.

Wahrend des Studiums setzt man sich bereits theoretisch mit Labortechniken, wie zum Beispiel
der Immunhistochemie, auseinander, aber die Moglichkeit direkt im Labor zu stehen und
derartige Methoden praktisch durchzufiihren, hat man leider nur bedingt. Dabei gehort es auch
dazu, dass eventuell nicht alles auf Anhieb so funktioniert, wie es zu Beginn geplant war. Umso
interessanter ist es, mogliche Fehlerquellen zu erkennen und eine Alternative zu finden.
AuBerdem war es sehr interessant, tiefer in das Thema Epilepsiegrundlagenforschung einzu-
steigen. Ich bin sehr froh, dass ich die Mdglichkeit hatte Erfahrungen in diesem Bereich zu
sammeln und mich mit Doktoranden und wissenschaftlichen Mitarbeitern auszutauschen.

Ich hoffe sehr, dass es weiterhin viele spannende VETResearch-Projekte fur Studenten geben
wird, sodass auch Andere Einblicke in die Forschung erlangen und moglicherweise genau so
viel Freude und Interesse darin finden, wie ich es tat.

Das Studium der Tiermedizin eréffnet einem unglaublich viele Moglichkeiten fur das spatere
Berufsleben. Es lohnt sich also, die Chance zu nutzen und Neues auszuprobieren.

Ich mochte mich in diesem Zusammenhang auch noch einmal recht herzlich fiir die Betreuung
und Unterstutzung bedanken, die mir durch die Mitarbeiter des Lehrstuhls zugutekam.
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Immunhistochemische Validierung

einer Proteomanalyse im Verlauf der Epileptogenese:
Regulation des Proteins Integrin Subunit Alpha 5

LUDWIG- Ines Koska, Michael Keck, Vera Russmann, Eva-Lotta von Riiden

und Heidrun Potschka

Institut fiir Pharmakologie, Toxikologie und Pharmazie,
Ludwig-Maximilian-Universitat, Miinchen

Epilepsien werden geméaR der Definition der Internationalen Liga gegen Epilepsie (International League Against Epilepsy, ILAE) als Stérung des Gehirns definiert.
Sie sind charakterisiert durch eine gesteigerte synchronisierte neuronale Aktivitat. Schatzungen zufolge leiden weltweit mehr als 70 Millionen Menschen an einer
Epilepsieerkrankung.
Trotz der Vielzahl an zur Verfiigung stehenden Antiepileptika kann bei rund 30 % der Patienten sowohl in der Human als auch in der Tiermedizin keine

zufriedenstellende Anfallskontrolle erreicht werden. Das Auftreten von Phar i belastet die

werden hiufig euthanasiert.

. Therapieresistente Haustiere

Somlt |st die Erforschung neuer Behandlungsstrategien unverzichtbar. Ein besseres Verstar\dnls der molekularen und zelluléren Veranderungen wahrend der

ist eine Vor: fur die Entwwklung neuer pré und

Ansatze sowie fir die

Identifikation von Blomarkem Das blshenge Verstandnis der Pat

der i \ese, das vor allem auf den Ergebnissen von Genom- und

Transkriptomstudien beruht, ist immer noch i und andig.

konnten einen weiteren Erkenntnisgewinn liefern.

Daher wurde durch die Arbeitsgruppe in einem chronischen Eplleps\emodell (Post- Status Epllephcus (SE)-Modell) eine ¢ differentielle Pr

im Verlauf der Epileptogenese durchgefiihrt.

Im Rahmen des VetResearch-Projektes wurde eine immunhistochemische

Material und Methoden Versuchsdesign

Validierung der Expressit der 1 Pr im
Verlauf der Epileptogenese durchgefiihrt. Hierzu wurde fiir das
ausgewdhlte Protein Integrin Subunit Alpha 5 (ITGA5) ein
immunhistochemisches Farbeprotokoll etabliert. Dafir wurde ein
Standardprotokoll fiir die Férbung von Paraffin-fixierten Schnitten zur
Verwendung in einer feuchten Kammer modifiziert und fir das Protein
ITGAS optimiert. Durch den Einsatz dieser Kammer kann eine konstante
Luftfeuchtigkeit gewahrleistet und das Farbeergebnis verbessert werden.
Nach Etablierung wurde die Farbung an je sieben Kontrolltieren und sieben
Post-SE-Tieren zu zwei Zeitpunkten der zu validierenden Proteomstudie
durchgefiihrt. Zeitpunkt 1 (2 Tage post SE) spiegelt die frithe Post-Insult-
Phase wider. Zeitpunkt 2 (10 Tage post SE) entspricht der Latenzphase der
Epileptogenese.

Hintergrund ITGAS:
Es gibt Hinweise dafiir, dass unter anderem dem Protein ITGAS eine
Rolle hinsichtlich des Pr der Epi zukommt.
Integrine spielen bei der Morphogenese sowie der Versorgung der meisten
Gewebe, zu dem auch das zentrale Nervensystem zihlt, eine
entscheldende Rolle. Im Rahmen der Gehirnentwicklung sind Integrine
e an der i von Synapsen sowie der Reifung von
Astrozyten und deren Migration beteiligt. Derzeit ist noch wenig Uber die
Bedeutung der Integrine im adulten Gehirn bekannt. Es existieren jedoch
Hinweise darauf, dass sie eine Rolle in der Modifikation von Synapsen, der
synaptischen Plastizitat sowie der neuronalen Regeneration spielen. Es sind
bisher lediglich unvollstindige Datensitze hinsichtlich der regionalen,
zelluldren und subzelluldren Verteilung der verschiedenen Integrine im
adulten Gehirn verfiigbar.

Ergebnisse:

Im Rahmen des vorliegenden Projektes konnte ein immunhistochemischer
Nachweis fir das Protein ITGAS etabliert werden. Die bisherige
Auswertung deutet darauf hin, dass mithilfe der immunhistochemischen
Farbung analog zu den Ergebni der Prot ly eine
Uberexpression des Proteins ITGAS bei den Post-SE-Tieren sowohl in der
friihen Post-Insult-Phase als auch in der Latenzphase der Epileptogenese
nachgewiesen werden kann. Das endgiiltige Ergebnis steht derzeit jedoch
noch aus.

Email: ines.koska@web.de
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Abbildung 2: Férbung 1. Zeitpunkt

Abbildung 3: Farbung 2. Zeitpunkt

Wir danken Sieglinde Fischlein, Carmen Meyer, Tamara Lindemann, Claudia Siegl und Angela Vicidomini fir ihre exzellente technische Unterstiitzung. Die Autoren sind dankbar fir die Unterstiitzung durch das
Forderprogramm VETResearch.



Klonierung und Charakterisierung der k- und
u-Opioidrezeptoren des Pferdes

Verena Stossel, Christian Zenner
Lehrstuhl fiir Pharmakologie, Toxikologie und Pharmazie
Betreuer: Prof. Dr. Hermann Ammer

Ziel/Aufgabenstellung

Opioide sind starke Analgetika und weisen zum Teil speziesspezifische Unterschiede in ihrer
Wirkung auf. So wirkt z.B. Butorphanol beim Pferd sehr gut bei viszeralen Schmerzen. Es gilt
daher als Mittel der Wahl beim Kolikschmerz. Hier hat es in den letzten Jahren das Medikament
Polamivet® mit dem Wirkstoff Levomethadon ersetzt. Beim Menschen kann Butorphanol dage-
gen nicht eingesetzt werden, da es bereits in geringen Dosierungen emetisch wirkt. Insgesamt
stehen nur wenige Opioidanalgetika fur die Schmerztherapie beim Pferd zur Verfigung. Neben
Butorphanol sind noch Buprenorphin und Levomethadon zugelassen. Buprenorphin ist lediglich
schwach analgetisch wirksam und kann daher nur in Kombination mit Romifidin oder Detomidin
zur Sedation oder als Analgetikum zur Durchfiihrung kleinerer operativer Eingriffe eingesetzt
werden. Levomethadon schlieflich wird zur Neuroleptanalgesie in Kombination mit einem
Neuroleptikum verwendet. Neben diesen zugelassenen Opioidanalgetika werden noch andere
Opioide wie Fentanyl im Rahmen der Umwidmung eingesetzt. Die klinische Wirksamkeit von
Fentanyl scheint jedoch beim Pferd im Vergleich zu anderen Spezies eingeschrankt zu sein.

Im vorliegenden Projekt haben wir Herrn Muehlhaupt in seinem Dissertationsprojekt unterstiitzt,
die molekularen Grundlagen fur die speziesspezifischen Unterschiede in der Wirkung der
Opioide beim Pferd zu untersuchen. Hierzu haben wir zunachst mitgeholfen, die equinen

k- (eOPRK1) und p-Opioidrezeptoren (eOPRM1) aus einer cDNA-Bibliothek des Hypothalamus
zu klonieren. Nach ihrer stabilen Expression in HEK293 Zellen haben wir schlieBlich bei der
funktionellen Charakterisierung der Rezeptoren mit den verschiedenen Opioidanalgetika mit-
gearbeitet.

Experimentelles Vorgehen und Ergebnisse

Im ersten Schritt wurden die beiden Rezeptortypen mittels RT-PCR kloniert. Als Grundlage
fir die Ableitung spezifischer Primerpaare diente das Genom der Vollblutstute , Twilight”, das
im Jahr 2009 an der Cornell University in Ithaka, U.S.A. sequenziert wurde. Die Klonierung
orientierte sich zunachst an den annotierten mRNA-Sequenzen fir den eOPRK1 und eOPRM1,
die in der Nukleotid-Datenbank des National Centers for Biotechnology Information, Bethesda,
U.S.A, hinterlegt sind. Doch bereits eine erste BLAST (Basic Locals Alignement Search Tool)-
Analyse mit bekannten Sequenzen von Mensch, Hund, Maus und Ratte zeigte, dass die
annotierten mRNA-Sequenzen beider Rezeptoren fehlerhaft sind. Es musste dann fir jeden
Opioidrezeptor eine individuelle Klonierungsstrategie entwickelt werden (Abbildung 1).

29

>> zurtick zu S

1

s

B omm e e

Abbildung 1: Klonierungsstrategien fiir den equinen OPRK1 (links) und OPRM1 (rechts).

k-Opioidrezeptor: Nachdem wir bei einem Abgleich der hypothetischen mRNA-Sequenz des
eOPRK1T mit den Rezeptoren von Mensch, Hund, Maus und Ratte keine Ubereinstimmung mit
dem 1. und 2. Exon fanden, versuchten wir zunachst die beiden fehlerhaften Exone auf der
genomischen DNA des Pferdes zu lokalisieren. Doch selbst in der niedrigsten Homologiestufe
konnten wir keine Ubereinstimmung finden. Wir versuchten deshalb als nichstes die beiden
unbekannten Exone aus der cDNA-Bibliothek des Hypothalamus mittels 5-RACE (Rapid Amplifi-
cation of cDNA Ends)-PCR zu amplifizieren. Nachdem auch dieser Versuch fehlschlug, haben
wir schlieBlich die ebenfalls bekannte annotierte mMRNA-Sequenz des OPRK1 des Esels mit dem
Pferdegenom verglichen. Hierbei konnten wir dann das fehlende 1. und 2. Exon des OPRK1 auf
Chromosom 9 des equinen Genoms lokalisieren. Die Klonierung stellte dann mit Hilfe hiervon
abgeleiteter 5°-Primer kein Problem mehr dar, sodass wir auf Anhieb die 1143 bp (Basenpaare)
lange cDNA des eOPRK1 vervielfaltigen konnten.

p-Opioidrezeptor: Die hypothetische MRNA des eOPRM1 enthielt ein fehlerhaftes 4. Exon.
Dieses war auch nicht auf dem Genom des Pferdes zu finden. Wir haben daher die cDNA-
Sequenzen der p-Opioidrezeptoren anderer Spezies mit dem Genom des Pferdes abgeglichen
und wurden mit der Sequenz der Maus flindig. Mit dieser Sequenz konnten wir das 4. Exon auf
Chromosom 31 des Pferdes identifizieren. Durch Ableitung entsprechender 3’-Primer konnten
wir schlieBlich die vollstandige cDNA des eOPRM1 mit einer Lange von 1203 bp amplifizieren.



Abbildung 2: Auftrennung der cDNA bp
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Die Lange der beiden PCR-Produkte wurde in der Agarose-Gelelektrophorese Uberpriift
(Abbildung 2) und anschlieBend in den Klonierungsvektor pJet1.2 der Fa. Thermo Fischer
Scientific eingebracht. Die Plasmide wurden in E. coli hochgezogen, aufgereinigt und an die
Fa. MWG Eurofins zur Sequenzierung weitergeleitet. Die Uberpruften Sequenzen wurden
anschlieBend in GenBank unter den Zugangsnummern KX509996 (eOPRK1) und KX721505
(eOPRM1) veroffentlicht.

Im Anschluss wurden die Rezeptoren in den eukaryonten Expressionsvektor pcDNA3.1
(Fa. Invitrogen) subkloniert, in der humanen embryonalen Nierenzelllinie (HEK293) stabil
exprimiert und einer ersten pharmakologischen Charakterisierung unterzogen.

Bestimmung der inhibitorischen Konstante pKi (Affinitat) der einzelnen Opioide

Um tierartliche Unterschiede im Bindungsprofil der therapeutisch eingesetzten Analgetika Mor-
phin, Fentanyl, Levomethadon, Buprenorphin und Butorphanol zu identifizieren, haben wir die
Affinitat der Opioide an den equinen k- und p-Opioidrezeptoren mit derjenigen an den Rezep-
toren des Menschen bzw. der Ratte verglichen. Die Affinitat stellt diejenige Wirkstoffkonzentrati-
on dar, bei der die Halfte der Rezeptoren besetzt ist. Sie wird in heterologen Verdrangungsexpe-
rimenten bestimmt, in denen ein Radioligand mit bekannter Affinitat durch steigende
Konzentration der zu testenden Pharmaka verdrangt wird. Im vorliegenden Fall haben wir [*H]
Diprenorphin verwendet, das beide Rezeptortypen gleich gut erkennt und als Antagonist nicht
zwischen verschiedenen Rezeptorzustanden unterscheiden kann. Aus dem Umschlagspunkt der
Verdrangungskurven (IC, ) konnten wir schlieBlich die Affinitat des Kompetitors berechnen.
Diese wird als negativ dekadischer Logarithmus der inhibitorischen Konstante (pK) dargestellt.
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Die Ableitung der Affinitat kann man am besten am Beispiel des Butorphanols am
k-Opioidrezeptor erklaren. In Abbildung 3 sind die Verdrangungskurven von Butorphanol am
Rezeptor des Pferdes (rot) und des Menschen (blau) verglichen. Die Messwerte sind auf die
maximale Bindung des Radioliganden in Abwesenheit eines Kompetitors normalisiert, also
gleich 100 % gesetzt. Gibt man nun steigende Konzentrationen von Butorphanol in den Ansatz,
so wird der Radioligand von seinem Rezeptor verdrangt und am Ende weniger Radioaktivitat
gemessen. Aus dem Kurvenverlauf kann dann die IC50 abgeleitet und die pKi berechnet werden.

Wie wir in diesem Beispiel sehen, bindet Butorphanol wesentlich schwacher an den k-Opioid-
rezeptor des Pferdes als an den des Menschen. Berechnet man die pK; wie in Tabelle 1
zusammengefasst, so ist diese im Vergleich zum Menschen beim Pferd um den Faktor 10
geringer. Dennoch besitzt Butorphanol bei entsprechender Dosierung eine sehr gute Aktivitat
bei viszeralen Schmerzen des Pferdes.

OPRK1

|Ligand pKi Pferd pKi Mensch
IDiprenorphin 8,32 (pKd) 9,1
|uso,a88 7.7 9,11
IButorphanol 8,21 9,11
IBuprenorphin 9,6 9,02
[Morphin 6,3 6,23
|Levomethadon 55 <6

Tabelle 1: Affinitdaten verschiedener Opioidanalgetika am x-Opioidrezeptor des Pferdes
und des Menschen.



Aus Tabelle 1 geht auch hervor, dass sich die einzelnen Opioidanalgetika durchaus unterschiedlich
an den k-Rezeptoren von Mensch und Pferd verhalten. Wahrend Butorphanol den k-Opioidrezeptor
des Pferdes um den Faktor 10 schlechter bindet, weist der experimentelle k-Agonist U50,488

eine um den Faktor 50 niedrigere Affinitat auf. Keinen Unterschied kann man dagegen bei
Buprenorphin, Morphin und Levomethadon erkennen. Interessant ist auch, dass Morphin und
Levomethadon in den Ublichen therapeutischen Dosierungen beim Pferd eigentlich keine k-Aktivitat
aufweisen. Hierzu sind die Affinitaten im millimolaren Bereich zu gering. Sie eignen sich daher
nicht zur Behandlung von Kolikschmerzen.
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Am p-Opioidrezeptor haben wir herausgefunden, dass Fentanyl den Rezeptor des Pferdes um

den Faktor 1.000 schlechter bindet als denjenigen der Ratte. Hier haben wir die Ratte als Vergleich
herangezogen, da es bis heute nicht moglich ist, den p-Opioidrezeptor des Menschen stabil zu
exprimieren. Die sehr niedrige Affinitat kann die Beobachtung erklaren, warum Fentanyl beim
Pferd kaum analgetisch wirkt. Wie aus Tabelle 2 zu entnehmen ist, weist Buprenorphin am
p-Rezeptor des Pferdes eine um den Faktor 10 niedrigere Affinitat auf. Morphin, Levomethadon
und Butorphanol zeigen dagegen keine tierartlichen Unterschiede in der Bindung. Von den
Affinitaten her konnten daher Buprenorphin und Levomethadon beim traumatischen Schmerz

des Pferdes eingesetzt werden.
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OPRM1

|Ligand pKi Pferd pKi Ratte
|piprenorphin 8,14 (pKd) 8,77
|Fentany! 6,01 9,4
IButorphanol 7,8 .32
|Buprenorphin 11,36 12,19
[Morphin 7,14 7,99
|evomethadon 9,3 9,87

Tabelle 2: Affinitaten verschiedener Opioidanalgetika am p-Opioidrezeptor des Pferdes
und der Ratte.

Zusammenfassung und Ausblick
Die equinen k- und p-Opioidrezeptoren des Pferdes weisen strukturelle Besonderheiten im
Vergleich zu anderen Spezies auf, die sich in einer unterschiedlichen Affinitat gegentber
den einzelnen Wirkstoffen auern:
Butorphanol weist am k-Opioidrezeptor des Pferdes eine im Vergleich zum Menschen um
den Faktor 10 niedrigere Affinitat auf
Fentanyl weist am p-Opioidrezeptor des Pferdes im Vergleich zur Ratte eine um den Faktor
1.000 niedrigere Affinitat auf
Aus diesen Daten lasst sich die geringe klinische Wirksamkeit niedriger Dosierungen von
Fentanyl und Morphin beim Pferd erklaren. Um eine abschlieRende Aussage uber die klinische
Eignung der verschiedenen Opioide beim Pferd zu erlangen, missen in einem nachsten Schritt
die intrinsischen Aktivitaten untersucht werden. Erst dann kann eine Aussage liber ihre Wirk-
samkeit bei den eingesetzten Wirkstoffkonzentrationen erfolgen. Dartiberhinaus sollen die
Aminosauren in den Rezeptoren bestimmt werden, die fur die gefundenen Unterschiede im
Bindungsverhalten verantwortlich sind. Hierzu werden von Herrn Muehlhaupt derzeit ver-
schiedene Rezeptormutanten und Chimaren hergestellt, mit deren Daten dann schlieBlich die
Bindungsstellen der einzelnen Opioide mittels Molecular Modeling naher beschrieben werden
konnen.
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Charakterisierung lebensmittel- und futter-

mittelrelevanter Schimmelpilzisolate mittels
molekularbiologischer und bioanalytischer

Methoden

Johannes Kock
Lehrstuhl fiir Lebensmittelsicherheit
Betreuerin: Dr. Barbara Biermaier

Ziel des Projekts:

Schimmelpilze besitzen eine groe Bedeutung fiir die Lebensmittelherstellung und die Nah-
rungsmittelsicherheit. Aspergillus und Penicillium zahlen aufgrund ihres toxinogenen Potentials
zu den besonders wichtigen Schimmelpilzgattungen, da die von ihnen gebildeten Mykotoxine
als Kontaminanten in die Nahrungskette eingetragen werden. Da nur bestimmte Isolate in der
Lage sind Toxine zu bilden, ist eine eindeutige Bestimmung auf Speziesebene unerlasslich. Ziel
dieser Arbeit war es bisher rein phanotypisch differenzierte Spezies aus der Stammsammlung
des Lehrstuhls durch molekularmikrobiologische und bioanalytische Verfahren weitergehend zu
charakterisieren und in Folge die Pilz-Datenbank des am Lehrstuhl etablierten MALDI-TOF MS
Systems zu erweitern.

Material und Methoden:

Fur die Untersuchungen wurden insgesamt 50 Penicillium- und Aspergillus-Isolate aus Lebens-
mittel- und Futtermittelproben ausgewahlt. Nach Re-Suspension der gefriergetrockneten
Proben wurden diese auf Malzextraktagar angeziichtet und Dreipunkt-Reinkulturen angelegt.
Diese Reinkulturen werden zunachst anhand kultureller und mikroskopischer Verfahren (Licht-,
Stereomikroskop) phanotypisch charakterisiert. Zur Durchfiihrung einer Universal-PCR fir
Schimmelpilze wurde deren DNA unter Verwendung geeigneter Testkits extrahiert und
gereinigt. Nach Kontrolle des Amplifikats mittels Gelelektrophorese wurden die Proben zur
Sequenzierung geschickt. Gleichzeitig erfolgte eine Anzucht der Schimmelpilze in Flussig-
nahrmedium zur Untersuchung mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie. Ausgehend von den
Ergebnissen der Sequenzierung wurden die erhaltenen Massenspektren der lehrstuhleigenen
Referenzdatenbank hinzugefligt (Abbildung 1).

Ergebnisse:

Rein phanotypisch ist keine eindeutige Identifizierung auf Speziesebene moglich, da morpho-
logische Gesichtspunkte hierflir zu ungenau sind. Die fur die MALDI-TOF MS-Messung erfolg-
reich erstellten Referenzspektren konnen nun zur Diagnostik von potenziell schadlichen Schimmel-
pilzen der Gattung Aspergillus und Penicillium verwendet werden, wodurch diese erheblich
beschleunigt werden kann. Durch die MALDI-TOF MS Methodik unter Verwendung der Daten-
bank lassen sich die gesamten Arbeitsschritte der DNA-Analyse einsparen.
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Vorkommen von makrozyklischen
Trichothecenen in Strohproben aus der
amtlichen Uberwachung — eine Statuserhebung

Eunike Bahlinger
Lehrstuhl fiir Lebensmittelsicherheit
Betreuer: Dr. Christoph Gottschalk

Hintergrund:

Der Schwarzepilz Stachybotrys (S.) kommt als zellulolytischer Schimmelpilz unter anderem

auf Heu und Stroh vor (Hintikka, 1977). S. chartarum Chemotyp S und S. dichroa sind in der
Lage, hochtoxische Sekundarmetabolite wie makrozyklische Trichothecene zu bilden (Andersen
et al. 2002). Phenylspirodrimane, eine weitere Klasse von Sekundarmetaboliten, konnen von
verschiedenen weiteren Stachybotrys-Arten gebildet werden (Jarvis et al., 1995). Wahrend
makrozyklische Trichothecene hochgradig zytotoxisch und immunsupprimierend wirken (Hanelt
et al. 1994), gelten Phenylspirodrimane als geringgradig zytotoxisch, immunsupprimierend
sowie neurotoxisch (Jarvis et al., 1995; Nielsen, 2003).

Stroh wird unter anderem als Einstreu fur GroRtiere eingesetzt und dabei teilweise oral aufge-
nommen. Eine Kontamination des Strohs mit makrozyklischen Trichothecenen kann vor allem bei
Pferden zu einer schwerwiegenden Erkrankung, der sog. Stachybotryotoxikose fuhren (Forgacs,
1972). Die Bedeutung von Phenylspirodrimanen fir verschiedene Erkrankungen ist noch nicht
vollstandig aufgeklart. Tiere und Menschen, die mit kontaminiertem Stroh physisch oder aerogen
in Kontakt kommen, konnen gleichermaBen durch die Mykotoxine geschadigt werden.

Ziel dieser Studie war daher 149 amtlich gezogene Strohproben aus Deutschland auf ein Vor-
kommen der oben genannten Mykotoxine mittels Tandemmassenspektrometrie (LC-MS/MS) zu
untersuchen, um ein mogliches Risiko besser einschatzen zu konnen.

Darstellung der Methodik (siehe Abbildung 1):

1) Extraktion der Toxine aus jeweils 5 g Stroh mittels organisch-wassrigem
Losungsmittelgemisch

2) Reinigung der Extrakte Uber Festphasenkartuschen

3) Detektion der Mykotoxine mittels Tandemmassenspektrometrie (LC-MS/MS)

4) Auswertung der erhaltenen Chromatogramme
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Stroh mahlen, 5g abwiegen 80ml ACN/ H20 5 min Probenextraktion
(84/16; v/v) zugeben homogenisieren
(Stomacher) 4
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verdiinnen
4

Extrakt aufnehmen und in 1ml
ACN/H20 (30/70; v/v) l6sen

Clean-up tber Festphasen-
kartuschen (RP C18)

unter Stickstoffstrom eindampfen

LC-MS/MS-Messung

Filtern ProbengefaR mit Extrakt

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Probenvorbereitungsschritte

Ergebnis und Schlussfolgerung:

In sieben von 149 Strohproben konnte das Phenylspirodriman Stachybotrylactam in geringen
Mengen nachgewiesen werden (Abbildung 2), makrozyklische Trichothecene jedoch in

keiner der Proben. Damit kam es offenbar in knapp 5 % der Proben zu einem Wachstum von
Stachybotrys spp., was auf unglinstige, d.h. sehr feuchte Lagerbedingungen hindeutet. Die
Toxinproduktion von Schimmelpilzen hangt unter anderem von Klima, Jahreszeit und Lagerung
ab. Es bedarf eines groBeren Stichprobenumfangs und der Untersuchung von Proben aus
weiteren Erntejahren, um belastbare Aussagen treffen zu konnen.
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Klonierung und Charakterisierung eines Plasmids
zur Expression von Killerred in vitro

Jan GraBhoff, Theresa Thoma, Benjamin Schusser, Bernd Kaspers
Institute for Animal Physiology, Department of Animal Science,
Ludwig Maximilians University, Munich, Germany.

Ergebnis 1: Klonierung und Sequenzierung von RCAS(BP)A-Killerred

. Aufreinigung des Plasmids und Sequenzierung (Q5-PCR) > erwartete Bande bei 829 bp
. Zusammenfiigen von Vektor (RCAS) und Insert (Killerred) zum vollstandigen Konstrukt durch Gibson Assembly
Klonie des als Plasmid in E.coli-St: (DH5 Alpha)

1
2
3.
4. Transfektion in LSL 44 CEF-Linie (Chicken Embryo Fibroblast) mit ViaFect Transfection Reagent
5.
6.
7.

Der Gedanke einer hat sich aus . T ion in DT40-Zellen (Hihner B-Zelllinie) durch Elektroporation
6 i sowie auch & i Griinden nicht . Kontrolle Transfektion mit griinem polarisiertem Licht unterm Fotomikroskop
konnen. Einzige Magli it wére ein Al i A iche Tr ion bei rot-fluo i Zellen

der ménnlichen Embryonen vor dem Schiiipfen.

29. Tag: Legehuhn (links) vs.  Masthuhn (rechts)

29.139_ipa

Momentan gibt es 2 Méglichkeiten dies zu tun:
1. Auszahlen des Chromosomensatzes (mannl. ZZ, weibl. Zw)
in den durch ein li i Verfahren

ie im
2. ion eines grill i Proteins auf dem Z-
Chromosom der Henne - mannl. Embryonen +
Mutterhennen leuchten griin im Dunkeln

‘GMO-Kiicken vs. normales Kiicken

7350 oo e ks 50

Langfristig méchte man Elterntiere mit induzierter
Genexpression schaffen, welches ein Absterben des Embryos
schon im Ei hervorruft, so dass erst gar keine mannlichen
Kiicken schliipfen.

Strategle

Killerred ist ein Protein, welches unter Exposition von griinem
Licht (~540 nm) rot fluoresziert und reaktive Sauerstoffradikale
bildet. Dies fiihrt zu einem Absterben des Embryos. Das weibl.
Elterntier tragt die Killered-DNA auf seinem Z-Chromosom,
somit vererbt es das Protein nur an den ménnl. Nachkommen.

? ol

2=2-Chromosomen it Killrred des
weibl. Eterntieres

4 o 1t
G %

Testverdau Konstrukt mit Clat, erwartete Banden:

12k bp (RCAS)
Kontrolle via Gel-Elektrophorese 829 bp (Killerred)
nach Q5-PCR, erwartete Band
Ergebnis 2: Transfektion von Ergebnis 3: Klonierung von pBS-
und Hiah Killerred

mit RCAS(BP)A-Killerred
=473 Transfektion von RCAS(BP)A-Killerred in CEF- und

DT40-Zellen negative

neues Konstrukt mit Gateway Vektor (2B-E attB 70

eGFP)

Verdau Vektor mit Hpa1 und Sal 1 > 2 Banden 12k bp

und ~830 bp
2. DNA - Saulenaufreinigung der 12k bp Bande
3. U des mit Gibsom ly
4. Q5-PCR + Sequenzierung
e ——— R 5. erfolgreiche Klonierung in DH5 Alpha - Stamm

6. Ti fektion des Pl: ids in DT40-Zell i

- RCAS - Killerred transfizierte CEFs (oben) und DT40- Eloktroporation. elenvia

Zellen (unten) 7. Kontrolle Tr ion ob ich durch

e T { keine
Zellen sichtbar

mit griinem Licht unter Fotomikroskop

Verdau Vektor mit Hpa1 + Sal
12k bp (Aufreinigung)

829 bp (gleiche Grofe wie KR- Insert)

Ergebnls 4: Transfektion von DT40 Zusammenfassung
mit pBS-Killered X X : § .
Durch die erfolgreiche Transfektion von Killered in DT40-
Zellen hat man die Grundlage fiir weitere Versuche
Da eine der y Anlage
mit griinem Licht schon am 5. Tag vollzogen werden kann,
ist dies vollig schmerzfrei, da das Nervensystem des
Embryos erst am 9. Tag beginnt sich zu entwickeln.
AbschlieRend ist zu sagen, dass mit dieser Methode ein
GMO-freies Produkt als Endresultat vorliegt, da die
ibli Vi nicht von der ion des
Elterntieres beeinflusst werden.

« Erfolgreiche Transfektion von pBS-Killerred in DT40-
Zellen
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Regulation von Transkripten ausgewahlter

antimikrobieller Peptide in bovinen Euterzellen

Jan Hendrik Schwarz

Klinik fiir Wiederkdauer mit Ambulanz und Bestandsbetreuung
Betreuer: Dr. Wolfram Petzl
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Untersuchung von Transkripten ausgewahlter antimikrobieller
Peptide
H. Schwarz, J. Krenitz, S. Kirsch, F. Weber, W. Petzl
Hintergrund
In bovinem Euter- und Zitzengewebe wurde bislang die Expression zahlreicher antimikrobieller Peptide nachgewiesen. Bisherige
Studien zeigen, dass einige dieser Faktoren das Wachstum des Mastitiserregers Escherichia coli hemmen kénnen, womit ihnen

eine wichtige Rolle bei der Erregerabwehr im Euter zugeschrieben wird. Kiihe erkranken um die Kalbung herum besonders
schwer an einer E.-coli-Mastitis, weshalb eine Verhinderung der Erkrankung in diesem Zeitraum sehr erstrebenswert wére.

Zielsetzung
Prufung der Hypothese, ob sich die Expression der antimikrobiellen Peptide LAP (lingual antimicrobial peptide) und S100A9
(Calgranulin B) wahrend einer E.-coli-Mastitis gezielt durch eine Vorbehandlung mit Lipopolysaccharid (LPS) steigern laRt.

Methodik
Das zu untersuchende Gewebematerial (lobulo-alveolares Euterparenchym) entstammte /n-vivo-Infektionsversuchen mit Milchkiihen. Die Aufarbeitung des
Probenmaterials zur Messung der Transkriptabundanzen fiir LAP und S100A9 wurde folgendermaRen durchgefiihrt:

1. Isolation von RNA — 2. Kontrolle RNA-Qualitiit 3. Aufbereitung zu cDNA 4. RTgPCR |
a)  Gewebe wird lysiert und | ,
) ho,,,ﬂge,,,s,e,,y < a)  Trennung Doppelstrang
1} i cDNA
b)  Ethanol haltige 1 5 mRNA 3
Reagenzien werden - A b) Z{rrne’r ;agem an
hinzugefiigt und vermischt | - i Anneal primer inzelstrange
< e mRNA ¢) DNA-Polymerase
Ph § §
o asen werden getrennt = +  Gelelektrophorese mittels RNA-Chip vervollstandigt Strénge
ani
d)  Ethanol wird zu wéssriger y - —
) Phase gegeben o +  Die quantitative Auswertung zur l Reverse transcriptase d)  Farbstoff SYBR-Green
Beurteilung der gewonnenen RNA— — lagert sich an dsDNA
e) Gesamt-RNA wird Qualitét erfolgt durch die Bestimmung
gebunden des RQI-Wertes Phikiit) e) je mehr dsDNA, desto
DNA stérker Floureszenz
f)  Letzter Waschvorgang l Alkali 0 Nachjedem Zyklus
g)  Eluieren Jnmm Quantifizierung (real time)
DNA
h)  Gesamt-RNA

Ergebnisse

Nach experimenteller E. coli-Infektion ohne Vorbehandlung (EC) konnte eine 37-fach héhere Expression fir LAP und eine >1000-
fach héhere Expression fiir SI00A9 gemessen werden gegentiber der Basisexpression (GS). Waren die Versuchstiere 72 h vor der
experimentellen Infektion intramammé&r mit LPS vorbehandelt worden (Gruppe LPS/EC), so lieR sich eine 32-fache

Expressionssteigerung fur LAP und eine 57-fache Expressionssteigerung fiir SI00A9 gegeniiber der Gruppe EC konstatieren. Dies
entsprach einer >3000-fachen bzw. >50.000-fachen Expressionssteigerung gegenuber der Basisexpression.
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© « experimemete Mastitn

Die Gruppe .EC" (n=4) wurde auf dem Euterviertel mit dem niedrigsten Michzellgehalt mit 500 CFU E. col infiziert. Die Gruppe ,LPS_EC" wurde 24-48 h nach der Kalbung auf jedem Euterviertel mit 1 ug LPS vorbehandelt. 72 h spéter wurde
jeweils das Viertel mit dem niedrigsten Zellgehalt mit 500 CFU E. coll infiziert. Die Tiere wurden 24 h nach experimenteller Infektion getétet und Gewebeproben aus dem Euterparenchym entnommen. Die Tiere der Gruppe .GS" (Goldstandard)
erhielten keinerlei Behandlung und dienten nur der Gewebegewinnung.

Schlussfolgerung
Eine intramammaére Vorbehandlung postpartaler Kiihe mit LPS steigert die Expression von LAP und S100A9 bei einer
nachfolgenden intramammaren Infektion mit E. coli. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass durch gezielte Stimulation des

angeborenen Immunsystems, die antimikrobielle Aktivitat im Eutergewebe gegeniiber eindringenden Pathogenen gesteigert
werden kann.

© Klinik fur Wiederkduer LMU /Jan Hendrik Schwarz |
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Definition von Reinheitswerten der PMN-
Isolation und Nachweis des Migrations-
verhaltens

Sigena Junker
Klinik fiir Wiederkdauer mit Ambulanz und Bestandsbetreuung
Betreuer: Dr. Frank Weber

Da ich noch nie zuvor an einer wissenschaftlichen Fragestellung gearbeitet habe, war das
gesamte Projekt mit Labor, Datenauswertung und Prasentation Neuland fur mich. Ich wurde
wahrend des Projektes sehr gut angeleitet und unterstitzt und konnte auch iber mein Thema
hinweg viel Uber Laborarbeit, speziell an der Klinik fir Wiederkauer, lernen.

VetResearch bietet Studierenden eine einmalige Gelegenheit in (Forschungs-)Gebiete hineinzu-
schnuppern, die normalerweise wahrend des Studiums auBen vor bleiben. Ich kann jedem nur
empfehlen, sich bei VetResearch auszuprobieren, mir personlich hat es im Hinblick auf eine
mogliche Promotion einige Maoglichkeiten eroffnet, die ich vorher nicht in Betracht gezogen
hatte.

AbschlieBend mochte ich mich besonders bei Herrn Dr. Weber und Sandra Kirsch fiir die
umfassende Betreuung bedanken, auRerdem bei allen Beteiligten, die VetResearch maglich
machen.
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Reinheitsgrenzwerten der PMN-Isolation und Nachweis des Migrationsverhaltens

S. Junker, S.Kirsch, F.Weber

Hintergrund

Polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN) sind ein wesentlicher Bestanteil der zelluldren Immunabwehr. Sie gelten als
Haupteffektorzellen bei Entziindungsgeschehen, wie Mastitis oder Endometritis. PMN sind in der Lage aktiv und gezielt aus der peripheren
Blutlaufbahn zu einem Infektionsherd zu wandern. Diese Eigenschaft kann in einem Chemotaxisassay nachgestellt werden.

Ziel dieses Projektes war, nach einem Standardprotokoll isolierte PMN beziiglich ihrer Reinheit und ihres Migrationsverhaltens einzuteilen und
Grenzwerte zu definieren.

Standardprotokoll und Reinheitsgrenzwerte zur PMN-Isolation

1.Dichtegradientenzentrifugation zur 2.Hypotone Lyse:

Zellseparation: -Erythrozytensediment mit 20 ml Aqua dest auffiillen und 20 Sec.

-15 ml Vollblut mit PBS 1:2 verdiinnen schwenken

-Blut/PBS-Gemisch vorsichtig Gber 15 ml -Reaktion mit 20ml 2xPBS stoppen und bei 220xg, 4°C, 8 Min. zentrifugieren
Percoll (1,082g/ml) schichten - -Uberstand verwerfen, Pellet mit 10 ml PBS resuspendieren und Lyse
-30 Min. bei 1300xg, 10°C ohne Bremse wiederholen

zentrifugieren -Pellet nach der letzten Lyse mit 20 ml PBS resuspendieren und
-Plasma und Interphase abpipettieren und erneut bei 200xg, 8 Min, 4°C zentrifugieren

verwerfen -Uberstand verwerfen und Pellet in 3 ml DMEM/Ham’s F-12 -Medium
-Erythrozytensediment auf 10 ml mit PBS resuspendieren

auffiillen -Messung im Durchflusszytometer zur Reinheitsbestimmung

3. Ergebnis einer Messung im Durchflusszytometer, als beispielhafte Darstellung fiir alle durchgefiihrten Messungen:

Gate: [Mo Galing] Gate: [No Gating]

v Gate: [Mo Gating] Gate: all except RG6

184736

i = =
i Zellkonglomerate = Zellkonglomerate 0,9%
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Abb.1: Messung ohne Isolation der PMN Abb.2: Messung nach der PMN- Isolation Abb.3: Um alle Zellregionen wurde ein Gate gelegt. Abb.4: Das Gate R6 aus Abb.3 wurde
R2 enthalt Lymphozyten und R6 enthalt fiir alle
4.Reinheitsgrenzwerte: 100
e o o
95 PO S
Basierend auf den besten _ _ _ < - T
75% (n=12) aus 16 Priparationen X SD X-SD 80 i\ °
PMN 93,82%| 0,52% 93,30 % 75 .
70
Lymphozyten/Monozyten 0,76% 0,30 % 1,06 % [ 2 4 6 8 10 12 14 16
Anzahl der PMN- Préparationen

Darstellung von Unterschieden im Migrationsverhalten

Fur die Aktivierung der Zellen wurden diese in ein Chemotaxisassay eingesetzt. AnschlieRend wurden die migrierten (im unteren Well) und nicht migrierten Zellen
(im oberen Well, Abb.7) mit einem FITC-markierten Mouse-anti-bovine-CD62L-Antikorper gefarbt. Bei CD62L handelt es sich um ein Zell-Adhésionsmolekill, das|
zur Selektin-Familie gehort. Aktivierte PMN verlieren den Oberflachenmarker CD62L und kénnen aktiv durch die Polycarbonat-Membran wandern. Der Verlust
des CD62L-Markers resultiert in einem geringeren Fluoreszenzsignal.
In den folgenden Darstellungen sind native PMN als Negativkontrolle (griin), Zellen die nicht durch die Polycarbonat-Membran migriert sind (schwarz) und PMN
die migriert sind (blau), zu sehen.

% Gate: all except RG Abb.5: PMN Abb.6: PMN % Gate: all except RE “\
ohne IL8 mit IL8 Pl &
Mean Mean o ‘“
FL-1_|Counts FL-1_|Counts “ |
-E PMN - Polycarbonat-Membran 3pm
s 668 |10.301| ungefarbt | 668 |10.301 5
- PMN B
20.062|10.499 |oberes Well| 26.142 | 2.207 11
PMN i
2 e s e —-1‘
P 2 unteres W e, ol 2
Abb.5 FL1-A 29.254| 410 Well 7.034 [12.229| Abbs FLI-A Abb.7: Well einar Chemotaxis-Kammer

l Ein Unterschied im Migrationsverhalten der PMN ist durch die Reduktion der Fluoreszenz von den Zellen im oberen zu den Zellen im unteren Well zu

sehen. Unter den gewahlten Migrationsbedingungen zeigt sich eine Subpopulation nicht aktivierbarer PMN (Abb.6 M1).




Kostenlose Betrachtungsprogramme (Freeware)
fur digitale medizinische Bilddaten (DICOM) zur
Verbesserung der Ausbildung von Studierenden
in klinischer Radiologie

Anne-Sophie Hoffmann
Chirurgische und Gynékologische Kleintierklinik
Betreuer: Dr. Andreas Brithschwein, TA Julius Klever

Einleitung

Rontgen, Sonographie, Computertomographie und Magnetresonanztomographie sind in der
modernen Tiermedizin allgegenwartig geworden. Das Dateiformat aller digitaler bildgebender
Verfahren ist DICOM (Digital Imaging and Communications in Medicine). Zum Betrachten und
Auswerten braucht man ein medizinisches Bildbetrachtungsprogramm, einen DICOM-Viewer.
In der tierarztlichen Praxis sind diese Programme heute unverzichtbar. Deshalb sollten Stu-
denten bereits in der Ausbildung damit vertraut gemacht werden. Freeware aus dem Internet
ermoglicht Tierarzten und Studenten einen einfachen und kostenlosen Einstieg. Doch welches
Programm soll man empfehlen?

Ziel dieser Studie war die Identifizierung, Analyse und Bewertung von kostenlos im Internet
erhaltlichen DICOM-Viewer-Programmen.

Material und Methoden

Freeware und Anschlussmoglichkeit an ein digitales Bildarchiv waren die Einschlusskriterien
fir die Evaluierung der DICOM-Viewer. Funktionsumfang und Funktionalitat aller Werkzeuge
wurden vergleichend katalogisiert. Testpersonen evaluierten zentrale Kernfunktionen sowie
modalitatenspezifische Werkzeuge in Bezug auf Rontgen, Ultraschall, Magnetresonanztomo-
graphie und Computertomographie mit Noten von eins (sehr schlecht) bis zehn (sehr gut). Bei
den Testpersonen wurde der Einfluss von Geschlecht, Ausbildungsstand und Vorerfahrung mit
der Software im Hinblick auf die Evaluierungsergebnisse, die statistisch mittels Spearmans
Rangkorrelationskoeffizient ausgewertet.

Ergebnisse

Acht Viewer wurden identifiziert, analysiert und von 34 Testpersonen evaluiert (20 Studenten,
10 Tierarzte und 4 Tierradiologen). Gesamtsieger im Hinblick auf Funktionsumfang und Nutzer-
freundlichkeit waren Horos und Osirix flir das Apple Betriebssystem. Bei Windowsprogrammen
belegten Radiant, Synedra und K-PACS die vorderen Platze (Tab. T und Abb. 2 - siehe Seite 48).
Die Unterschiede zwischen den Viewern waren statistisch signifikant.
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Diskussion

Die Wahl eines guten Viewers ist von grofer praktischer Bedeutung und bisher gab es zu
diesen in der Veterinarmedizin wichtigen Computerprogrammen keine wissenschaftlichen
Untersuchungen. Die kostenlos im Internet verfugbaren DICOM-Bildbetrachtungsprogramme
weisen zum Teil einen groBen Funktionsumfang und eine gute Bedienerfreundlichkeit auf,
welche sich bei den einzelnen Viewern erheblich unterscheiden. Anders als erwartet muss bei
gutem Design der Nutzeroberflache ein groBer Funktionsumfang nicht mit einem Verlust der
Bedienerfreundlichkeit einhergehen. Freeware aus dem Internet ermdglicht einen kostenlosen
Einstieg in die eigenstandige Nutzung eines DICOM-Viewers. In einem digitalen Lehrarchiv
konnten DICOM-Bilder zu Ausbildungszwecken zur Verfligung gestellt werden. Studenten
sollen durch diese Studie motiviert werden, sich intensiver mit diesem fur Tierarzte so wich-
tigem Werkzeug auseinander zu setzen.

Schlussfolgerung

Die Ergebnisse dieser Studie erleichtern die Wahl bei der Suche nach einem funktionsfahigen
und kostenlosen medizinischen Bildbetrachtungsprogramm (DICOM-Viewer), das den eigenen
individuellen Anspriichen am Besten gerecht wird. Dies ist sowohl fur Kliniken, als auch fur
selbststandige Tierarzte von Nutzen. Ebenso soll die Studie die Studenten dazu motivieren,
auch zu Hause fur die Prufungsvorbereitung oder zur Erweiterung ihres radiologischen Ver-
standnisses einen geeigneten DICOM-Viewer zu nutzen.

Quellen

m Hosch RE, Rivard AL. Evaluation of self-contained PACS viewers on CD-ROM.
J Digit Imaging. 2014,27(4):470-3

m Wright MA, Ballance D, Robertson ID, Poteet B. INTRODUCTION TO DICOM FOR THE
PRACTICING VETERINARIAN. Vet Radiol Ultrasound. 2008;49(s1):5S14-58

m Solomon RW. Free and open source software for the manipulation of digital images.
AJR Am J Roentgenol. 2009,;192(6):W330-4
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Calf digest®
Probiotika — ein neuer Ansatz in der Therapie
des Kalberdurchfalls

Marina Beisl, Julia Karbacher, Katharina Ratzke, Sara Steer
Klinik fiir Wiederkduer mit Ambulanz und Bestandsbetreuung
Betreuer: Dr. Rainer Martin

Aufgabenstellung:

Ziel des Projekts war zu iiberpriifen, ob der Elektrolytbolus ,Calf digest®” (Sano Tiergesundheit,
Grafenwald), der zusatzlich zu Natriumbicarbonat Probiotika enthalt, das Durchfallgeschehen bei
Kélbern mit Neugeborenendurchfall positiver beeinflusst als reine Natriumbicarbonatboli.

Hintergrund:

Neugeborenendurchfall bei Kalbern ist nach wie vor eine wichtige Erkrankung in der Rinder-
haltung. Er fuhrt zu wirtschaftlichen Schaden, da die Kalber in der Entwicklung zurtckbleiben,
haufig tierarztlich behandelt werden mussen und im schlimmsten Fall sogar aufgrund der Durch-
fallerkrankung sterben. Ziel der Therapie ist es, die Durchfallsymptome durch ausreichende
Flissigkeitszufuhr und Ausgleich von Elektrolytverlusten zu mindern. Mit der Gabe sogenannter
,Elektrolytboli” haben Landwirte die Mdglichkeit bereits frih in das Krankheitsgeschehen
einzugreifen. Wichtigster Bestandteil ist Natriumbicarbonat, mit dem einer Ubersiuerung des
Kalbes und den damit verbundenen Auswirkungen wie Trinkunlust, Verlust des Stehvermogens
und Festliegen entgegengewirkt wird.

Als moglicher neuer Ansatz in der Therapie des Neugeborendurchfalls wird bereits seit langerem
der Einsatz von ,,Probiotika” diskutiert. Die gesunde Darmflora ist beim Neugeborenendurchfall
durch Erreger wie Viren (Rota, Corona), Bakterien (E. coli) und Einzeller (Kryptosporidien) aus
dem Gleichgewicht gebracht. Calf digest® enthalt neben Natriumbicarbonat das Milchsaure-
bakterium Enterococcus Faecium M74. Dieses Probiotikum soll die Bakterienflora im geschadigten
Kélberdarm regenerieren, so dass die Kalber schneller zu einem normalen Trinkverhalten zurlick-
kehren.

Versuchstiere und Methoden:

Im Zeitraum von Dezember 2015 bis Marz 2016 wurde dazu eine Anwendungsstudie auf 7 Milch-
betrieben im Raum Freising durchgefuhrt.

Die Landwirte sollten bei den ersten Anzeichen von Trinkunlust und/oder Durchfall bei neu-
geborenen Kalbern insgesamt 5 Boli im Abstand von jeweils 12 Stunden oral verabreichen.

Die Studie wurde doppelt verblindet durchgefiihrt — d.h. zufallig verteilt und fir die Landwirte

und die betreuenden Studierenden nicht ersichtlich bekam die eine Halfte der Kalber Boli, die nur
Elektrolyte (Kontrollgruppe), die andere Halfte Boli, die neben den Elektrolyten zusatzlich Pro-
biotika enthielten (Calf digest® Gruppe). Zudem fullten die Landwirte eine Tabelle aus (Abb. 1),
die vor allem das Trinkverhalten der Kalber und die Entwicklung der Kotkonsistenz nachvollziehbar
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macht. Zusatzlich wurden beim ersten Auftreten von Trinkunlust und/oder Durchfall Kotproben
gesammelt und diese mit einem Antigen-Schnelltest BoDia der Firma Fassisi® auf Rotaviren,
Coronaviren, E. coli K99 und Kryptosporidien untersucht.

1|3 |a]s |5< ge 2|3 Eisen [ Selen | <¥ber
weib | Zwil Datum | Datum | Datum
pisternummer OO0 1, Mahizeit _h__min__1I

Pt 45.48.
r;-omn:ﬂl- H M= g = A=
Ba i sotern zu ibw de w = wiissrig

Abb. 1: Ausgefiillte Tabelle zur Datenerfassung

Auswertungskriterien:

Von 82 Tieren, die an der Studie teilnahmen, konnten die Ergebnisse von 73 Tieren aus-
gewertet werden. Untersuchungskriterien waren dabei die Anzahl der Tage bis zur Normali-
sierung des Kots, sowie die ,Schlechttrinkphase” und die ,,Reduktion der Trankeaufnahme”.
Als ,Schlechttrinkphase” wurde dabei der Zeitraum vom ersten bis letzten Tag mit vermin-
derter Trankeaufnahme bezeichnet. Die Trankeaufnahme wurde als normal bewertet, sobald
die Kalber drei Mahlzeiten hintereinander eine stabile Milchmenge aufnahmen und sich somit
ein Trankeplateau einstellte. Die ,,Reduktion der Trankeaufnahme” wurde als relativer Wert
festgesetzt. Dieser wurde berechnet als insgesamt tatsachlich aufgenommene Trankemenge
in der Schlechtrinkphase geteilt durch Menge an Milch, die die Kalber ohne Erkrankung
getrunken hatten. Die Gruppen wurden mittels t-Test statistisch verglichen. >



Ergebnisse:
In beiden Gruppen wurden bei jeweils etwa 20% der Kalber Rotaviren und Kryptosporidien
nachgewiesen (Tab. 1).

Infektionserreger Kontrolle Calf Digest
keine Infektion 10% (n=10) 4% (n=4)
Rota 20% (n=19) 18% (n=17)
Corona 3% (n=3) 7% (n=7)
E.coli 0% (n=0) 1% (n=1)

Kryptosporidien 20% (n=19) 18% (n=17)

mind. eine Infektion, nicht

Kryptosporidien 23% (n=22) 26% (n=25)

Tab. 1: Mittels Ag-Schnelltest nachgewiesene Erreger im Kot der Kdlber mit Trinkunlust
und/oder Durchfall

Die Anzahl der Tage mit verminderter Milchaufnahme lag bei beiden Gruppen annahernd im
Mittel bei 2,2 Tagen. Bei der Dauer bis zur Kotnormalisierung unterschieden sich die Gruppen
geringflgig. Hier zeigte die Kontrollgruppe eine Dauer von ca. 3,4 Tagen, wahrend die Kalber,
die Calf digest® erhalten hatten, im Durchschnitt 3,6 Tage brauchten, bis sie wieder normalen
Kot absetzten (Abb. 2). Gegenlber der Milchmenge, die die Kalber getrunken hatten, wenn sie
nicht krank gewesen waren, war die getrunkene Menge bei den Kalbern der Kontrollgruppe um
42% reduziert, bei den Kalbern der Calf digest® Gruppe um 39% (Abb. 3).

Ein interessanter Aspekt der Studie ist, dass bei Kalbern, bei denen keine Erreger oder nur
Rota-/Coronaviren gefunden wurden, jedoch keine Kryptosporidien im Kot nachgewiesen werden
konnten. Kalber der Calf digest® Gruppe zeigten tendenziell kiirzere Erkrankungsdauern als die
Kalber der Kontrollgruppe. So normalisierte sich bei ihnen der Kot im Durchschnitt nach 3,4 Tagen
(Kontrollgruppe 3,5 Tage) und die Trankeaufnahme nach 2,3 Tagen (Kontrollgruppe 2,7 Tagen)
(Abb. 4). Auch die Trankeverminderung war bei den Kdlbern der Calf digest® Gruppe mit 41%
gegeniuber 46% der Kontrollgruppe geringer (Abb. 5). Samtliche Gruppenunterschiede waren
jedoch statistisch nicht signifikant. Zusatzliche Behandlungen, wie z.B. Infusionen, waren bei
keinem Kalb, weder in der Calf digest® Gruppe noch in der Kontrollgruppe, notwendig.
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Abb. 2: Anzahl der Tage mit verminderter
Milchaufnahme und Dauer bis zu Kotnor-
malisierung bei allen Kéalbern
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Abb. 4: Anzahl der Tage mit verminderter
Milchaufnahme und Dauer bis zu Kotnor-
malisierung bei Kadlbern, bei denen keine
Erreger oder nur Rota-/Coronaviren, jedoch
keine Kryptosporidien im Kot nachgewiesen
werden konnten

Fazit:

>> zurtick zu S. 1
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Abb. 3: Reduktion der aufgenommenen
Milchmenge, die die Kélber getrunken hatten,
wenn sie nicht krank gewesen waren, bei
allen Kalbern
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Abb. 5: Reduktion der aufgenommenen Milch-
menge, die die Kalber getrunken hatten, wenn
sie nicht krank gewesen waren, bei Kélbern,
bei denen keine Erreger oder nur Rota-/
Coronaviren, jedoch keine Kryptosporidien

im Kot nachgewiesen werden konnten

Zeigen Kalber in den ersten Lebenswochen Anzeichen von Trinkunlust oder Durchfall, ist

die Gabe von Natriumbicarbonat Boli duBerst wirksam. Die Ergebnisse der Anwendungsstudie
zeigen, dass die im Calf-digest® enthaltenen Probiotika durchaus eine positiven Einfluss auf
das Krankheitsgeschehen haben konnen. Dies ist besonders fur die weitere Entwicklung der
erkrankten Kalber wichtig, da somit Verluste begrenzt und Kimmerer vermieden werden

konnen.



Vergleich verschiedener antikorperbasierter
Nachweistechniken zum quantitativen Nachweis
von |I-6 in bovinen Uterussekret

Anne Reus
Klinik fiir Wiederkdauer mit Ambulanz und Bestandsbetreuung
Betreuer: Dr. Frank Weber

Hintergrund

Den Anlass flir das Projekt gab die Suche nach neuen Diagnostikmoglichkeiten der subklinischen
Endometritis beim Rind. Dies geschieht momentan im Rahmen einer Doktorarbeit. Die subkli-
nische Endometritis fuhrt, vor allem durch den damit verbundenen verminderten Besamungs-
erfolg, zu groBen finanziellen Schaden. Bisher wurde die Erkrankung vor allem durch Biopsie
und Zytologie diagnostiziert. Erstere hat vor allem den Nachteil, dass der damit verbundene
Aufwand relativ hoch ist und letztere, dass das Entziindungszellaufkommen (Neutrophile Granu-
lozyten) nicht notwendigerweise ausreichend mit dem AusmaR der Entziindung korreliert. Eine
auf Funktionalitat und Praktikabilitat zu untersuchende Maglichkeit der Diagnostik besteht darin,
Entziindungsmarker (Zytokine) im Uterussekret nachzuweisen und die Ergebnisse mit denen
bisher angewandter Methoden zu vergleichen.

Daraus ergibt sich die Fragestellung fur das Projekt, welche antikorperbasierte Nachweistechnik
sich hierflir am besten eignet und zwar im Hinblick auf den Aufwand, den technischen Maoglich-
keiten und Grenzen (hier gilt es vor allem die geringe Menge des Probenmaterials zu beachten)
und unter finanziellen Gesichtspunkten.

Material und Methoden

Verglichen wurden ein fertiger , High Sensitive ELISA Kit fir bovines IL-6"” (ELISA Kit, Firma
Cloud Clone Corp), ein aus einzelnen Komponenten selbst zusammengestellter ELISA (Do It
yourself, DIY ELISA) und ein ,,Bovine IL-6 AlphaLISA Immunoessay Kit” (AlphaLISA, Firma
Perkin Elmer). Fir alle drei Nachweistechniken stand somit ein Ansatz mit Antikérpern gegen
bovines IL-6 zur Verfiigung.

Der ELISA Kit ist ein klassischer Sandwich ELISA. Die Platte ist vorgecoatet, alle benotigten
Reagenzien sind in dem Kit enthalten und der komplette Testablauf ist vorgegeben.

Im DIY ELISA wurden sowohl ein Monoklonaler (Firma AbD Serotec) als auch ein Polyklonaler
(Firma Kingfisher Biotec) Capture Antikorper (AK), ein IL-6 Standard (Firma Kingfisher Biotec),
ein Polyklonaler Detection AK (Firma Kingfisher Biotec), und sowohl eine sich anreichernde Flu-
oreszenzmarkierung Streptavidin-Fluoresceinisothiocyanat (SA-FITC, Firma Bioquest) als auch
eine Enzymmarkierung Streptavidin-Horseradish Peroxidase (Meerrettichperoxidase, SA-HRP,
Firma Kingfisher) mit dem Substrat Amplite RED (Firma Bioquest) oder Tetramethylbenzidin
(TMB) verwendet.
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Im AlphaLISA (Amplified Luminescent Proximity Homogenous Assay) wird, anstatt die Platte
mit einem Detection AK vorzucoaten, zum Standard bzw. zur Probe zunachst ein Mix von zwei
IL-6 spezifischen Antikorpern gegeben. Einer der Antikorper ist hierbei an AlphaLISA Acceptor
Beads gekoppelt, der andere Antikorper ist mit einer Biotinlabel versehen. Wahrend der Inkuba-
tion bilden sich nun Antikorper—Analyt Bricken. Mit der Zugabe von mit Streptavidin gekop-
pelten Donor Beads bilden sich rasch stabile Streptavidin-Biotin Bricken und die beteiligten
funktionellen Beads werden in unmittelbarer raumlicher Nahe gehalten. Eine Laseranregung
der Donor Beads (bei einer Bestrahlung von 680 nm) fiihrt zu einer Freisetzung eines Singlet
Oxygen (2 O,), welches auf den Acceptor Bead Ubertragen wird. Im Acceptor Bead (funktiona-
lisiert mit Thioxene- und Europiumchelaten) wird dadurch eine Energietibertragungskaskade
ausgelost, an deren Ende eine A  Lichtemission von 615 nm steht, welche mit einem geeig-
neten Gerat gemessen werden kann.

Das Probenmaterial bestand aus Uterussekret fertiler (n=8) und subfertiler (n=7) Kihe, Zell-
kulturiiberstand (ZKU) einer Uteruszellkultur (n=1), sowie Serum systemisch erkrankter Kiihe
(n=3).

Ergebnisse

Ausgehend von den Ergebnissen des AlphalLISAs wurden die Proben fiir die Durchfuhrung des
ELISA Kits teilweise verdunnt. Die Tabelle zeigt die Mittelwerte der einzelnen Proben:

Subfertile Gruppe: Konz. AlphalLISA pg/ml: Konz. ELISA pg/ml:

Tier9 11 35
Tier12 184 63
Tier 21 <40 100
Tier 32 4018 7241
Tier 37 <40 8
Tier 38 <40 19
Tier 39 > 1000000 103
fertile Gruppe: Konz. AlphaLISA pg/ml: Konz. ELISA pg/ml:

Tier 13 <40 124
Tier 15 104 121
Tier 22 <40 21
Tier 25 <40 16
Tier31 <40 14
Tier33 2170 54
Tier 35 <40 14
Tier 36 657 15
Plasma Konz. AlphaLISA pg/ml: Konz. ELISA pg/ml:

Plasma 279 1155 0
Plasma 255 12773 1169
Plasma 271 338 25
Zellkulturiiberstand Konz. AlphaLISA pg/ml: Konz. ELISA pg/ml:

ZKU 2108 187




Im AlphaLISA liegen in der subfertilen und fertilen Gruppe jeweils 3 Proben in der Detection
Range. Plasma und ZKU liegen ebenfalls in der Detection Range. Im ELISA Kit liegen alle Proben
in der Detection Range, bis auf eine Plasmaprobe, was allerdings einer zu starken Probenverdin-
nung geschuldet ist.

Im DIY ELISA zeigten die Kombinationen aus einem Monoklonalen Capture AK, einem Polyklo-
nalen Detection AK und der SA-HRP Markierung mit TMB als Substrat, sowie aus einem Polyklo-
nalen Capture AK, Polyklonalem Detection AK und SA-FITC als Markierung jeweils kein verwert-
bares Signal. Erst in der Kombination aus Polyklonalen Capture und Detection AK und SA-HRP
Markierung mit dem Substrat Amplite RED gelang die Erstellung einer Standardkurve mit Werten
zwischen 100 und 7800 pg/ml. An dem Punkt hatte man den DIY ELISA theoretisch mit den Pro-
ben durchfuhren konnen, allerdings wurde darauf verzichtet, da ein GrofSteil der Probenkonzen-
trationen deutlich darunter lag.

Vergleich
Folgende Tabelle zeigt die wichtigsten Vergleichsmerkmale:

Methode Probenvolumen/ Detection Range Intraassay Varianz/ Kosten /
Punkt Interassay Varianz Punkt
AlphaLISA 10 pl (eventuell 2 yl) 0,04 — 37 ng/ml [10/5] CV 5%/ CV9 % 10,00 €
DIY ELISA 50 pl 0,1 -7,8 ng/ml [10A2] Keine Angabe méglich 2,87 €
ELISA-Kit 100 pl 0,002 - 0,1 ng/ml [1072] CV <10 %/CV <12 % 11,55 €

(evtl. verdinnbar)

Mit der verwendeten Methode konnen pro Kuh jeweils ca. 700 pl Probenvolumen gewonnen
werden. Da jede Probe im Doppelansatz gemessen wird und auBer IL-6 noch weitere Ent-
zindungsmarker gemessen werden sollen, ist das fur die Bestimmung bendtigte Probenvolumen
ein kritischer Faktor. Im Prinzip gilt hier je weniger umso besser. Im AlphaLISA kann das Pro-
benvolumen theoretisch noch auf 2 pl verkleinert werden, bei anderen Zytokinenassays mit
AlphaLISA Technik werden bereits Ansatze mit diesem Volumen erfolgreich verwendet. Die
benotigten Probenvolumina von 2x50 pl bzw. 2x100 pl fur jede Bestimmung (Doppelansatz)
schranken die Verwendung der beiden ELISAs von vorneherein stark ein.

Die Detection Range erstreckt sich bei den beiden ELISAs Uber jeweils 2 Zehnerpotenzen, bei
AlphaLISA uber 5. Es ist weniger entscheidend wie weit die Detection Range ist, sondern viel
mehr, ob die zu erwartenden Konzentrationen innerhalb dieser liegen. Daruber lasst sich auf
Grund von 15 Proben keine verwertbare Aussage treffen. Im AlphalLISA lagen einige Proben-
konzentrationen unterhalb der Detection Range. Diese kann man naturgemaR nicht durch
Verdinnung in den erfassbaren Bereich bringen. Anders bei dem ELISA Kit, in der durch
geeignete Verdinnungen die Proben innerhalb der Detection Range gebracht werden kann.
Hierbei sollte jedoch beachtet werden, dass sich daraus Messungenauigkeiten ergeben.
Eventuell reicht jedoch die Aussage ,unterhalb der Detection Range”, also < 40 pg/ml oder
die dariiber liegende genaue Konzentration im AlphaLISA bzw. ,oberhalb der Detection
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Range”, also >100 pg/ml oder die darunter liegende genaue Konzentration im ELISA Kit fir
eine Diagnose bereits aus. Dies kann die Durchfiihrung der Tests mit einem geeigneten
Probenumfang zeigen. Die Detection Range des DIY ist ungeeignet.

Die Intraassay und Interassay Varianzen, also die Abweichungen der einzelnen Messungen
innerhalb des Tests sind vom Hersteller angegeben und als hinreichend genau zu bewerten.
Es sei weiterhin darauf hingewiesen, dass die Proben zwischen den Ansatzen eingefroren und
aufgetaut wurden, die beiden Tests nicht von der gleichen Person durchgefihrt wurden
(AlphaLISA von Sandra Kirsch, ELISA Kit von Anne Reus) und die ELISA Konzentration die
Mittelwerte verschiedener Verdinnungen darstellen. Das erklart moglicherweise die geringe
Ubereinstimmung der gemessenen Konzentration zwischen den beiden Nachweistechniken.
In der Gegenuberstellung der gemessenen Konzentrationen lasst sich nicht erkennen, welche
exakter ist. Fiir den DIY ELISA kann in diesem Kriterium keine Aussage getroffen werden.
Finanziell betrachtet ware der DIY ELISA deutlich am kostengunstigsten, AlphaLISA ist nachst-
glinstig verfligbar.

Vom Aufwand her vergleichbar sind der ELISA Kit und AlphaLISA. In beiden Verfahren wird
nach einem Standardprotokoll gearbeitet. Durch die groRe Anzahl an Vorlauftests fur den DIY
ELISA stellt dieser den groften Arbeitsaufwand dar.

Fazit und Ausblick

Zwei in erster Linie limitierende Faktoren stellen auf der einen Seite das benétigte Proben-
volumen, auf der anderen Seite die Detection Range und die Genauigkeit des Testes, also ob
und wie genau die Konzentration nachweisbar ist, dar. Ein in zweiter Linie limitierender Faktor
ist der Kostenpunkt. Nicht limitierend ist der jeweilige Aufwand.

Die fur die Fragestellung am besten geeignete Methode ist AlphaLISA, im Hinblick auf das
Probenvolumen als ersten limitierenden Faktor eventuell sogar die einzig mogliche. Nachteile
sind im Vergleich zum ELISA Kit die in einer hoheren Konzentration beginnende Detection
Range und im Vergleich zum DIY ELISA die Kosten.

Eventuell denkbar ware noch ein Mulitplex Assay. Dieser funktioniert mit Beads und chromo-
gener fluorogener Emission. Hier werden gleichzeitig die Konzentrationen mehrerer ver-
schiedener Zytokine in einem Ansatz gemessen. Kritische Punkte hierbei sind allerdings die
sehr limitierte Erfahrung, die hohe Empfindlichkeit gegeniiber Einfliissen jeglicher Art sowie
potentielle Interaktionen, zum Beispiel Kreuzreaktivitaten. Weiterhin ist die Dateninterpretation
sehr herausfordernd und die Investition lohnt sich erst ab 4 oder mehr gleichzeitig zuverlassig
messbaren Zytokinen.

Personliche Erfahrung

Erst einmal mochte ich betonen, wie viel Freude die Bearbeitung der Fragestellung und das
damit verbundene Kennenlernen wissenschaftlichen Arbeitens mir bereitet hat. Im Studium

der Tiermedizin liegt die Zielsetzung eher in der Aneignung einer breiten Wissensgrundlage,
welche notwendig ist, um sich intensiv in Fachgebiete einzuarbeiten. Ich sehe beide Heran-
gehensweisen als sich erganzende Methoden eines Hochschulstudiums. Leider bleibt im
Rahmen der Prifungsvorbereitung oft nur wenig Zeit, tief in bestimmte Themen einzusteigen,
in den finf Wochen des VetResearch war hierflr eine ausreichende Moglichkeit gegeben. >



Ich fande es hilfreich, wenn es noch mehr Gelegenheiten im Studium gabe, ein abgegrenztes
Thema in seinen Details zu erfassen.

Weiterhin habe ich aus der frustrierenden Erfahrung, dass in der Praxis nicht immer alles den
eigenen theoretischen Uberlegungen gemaR klappt, gelernt, nach alternativen Ansitzen zu
suchen und diese umzusetzen.

Bedanken mochte ich mich herzlich bei den Organisatoren des VetResearch Programms im
Studiendekanat Herrn Prof. Goebel, Frau Dr. Beitz-Radzio und Frau Dr. Ramspot, sowie bei
Herrn Dr. Frank Weber fir die stets lehrreiche, geduldige und ermutigende Betreuung,
welche durch Sandra Kirsch und Anika Helfrich erganzt wurde.
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Klonierung eines insulinabhangigen Glucose-
transporters des Haushuhns

Antonina Schlickenrieder

Lehrstuhl fiir Physiologie der Tierarztlichen Fakultat der LMU Miinchen,
Reproductive Biotechnology der TU Miinchen, Weihenstephan

Betreuer: Prof. Dr. Bernd Kaspers, Prof. Dr. Benjamin Schusser

Hintergrund und Zielsetzung:

Da die meisten unserer menschlichen wie tierischen Zellen nicht selbststandig Glukose produ-
zieren konnen, sind sie darauf angewiesen diese tiber Transportsysteme aufzunehmen. Diese
sog. Glut ( Glukosetransporter) sind transmembrandse Proteinkomplexe in der Zellmembran.
Bei Saugetieren ist bekannt, dass fur die Aufrechthaltung des Blutzuckerspiegels der Glut 4
eine zentrale Rolle spielt, da er insulinabhangig ist und vor allem im Muskel- und Fettgewebe
vorkommt. Die anderen Glukosetransporter, von denen beim Menschen 12 bekannt sind, unter-
scheiden sich zum Glut 4 im Gewebe in welchem sie vorkommen, im Molekul, das sie transpor-
tieren und in der Affinitat zu Glukose. Wie eingangs erwahnt ist der Glut 4 der bekannteste
und scheinbar wichtigste Glukosetransporter im Organismus. Dennoch war lange Stand der
Forschung, dass eben dieser beim Haushuhn fehlt. Eine im Juni 2015 erschienene Publikation
einer Prager Forschungsgruppe postuliert, dass dieses Fehlen falschlicherweise angenommen
wurde, weil der Glut 4 beim Haushuhn sehr Guanin- und Cytosinreich ist. G- und C- reiche
Sequenzen sind in der Molekulargenetik sehr schwierig zu erkennen und zu amplifizieren.

Dies wird als Grund fur das bisherige Fehlen des Transporters angefiihrt.

Ziel des Projektes war es also die von den Prager Forschern als Glut 4 des Haushuhns benannte
Sequenz zu amplifizieren und in funktionellen Experimenten mit Zellen zu testen.

Material und Methoden:

Aus am Schlachtkorper entnommenen Proben von Muskel und Fettgewebe wurde zuerst die
mRNA gewonnen und daraus eine cDNA erstellt. Diese diente als Matrize fiir einige PCR
Versuche. Da die Sequenz moglichst genau amplifiziert werden sollte, nutzten wir anfangs
einen Proofreading Polymerase. Ob die PCR erfolgreich verlief, wurde durch Gelelektrophorese
Uberpruft. Wenn durch die PCR etwas vervielfaltigt worden ist, stellt sich auf dem Gel eine
Bande dar, die durch einen mitgelaufenen Standard nach der ungefahren GroRe des Amplifikats
eingeordnet werden kann. Die Sequenz des Glut 4 enthalt circa 1.500 Basenpaare. Danach folgte
die Klonierung der amplifizierten Sequenz in Plasmiden durch Bakterien. Um einen Anhalts-
punkt zu erhalten, ob die Klonierung erfolgreich war, wurde ein Kontrollverdau angesetzt, das
heiBt die von den Bakterien vermehrte Sequenz wurde mittels passender Restriktionsenzyme
ausgeschnitten und wiederum im Gel auf ihre GroRRe kontrolliert. Danach wurden sie maschinell
sequenziert, sodass man die genaue Basenabfolge von Klon und Genomsequenz abgleichen
konnte.
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>> zurlick zu S. 1

Der nachste Schritt war die Erstellung eines Expressionskonstrukts, bestehend aus der

Glut 4 Sequenz, einem Promotor und einer Flag-tag, also einer Markierung. Mit diesem konnte
man die Funktionalitat des Glut 4 Uberprifen, zum Beispiel indem man Zellen mit dem
Expressionskonstrukt versetzt und mit markierter Glukose die Aufnahme dieser in die Zellen
beobachtet.

Ergebnisse:

Die ersten Versuche mit der Proofreading Q5 Polymerase verliefen trotz einiger kleiner
Veranderungen wiederholt ohne Ergebnis. Der Grund dafir ist vermutlich, dass das Annealing
der Polymerase an die extrem G- und C-reiche Sequenz sehr schwierig ist, da diese oft ver-
schachtelte Tertiarstrukturen formen. Die ersten positiven Ergebnisse brachte die Verwendung
der Firepol Polymerase, die aber keine Proofreading Funktion besitzt und daher ungenauer

Q56 Q68 ava

STGOGOOCCAGCCCGCCOTOOCCACCATCGGGG

-5

N\ﬂ"'l i

A &
STOCCCCAGCCCCGCCGTOOCCACCATCGOGG

synthetisiert. Die oben beschriebenen Banden im Gel sieht man in Abb.1. Im weiteren
Verlauf folgten Klonierung und Sequenzierung. In Abb. 2 sieht man einen Ausschnitt der
Basenabfolge. Auch hier ist zu erkennen, dass ein hoher Gehalt an Guanin (schwarze Peaks)
und Cytosin (blaue Peaks) vorliegt. Im Zuge der Sequenzierung konnte beobachtet werden,
dass es zum einen Fehler in den einzelnen Klonen gab, was durch die Firepol Polymerase
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und durch den hohen G-C-Gehalt erklart werden kann, und zum anderen die Sequenzierung
trotz Verwendung vielfaltiger und zahlreicher Primer nicht Giber die ganze Lange erfolgen
konnte. Auch hier ist als Grund der hohe absolute und relative Gehalt an Guanin und

Cytosin anzufiihren.

Wahrend parallel weitere Verbesserungen am bisherigen Versuchsverlauf getestet wurden,
begann die Erstellung des Expressionskonstrukts. Hier ergaben sich anfangs Schwierigkeiten
bei der Zusammensetzung der einzelnen Komponenten, die passenden Versuchskonditionen
konnten leider nicht mehr ermittelt werden.

Da dies ein zeitlich befristetes Projekt war, wurden die bisherigen Ergebnisse gesichert und
die Proben zuriickgestellt, um im Rahmen eines anderen Projekts weitergefiihrt zu werden.

Zusammenfassung und Ausblick:

Es war uns maoglich die Sequenz, die Glut 4 determiniert so zu amplifizieren, zu klonen, zu
Uberpriufen und mit der Erstellung der Produkte fiir funktionelle Tests zu beginnen. Der hohe
Gehalt an Guanin und Cytosin brachte — wie erwartet — einige Hiirden mit sich. Das von mir
angewandte Verfahren muss noch in einigen Punkten angepasst und verbessert werden, aber
die Vermutung liegt nahe, dass auch das Haushuhn einen aktiven Glukose Transporter 4
besitzt, der den Blutzuckerspiegel insulinabhangig regelt. Wie erwahnt war das Projekt zeitlich
begrenzt, weshalb es leider so abrupt beendet wurde. Inzwischen wird es fortgefuhrt, tber

die neueren Ergebnisse ist noch nichts bekannt.

Personliche Erfahrungen und Danksagung:

Das Projekt sollte fur mich ein Einblick in den Bereich der Forschung sein, die auch ein mog-
liches Berufsfeld fur Tierarzte ist. Ich habe allerdings sehr viel mehr Erfahrungen gemacht,
als ich anfangs gedacht habe. Das VetResearch Programm bringt uns Studenten nicht nur das
eigentliche wissenschaftliche Arbeiten im Labor naher, sondern durch die Literaturrecherche
oder das Halten von Vortragen und Erstellen von Artikeln wie diesem hier, lernt man viel mehr
dazu als ich erwartet hatte. Man konnte es auch als eine Vorbereitung fur eine Dissertation
im kleinen Stil sehen und das ist mir sehr viel wert.

Deshalb mochte ich mich bei Prof. Dr. Benjamin Schusser und Prof. Dr. Kaspers fur die gute
Betreuung bedanken. Sie waren fiir mich auch bei kleineren Sachen immer verfligbare und
sehr nette Ansprechpartner. Vielen Dank! Ein besonderer Dank geht an Kamila Dropkova,

die mich geduldig an die Hand genommen und mir alle Methoden gezeigt hat und sogar mein
Englisch wiederaufleben hat lassen. Es war eine schone Zeit!
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