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I. EINLEITUNG 

Erkrankungen der Fortpflanzungsorgane beim weiblichen Rind spielen in der 

Milchviehhaltung eine zentrale Rolle. Entzündungen der Gebärmutter beeinträch-

tigen das Tierwohl und darüber hinaus die Fruchtbarkeit der betroffenen Kuh 

(STOJKOV et al., 2015; SHELDON et al., 2019). Für Milchviehhalter ergeben 

sich durch Fruchtbarkeitsstörungen relevante wirtschaftliche Verluste: Nach Be-

rechnungen von INCHAISRI et al. (2010) summieren sich die Kosten verminder-

ter Fruchtbarkeit auf einen jährlichen Nettoverlust von 231 € je betroffener 

Milchkuh gegenüber einer Milchkuh mit guter Fruchtbarkeit. SHALLOO et al. 

(2014) bezifferten die Kosten für verlängerte Zwischenkalbezeiten auf bis zu 

4,57 € je Kuh und Tag sowie zusätzliche Kosten durch erhöhten Besamungs- und 

Arbeitsaufwand und erhöhte Remontierung auf 47,84 € je Kuh und Jahr. Frucht-

barkeitsstörungen zählen zu den häufigsten Abgangsgründen aus Milchviehbe-

ständen (ARMENGOL & FRAILE, 2018; RILANTO et al., 2020).  

Auch subklinische Endometritiden führen zu verringerter Fruchtbarkeit 

(KASIMANICKAM et al., 2004; GILBERT et al., 2005; LEE et al., 2018). Für 

sie existiert jedoch keine einfach anzuwendende, einheitlich als Goldstandard ak-

zeptierte diagnostische Methode (DE BOER et al., 2014). Zudem kommen Stu-

dien zu therapeutischen Möglichkeiten bei subklinischer Endometritis zu unein-

heitlichen Ergebnissen, sodass hier aktuell keine evidenzbasierte Therapieempfeh-

lung ausgesprochen werden kann (GALVÃO et al., 2009a; GALVÃO et al., 

2009b; WAGENER et al., 2017a; SHELDON et al., 2019). Auch die Ursachen 

von subklinischer Endometritis sind nicht abschließend geklärt und werden in der 

Literatur kontrovers diskutiert (GILBERT et al., 2007; HERATH et al., 2009; 

BRODZKI et al., 2015b). Daher ist die weitere Erforschung der subklinischen 

Endometritis, insbesondere der Pathogenese, von zentraler Bedeutung. 

In diesem Zusammenhang sind die Proteine der Interleukin (IL) 1-Familie von 

besonderem Interesse, da diese direkten Einfluss auf das Entzündungsgeschehen 

nehmen. Für eine adäquate lokale Entzündungsregulation müssen das proin-

flammatorische Zytokin IL1B und der zugehörige Rezeptorantagonist IL1RA im 

passenden Verhältnis zueinander vorliegen (DINARELLO, 1996). Im Zusam-

menhang mit klinischer oder subklinischer Endometritis beim Rind war IL1B be-
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reits Gegenstand zahlreicher in vivo wie in vitro durchgeführter Untersuchungen 

(FISCHER et al., 2010; SWANGCHAN-UTHAI et al., 2012; WAGENER et al., 

2017b; PETER et al., 2018; HELFRICH et al., 2020). Dagegen sind die Regulati-

on von IL1RA und das Verhältnis von Antagonist IL1RA zu Agonist IL1B in 

diesem Zusammenhang bisher wenig erforscht. Die vorliegende Arbeit verfolgte 

daher das übergeordnete Ziel, die entzündungsbedingte Regulation von IL1B und 

IL1RA im bovinen Uterus näher zu untersuchen. Dazu wurden inhaltlich und me-

thodisch unterschiedliche Herangehensweisen gewählt. 

Explantkulturen stellen eine gut geeignete Methode für die Untersuchung regula-

torischer Mechanismen dar (BORGES et al., 2012). Daher sollte im Rahmen die-

ser Arbeit eine Explantkultur mit bovinem Endometrium modifiziert und zur Un-

tersuchung der Auswirkung ausgewählter Bakterien und Zytokine auf die Genex-

pression von IL1B und IL1RA verwendet werden. 

Darüber hinaus sollten in dieser Arbeit auch Untersuchungen an Uterussekret 

durchgeführt werden. Uterussekret hat sich in vorausgegangenen Untersuchungen 

dieser Arbeitsgruppe als geeignetes Medium zur Pathogeneseforschung und Diag-

nose von subklinischer Endometritis erwiesen (HELFRICH et al., 2020; 

HILLMER et al., 2020). Unverdünnt kann es jedoch nur in kleinen Mengen ge-

wonnen werden, sodass für dessen Untersuchung Labormethoden erforderlich 

sind, die für kleine Probenvolumina geeignet sind. Bei HELFRICH et al. (2020) 

stellte sich die AlphaLISA-Technik als gut geeignet heraus. Nachdem für die 

Messung von bovinem IL1B bereits ein kommerzielles AlphaLISA-Kit existiert, 

war ein weiteres methodisches Ziel dieser Arbeit, einen in house-AlphaLISA zur 

Messung von bovinem IL1RA zu etablieren.  

Mittels Explantkultur und AlphaLISA sollten schließlich folgende Hypothesen 

überprüft werden: 

1) Pathogene, potenziell pathogene und potenziell protektive Bakterien unter-

scheiden sich in ihrem Effekt auf die Genexpression von IL1B und IL1RA 

im bovinen Endometrium. 

2) Pro- und antiinflammatorische Zytokine modulieren die Genexpression 

von IL1B und IL1RA im bovinen Endometrium. 

3) Subklinische Endometritis spiegelt sich im IL1RA/IL1B-Verhältnis in bo-

vinem Uterussekret wider. 
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II. LITERATURÜBERSICHT 

1. Immunologie der Fortpflanzungsorgane beim weiblichen 

Rind unter besonderer Berücksichtigung der Interleu-

kin 1-Familie 

In den Fortpflanzungsorganen des weiblichen Rindes dienen Mechanismen der 

angeboren und der adaptiven Immunantwort zur Abwehr von Infektionserregern 

und der Gesunderhaltung des Gewebes (SHELDON et al., 2014). Die präzise Re-

gulierung dieser Immunmechanismen ermöglicht einerseits eine angemessene 

Reaktion des Immunsystems auf pathologische Ereignisse wie Infektionen, ande-

rerseits die adäquate Anpassung der lokalen Abwehrbereitschaft im Rahmen der 

verschiedenen Zyklusphasen sowie der Etablierung und Erhaltung einer Trächtig-

keit. Die Bedeutung einer angemessenen Regulation der lokalen Immunmecha-

nismen für die Fruchtbarkeit wird in dieser Arbeit am Beispiel der Interleukin 

(IL) 1-Familie näher beleuchtet. 

1.1. Immunmechanismen im Reproduktionstrakt beim weiblichen Rind 

Als anatomische Barrieren stellen Schamschluss, Vagina und Zervix die ersten 

Hindernisse für aufsteigende Keime dar. Hinzu kommen vaginaler und zervikaler 

Mukus als physikalisch-chemische Barriere (SHELDON et al., 2014; 

DADARWAL et al., 2017). Keime, die dennoch aufgestiegen sind, können von 

‚pattern recognition receptors‘ (PRR) erkannt werden. PRR befinden sich auf der 

Oberfläche von Zellen, die dem Immunsystem zugeordnet werden, aber auch auf 

den Epithel- und Stromazellen des Endometriums (HERATH et al., 2006; 

DAVIES et al., 2008; TURNER et al., 2014). Neben Bestandteilen von aufgestie-

genen Keimen, den ‚pathogen-associated molecular patterns‘ (PAMPs), erkennen 

PRR auch Hinweise auf geschädigtes oder gestresstes Gewebe, die ‚damage-

associated molecular patterns‘ (DAMPs), wie z.B. freigesetzte ursprünglich intra-

zelluläre Proteine (PARK et al., 2006; ROELOFS et al., 2006; MOLTENI & 

ROSSETTI, 2021). Auf die Erkennung von PAMPs und DAMPs hin werden zahl-

reiche Mechanismen wie die Induktion diverser körpereigener Effektoren in Gang 

gesetzt, welche im Folgenden beschrieben werden.  

Eine PRR-Aktivierung führt zu einer gesteigerten Genexpression und Produktion 

proinflammatorischer Zytokine (ZHANG et al., 2019). Diese fördern Entzün-
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dungsprozesse durch chemotaktische Aktivitäten wie die Rekrutierung und Akti-

vierung von polymorphkernigen neutrophilen Ganulozyten (PMN) und die Betei-

ligung an der Produktion weiterer entzündungsfördernder Faktoren wie Leuko-

triene, Cyclooxygenase Typ 2 und Prostaglandin E2 (PGE2) (LAAN et al., 1999; 

HOSHINO et al., 2000; DINARELLO, 2009; ISAILOVIC et al., 2015). Proin-

flammatorische Zytokine, die im Endometrium und im Uterussekret detektiert 

wurden, sind insbesondere die proinflammatorischen Interleukine IL1B, IL6 und 

IL17α, das Chemokin IL8 und der Tumornekrosefaktor α (TNFα) (PAULA-

LOPES et al., 1999; DINARELLO, 2009; GÄRTNER et al., 2015; DADARWAL 

et al., 2019; ZHANG et al., 2019; HELFRICH et al., 2020). 

Unter dem Einfluss proinflammatorischer Zytokine erfolgt auch die Rekrutierung 

und Aktivierung von Zellen des Immunsystems (SHELDON et al., 2014). PMN 

strömen in den Uterus ein und wirken dort eingedrungenen Mikroorganismen ent-

gegen. Neben dieser initialen Infiltration, für die vor allem die chemotaktische 

Wirkung von IL8 bedeutend ist (ZERBE et al., 2003; MACKINTOSH et al., 

2013), werden besonders unter dem Einfluss von IL6 auch Makrophagen und 

Lymphozyten rekrutiert (HURST et al., 2001). Der für die Reifung von Makro-

phagen bedeutsame Granulocyte-macrophage colony stimulating factor wurde im 

Epithel sowohl des Uterus als auch des Eileiters nachgewiesen (DE MORAES et 

al., 1999). B-Lymphozyten, T-Lymphozyten und Natürliche Killerzellen wurden 

auch im gesunden Uterus detektiert (OLIVEIRA et al., 2013). Dabei liegen B-

Lymphozyten in Aggregaten im Stroma sowie an den Blutgefäßen im Myometri-

um vor (OLIVEIRA et al., 2013) und gelangen unter dem Einfluss von Chemoki-

nen an die Schleimhautoberfläche (DADARWAL et al., 2017). 

Zu den Zytokinen wird auch die Gruppe der Interferone gezählt, welche antivirale 

Eigenschaften besitzen (SAMUEL, 2001) und mit Ausnahme von Interferon τ 

(IFNτ) im Rahmen von viralen Infektionen induziert werden (ROBERTS et al., 

1999). Im Mausmodell konnte auch bei bakteriell bedingter Endometritis eine 

antiinflammatorische Wirkung von IFNτ dargestellt werden (JIANG et al., 2017). 

Für die Typ I Interferone α und τ konnte außerdem in vitro ein hemmender Effekt 

auf die Sekretion von Prostaglandinen wie PGE2 nachgewiesen werden (BARROS 

et al., 1991; DANET-DESNOYERS et al., 1994). Bei wissenschaftlichen Unter-

suchungen zu IFNτ beim Rind steht meist seine Funktion als embryonales Signal 

zur maternalen Trächtigkeitserkennung im Vordergrund (ROBERTS, 2007; 
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DORNIAK et al., 2013; D'OCCHIO et al., 2020). 

Werden eingedrungene Pathogene durch das Immunsystem erkannt, werden u.a. 

spezifische Immunglobuline synthetisiert. Immunglobuline binden an eingedrun-

gene Mikroorganismen, um sie für phagozytierende Zellen zu markieren, Kom-

plementfaktoren zu aktivieren oder die Adhäsion der Mikroorganismen an die 

Schleimhaut zu verhindern (CORBEIL et al., 1974; BUTLER, 1983; SINGH et 

al., 2008). In zahlreichen Studien konnte nach experimentell induzierten genitalen 

Infektionen mit Leptospira, Campylobacter fetus, Trueperella pyogenes, Histophi-

lus somni oder Tritrichomonas foetus eine erhöhte Konzentration spezifischer 

Immunglobuline im Uterus-, Zervix- oder Vaginalsekret nachgewiesen werden. 

Hierbei wurden vor allem die Immunglobuline G und A, aber auch M und E de-

tektiert (DUNCAN et al., 1972; CORBEIL et al., 1974; WATSON et al., 1990; 

BUTT et al., 1993; DHALIWAL et al., 1996; CORBEIL et al., 2005).  

Die Aktivierung von PRR bewirkt weiter eine gesteigerte Genexpression und Pro-

duktion von antimikrobiellen Peptiden (AMP), welche aber auch allein durch pro-

inflammatorische Zytokine induziert werden können (KING et al., 2002; DAVIES 

et al., 2008; ISHIGAME et al., 2009; CHAPWANYA et al., 2013; LEDGARD et 

al., 2015; IBRAHIM et al., 2016). Im Rahmen von lokalen immunologischen 

Vorgängen sind im Genitaltrakt des weiblichen Rindes vor allem S100-Proteine 

(S100A8, S100A9 und S100A12), β-Defensine (v.a. DEFB1, DEFB4A, DEFB5, 

DEFB300, Lingual Antimicrobial Peptide und Tracheal Antimicrobial Peptide) 

und Cathelicidine bedeutsam (DAVIES et al., 2008; CHAPWANYA et al., 2009; 

WATHES et al., 2009; CHAPWANYA et al., 2013; SWANGCHAN-UTHAI et 

al., 2013; FOLEY et al., 2015; LEDGARD et al., 2015; IBRAHIM et al., 2016). 

AMP können eingedrungenen Mikroorganismen auf unterschiedliche Art entge-

genwirken. Manche AMP binden Mangan und Zink und senken damit deren Ver-

fügbarkeit für Bakterien, welche diese zum Wachstum benötigen (CORBIN et al., 

2008; KEHL-FIE et al., 2011). Andere bekämpfen Bakterien durch das Auslösen 

von autolytischen Vorgängen (BIERBAUM & SAHL, 1985) oder durch Beschä-

digung der Bakterienwand (SAHL et al., 2005). Darüber hinaus besitzen AMP 

chemotaktische Eigenschaften und können die Aktivierung von PMN bewirken 

(LACKMANN et al., 1992; RYCKMAN et al., 2003; VOGL et al., 2007). Des 

Weiteren wurde beschrieben, dass AMP proinflammatorische Effekte auslösen 

können, da sie selbst PRR aktivieren und proinflammatorische Zytokine induzie-
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ren können (SUNAHORI et al., 2006; VAN LENT et al., 2010; DESSING et al., 

2015). Unter anderen Versuchsbedingungen wurden dagegen entzündungshem-

mende Effekte von AMP durch Bindung von proinflammatorischen Zytokinen 

und eine abstoßende Wirkung auf neutrophile Granulozyten beobachtet 

(IKEMOTO et al., 2007; SROUSSI et al., 2007; DONATO et al., 2013). Neben 

diesen allgemeinen Eigenschaften von AMP ist im Hinblick auf den Genitaltrakt 

außerdem zu erwähnen, dass eine erhöhte AMP-Konzentration die Lebens- und 

Bewegungsfähigkeit von Spermien sowie die embryonale Entwicklung beein-

trächtigt (FUNESHIMA et al., 2020) und mit frühen Aborten assoziiert wird 

(NAIR et al., 2015).  

Ebenfalls sehr potente Entzündungsmediatoren sind Akute-Phase-Proteine. Sie 

wirken u.a. als Komplementfaktoren im Rahmen der Opsonisierung und als Va-

sodilatatoren (BRÖKER, 2019). Im Uterus wurden aus dieser Gruppe die Proteine 

Haptoglobin, Serum Amyloid A und C-reaktives Protein detektiert. Teilweise 

wurde hierbei eine verstärkte Genexpression und Produktion im Falle einer En-

dometritis oder einer Entzündungssimulation mittels Lipopolysacchariden nach-

gewiesen (BRODZKI et al., 2015b; BRODZKI et al., 2015a; ZHANG et al., 2018; 

TANAI et al., 2020). 

Eine wichtige Rolle für das lokale Entzündungsgeschehen spielt auch der Lipid-

mediator PGE2, welcher durch eine Aktivierung von PRR induziert werden kann 

und u.a. für Vasodilatation und Plasmaexsudation verantwortlich ist (WILLIAMS, 

1979; SHELDON et al., 2014; SALVI et al., 2016).  

Darüber hinaus wurden im bovinen Uterus verschiedene Mucine nachgewiesen 

(DAVIES et al., 2008; WAGENER et al., 2017b), welche ebenfalls die Abwehr 

von eingedrungenen Mikroorganismen unterstützen (BRAYMAN et al., 2004; 

PLUTA et al., 2012). 

All diese Prozesse ermöglichen im Fall von eingedrungenen Infektionserregern 

eine Entzündungsreaktion und somit eine Elimination oder Hemmung des Wachs-

tums von Mikroorganismen durch das angeborene und das adaptive Immunsys-

tem. Um jedoch ein Überschießen der Entzündung zu verhindern und nach Besei-

tigung der Noxe die Abdämpfung der Immunreaktion zu bewirken, sind Mecha-

nismen der Gegenregulation ebenfalls von erheblicher Bedeutung. Die antiin-

flammatorischen Zytokine IL4, IL10 und IL13 hemmen die Genexpression von 



II. Literaturübersicht 7 

proinflammatorischen Zytokinen wie IL1, TNFα und Chemokinen 

(DINARELLO, 2000). Rezeptorantagonisten (RA) wie IL1RA, IL36RA und IL38 

verhindern die Wirkung von proinflammatorischen Agonisten, indem sie deren 

Rezeptoren blockieren (DINARELLO, 2009; TOWNE et al., 2011; VAN DE 

VEERDONK et al., 2012). Neben den antiinflammatorischen Zytokinen spielen 

außerdem Resolvine aus der Gruppe der Lipidmediatoren eine Rolle bei der 

Rückbildung einer Entzündung (SHELDON et al., 2014). 

1.2. Spezielle Betrachtung der IL1-Familie 

Zur Familie der IL1-Zytokine gehören sowohl proinflammatorisch als auch antiin-

flammatorisch wirkende Vertreter. Im Folgenden werden die IL1-Zytokine mit 

der zugehörigen Physiologie und Pathologie speziesübergreifend näher beschrie-

ben.  

1.2.1. Bestandteile der IL1-Familie  

IL1A und IL1B: IL1A und IL1B sind proinflammatorische Zytokine, die haupt-

sächlich von Monozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen sowie von 

B-Lymphozyten und natürlichen Killerzellen produziert werden. Diese Zytokine 

können aber auch von Epithel- und Stromazellen des bovinen Endometriums syn-

thetisiert werden (PAULA-LOPES et al., 1999; DINARELLO, 2009). Ihre Syn-

these wird, wie in II.1.1. beschrieben, durch die Aktivierung von PRR angeregt 

(DINARELLO, 2005b). Darüber hinaus können sowohl IL1A als auch IL1B die 

eigene Synthese und die des jeweils anderen fördern (DINARELLO et al., 1987; 

LI & SMITH, 2013). Beide Zytokine beschleunigen ein Entzündungsgeschehen 

durch die Anregung der Synthese von weiteren entzündungsfördernden Faktoren 

wie PGE2, Leukotrienen, proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen 

(DINARELLO, 2000, 2005a, 2009). IL1A funktioniert dabei als sogenanntes 

Alarmin, d.h. es liegt intrazellulär in bioaktiver Form vor. Nur bei Zellschäden 

liegt es auch extrazellulär vor und stellt dann ein Alarmsignal dar (CHEN et al., 

2007; YAZDI & GHORESCHI, 2016). Dagegen wird IL1B aktiv sezerniert und 

muss für eine bioaktive Wirkung mittels Caspase-1 aktiviert werden (BLACK et 

al., 1988; THORNBERRY et al., 1992; BAUERNFEIND et al., 2011; PICCIOLI 

& RUBARTELLI, 2013). 

IL1R1, IL1R2 und IL1R3: Die Wirkung von IL1A und IL1B wird durch den Re-

zeptor IL1R1 vermittelt (SIMS et al., 1988). Nachdem IL1A oder IL1B an IL1R1 
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gebunden haben, verändert IL1R1 seine Struktur. Der Co-Rezeptor IL1R3 kann 

nach der Konformationsänderung von IL1R1 ebenfalls an IL1R1 binden, ohne 

dabei Kontakt zu IL1A oder IL1B zu haben. Diese Bindung von IL1R3 an IL1R1 

komplettiert die Aktivierung (DINARELLO, 2018). Darüber hinaus stellt IL1R2 

einen weiteren Rezeptor für IL1B dar. Die Bindung von IL1B an IL1R2 löst je-

doch keine weitere Reaktion aus und stellt somit eine Neutralisation dar 

(COLOTTA et al., 1993; DINARELLO, 2009).  

Interleukin 1-Rezeptorantagonist (IL1RA): IL1RA bindet an IL1R1 mit der glei-

chen Affinität wie IL1A und IL1B (HANNUM et al., 1990). Dabei erfolgt jedoch 

keine Aktivierung des Rezeptors, da IL1RA eine Bindungsstelle weniger als IL1A 

und IL1B besitzt und somit eine Domäne des Rezeptors unberührt bleibt (EVANS 

et al., 1995). Dadurch kann IL1RA die entzündungsfördernde Wirkung von IL1A 

und IL1B hemmen. Um die Bindung von IL1A oder IL1B an IL1R1 in ausrei-

chendem Maße zu verhindern, muss IL1RA jedoch in einer zehn- bis tausendfach 

höheren Konzentration als die beiden Rezeptoragonisten vorliegen 

(DINARELLO, 1996). Bei in vitro-Versuchen wurde beobachtet, dass die Kon-

zentration von IL1RA je nach Gewebeart 5- bis 100-mal so hoch wie die von 

IL1A oder IL1B sein muss, um die durch letztere induzierten Effekte um 50 % zu 

hemmen (AREND et al., 1990). Diese Beobachtungen werden zum einen durch 

die kurze Halbwertszeit, die schnelle Exkretion und die langsame Rezeptorbin-

dung von IL1RA erklärt (DINARELLO, 1996). Zum anderen stellen die starke 

Expression von IL1R1 auf vielen Zellen sowie eine effektive Wirkung von IL1A 

und IL1B bereits bei nur wenigen aktivierten Rezeptoren mögliche Erklärungen 

dar (GABAY et al., 2010). Wie die beiden proinflammatorischen Agonisten kann 

auch IL1RA u.a. von den Zellen des Endometriums produziert werden 

(BELLEHUMEUR et al., 2009; ZLATSKA et al., 2017). Eine Induktion von 

IL1RA kann durch IL1B (BELLEHUMEUR et al., 2009; LI & SMITH, 2013) 

sowie durch die Interleukine IL10 und IL6 (JENKINS et al., 1994; JORDAN et 

al., 1995) und verschiedene Infektionserreger (JORDAN et al., 1995; 

SMEEKENS et al., 2015) erfolgen.  

Weitere Mitglieder der IL1-Familie: Darüber hinaus gehören zur IL1-Familie die 

proinflammatorischen Interleukine IL18, IL33, IL36A, IL36B und IL36G, die 

antiinflammatorischen Interleukine IL36RA, IL37 und IL38, sowie die Rezepto-

ren IL18Rα, IL36R und ST2 (YAZDI & GHORESCHI, 2016). 



II. Literaturübersicht 9 

1.2.2. Konzentrationsveränderungen von IL1A, IL1B und IL1RA in Zu-

sammenhang mit verschiedenen Krankheitsbildern 

Bei verschiedenen chronisch-entzündlichen Erkrankungen liegt eine übermäßige 

Produktion von IL1A und IL1B vor. In der Humanmedizin wird in manchen Fäl-

len das daraus entstehende Ungleichgewicht zwischen IL1A bzw. IL1B und 

IL1RA durch die Gabe von rekombinantem IL1RA, bezeichnet als Anakinra, be-

handelt. Beispiele für erfolgreiche Behandlungen mit Anakinra sind für die sys-

temische juvenile idiopathische Arthritis (PASCUAL et al., 2005), die autoin-

flammatorische Erkrankung Muckle-Wells Syndrom (HAWKINS et al., 2003) 

oder Verläufe der rheumatologischen Erkrankung Morbus Still, die nicht auf eine 

Kortisoltherapie ansprechen (FITZGERALD et al., 2005), beschrieben. Auch bei 

entzündlichen Erkrankungen der Fortpflanzungsorgane sind häufig Veränderun-

gen im IL1-System zu beobachten. So besteht bei der Kuh ein Zusammenhang 

zwischen klinischer oder subklinischer Endometritis und einer erhöhten Genex-

pression von IL1A, IL1B und IL1RA im Endometrium (GABLER et al., 2009; 

DADARWAL et al., 2019). Bei der Stute wurden Unterschiede in der Regulation 

der Genexpression von IL1B und IL1RA im Endometrium zwischen gesunden 

Tieren und solchen, die für Post-Breeding-Endometritis empfänglich sind, beo-

bachtet (CHRISTOFFERSEN et al., 2012; WOODWARD et al., 2013). 

1.2.3. Das IL1-System in Bezug auf die weiblichen Fortpflanzungsorgane 

Wie in II.1.1. beschrieben, stellen die Bestandteile der IL1-Familie als pro- bzw. 

antiinflammatorische Zytokine einen sehr wichtigen Teil der lokalen Immunme-

chanismen der weiblichen Fortpflanzungsorgane dar. Die Steuerung der Genex-

pression und Produktion der IL1-Proteine unterliegt dort auch den Einflüssen von 

reproduktionsbiologischen Ereignissen. Außerdem sind Veränderungen der Regu-

lation von IL1A, IL1B und IL1RA auch mit Fortpflanzungsstörungen assoziiert. 

Beides wird nachfolgend näher beschrieben. 

1.2.3.1. Physiologische Veränderungen im Zyklusverlauf des Rindes 

Aufgrund der Unterschiede zwischen den ovariellen Zyklen der Säugetiere wird in 

diesem Kapitel ausschließlich auf den Zyklus des Rindes eingegangen. Für die 

Genexpression und Produktion von IL1B im bovinen Endometrium sind Schwan-

kungen entlang des ovariellen Zyklusverlaufs beschrieben. Verglichen mit der 

Lutealphase wurde im Zeitraum um die Ovulation eine vermehrte Genexpression 
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von IL1B in endometrialen Zellen nachgewiesen (FISCHER et al., 2010). Jedoch 

wurden auch örtliche Unterschiede innerhalb des Endometriums beschrieben: Bei 

PAULA-LOPES et al. (1999) konnte im luminalen endometrialen Epithel im Ver-

lauf des ovariellen Zyklus am Zyklustag 0 die höchste Proteinkonzentration von 

IL1B detektiert werden, während im glandulären Epithel wie auch in uterinen 

Spülungen über die verschiedenen Zyklusphasen hinweg keine Unterschiede in 

der IL1B-Konzentration gezeigt werden konnten. In Bezug auf IL1RA konnte 

eine erhöhte Genexpression im bovinen Endometrium unmittelbar nach der Ovu-

lation im Vergleich zur präovulatorischen Phase und der Lutealphase gezeigt wer-

den (GABLER et al., 2009).  

1.2.3.2. Das IL1-System in Bezug auf die Etablierung und Erhaltung einer 

Trächtigkeit 

Im Rahmen der Entstehung, Etablierung und Erhaltung einer Trächtigkeit sowie 

der Geburt erfolgt physiologischerweise eine spezifische Regulierung von IL1A, 

IL1B, IL1RA und anderen Entzündungsmediatoren. Für bestimmte reprodukti-

onsmedizinische Ereignisse wie Dezidualisierung, Implantation oder das Erzeu-

gen von Wehen spielt die Steigerung von Entzündungsmediatoren wie IL1A und 

IL1B eine wichtige Rolle, wie nachfolgend näher beschrieben wird. Generell ist 

jedoch für die Toleranz eines semiallogenen Fetus im maternalen Organismus und 

die Aufrechterhaltung einer Trächtigkeit eine ausreichende Kontrolle von ent-

zündlichen Prozessen nötig (NADEAU-VALLÉE et al., 2016). Eine adäquate 

Regulierung des IL1-Systems ist also für eine erfolgreiche Fortpflanzung von Be-

deutung.  

Die Rolle des IL1-Systems bei der embryomaternalen Kommunikation und der 

Implantation wurde bisher vor allem im Mausmodell und beim Menschen er-

forscht. In einer Untersuchung von BOURDIEC et al. (2014) konnte dargestellt 

werden, dass die Genexpression des Rezeptors IL1R1 im Endometrium der Maus 

in den ersten beiden Tagen der Trächtigkeit vorübergehend ansteigt. Die Autoren 

werten dies als Reaktion auf die Samenflüssigkeit. Wie in II.1.2.1. beschrieben, 

vermittelt IL1R1 bei Aktivierung ein Entzündungsgeschehen. Gleichzeitig konnte 

in den ersten beiden Tagen der Trächtigkeit auch ein vorübergehender Anstieg der 

Genexpression der beiden entzündungshemmenden Komponenten IL1R2 und 

IL1RA im Endometrium gezeigt werden. Am vierten Trächtigkeitstag, an dem bei 

der Maus der Implantationszeitraum beginnt (WANG & DEY, 2006), wurde dann 
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nochmals ein Anstieg der Genexpression von IL1R1 im Endometrium detektiert, 

jedoch kein Anstieg der Genexpression von IL1R2 und IL1RA. Wird IL1RA bei 

Mäusen ab dem ersten Trächtigkeitstag artifiziell zugeführt, kommt es trotz nor-

maler Entwicklung der Embryonen zur Beeinträchtigung der Implantation 

(SIMÓN et al., 1994b; SIMÓN et al., 1998). In vitro konnte eine Beteiligung von 

IL1RA an der durch Toll-like-Rezeptor-3 induzierten Hemmung der Adhäsion 

von Trophoblastzellen an endometriale Zellen dargestellt werden (MONTAZERI 

et al., 2016). Andererseits konnte eine reduzierte Fruchtbarkeit bei Mäusen mit 

IL1RA-Knockout gezeigt werden (KREINES et al., 2018). Murine und humane 

Embryonen produzieren zu einem sehr frühen Zeitpunkt IL1B, IL1RA und IL1R1 

(DE LOS SANTOS et al., 1996; HUANG et al., 1997). Bei diesen Spezies wird 

dies als wichtiges und frühes Signal der embryomaternalen Kommunikation ange-

sehen (SIMÓN et al., 1994a). Eine starke Produktion von IL1A durch menschli-

che Embryonen, die im Rahmen einer in vitro-Fertilisation (IVF) eingesetzt wur-

den, steht in Zusammenhang mit einer erfolgreichen Implantation (SHETH et al., 

1991). Auch ein Anstieg der Konzentration von IL1B im Serum von Frauen im 

Verlauf einer IVF-Behandlung wird mit dem Behandlungserfolg assoziiert 

(KREINES et al., 2018). Aufgrund der großen Unterschiede zwischen den em-

bryomaternalen Kommunikationsmechanismen verschiedener Säugetiere ist je-

doch die Übertragbarkeit dieser Ergebnisse auf das Rind eingeschränkt. 

Im weiteren Verlauf einer Schwangerschaft scheint eine ausreichend hohe Kon-

zentration des antiinflammatorischen IL1RA im Uterus von Bedeutung zu sein. 

Bei der Frau wurde ein Zusammenhang zwischen einem Allel, welches mit der 

Synthese eines „low-function“-IL1RA-Protein assoziiert wird, und dem Auftreten 

von wiederholten Aborten beobachtet (AVILA-VERGARA et al., 2018). Andere 

Autoren beschrieben einen Zusammenhang zwischen einem Genpolymorphismus, 

der die Transkriptionsaktivität von IL1RA beeinflusst, und wiederholten Früh-

aborten (TARLOW et al., 1993; NAIR et al., 2014). Bei trächtigen Stuten wurde 

eine höhere endometriale Genexpression von IL1RA nach der Implantation im 

Vergleich zu trächtigen Stuten vor der Implantation oder zu zyklischen Stuten 

vorgefunden (HANEDA et al., 2009). Beim Rind konnte gezeigt werden, dass die 

IL1B-Konzentration in Gebärmutterspülproben zwischen dem 17. und dem 25. 

Tag der Trächtigkeit absinkt (DAVIDSON et al., 1995). Zudem konnte in mehre-

ren Studien gezeigt werden, dass gegen Ende der Trächtigkeit sowohl IL1A als 
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auch IL1B die Kontraktion von myometrialen Zellen fördert (ROMERO et al., 

1989; TRIBE et al., 2003; CHEVILLARD et al., 2007). Dies könnte die Erforder-

lichkeit einer adäquaten Hemmung der Wirkung von IL1A und IL1B durch 

IL1RA bis zum Zeitpunkt der Geburt begründen.  

2. Gebärmutterentzündung beim Rind unter besonderer Be-

rücksichtigung der subklinischen Endometritis  

SHELDON et al. (2009b) konnten in einer Metanalyse zeigen, dass die Gebärmut-

terentzündung beim Rind nicht nur das Wohlbefinden, sondern auch die Frucht-

barkeit und somit die Wirtschaftlichkeit der betroffenen Tiere beeinträchtigt. Sie 

ist eine für Veterinärmedizin und Landwirtschaft bedeutsame Erkrankung.  

2.1. Begriffsbestimmungen und Erscheinungsbild 

Die vielfältigen Erscheinungsformen der Gebärmutterentzündung beim Rind kön-

nen anhand folgender Aspekte unterteilt werden: Pathologisch-anatomisch, histo-

pathologisch und klinisch. Da die verschiedenen existierenden Bezeichnungen 

nicht immer einheitlich angewendet werden, kommen in der vorliegenden Arbeit 

die Definitionen nach SHELDON et al. (2006) zur Anwendung: 

Puerperale Metritis: 

Beim Vorliegen systemischer Symptome wie Fieber, Mattigkeit oder Rückgang 

der Milchleistung aufgrund einer Gebärmutterentzündung in Verbindung mit ei-

nem pathologisch vergrößerten Uterus und übelriechendem wässrig-braunen Aus-

fluss, wird die Erkrankung als puerperale Metritis bezeichnet.  

Klinische Metritis: 

Die klinische Metritis wird durch einen pathologisch vergrößerten Uterus mit 

purulentem Ausfluss innerhalb der ersten 21 Tage post partum (p.p.) unter Abwe-

senheit von systemischen Entzündungssymptomen definiert.  

Klinische Endometritis: 

Klinische Endometritis (KE) wird durch eitrigen Ausfluss nach dem 21. Tag p.p. 

ohne Störungen des Allgemeinbefindens definiert. Dabei wird zwischen purulent 

(Anteil des Eiters > 50 %) und mukopurulent (Anteil des Eiters ≤ 50 %) unter-

schieden. 
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Pyometra: 

Kommt es während des Bestehens eines persistierenden Corpus luteums und einer 

geschlossenen Zervix zu einer intrauterinen Ansammlung von Eiter, wird die Er-

krankung als Pyometra definiert.  

Subklinische Endometritis: 

Subklinische Endometritis (SE) liegt bei einem zu hohen Anteil an PMN in der 

zytologischen Untersuchung bei gleichzeitiger Abwesenheit von klinischen 

Symptomen nach dem 21. Tag p.p. vor. Als Grenzwert des Referenzbereiches 

nennt SHELDON et al. (2006) einen PMN-Anteil über 18 % während der Zeit-

spanne zwischen 21 und 33 Tagen p.p. sowie über 10 % während der Zeitspanne 

zwischen 34 und 47 Tagen p.p.. Hinsichtlich des im gesunden Uterus maximal 

vorliegenden PMN-Wertes bestehen in der Literatur jedoch unterschiedliche An-

sichten (siehe II.2.4.5.). 

2.2. Prävalenz  

Puerperale Metritis wurde in einer Untersuchung von BENZAQUEN et al. (2007) 

bei 21 % der involvierten Kühe festgestellt. Für KE ermittelten BENZAQUEN et 

al. (2007) eine Inzidenz von 24 % bis zum 30. Tag p.p., LEBLANC et al. (2002a) 

eine Prävalenz von 17 %. Die Angaben zur Prävalenz von SE variieren in der Li-

teratur stark. Einflussfaktoren auf die Prävalenzergebnisse sind der gewählte 

PMN-Anteil in endometrialen Abstrichen oder Gebärmutterspülproben, ab dem 

bei der zytologischen Untersuchung die Diagnose der SE gestellt wird (vgl. 

II.2.4.5.) und der zeitliche Abstand zwischen Probenentnahme und der vorausge-

gangenen Geburt. Die Spanne der Prävalenzwerte reicht von 12 % bis 94 % 

(KAUFMANN et al., 2009; SALASEL et al., 2010). Zudem wurden große Vari-

anzen zwischen verschiedenen Herden trotz gleichbleibender Untersuchungsme-

thode beschrieben (GILBERT et al., 2005). 

2.3. Ätiologie, Pathogenese und prädisponierende Faktoren 

Faktoren, welche auf die Entstehung und Entwicklung der Gebärmutterentzün-

dung beim Rind Einfluss nehmen, werden im Folgenden näher beschrieben. Auf-

grund der Komplexität wird dabei auf die SE gesondert eingegangen. 

2.3.1. Intrauterine Infektionen 

Gebärmutterentzündungen werden beim Rind vor allem in den ersten Wochen 
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nach der Geburt diagnostiziert (SHELDON et al., 2009a). Bei der Geburt können 

Bakterien aus dem Umfeld oder von der Haut der Kuh in den Uterus gelangen. In 

Studien konnten bei über 90 % der untersuchten Kühe in den ersten zwei Wochen 

nach der Geburt Bakterien aus dem Uterus isoliert werden. Dieser Anteil reduzier-

te sich im Verlauf des Puerperiums (GRIFFIN et al., 1974; SMITH & RISCO, 

2002). Allerdings führt die Kontamination des Uterus mit Bakterien nach der Ge-

burt nicht grundsätzlich dazu, dass nachfolgend das betroffene Tier eine Gebär-

mutterentzündung erleidet oder die Fruchtbarkeit beeinträchtigt wird (HUSSAIN 

et al., 1990). Entscheidend für die Entstehung und den Verlauf einer möglichen 

Gebärmutterentzündung sind die Pathogenität der Bakterien und die Immunität 

der betroffenen Kuh (FÖLDI et al., 2006; SHELDON et al., 2009a). Als Hauptpa-

thogene im postpartalen Uterus des Rindes werden Escherichia coli (E. coli), Tru-

eperella pyogenes, Prevotella species pluralis (spp.) und Fusobacterium necro-

phorum angesehen (BONNETT et al., 1991; DOHMEN et al., 2000; WILLIAMS 

et al., 2005; DONOFRIO et al., 2008).  

Weniger eindeutig ist die Bedeutung potenziell pathogener Keime wie Bacil-

lus spp. In einer Untersuchung von WAGENER et al. (2015) konnte im Zeitraum 

bis 28 Tage p.p. bei 10 % der beprobten Kühe Bacillus spp. detektiert werden. 

Über die Hälfte dieser Isolate stellten Bacillus pumilus (B. pumilus) dar. 

GÄRTNER et al. (2016) konnten zeigen, dass eine Koinkubation mit B. pumilus 

in vitro proinflammatorisch auf bovine endometriale Epithelzellen wirkt und den 

Zelltod auslösen kann. Dennoch zeigte die begleitende vaginoskopische Untersu-

chung bei WAGENER et al. (2015), dass sich unter den von B. pumilus betroffe-

nen Tieren neben Kühen mit KE auch klinisch unauffällige Kühe befanden. 

Grundsätzlich ist das Lumen des bovinen Uterus nicht als steril anzusehen. Auch 

im Uterus gesunder Kühe mit abgeschlossenem Puerperium sind Bakterien nach-

weisbar, darunter insbesondere Proteobacteriae, zu denen unter anderem die Gat-

tung Escherichia gehört, und Firmicutes, zu denen neben der Gattung Bacillus 

auch Staphylococcus und Clostridium sowie die kommensalen Lactobacilli ge-

zählt werden (CLEMMONS et al., 2017; LIETAER et al., 2021). Es wurden je-

doch Unterschiede in der Zusammensetzung der mikrobiellen Besiedlung von 

Kühen mit klinischer Metritis und Kühen mit einem normalen Verlauf des Puer-

periums beschrieben (PENG et al., 2013; BICALHO et al., 2017). 

Neben bakteriellen Infektionen werden auch Infektionen mit dem bovinen Her-
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pesvirus Typ 4 und dem bovinen Virusdiarrhoe-Virus mit Metritis und Endometri-

tis in Verbindung gebracht (GÜR & DOĞAN, 2010; CHENG et al., 2017). 

2.3.2. Weitere Risikofaktoren 

Neben der Bedeutung von Infektionserregern sind weitere Risikofaktoren zu be-

achten, die mit dem Auftreten von entzündlichen Erkrankungen des Uterus assozi-

iert sind: Dystokie, Totgeburten, ein niedriger Body-Condition-Score, Nachge-

burtsverhaltung und mangelnde Stallhygiene korrelieren direkt mit dem Auftreten 

von KE und SE (PASCAL et al., 2021). Darüber hinaus zeigte sich in einer Unter-

suchung von MANRÍQUEZ et al. (2020) ein erhöhtes Risiko für puerperale und 

klinische Metritis nach Überschreiten der physiologischen Trächtigkeitsdauer, 

sowie bei einer verkürzten Trockenstehphase (< 30 Tage) für puerperale Metritis.  

2.3.3. Ätiologie, Pathogenese und prädisponierende Faktoren für SE 

Eine SE entwickelt sich häufig aus einer vorausgegangenen klinischen Metritis 

(CHEONG et al., 2011; LEE et al., 2018). Jedoch sind auch Fälle von SE be-

schrieben, bei denen zuvor keine klinische Metritis diagnostiziert worden war 

(BARAŃSKI et al., 2012).  

Während bakterielle Infektionen sowie uterine Läsionen die Entstehung von klini-

schen Metritiden zu fördern scheinen, wird mit SE vor allem die Dysregulation 

der lokalen Immunmechanismen assoziiert (LEBLANC, 2014). In diesem Zu-

sammenhang wird auch eine Dysregulation der puerperalen Entzündung mit der 

Entwicklung von SE in Verbindung gebracht (LEBLANC, 2014). Diese Entzün-

dungsprozesse werden als physiologischer Vorgang angesehen (CHAPWANYA 

et al., 2012) und daher bei HELFRICH (2018) als ‚physiologische puerperale Ent-

zündung‘ (PPE) bezeichnet. Die PPE ist an der Ablösung der Nachgeburt, der 

Reinigung des Uterus von aufgestiegenen Bakterien und der Wiederherstellung 

der Epithelintegrität beteiligt. Deshalb ist die PPE wichtig für die Regeneration 

des Uterus und das Wiedererlangen eines physiologischen Zustandes des Endo-

metriums nach der Geburt (HERATH et al., 2009; GABLER et al., 2010; 

CHAPWANYA et al., 2012; LEBLANC, 2014; SHELDON et al., 2014). Im 

Rahmen der PPE ist die Genexpression proinflammatorischer Zytokine wie IL1B, 

IL8 und IL6 im bovinen Endometrium während des klinischen Puerperiums er-

höht (GABLER et al., 2010). Zum Ende einer unauffälligen PPE erfolgt jedoch 

eine effektive Gegenregulation der lokalen Immunabwehr auf die basale Aktivität 
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(LEBLANC, 2014). Im Hinblick auf einen möglichen Zusammenhang zwischen 

einer dysregulierten puerperalen Entzündung und der Entwicklung einer SE exis-

tieren in der Literatur verschiedene, nachfolgend vorgestellte Hypothesen. 

Einige Untersuchungen deuten auf die Entwicklung einer SE als Folge einer zu 

schwachen puerperalen Entzündung hin. GALVÃO et al. (2011) detektierten 12 h 

sowie eine Woche p.p. eine reduzierte Genexpression der proinflammatorischen 

Zytokine IL1B und Tumornekrosefaktor α im Endometrium von Kühen, die später 

eine SE entwickelten, gegenüber Kühen, die gesund blieben. Auch eine Suppres-

sion der lokalen Immunabwehr p.p. durch erhöhte Konzentrationen des antiin-

flammatorischen Zytokins IL10 wird mit der Entwicklung von SE in Verbindung 

gebracht. Jedoch sind die Angaben in der Literatur diesbezüglich nicht einheitlich. 

So wiesen BRODZKI et al. (2015b) in der ersten Woche p.p. in Uterusspülproben 

von Kühen, die später eine SE entwickelten, eine im Vergleich zu gesund blei-

benden Kühen erhöhte IL10-Konzentration nach. In einer Untersuchung von 

GALVÃO et al. (2011) zeigte sich jedoch bezüglich der IL10-Genexpression in 

endometrialen Bioptaten, die wöchentlich ab 12 h p.p. gewonnen wurden, kein 

Unterschied zwischen den Kühen, die eine SE entwickelten, gegenüber solchen, 

die gesund blieben.  

Eine mögliche Folge einer abgeschwächten puerperalen Entzündung ist die un-

vollständige Elimination von bei der Geburt aufgestiegenen Bakterien aus dem 

Uterus. Dadurch können dauerhafte Expositionen des Endometriums fortbestehen, 

welche die lokalen Immunmechanismen aktivieren und so das Entstehen einer 

chronischen Endometritis fördern (GILBERT et al., 2007; BRODZKI et al., 

2015b). So konnten GHANEM et al. (2015) zeigen, dass das Persistieren von 

Bakterien im Uterus über mehrere Wochen p.p. mit der Entwicklung einer SE 

assoziiert ist. 

Im Gegensatz dazu kann die Entwicklung einer SE auch als Folge einer überstei-

gerten Immunreaktion p.p. betrachtet werden. HERATH et al. (2009) zeigten eine 

stärkere endometriale Genexpression proinflammatorischer Zytokine wie IL1A 

und IL1B in der ersten Woche p.p. bei Kühen, die später eine SE entwickelten, im 

Vergleich zu Kühen, die gesund blieben. Darüber hinaus war zu diesem Zeitpunkt 

bei den später erkrankten Tieren ein größeres Verhältnis der Genexpression des 

proinflammatorischen Zytokins IL1 zu der des antiinflammatorischen Zytokins 

IL10 feststellbar.  
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Das Risiko für die Entwicklung einer SE wird neben den in II.2.3.2. beschriebe-

nen allgemeinen Faktoren auch durch metabolische Erkrankungen wie Ketose 

erhöht (CHEONG et al., 2011). In einer Studie von ESPOSITO et al. (2020) un-

tersuchten die Autoren das Endometrium von Kühen, die peripartal eine restrikti-

ve Fütterung erhielten, welche zu erhöhten Werten an freien, unveresterten Fett-

säuren und dem Ketonkörper β-Hydroxybutyrat im Blut führte. Dabei konnte in 

der uterinen zytologischen Untersuchung am 14. und am 28. Tag p.p. höhere 

PMN-Anteile gegenüber einer nicht restriktiv gefütterten Vergleichsgruppe fest-

gestellt werden. Außerdem war die endometriale Genexpression der proinflamma-

torischen Zytokine IL1 und IL8 am 35. Tag p.p. bei den restriktiv gefütterten Kü-

hen erhöht. Auch in vitro konnte ein stimulierender Einfluss von freien, unver-

esterten Fettsäuren auf die Produktion proinflammatorischer Zytokine in bovinen 

endometrialen Epithelzellen dargestellt werden (CHANKEAW et al., 2018). 

2.4. Diagnostik klinischer und subklinischer Gebärmutterentzündungen 

Zur Diagnose von klinischer und subklinischer Gebärmutterentzündung können 

verschiedene Techniken eingesetzt werden, welche nachfolgend näher beschrie-

ben werden. 

2.4.1. Äußere Adspektion 

Bei der klinischen Untersuchung sollte zunächst auf äußerlich sichtbaren Ausfluss 

an Vulva, Perineum oder Schwanzunterseite geachtet werden, welcher gegebenen-

falls anhand von Farbe, Konsistenz und Geruch beurteilt werden kann 

(LEBLANC et al., 2002a).  

2.4.2. Transrektale Palpation 

Durch transrektale Palpation können Größe, Symmetrie, Fluktuation und Kontrak-

tilität des Uterus beurteilt und so klinische Symptome einer Entzündung festge-

stellt werden. Allerdings gilt die alleinige Anwendung dieser Methode als wenig 

sensitiv für die Detektion von Endometritiden (GILBERT et al., 2005).  

2.4.3. Beurteilung des Vaginalschleims 

Um auch bei unauffälliger äußerer Adspektion Vaginalschleim auf Veränderun-

gen von Farbe, Konsistenz und Geruch untersuchen zu können, stehen verschie-

dene Methoden zur Verfügung. Zum einen kann eine vaginoskopische Untersu-

chung unter Zuhilfenahme eines Spekulums durchgeführt werden. Verschiedene 
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Studien kommen zu dem Schluss, dass zur Erhöhung der Sensitivität statt alleini-

ger transrektaler Palpation eine Kombination mit einer vaginoskopischen Unter-

suchung anzuraten ist (MILLER et al., 1980; LEBLANC et al., 2002a). Zum an-

deren kann mittels manueller vaginaler Exploration Schleim aus der Vagina ge-

wonnen und anschließend beurteilt werden. Alternativ kann dazu ein Metricheck-

Instrument eingesetzt werden. Dies besteht aus einem etwa 50 cm langen Stab, an 

dessen Spitze eine Silikonkappe angebracht ist. Das Instrument wird vaginal ein-

geführt und anschließend wieder zurückgezogen, wobei sich Schleim aus der Va-

gina in der Silikonkappe ansammelt. Dieser Schleim wird nachfolgend auf Eiter-

beimengungen kontrolliert (PLETICHA et al., 2009). 

2.4.4. Ultrasonographische Untersuchung 

Mittels transrektaler ultrasonographischer Untersuchung des Uterus können in-

trauterine Flüssigkeitsansammlungen als Symptom einer Entzündung detektiert 

werden. BARLUND et al. (2008) ermittelten für diese Methode zur Diagnosestel-

lung einer Endometritis eine Sensitivität von 30,8 % und eine Spezifität von 

92,8 %. Des Weiteren kann bei der transrektalen ultrasonographischen Untersu-

chung des Uterus die Dicke des Endometriums beurteilt werden. Hierfür ist zur 

Detektion von Endometritiden von BARLUND et al. (2008) eine Sensitivität von 

3,9 % und eine Spezifität von 89,2 % beschrieben (Referenzmethode jeweils zyto-

logische Untersuchung mit Cytobrush-Methode (siehe II.2.4.5.)). 

2.4.5. Zytologische Untersuchung 

Durch die zytologische Untersuchung des Endometriums kann die Anwesenheit 

von PMN festgestellt werden, welche im Verlauf einer Entzündung in den Uterus 

einwandern (vgl. II.1.1.). Zur Gewinnung des Zellmaterials existieren verschiede-

ne Methoden, die nachfolgend beschrieben werden. 

Bei der Uterusspülung wird Natriumchloridlösung in den Uterus infundiert und 

ein Teil der Flüssigkeit durch Aspiration wiedergewonnen. Nach Zentrifugation 

der Flüssigkeit wird das gewonnene Zellmaterial auf einen Objektträger übertra-

gen, fixiert und gefärbt. Anschließend wird mit Hilfe eines Mikroskops die Zu-

sammensetzung, insbesondere der Anteil an PMN, beurteilt (GILBERT et al., 

2005; VAN SCHYNDEL et al., 2018). 

Eine andere Methode zur Gewinnung von Zellmaterial stellt die Cytobrush-

Methode dar. Dabei wird ein Abstrichbürstchen genutzt, welches erst über das 
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Endometrium und anschließend über einen Objektträger gerollt wird 

(KASIMANICKAM et al., 2004). Angaben zur Sensitivität der Untersuchung auf 

subklinische Endometritis mittels Cytobrush variieren je nach Zeitpunkt der Be-

probung zwischen 17 % und 86 %, die Angaben zur Spezifität zwischen 42 % und 

92 % (DE BOER et al., 2014).  

Zudem wurde die Methode des Cytotapes entwickelt. Dabei wird während der 

künstlichen Besamung endometriales Zellmaterial mit Hilfe eines Klebebandes 

gewonnen, welches am tierseitigen Ende der Besamungspipette befestigt ist. Wäh-

rend der Passage von Vagina und Zervix befindet sich das Cytotape innerhalb 

eines über die Besamungspipette gestülpten Kunststoffstabes und ist so vor Kon-

tamination geschützt. Erst im Uterus wird die Spitze der Besamungspipette und 

somit das Cytotape aus dem umhüllenden Kunststoffstab hervorgeschoben. Zyto-

logische Untersuchungen mit Zellmaterial aus Cytobrush- und Cytotape-

Anwendungen führen überwiegend zu übereinstimmenden Ergebnissen 

(PASCOTTINI et al., 2015; PASCOTTINI et al., 2017b). 

Die Grenzwerte für den prozentualen Anteil an PMN unter den gewonnenen Zel-

len, ab denen die Diagnose der SE gestellt wird, variieren in der Literatur stark. Je 

nachdem, wie viele Wochen p.p. die Beprobung stattgefunden hat, wurde diese 

Grenze bei Werten von ≥ 1 % bis ≥ 18 % PMN-Anteil im gewonnenen Zellmate-

rial gezogen (KASIMANICKAM et al., 2004; CHEONG et al., 2011; GALVÃO 

et al., 2011; GHASEMI et al., 2012; POLAT et al., 2015; PASCOTTINI et al., 

2017b). Für eine zytologische Untersuchung vier Wochen p.p. sehen LEE et al. 

(2018) einen Grenzwert von 14 % als geeignet an, da sich in ihren Untersuchun-

gen ab diesem PMN-Anteil im weiteren Verlauf eine Beeinträchtigung der 

Fruchtbarkeit zeigte. MADOZ et al. (2013) schließen dagegen aus ihren Beobach-

tungen, dass ein niedrigerer Grenzwert von 5 % bereits ab drei Wochen und bis 

neun Wochen p.p. geeignet ist, was sich mit den Resultaten von GILBERT et al. 

(2005) deckt. Dies stellt auch den üblicherweise gewählten Grenzwert für Bepro-

bungen in dieser Zeit mittels Uterusspülung oder Cytobrush dar (WAGENER et 

al., 2017a; SHELDON et al., 2019).  

2.4.6. Histopathologische Untersuchung  

Mittels Biopsiezange können unter transrektaler Kontrolle Bioptate aus dem En-

dometrium gewonnen werden. Nach entsprechender Aufbereitung können die 
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Bioptate mit einem Mikroskop auf Anzeichen einer Entzündung wie Entzün-

dungsinfiltrate, Vaskularisation und morphologische Veränderungen des Gewebes 

untersucht werden (BONNETT et al., 1991). Allerdings findet in der Praxis die 

Diagnostik mittels histopathologischer Untersuchung beim Rind vergleichsweise 

wenig Anwendung, da sie mit hohem Aufwand verbunden ist und zudem die Pro-

benqualität nicht immer die nötigen Voraussetzung erfüllt (PASCOTTINI & 

OPSOMER, 2016). Die Aussagen bezüglich einer potenziellen Beeinträchtigung 

der Fruchtbarkeit durch die Bioptatentnahme sind in der Literatur nicht einheitlich 

(RAMIREZ-GARZON, 2017). 

Im Hinblick auf die Diagnostik subklinischer Endometritiden wurden wiederholt 

geringe Übereinstimmungen zwischen den Ergebnissen zytologischer und histo-

pathologischer Untersuchungen beschrieben (MADOZ et al., 2014; CENGIZ et 

al., 2016; PASCOTTINI et al., 2016; HELFRICH et al., 2020). Ebenfalls zeigt 

sich ein Unterschied zwischen zytologischer und histopathologischer Diagnostik 

bei zusätzlicher Untersuchung der Expression entzündungsrelevanter Gene in ent-

sprechenden Bioptaten. So konnten HELFRICH et al. (2020) in Bioptaten aus 

dem Endometrium von Kühen, denen nach zytologischer Untersuchung die Diag-

nose SE gestellt wurde, eine im Vergleich zu uterusgesunden Kühen erhöhte Gen-

expression proinflammatorischer Zytokine detektieren. In Bioptaten von Kühen, 

denen nach histopathologischer Untersuchung eine SE diagnostiziert wurde, un-

terschied sich die Expression dieser entzündungsrelevanten Gene dagegen nicht 

signifikant von den Werten gesunder Kühe. Eine mögliche Erklärung für die ge-

ringe Übereinstimmung zwischen den beiden Untersuchungsmethoden ist, dass 

mittels histopathologischer Untersuchung im Gegensatz zur zytologischen Unter-

suchung auch Hinweise auf entzündliche Prozesse wie Entzündungsinfiltrate und 

Gefäßstauung in tiefer liegenden Schichten des Endometriums detektiert werden 

können (BONDURANT, 1999; CENGIZ et al., 2016). Somit wird in der histopa-

thologischen Untersuchung die Diagnose der SE auch für Kühe gestellt, auf deren 

Endometrium in der zytologischen Untersuchung kein erhöhter PMN-Anteil de-

tektiert wurde.  

2.4.7. Leukozyten-Esterase-Test 

Mittels Leukozyten-Esterase (LE)-Test kann das gleichnamige Enzym detektiert 

werden, das von PMN sezerniert wird. Dabei werden Teststreifen eingesetzt, die 

eine erhöhte LE-Konzentration anzeigen. Der dafür mindestens notwendige Trop-
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fen Probenflüssigkeit kann beispielsweise aus einer Uterusspülung stammen (vgl. 

II.2.4.5.) (CHEONG et al., 2012; VAN SCHYNDEL et al., 2018). Die Proben-

flüssigkeit wird auf den Teststreifen aufgetragen, der sich anschließend entspre-

chend des LE-Gehaltes einfärbt. SANTOS (2006) ermittelten eine hohe Korrelati-

on zwischen den Ergebnissen von zytologischer Untersuchung und LE-Test. Zur 

Diagnose von subklinischer Endometritis ermittelten CHEONG et al. (2012) eine 

Sensitivität von 77 % und eine Spezifität von 51 % (Referenzmethode: Zytologi-

sche Untersuchung mit Uterusspülung).  

2.5. Therapie  

Zur Therapie der Gebärmutterentzündung beim Rind kommen unterschiedliche 

Ansätze zur Anwendung, die im Folgenden beschrieben werden. 

2.5.1. Einsatz von Antibiotika 

Für die Behandlung puerperaler Metritiden stehen antibiotikahaltige Präparate zur 

Verfügung, deren erfolgreiche Anwendung mehrfach beschrieben wurde 

(DRILLICH et al., 2001; CHENAULT et al., 2004; NAK et al., 2011). Im Hin-

blick auf lokale Entzündungen des Uterus ohne systemische Symptomatik wird 

die Rechtfertigung einer systemischen Therapie in Frage gestellt (FÖLDI et al., 

2006). Während bei einer systemischen Therapie hohe Konzentrationen antibioti-

scher Wirkstoffe appliziert werden müssen, um im Uterus eine ausreichende 

Wirkstoffkonzentration zu erreichen, kann dies durch die lokale intrauterine Ap-

plikation leichter erreicht werden (MASERA et al., 1980). Jedoch rückt in Bezug 

auf die lokale Anwendung antibiotischer Präparate zunehmend der Aspekt der 

daraus resultierenden lokalen Irritation in den Fokus (FÖLDI et al., 2006). Unter-

suchungen zur Wirksamkeit lokaler Antibiotikaanwendungen lieferten gegensätz-

liche Ergebnisse. Manche Autoren konnten eine Verbesserung der Fruchtbarkeit 

nach intrauteriner Behandlung mit Cephalosporinen darstellen (LEBLANC et al., 

2002b; RUNCIMAN et al., 2009). Andere Untersuchungen zeigen diesbezüglich 

keinen Mehrwert (GALVÃO et al., 2009b; SHELDON et al., 2019). Eine mögli-

che Erklärung für das Ausbleiben der Verbesserung der Fruchtbarkeit nach antibi-

otischer Behandlung sehen SHELDON et al. (2019) darin, dass nicht allein die 

Anwesenheit der Bakterien im Uterus ursächlich für Entzündungen und Frucht-

barkeitsstörungen sein muss, sondern auch die Regulation der lokalen Immunant-

wort eine Rolle spielt (vgl. II.2.3.1.). Darüber hinaus konnten mehrfach Resisten-
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zen von Endometritis-assoziierten Bakterien gegen verschiedene antibiotische 

Wirkstoffe dargestellt werden (FÖLDI et al., 2006; RAHEEL et al., 2020; 

AGRAWAL et al., 2021). Insbesondere ist hier eine geringe Empfindlichkeit des 

für Endometritis bedeutsamen Keims Trueperella pyogenes gegen das häufig lo-

kal eingesetzte Oxytetracyclin zu beachten (MALINOWSKI et al., 2011). 

2.5.2. Einsatz von Entzündungshemmern 

Der Einfluss von Entzündungshemmern auf den Verlauf einer Gebärmutterent-

zündung ist wenig erforscht. In einer Untersuchung von PRIEST et al. (2013) 

konnte nach Behandlung von SE mit einem nicht-steroidalen Antiphlogistikum 

keine Reduzierung des PMN-Anteils in der zytologischen Untersuchung festge-

stellt werden. Dennoch verbesserte sich die Fruchtbarkeit der behandelten Tiere.  

2.5.3. Hormonelle Therapie mit Prostaglandin F2α 

Bei der Behandlung von puerperalen Metritiden konnten MELENDEZ et al. 

(2004) einen vorteilhaften Effekt von Prostaglandin F2α (PGF2α) aufzeigen. Die 

häufig praktizierte Behandlung von KE mit PGF2α zur Herbeiführung der Luteoly-

se und Entleerung des Uterus wird in der Literatur kontrovers diskutiert 

(LEFEBVRE & STOCK, 2012). Für die Behandlung von SE konnten GALVÃO 

et al. (2009a) und DUBUC et al. (2011) keine Verbesserung durch den Einsatz 

von PGF2α feststellen.  

2.5.4. Einsatz von Antiseptika 

Eine weitere Therapiemöglichkeit für die Behandlung von KE und SE stellt der 

lokale Einsatz von Povidon-Jod nach Abschluss des klinischen Puerperiums dar. 

Hierbei sind Verbesserungen der Fruchtbarkeit nach lokaler, intrauteriner Anwen-

dung beschrieben (KOUJAN et al., 1996; MIDO et al., 2016). Dieser Effekt wird 

der Induktion einer vorübergehenden Entzündung durch das Povidon-Jod mit 

nachfolgender Regeneration des Endometriums (YOSHIDA et al., 2020) zuge-

schrieben. 

2.5.5. Selbstheilung subklinischer Endometritiden 

Ergänzend ist zu erwähnen, dass sich bei SE insgesamt eine hohe Tendenz zur 

Selbstheilung zeigt. In der Literatur sind Selbstheilungsraten von 40 % sowie 

66 % beschrieben (DUBUC et al., 2011; BARAŃSKI et al., 2012; 

KASIMANICKAM et al., 2013). 
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2.5.6. Experimentell therapeutischer Einsatz von Lactobacilli 

In vitro konnten wiederholt hemmende Einflüsse von Lactobacilli auf Wachstum 

und Adhäsion pathogener Bakterien gezeigt werden. Dabei standen bei vielen 

Untersuchungen genitalpathogene Bakterien wie E. coli oder Gardnerella vagina-

lis im Zentrum (MCGROARTY & REID, 1988; VELRAEDS et al., 1998; 

ATASSI et al., 2006; LIU et al., 2016). Erste Ergebnisse zur Wirkung von Lacto-

bacilli in vivo sind ebenfalls vielversprechend. WU et al. (2021) konnten bei Kü-

hen mit SE während des Gesamtpuerperiums eine signifikant stärkere Reduktion 

des PMN-Anteils im Endometrium innerhalb von vier Wochen bei den Kühen 

feststellen, aus deren Uterus Lactobacillus spp. isoliert werden konnte. PETER et 

al. (2018) konnten nach einer experimentellen intrauterinen Infusion von Lacto-

bacillus buchneri (L. buchneri) bei Kühen mit gesundem Endometrium sowie bei 

Kühen mit SE in beiden Gruppen eine verbesserte Fruchtbarkeit gegenüber Tie-

ren, die einen Placebo erhalten hatten, feststellen. Zudem zeigte sich bei den Tie-

ren mit SE drei Wochen nach der Behandlung mit L. buchneri eine verringerte 

endometriale Genexpression proinflammatorischer Faktoren. Auch in der Hu-

manmedizin existieren bereits vielversprechende Studienergebnisse zum kurativen 

und präventiven Einsatz von Lacotobacilli im weiblichen Reproduktionstrakt 

(TIDBURY et al., 2021).  

2.6. Folgen 

Zum einen beeinträchtigen uterine Erkrankungen das Tierwohl (SHELDON et al., 

2019). STOJKOV et al. (2015) konnten zeigen, dass klinische Metritis eine 

schmerzhafte Erkrankung ist. Zum anderen sind die Folgen von Endometritis für 

die Fruchtbarkeit zu beachten (SHELDON et al., 2019). Die wirtschaftlichen Ver-

luste infolge reduzierter Fruchtbarkeit wurden in der Einleitung (siehe I.) darge-

stellt. Auch SE kann die Fruchtbarkeit beeinträchtigen: LEE et al. (2018) stellten 

fest, dass zunächst die Wiedererlangung der Zyklizität nach der Geburt durch SE 

beeinträchtigt wird. Werden Tiere, bei denen während oder nach Abschluss des 

Gesamtpuerperiums SE diagnostiziert wurde, schließlich zur Besamung vorge-

stellt, ist für das Erreichen einer Trächtigkeit eine höhere Anzahl an Besamungen 

erforderlich, als bei Tieren ohne SE (GILBERT et al., 2005; LEE et al., 2018). In 

Untersuchungen von KASIMANICKAM et al. (2004), GILBERT et al. (2005) 

und LEE et al. (2018) wurden die Trächtigkeitsraten von Tieren mit und ohne SE 

verglichen, wobei der untersuchte Zeitraum bis zu 300 Tagen p.p. reichte. Dabei 
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wurden bei Kühen mit SE übereinstimmend niedrigere Trächtigkeitsraten festge-

stellt als bei Kühen ohne SE. Andere Autoren konnten hingegen keine Unter-

schiede bezüglich der Fruchtbarkeit von Kühen mit SE und uterusgesunden Kü-

hen feststellen (PLÖNTZKE et al., 2010; CHEONG et al., 2011). Als mögliche 

Erklärung für die ausgebliebene Beeinträchtigung der Fruchtbarkeit durch SE in 

den von PLÖNTZKE et al. (2010) untersuchten Betrieben ist zu beachten, dass es 

sich hier um Betriebe mit extensiver Weidehaltung handelt, in denen unabhängig 

von der Studie routinemäßig wöchentlich bis zweiwöchentlich reproduktionsme-

dizinische Untersuchungen durchgeführt wurden. Grundsätzlich können weitere 

Faktoren wie Body-Condition-Score, Milchleistung sowie Anwendung und Aus-

wahl einer Therapie von SE die Fruchtbarkeitsaussichten beeinflussen 

(BARLUND et al., 2008; PASCOTTINI et al., 2017a), was die Vergleichbarkeit 

verschiedener Studien einschränkt.  

2.7. Prophylaxe  

Aufgrund der negativen Folgen auf Tierwohl, Fruchtbarkeit und Wirtschaftlich-

keit (siehe I. und II.2.6.) sollte bei der Bekämpfung von Gebärmutterentzündun-

gen beim Rind der Prävention eine große Bedeutung zukommen (FÖLDI et al., 

2006; SHELDON et al., 2019). Einen wichtigen Ansatzpunkt stellt hierbei die 

rechtzeitige Behandlung von Geburtsstörungen und Nachgeburtsverhaltungen dar 

(FÖLDI et al., 2006). Darüber hinaus unterstützt ein gutes Management während 

der Transitperiode und des Puerperiums die Prävention von Gebärmutterentzün-

dungen (LEBLANC, 2014; ALERI et al., 2016). Ein weiterer Aspekt zur Präven-

tion ist die Berücksichtigung der Empfänglichkeit für Gebärmutterentzündung 

bereits bei der Zuchtauswahl (SHELDON et al., 2019). 
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III. MATERIAL UND METHODEN 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Regulation der Genexpression von 

IL1B und IL1RA im bovinen Endometrium sowie die Proteinkonzentration dieser 

Analyten in bovinem Uterussekret untersucht. In diesem Kapitel wird die Vorge-

hensweise bei der Gewinnung, Aufbereitung und Untersuchung von Proben sowie 

bei der Auswertung der Daten beschrieben. Eine Auflistung der dabei verwende-

ten Reagenzien, Materialien, Instrumente und Geräte mit Angabe der Hersteller 

findet sich im Anhang dieser Arbeit, ebenso die verwendeten Laborprotokolle 

(siehe XI.1. und XI.2.). 

1. Untersuchung der Regulation der Genexpression von 

IL1B und IL1RA in einer bovinen endometrialen Ex-

plantkultur 

Mithilfe einer Explantkultur wurden die Genexpression von IL1B und IL1RA in 

bovinem Endometrium und ihre Regulation unter dem Einfluss verschiedener 

Bakterienstämme und Zytokine untersucht. 

1.1. Vorbereitung der Reagenzien 

In Vorbereitung auf die Inkubation von bovinen endometrialen Explants wurden 

zunächst das Medium sowie die Bakterienstämme und Zytokine für die Inkubati-

on präpariert.  

1.1.1. Vorbereitung des Mediums für die Inkubation 

Für die Inkubation der Explants wurde Dulbecco’s Modified Eagle’s Medi-

um/Ham’s Nutrient Mixture F12 (DMEM-F12) verwendet. Je 500 ml DMEM-F12 

wurden unter einer Sterilwerkbank 500 µg Penicillin, 500 µg Streptomycin und 

10 µg Amphothericin B zugegeben. Im Anschluss wurde das Medium zu je 45 ml 

aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. Am Tag der 

Explantgewinnung erfolgte eine Vorinkubation des Mediums in den später ver-

wendeten Multiwellplatten für Zellkulturen mit 24 Wells. Dafür wurde unter einer 

Sterilwerkbank 1 ml Medium je Well pipettiert und die Platte für 1 h bei 37 °C 

inkubiert. Anschließend wurden die Multiwellplatten bis zum Eintreffen der Ex-

plants im Labor bei 4 °C gelagert. 
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1.1.2. Vorbereitung der eingesetzten Bakterienstämme 

Für die Explantkultur wurden drei unterschiedliche Bakterienstämme, die aus bo-

vinen Uteri gewonnen worden waren, zur Koinkubation eingesetzt. Sie stammten 

entweder aus einer klinisch erkrankten Kuh (E. coli) oder aus Isolaten von gesun-

den Kühen, die durch die Arbeitsgruppe von Herrn PD Dr. Gabler am Institut für 

Veterinär-Biochemie der Freien Universität Berlin zur Verfügung gestellt wurden 

(B. pumilus und L. buchneri). 

1.1.2.1. Escherichia coli 

Der verwendete E. coli-Stamm war im Rahmen der bakteriologischen Diagnostik 

aus der Gebärmutter einer Kuh der Rasse Braunvieh isoliert und differenziert 

worden. Zudem war der Keim mittels Cryobank Tube bei -80 °C kryokonserviert 

worden. Das Protokoll zur Herstellung der E. coli-Suspension mit dem kryokon-

servierten Bakterium wird in XI.2.3.1. beschrieben. 

Bei dem beprobten Tier handelte es sich um eine Patientin der Klinik für Wieder-

käuer mit Ambulanz und Bestandsbetreuung der Ludwig-Maximilians-Universität 

München, die elf Tage zuvor zwei vitale Kälber geboren hatte. Im Anschluss kam 

es zu einer Nachgeburtsverhaltung und zu einer klinischen Metritis mit eitrigem, 

übelriechendem Ausfluss. Zudem hatte die Kuh Fieber und wurde zum Zeitpunkt 

der Probenentnahme seit sechs Tagen systemisch antibiotisch mit Marbofloxacin 

und zuvor mit Amoxicillin behandelt. Für die sterile Probengewinnung aus dem 

Uterus wurde der in III.2.1.1. beschriebene Arbeitskanal und das ebendort be-

schriebene, jedoch auf 1,5 cm gekürzte Merocel-Schwämmchen verwendet. Die 

genaue Anwendung beider Instrumente wird in III.2.1.2. näher beschrieben und 

hier in Kürze dargestellt. Nach einer Reinigung der Scham wurde der sterile Ar-

beitskanal unter transrektaler Kontrolle durch Scheide und Zervix in den Uterus 

eingeführt. Zum Schutz vor Kontaminationen wurde dabei ein Kunststoffüberzug 

verwendet, der während der Zervixpassage durch Zurückziehen durchstochen 

wurde. Nachdem der Arbeitskanal intrauterin platziert worden war, wurde das 

sterile Merocel-Schwämmchen mithilfe eines Führungsstabes durch den Arbeits-

kanal in den Uterus eingeführt und dort für 10 s belassen. Anschließend wurde das 

Merocel-Schwämmchen in den Arbeitskanal zurückgezogen und das gesamte 

Probenentnahmegerät aus dem Genitaltrakt entfernt. Der Arbeitskanal mit dem 

sich in ihm befindlichen Schwämmchen wurde in eine sterile Hülle geschoben 

und unmittelbar in das Labor für bakteriologische Untersuchungen verbracht. Dort 
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wurde das Merocel-Schwämmchen auf einem Columbia-Agar mit Schafblut, auf 

einem Violet Red Bile (VRB)-Agar und auf einem Edwards-Agar ausgestrichen. 

Die drei Agarplatten wurden bei 37 °C für 48 h bebrütet und nach 24 h sowie nach 

48 h auf Bakterienwachstum kontrolliert. Zu beiden Kontrollzeitpunkten zeigte 

sich ein Wachstum von zwei morphologisch unterschiedlichen Keimen, wobei je 

Selektivagar (Edwards und VRB) jeweils ein morphologisch identisches Keim-

wachstum auftrat. Für beide Selektivagarplatten wurde eine Speziesdifferenzie-

rung mittels MALDI-TOF am Lehrstuhl für Bakteriologie und Mykologie der 

Ludwig-Maximilians-Universität München durchgeführt, welche die Keime als 

E. coli und Streptococcus uberis identifizierte. 

1.1.2.2. Bacillus pumilus 

Der verwendete B. pumilus-Stamm wurde aus dem Uterus einer klinisch gesunden 

Milchkuh isoliert. Zur Speziesdifferenzierung wurde die 16 Svedberg ribosomale 

Desoxyribonukleinsäure (DNA) amplifiziert und sequenziert sowie die Datenbank 

des National Center of Biotechnology Information genutzt (GÄRTNER et al., 

2016). Für die hier beschriebene Explantkultur wurde der B. pumilus-Stamm in 

Lysogeny broth (LB) mit 20 % Glycerin (86 %) zur Verfügung gestellt. Zur  

Hitzeinaktivierung wurden die Bakterien für 60 min in einem Wasserbad mit 

95 °C belassen. Zur Erfolgskontrolle der Hitzeinaktivierung erfolgte ein Ausstrei-

chen auf einem Columbia-Agar mit Schafblut und eine Bebrütung des Agars bei 

37 °C für 48 h und anschließender Kontrolle auf Keimwachstum. Anschließend 

wurde die Suspension mit steriler phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) auf eine 

Bakterienkonzentration von 1,0 x 108 koloniebildende Einheiten (KBE)/ml ver-

dünnt und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. 

1.1.2.3. Lactobacillus buchneri 

Der verwendete L. buchneri-Stamm wurde aus dem Uterus einer klinisch gesun-

den Milchkuh isoliert. Die Speziesdifferenzierung erfolgte analog zur in 

III.1.1.2.2. beschriebenen Differenzierung von B. pumilus (GÄRTNER et al., 

2015). Für die hier beschriebene Explantkultur wurde der L. buchneri-Stamm in 

PBS zur Verfügung gestellt. Zur Hitzeinaktivierung wurden die Bakterien für 

45 min in einem Wasserbad mit 80 °C belassen. Zur Erfolgskontrolle der Hitzein-

aktivierung erfolgte ein Ausstreichen auf einem Agar nach De Man, Rogosa and 

Sharpe und eine Bebrütung des Agars bei 37 °C für 96 h unter reduzierten Sauer-
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stoffbedingungen (5,5 % O2). Anschließend wurde die Suspension mit sterilem 

PBS auf eine Bakterienkonzentration von 1,0 x 108 KBE/ml verdünnt und bis zur 

weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. 

1.1.3. Vorbereitung der eingesetzten Zytokine 

Des Weiteren wurden die Zytokine bovines IL1B, IL17A und IL10 in Form von 

rekombinanten Proteinen zur Koinkubation eingesetzt. Die jeweils lyophilisierten 

Zytokine wurden je nach Herstellerangaben in sterilem H2O, Natriumchloridlö-

sung oder PBS gelöst. Anschließend erfolgte eine Verdünnung mit sterilem PBS, 

dem als Carrier-Protein 0,1 % bovines Serumalbumin (BSA) zugesetzt worden 

war, auf eine Konzentration von 2 µg/ml und das Einfrieren bei -20 °C in Aliquots 

zu je 100 µl bis zur weiteren Verwendung. 

1.2. Gewinnung von bovinen endometrialen Explantaten 

Die Gewinnung der Explants erfolgte an Schlachtorganen in einem lokalen 

Schlachthof. Neben den Explants wurden von jedem beprobten Uterus auch Pro-

ben für die zytologische und die bakteriologische Untersuchung gewonnen, um 

die Uterusgesundheit der Spendertiere beurteilen zu können. Dafür wurden am 

Organband geeignete Organe ausgewählt.  

Kriterien für die Eignung waren: 

• Adspektorische und palpatorische Unauffälligkeit von Vagina, Zervix, 

Uterus, Salpingen und Ovarien, um im Hinblick auf die Genitalgesundheit 

eine möglichst homogene Gruppe an Spendertieren zu generieren, 

• Symmetrie der Uterushörner, um den Abschluss des klinischen Puerperi-

ums sicherzustellen, 

• Vorhandensein eines Gelbkörpers in Blüte, um eine ausschließliche Be-

probung von Tieren im Diöstrus sicherzustellen und so eine im Hinblick 

auf den Zyklusverlauf möglichst homogene Gruppe an Spendertieren zu 

generieren. 

• Keine Hinweise auf eine bestehende frühe Trächtigkeit. 

Wurden alle Kriterien erfüllt, erfolgte die Entnahme der jeweiligen Gebärmutter 

mit Eierstöcken und Teilen der Vagina sowie die Erfassung von Rasse (Braun-

vieh, Fleckvieh, Holstein-Friesian, Red-Holstein oder Fleischrasse) und Alter des 

Tieres. In einem separaten Raum des Schlachthofs wurde die Oberfläche des Ute-
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rus mit Leitungswasser gereinigt und anschließend auf einer mit autoklavierter 

Alufolie bedeckten Fläche ausgelegt. Alle für die Explantentnahme verwendeten 

Instrumente waren steril und wurden nach jedem Tier gewechselt. Nach Desinfek-

tion des Perimetriums mit 70 % Ethanol wurde der Uterus an der Basis des Ute-

rushorns ipsilateral zum Ovar mit Gelbkörper mit einem Skalpell durch einen lon-

gitudinalen Schnitt über etwa 2 cm eröffnet. Durch diese Eröffnung wurde zu-

nächst eine Tupferentnahme aus dem Uterus für die bakteriologische Untersu-

chung durchgeführt und der Tupfer anschließend in Amiesmedium auf Eis gela-

gert. Im nächsten Schritt wurde mit der Cytobrush-Methode Probenmaterial für 

die zytologische Untersuchung gewonnen. Dazu wurde das Bürstchen zunächst 

auf zwei Objektträgern ausgestrichen, die luftgetrocknet wurden. Das am Bürst-

chen verbliebenen Material wurde mit 1 ml H2O in ein Probengefäß gespült und 

für einen LE-Test verwendet. Dafür wurde ein LE-Teststreifen verwendet, der die 

Einordnung in die Kategorien negativ, Spuren, klein, moderat und groß ermög-

lichte. Der Teststreifen wurde kurz in die Flüssigkeit getaucht und nach 1 min 

abgelesen. Nun wurde zur Entnahme der Explants die Eröffnung des Uterushornes 

in Richtung der Hornspitze erweitert und die Schnittränder mit sterilen Kanülen 

aufgespannt. Die Explantentnahme wurde immer im interkarunkulären Bereich 

durchgeführt. Entsprechend der von BORGES et al. (2012) und SCHABMEYER 

et al. (2021) beschriebenen Methode erfolgte die Explantentnahme mit einer Stan-

ze für Hautbiopsien. Die Stanze mit 5 mm Durchmesser wurde auf das Endomet-

rium aufgesetzt. Durch Drehen der Stanze unter leichtem Druck wurde das Gewe-

be im Bereich des Endo- und Myometriums kreisförmig durchtrennt. Anschlie-

ßend wurde mit einer Pinzette die noch bestehende Gewebeverbindung zwischen 

Explant und Uterus gegriffen und das Explant von der luminalen Organoberfläche 

abgehoben. Schließlich wurde es durch einen Scherenschlag im Bereich des My-

ometriums abgetrennt (siehe Abbildung 1). 

Auf diese Weise wurden von 26 Tieren je 42 Explants aus dem gleichen Uterus-

horn gewonnen (insgesamt n = 1.092). Für den Transport ins Labor wurden die 

Explants in sterilem PBS auf Eis gelagert. Dabei und bei allen nachfolgenden Ar-

beitsschritten wurden die Explants nach Spendertier getrennt behandelt. Die Zeit-

spanne zwischen Schlachtung des Spendertieres und Einsetzen der gewonnenen 

Explants in PBS auf Eis betrug maximal 90 min. 
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Abbildung 1:  Darstellung der Explantgewinnung. 

Die Schnittränder des eröffneten Uterushorns wurden mit Hilfe einer Kanüle (1) steril fixiert. 

Mit einer Stanze für Hautbiopsien (2) wurde das Endometrium und ein Teil des darunterlie-

genden Myometriums kreisförmig durchtrennt und so das Explant aus seiner Gewebeumge-

bung gelöst. Mit Hilfe einer Pinzette (nicht dargestellt) wurde das Explant von der Gewebe-

oberfläche abgehoben. Mit einer Schere (3) wurde die noch bestehende myometriale Gewe-

bebrücke (4) zwischen Uterus und Explant (5) durchtrennt. Im Hintergrund sind bereits be-

probte Regionen des Endometriums sichtbar (6). 

1.3. Präparation und Inkubation der Explantate 

Alle weiteren Arbeitsschritte wurden im Labor unter einer Sterilwerkbank durch-

geführt. Zunächst wurden die Explants und das für den Transport der Explants 

verwendete PBS in Petrischalen überführt. Dort erfolgte mittels Präzisionspinzette 

und Skalpell die Abtrennung von makroskopisch sichtbaren myometrialen Gewe-

beresten. Die Explants wurden in die vorinkubierten Multiwellplatten (siehe 

III.1.1.1.) eingesetzt (ein Explant pro Well) und für 1 h bei 4 °C gelagert. An-

schließend wurde das Medium aus den Wells entfernt. Mit dieser einstündigen 

Ruhepause und der anschließenden Entfernung des Mediums wurde beabsichtigt, 

dass DAMPs (vgl. II.1.1.), die möglicherweise von den Explants auf die Verlet-

zung des Gewebes im Rahmen der Explantgewinnung hin produziert wurden, vor 

Beginn der eigentlichen Inkubation entfernt werden. DAMPs besitzen das Poten-

zial, durch eine PRR-Aktivierung die Genexpression von IL1B und IL1RA zu 

beeinflussen (DINARELLO, 2005b; PARK et al., 2006; ROELOFS et al., 2006; 

BELLEHUMEUR et al., 2009; LI & SMITH, 2013; ZHANG et al., 2019; 
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MOLTENI & ROSSETTI, 2021). 

Unmittelbar nach dem Abnehmen des Mediums wurde zu jedem Explant frisches 

Medium pipettiert und zusätzlich die vorbereiteten Bakterien und Zytokine (siehe 

III.1.1.2. und III.1.1.3.) zugesetzt, sodass die beigefügte Menge jeweils 1.000 µl 

entsprach. Die dabei angewendeten Zusammensetzungen für die Koinkubation 

sind in Tabelle 1 aufgeführt.  

Tabelle 1:  Zusammensetzungen bei der Koinkubation der Explants. 

Koinkubation mit: 

Bakterien Zusammensetzung 

E. coli 
900 µl Medium 

100 µl E. coli-Suspension (siehe III.1.1.2.) 

B. pumilus 
900 µl Medium 

100 µl B. pumilus-Suspension (siehe III.1.1.2.) 

L. buchneri 
900 µl Medium 

100 µl L. buchneri-Suspension (siehe III.1.1.2.) 

Zytokinen Zusammensetzung 

IL1B 
900 µl Medium 

100 µl IL1B in PBS + 0,1 % BSA (siehe III.1.1.3.) 

IL17A 
900 µl Medium 

100 µl IL17A in PBS + 0,1 % BSA (siehe III.1.1.3.) 

IL10 
900 µl Medium 

100 µl IL10 in PBS + 0,1 % BSA (siehe III.1.1.3.) 

Kontrollen Zusammensetzung 

Kontrolle 1.000 µl Medium 

Kontrolle 

B. pumilus 

900 µl Medium 

100 µl LB-Medium mit 20 % Glycerin (86 %), in PBS ver-

dünnt (analog zur Verdünnung der B. pumilus-Suspension 

(siehe III.1.1.2.)) 

Kontrolle 

Zytokine  

900 µl Medium 

100 µl PBS + 0,1 % BSA 

Die Zuordnung der Kontrollen zu den Koinkubationsansätzen mit Bakterien und Zytokinen 

lautet wie folgt:  

 - „Kontrolle“ für E. coli und L. buchneri  

 - „Kontrolle B. pumilus“ für B. pumilus 

 - „Kontrolle Zytokine“ für IL1B, IL17A und IL10  
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Alle Ansätze, die Bakterien oder Zytokine enthielten, sowie alle Kontrollen wur-

den im Doppelansatz eingesetzt. Je Explant wurde für die (Ko-)Inkubation jeweils 

nur eine Art von Bakterien oder alternativ eine Art von Zytokinen bzw. eine Kon-

trolle zugegeben. Eine Kombination verschiedener Bakterien, Zytokine und Kon-

trollen fand nicht statt. Die Explants eines Tieres wurden auf drei Multiwellplatten 

verteilt, deren Layouts Abbildung 2 entnommen werden können. 

Die erste Platte wurde mit allen Koinkubationsansätzen mit Bakterien und Zyto-

kinen sowie den Kontrollen versehen und für 24 h inkubiert. Zu den bakteriellen 

Komponenten sind in der Literatur jedoch teilweise Effekte auf die Genexpression 

von IL1A und IL1B bereits deutlich vor 24 h Inkubationsdauer sowie deren 

Rückgang nach wenigen Stunden beschrieben (GÄRTNER et al., 2016; DANESH 

MESGARAN et al., 2018). Daher wurden zwei weitere Platten mit den bakteriel-

len Ansätzen und den entsprechenden Kontrollen versehen und über 3 h und 14 h 

inkubiert. Die Inkubationen fanden jeweils bei 37 °C, 5 % CO2-Gehalt und 5,5 % 

O2-Gehalt statt. Im unmittelbaren Anschluss wurde jedes Explant in 450 µl 

RNAlater überführt und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. Die 

Überstände wurden je Well einzeln abpipettiert und bei -20 °C gelagert. 

1.4. Untersuchung der Vitalität der Explantate 

Um sicherzustellen, dass das verwendete Gewebe über das gesamte Experiment 

eine ausreichende Vitalität aufweist, wurde je Tier eine Vitalitätskontrolle mitge-

führt, bei der Water-soluble Tetrazolium-8 (WST-8) zum Einsatz kam. Sind Zel-

len vital, erfolgt durch Dehydrogenasen eine Reduktion von WST-8 zu Formazan. 

Dies ist durch eine orangerote Färbung makroskopisch sichtbar und kann photo-

metrisch gemessen werden. Der Formazangehalt ist dabei direkt proportional zur 

Stoffwechselaktivität der Zellen des Explants und daher aussagekräftig in Bezug 

auf deren Vitalität (TOMINAGA et al., 1999). 

Für diese Vitalitätskontrolle wurden je Tier vier Explants verwendet. Diese wur-

den bis zum Absaugen des Mediums nach der Ruhepause von 1 h wie die rest-

lichen Explants behandelt (siehe III.1.2. und III.1.3.). Sie wurden nicht in die spä-

tere Untersuchung der Genexpression von IL1B und IL1RA einbezogen. Für 3 h 

und für 24 h Inkubation wurden je zwei Explants pro Spendertier ohne Bakterien 

oder Zytokine mitgeführt, wobei jeweils 3 h vor Inkubationsende 100 µl WST-8 

zugegeben wurden. Abbildung 2 zeigt die sich ergebenden Plattenprotokolle.  
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Abbildung 2: Darstellung des Plattenlayouts für die Explantkultur. 

Die Abbildung stellt das Layout der pro Tier angesetzten Multiwellplatten mit Inkubationszeit 

dar. Jedes beschriftete Well enthielt ein Explant und jeweils einen der in Tabelle 1 aufgeführ-

ten Koinkubationsansätze bzw. Kontrollen. Im Fall von WST-8 wurde mit 1.000 µl Medium 

inkubiert und für die letzten 3 h der Inkubation 100 µl WST-8 zugegeben.  
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Zur Bestimmung der optische Dichte (OD) wurden je Well 270 µl aspiriert, in 

eine 96-Well MT-Platte überführt und photometrisch bei 460 nm Wellenlänge 

gemessen. 

Um dabei den tatsächlichen Effekt der Stoffwechselaktivität der Explants ohne 

den Einfluss des Mediums und des WST-8 auf die OD repräsentieren zu können, 

wurden außerdem einmalig zwei Ansätze je Inkubationsdauer aus je 1.000 µl Me-

dium und 100 µl WST-8 hergestellt, die nicht mit einem Explant in Kontakt ka-

men. Die Mitführung dieser Leeransätze und die Messung ihrer OD wurden iden-

tisch mit den oben beschriebenen Bedingungen durchgeführt. Für beide Zeitspan-

nen (3 h bzw. 24 h Inkubation) wurde der jeweilige Mittelwert gebildet und von 

den entsprechenden Messwerten der Ansätze mit Explant abgezogen.  

Durch einen Vergleich der Werte nach 3 h mit den Werten nach 24 h könnte ein 

mögliches Absinken der Gewebevitalität während des Versuches detektiert wer-

den. 

Um auszuschließen, dass die verwendeten Koinkubationsansätze der Vitalität der 

Explants beeinträchtigen, wurden mit Explants von einem weiteren Tier zwei zu-

sätzliche Multiwellplatten bestückt. Dabei wurde wie in III.1.2. beschrieben vor-

gegangen, wobei alle Koinkubationsansätze eingesetzt wurden, die bei der 

24-stündigen Inkubation angewendet wurden, sowie ein Well mit ausschließlich 

Medium zur Kontrolle. Eine Platte wurde für 3 h inkubiert, die andere für 24 h. In 

beiden Fällen wurden 3 h vor dem jeweiligen Inkubationsende jedem besetzten 

Well 100 µl WST-8 zugegeben. Nach Inkubationsende wurden aus jedem Well 

270 µl aspiriert und die OD bei 460 nm gemessen. Auch hier wurde die OD von 

Medium und WST-8 alleine abgezogen. So konnte für beide Zeitpunkte der Ein-

fluss der verwendeten Koinkubationsansätze auf die Vitalität im Vergleich zur 

Kontrolle und zudem die Entwicklung der Vitalität der Explants unter dem Ein-

fluss der Koinkubationsansätze zwischen 3 h und 24 h Inkubation verglichen wer-

den. 

1.5. Weitere Untersuchungen zur Uterusgesundheit der Spendertiere 

zur Explantgewinnung 

Die Gebärmuttergesundheit der beprobten Spendertiere sollte bei der späteren 

Betrachtung der Ergebnisse der Genexpression von IL1B und IL1RA berücksich-

tigt werden können. Daher wurden zusätzlich zur adspektorischen und palpatori-
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schen Beurteilung der Uteri sowie dem LE-Test (siehe III.1.2.) für jeden beprob-

ten Uterus eine bakteriologische und eine zytologische Untersuchung durchge-

führt. 

1.5.1. Bakteriologische Untersuchung 

Um potenzielle Infektionen der beprobten Uteri zu erfassen, wurde aus jedem 

beprobten Uterus unmittelbar nach seiner Eröffnung eine Probe für die bakterio-

logische Untersuchung gewonnen (siehe III.1.2.). Jeder Tupfer wurde auf einem 

Columbia-Agar mit Schafblut, einem VRB-Agar und einem Edwards-Agar ausge-

strichen. Im Anschluss erfolgte eine Bebrütung bei 37 °C über 48 h. Die Kontrolle 

auf Keimwachstum wurde nach 24 h und nach 48 h durchgeführt. Im Fall eines 

Keimwachstums erfolgte das Anlegen einer Reinkultur, die in eine Speziesdiffe-

renzierung mittels MALDI-TOF-Massenspektronomie (Matrix-assisted laser 

desorption time-of-flight) am Lehrstuhl für Bakteriologie und Mykologie der 

Ludwig-Maximilians-Universität München eingesetzt wurde. 

1.5.2. Zytologische Untersuchung 

Um potenzielle subklinische Endometritiden der beprobten Uteri zu erfassen, 

wurde aus jedem beprobten Uterus mittels Cytobrush Material für die zytologi-

sche Untersuchung gewonnen (siehe III.1.2.). Im Labor wurden die nun luftge-

trockneten Objektträger mittels Haema-Schnellfärbung nach Herstellerangaben 

gefärbt (siehe XI.2.2.). Die Auswertung der Objektträger wurde an einem Licht-

mikroskop bei 1.000-facher Vergrößerung unter Verwendung von Immersionsöl 

vorgenommen. Alle Objektträger wurden von zwei verschiedenen Personen in 

getrennten Untersuchungen beurteilt. MELCHER et al. (2014) konnten zeigen, 

dass die Auswertung von 300 Zellen je Ausstrich für die Diagnostik von subklini-

scher Endometritis als genau und reproduzierbar einzuschätzen ist. Daher wurden 

bei jedem Objektträger an drei unterschiedlichen Stellen mäanderförmig jeweils 

100 kernhaltige Zellen gezählt und der prozentuale Anteil an PMN pro Objektträ-

ger erfasst. Aus den erhaltenen vier Einzelwerten pro Tier wurde der Mittelwert 

berechnet. Die Diagnose der subklinischen Endometritis wurde einem Tier analog 

zu MADOZ et al. (2013) ab einem Mittelwert von 5 % PMN gestellt. 

1.6. Molekularbiologische Untersuchung 

Für die Untersuchung der Genexpression von IL1B und IL1RA in den inkubierten 

Explants wurde eine Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion durchge-
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führt. Dafür wurde zunächst die Extraktion der Ribonukleinsäuren (RNA) aus den 

Explants durchgeführt. Im Anschluss erfolgte ein Umschreiben der extrahierten 

RNA in komplementäre Desoxyribonukleinsäure (cDNA), welche schließlich in 

eine quantitative Real Time Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) für IL1B bzw. 

IL1RA eingesetzt wurde. 

1.6.1. RNA-Extraktion 

Für die Extraktion der Gesamt-RNA aus den endometrialen Explants wurde ein 

kommerzielles RNA Kit sowie Lysetubes mit 2,4-2,8 mm Keramik-Beads nach 

Herstellerangaben verwendet. Das genaue Vorgehen ist in XI.2.3.2. beschrieben. 

1.6.2. Bestimmung der RNA-Integrität und -Konzentration 

Pro durchgeführtem RNA-Extraktionsdurchgang konnte die RNA aus zwölf Ex-

plants extrahiert werden. Im unmittelbaren Anschluss an jeden RNA-

Extraktionsdurchgang wurden die Integrität und die Konzentration der extrahier-

ten RNA überprüft. Hierfür wurde eine automatisierte Kapillar-Elektrophorese 

durchgeführt. 

Dafür wurde zunächst ein RNA StdSens Chip sowie die zugehörigen Reagenzien 

entsprechend den Herstellerangaben vorbereitet. Der Chip wurde mit je 1 µl pro 

RNA-Probe sowie 1 µl RNA-Leiter beladen und in einer Vortex Station über 

1 min gemischt. Anschließend wurde der Chip in die automatisierte Kapillar-

Elektrophorese eingesetzt, in der die Auftrennung von messenger RNA (mRNA), 

Fraktionen der ribosomalen RNA (rRNA) (5 Svedberg, 18 Svedberg, 

28 Svedberg) und fragmentierten RNAs nach ihrer Größe erfolgte. Bei der Aus-

wertung durch die Experion Software wird maßgeblich die rRNA berücksichtigt, 

da diese den größten Anteil an der Gesamt-RNA darstellt. Die Experion Software 

stellt das Ergebnis der Elektrophorese in Form eines Elektropherogramms für jede 

RNA-Probe dar (vgl. Abbildung 3). 

Im Fall einer intakten RNA sind die 28 Svedberg- und die 18 Svedberg-Regionen 

als prominente Peaks zu erkennen und stellen sich im Idealfall in einem 

2:1-Verhältnis zueinander dar. Die Darstellung der aufgetrennten RNA-

Fraktionen wird zusätzlich in einem virtuellen Gel visualisiert (vgl. Abbildung 3). 

Darüber hinaus wird für jede eingesetzte Probe ein RNA Quality Index (RQI) 

berechnet, der einen Wert zwischen eins (komplett degradierte RNA) und zehn 

(intakte RNA) annehmen kann (BECKER et al., 2009). Da eine gute RNA-
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Qualität ab RQI > 5 angenommen werden kann (FLEIGE & PFAFFL, 2006), 

wurden bei der späteren Auswertung der qPCR-Ergebnisse nur Proben mit 

RQI > 5 berücksichtigt. 

 

Abbildung 3: Darstellung der Elektropherogramme und des virtuellen Gels 

zweier RNA-Proben. 

In der linken Abbildungshälfte ist das virtuelle Gel dargestellt. Es umfasst die im Kit enthal-

tene RNA-Leiter (L) sowie eine Probe mit guter RNA-Qualität (Probe 1) und eine Probe mit 

schlechter RNA-Qualität (Probe 2). In der rechten Bildhälfte sind die Elektropherogramme 

der beiden Proben dargestellt. Bei Probe 1 sind im virtuellen Gel zwei deutliche Banden und 

im Elektropherogramm zwei eindeutige Peaks zu erkennen, die die 28 Svedberg- und die 

18 Svedberg-Regionen der intakten RNA darstellen. Bei Probe 2 sind diese Regionen nicht 

erkennbar. Der RQI-Wert (RNA Quality Index) als Maß für die Qualität nimmt Werte zwi-

schen 1 (komplett degradierte RNA) und 10 (intakte RNA) an. Im Fall von Probe 1 beträgt 

der RQI-Wert 9,8, im Fall von Probe 2 beträgt der RQI-Wert 2,5.  

1.6.3. Synthese von cDNA durch Reverse Transkription 

Im unmittelbaren Anschluss an jeden RNA-Extraktionsdurchgang wurden pro 

RNA-Probe 10 μl als Template in eine cDNA-Synthese eingesetzt. Die Durchfüh-

rung erfolgte nach Herstellerangaben und wird im XI.2.3.3. beschrieben. 

Zusätzlich wurde je Durchgang eine –RT (Reverse Transkriptase)-Kontrolle er-

stellt. Bei den –RT-Kontrollen wurde die RT durch das gleiche Volumen an Nuk-

lease-freiem Wasser ersetzt, die weitere Zusammensetzung und die Behandlung 

der –RT-Kontrollen unterschieden sich nicht von denen der übrigen Proben. Mit 

Hilfe der –RT-Kontrollen konnte in der späteren qPCR eine Kontamination der 

Proben durch genomische DNA ausgeschlossen werden.  
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1.6.4. Bestimmung der cDNA-Konzentration und -Reinheit 

Nach der cDNA-Synthese wurden die Proben über 15 min bei Raumtemperatur 

(21 °C) abgekühlt. Anschließend wurden die Konzentration und die Reinheit der 

cDNA mit einem Nanophotometer überprüft. Dafür wurde je 1 μl Probe aufgetra-

gen und die OD bei 260 nm und 280 nm gemessen.  

Um die Proben später in einer einheitlichen Konzentration von 200 ng/μl in die 

qPCR einsetzen zu können, wurde anhand der gemessenen cDNA-Konzentration 

das Volumen an Nuklease-freiem Wasser berechnet, welches für eine Verdünnung 

der Probe auf eine Konzentration von 200 ng/μl notwendig war und diese Ver-

dünnung unmittelbar durchgeführt. 

Zur Einschätzung der Reinheit der Proben wurde das Verhältnis der Absorption 

bei 260 nm zur Absorption bei 280 nm herangezogen (A260/A280). Da Nuklein-

säuren ihr Absorptionsmaximum bei 260 nm und Proteine ihres bei 280 nm ha-

ben, kann anhand dieses Verhältnisses eine Aussage über eine Kontamination der 

Proben durch Proteine getroffen werden. Für reine DNA sollte A260/A280 einen 

Wert von mindestens 1,8 betragen (GLASEL, 1995). Nach der Bestimmung die-

ser Parameter wurde die cDNA bis zum Einsatz in die qPCR bei -20°C eingefro-

ren.  

1.6.5. Etablierung einer Standardkurve für die qPCR für IL1RA 

Vor der Durchführung der qPCR zur Untersuchung der Genexpression von 

IL1RA wurde zunächst ein entsprechendes Primerpaar ausgewählt. Dies bildete 

auch die Grundlage der Vervielfältigung der IL1RA-Zielsequenz, um daraus eine 

Standardkurve herzustellen, die im Rahmen der PCR eine absolute Quantifizie-

rung ermöglichte. Für IL1B war in Vorgängerprojekten mit dem Primerpaar von 

NEUVIANS et al. (2004) bereits nach dem gleichen Ablauf eine Standardkurve 

etabliert worden. 

Für die Suche nach einem passenden Primerpaar wurde das Programm „Primer-

Blast“ des National Center for Biotechnology Information (USA) genutzt. Aus-

wahlkriterien waren dabei eine Schmelztemperatur zwischen 58 und 61 °C, eine 

Größe von etwa 20 Basenpaaren, ein Guanin- und Cytosin-Gehalt von etwa 50 %, 

Guanin oder Cytosin als Basen am 3´-Ende und eine Exon-Exon-Übergreifung. 

Das ausgewählte Primerpaar ist in Abschnitt XI.2.3.4. dargestellt. Mit diesem 

Primerpaar und zwei der in III.1.6.3. beschriebenen cDNA-Proben wurde zu-
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nächst eine konventionelle PCR durchgeführt, in der die Zielsequenz aus IL1RA 

vervielfältigt wurde. Das entsprechende Protokoll ist in XI.2.3.5.1. dargestellt. Im 

Anschluss erfolgte die Bestimmung der Größe der hergestellten PCR-Produkte 

mittels Kapillar-Elektrophorese nach Herstellerangaben. Das Ergebnis von 

290 Basenpaaren entsprach der aufgrund der Position der Primer in der IL1RA-

Sequenz erwarteten Größe.  

Anschließend wurde eine Klonierung der Zielsequenz durchgeführt. Dabei wurde 

ein handelsübliches Kit mit „Competent E. coli“-Bakterien nach Herstelleranga-

ben verwendet. Bakterien, in die das Plasmid erfolgreich eingebracht worden war, 

wurden in LB-Medium inkubiert und anschließend das Plasmid mit Hilfe eines 

weiteren Kits nach Herstellerangaben extrahiert. Die Bestätigung, dass bei der 

Klonierung tatsächlich die Zielsequenz aus IL1RA vervielfältigt wurde, erfolgte 

im Rahmen einer Sequenzierung der bei der Extraktion erhaltenen Probe durch 

die Firma Eurofins Genomic – Life Science Services, Ebersberg. Danach erfolgte 

die Linearisierung der Plasmide mittels Restriktionsenzym Hind III und die Auf-

reinigung mit einem handelsüblichen Kit nach Herstellerangaben. Die genaue 

Vorgehensweise bei der Klonierung, Plasmidextraktion, Linearisierung und Auf-

reinigung sind in XI.2.3.5.2. bis XI.2.3.5.6. dargestellt. 

Schließlich wurde mit Hilfe eines Nanophotometers die Reinheit des aufgereinig-

ten Produktes überprüft und die DNA-Konzentration gemessen. Da die Länge der 

Zielsequenz bekannt war, konnte die vorliegende Anzahl an Kopien der Zielse-

quenz berechnet werden. Anschließend wurden mit nukleasefreiem H2O definierte 

Verdünnungen hergestellt (106, 105, 104, 103, 102 Kopien/µl), die bis zur weiteren 

Verwendung bei -20 °C gelagert wurden. Diese Verdünnungen stellten die Grund-

lage für die Standardkurve in der qPCR dar. 

1.6.6. qPCR zur Untersuchung der Genexpression von IL1B und IL1RA 

Die qPCR basiert auf dem Prinzip der konventionellen PCR und stellt so eine Me-

thode dar, mit der sich DNA vervielfältigen lässt. Im Gegensatz zur konventionel-

len PCR ermöglicht die qPCR jedoch zusätzlich zum Nachweis von DNA-

Molekülen auch deren Quantifizierung. Dies wird in der vorliegenden Arbeit 

durch den Einsatz eines interkalierenden Farbstoffes ermöglicht, welcher nach 

Einlagerung in doppelsträngige DNA fluoresziert. Die gemessene Fluoreszenz ist 

direkt proportional zur Menge der doppelsträngigen DNA-Moleküle. Durch Mes-
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sung der Fluoreszenz wird das PCR-Produkt so detektierbar und quantifizierbar. 

Indem die fluorometrische Messung nach jedem Reaktionszyklus der qPCR 

durchgeführt wird, können die vorhandenen doppelsträngigen DNA-Moleküle in 

Echtzeit quantifiziert werden.  

Ist in einer Probe targetspezifische DNA vorhanden, entstehen in jedem Reakti-

onszyklus der qPCR entsprechend mehr doppelsträngige DNA-Moleküle, in die 

sich der interkalierende Farbstoff einlagert. In diesem Fall steigt die Stärke der 

Fluoreszenz je nach Menge der DNA-Moleküle ab einer bestimmten Zykluszahl 

typischerweise exponentiell an. Im weiteren qPCR-Verlauf zeigen sich ein linea-

rer Anstieg der Fluoreszenz und schließlich ein Plateau, wenn die für die Amplifi-

kation essenziellen Komponenten aus dem Reaktionsansatz verbraucht sind. Am 

Übergang in die exponentielle Phase wird ein Wert für die Fluoreszenzstärke als 

Grenzwert festgelegt. Die Zyklusanzahl, bei der die Fluoreszenz aus einer Probe 

diesen Grenzwert überschreitet, stellt den Ct-Wert (cycle threshold) dieser Probe 

dar. Je nach Menge der targetspezifischen DNA-Moleküle in der Probe wird ein 

Überschreiten des Grenzwertes früher oder später erreicht und der Ct-Wert ist 

entsprechend niedriger oder höher.  

Für eine absolute Quantifizierung der in der Probe enthaltenen DNA-Moleküle 

wurde auf jeder Platte eine Standardkurve (siehe III.1.6.5.) mitgeführt. Diese ent-

hielt fünf definierte Verdünnungen von aufgereinigten Plasmiden mit der Zielse-

quenz (106, 105, 104, 103, 102 Kopien/µl).  

Im hier beschriebenen Versuch wurde eine qPCR für IL1B und IL1RA mit einem 

handelsüblichen qPCR-Kit nach Herstellerangaben durchgeführt. Die verwende-

ten Primer sind in XI.2.3.4. näher beschrieben. Das Vorgehen bei der qPCR ist in 

XI.2.3.6. beschrieben.  

Für die Auswertung der qPCR wurde die Software TOptical eingesetzt. Nach  

jedem qPCR-Lauf wurde das Verhalten der Negativkontrollen, die Effizienz der 

Standardkurve und das Bestimmtheitsmaß R2 der Standardkurve überprüft. Des 

Weiteren wurde nach jedem qPCR-Lauf überprüft, ob die erfassten Schmelztem-

peraturen der qPCR-Produkte den targetspezifischen Schmelztemperaturen ent-

sprachen. So konnten Auffälligkeiten erfasst und gegebenenfalls in Form von 

Wiederholungen der qPCR-Läufe reagiert werden. 
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2. Untersuchung der Proteinkonzentration von IL1RA und 

IL1B in bovinen Uterussekretproben 

Im Folgenden wird die Gewinnung von bovinen Uterussekretproben und die Un-

tersuchung der Proteinkonzentration von IL1RA und IL1B im Uterussekret (US) 

mittels AlphaLISA-Verfahren (Amplified luminescent proximity homogeneous 

assay - linked immunosorbent assay) dargestellt.  

2.1. Probengewinnung 

Die Konzentrationsbestimmung von IL1RA und IL1B in bovinem US mittels Al-

phaLISA wurde in zwei unterschiedlichen Probengruppen durchgeführt. Zum 

einen wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit US-Proben aus Schlachtorga-

nen gewonnen. Zum anderen wurden auch Proben untersucht, die bereits im 

Rahmen eines anderen Forschungsprojektes in vivo gewonnen worden waren 

(HELFRICH, 2018). Dabei wurden Proben ausgewählt, die noch ausreichend Vo-

lumen für die Verwendung in der hier vorliegenden Arbeit enthielten und nicht 

stark blutkontaminiert oder verdünnt waren (siehe III.2.4.). Für beide Proben-

gruppen wurde ein von HILLMER (2018) entwickeltes und von HELFRICH 

(2018) modifiziertes Probenentnahmegerät verwendet. Bei beiden Probengruppen 

wurden zusätzlich zu den US-Proben auch Proben für die zytologische und die 

bakteriologische Untersuchung gewonnen, um die Uterusgesundheit der Spender-

tiere beurteilen zu können. Im Folgenden wird die im Rahmen der vorliegenden 

Arbeit durchgeführte Beprobung der Schlachtorgane dargestellt. Die Probenge-

winnung mit dem „Uterus-Probenentnahmegerät München“ in vivo wurde bei 

HELFRICH (2018) ausführlich beschrieben.  

2.1.1. Beschreibung und Vorbereitung der Utensilien für die Gewinnung 

von Uterussekret 

Das „Uterus-Probenentnahmegerät München“ zur Gewinnung von US und weite-

ren Probentypen (Cytobrush, Biopsie) war innerhalb der Arbeitsgruppe entwickelt 

und modifiziert worden (HELFRICH, 2018; HILLMER, 2018). Im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit wurden davon ausschließlich die zur Gewinnung von US 

relevanten, nachfolgend beschriebenen Bestandteile eingesetzt: 
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Arbeitskanal 

Ein 60 cm langes Rundrohr aus Edelstahl stellt den Arbeitskanal dar, der während 

der Probengewinnung intrauterin eingeführt wird. Während der Zervixpassage ist 

dieser durch einen Mandrin verschlossen (siehe Abbildung 4). Nach der intraute-

rinen Platzierung können durch den Arbeitskanal weitere Instrumente ohne wie-

derholte Zervixpassage eingeführt werden.  

Merocel-Schwämmchen 

Als Saugmaterial für US dienen beim verwendeten Probenentnahmegerät Mero-

cel-Schwämmchen. Je Beprobung wird davon ein 102,5 mm x 2 mm x 4 mm gro-

ßer, verdrillter Zuschnitt eingesetzt, der an der Spitze eines Führungsstabs aus 

Kunststoff befestigt wird (siehe Abbildung 4). Um das verdrillte Schwämmchen 

bei der Beprobung einfacher in den Arbeitskanal einführen zu können, beinhaltet 

das Probenentnahmegerät außerdem ein Verbindungsstück. Dies ist ein Rundrohr 

aus Edelstahl mit 16 cm Länge, welches über das Merocel-Schwämmchen ge-

stülpt wird. Da der Innendurchmesser des Verbindungsstücks im vorderen Bereich 

den Außendurchmesser des Arbeitskanals übersteigt, kann er bei der Beprobung 

auf das hintere Ende des im Uterus platzierten Arbeitskanals aufgesetzt und einige 

 

Abbildung 4: Verwendete Bestandteile des „Uterus-Probenentnahmegeräts 

München“. 

Dargestellt sind die verwendeten Bestandteile des Probenentnahmegerätes: Arbeitskanal mit 
Mandrin (1), dessen Spitze intrauterin platziert wird und durch den das am Führungsstab be-

festigte Merocel-Schwämmchen (2) für die US-Gewinnung in den Uterus eingebracht wird 

(modifiziert nach HELFRICH (2018)).   
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des Einführens des Merocel-

Schwämmchens durch den Arbeitskanal. 

Das am vorderen Ende des Führungsstabs (1) befestigte Merocel-Schwämmchen (2) befindet 

sich anfangs geschützt innerhalb des Verbindungsstücks (3). Durch Aufstecken (A→B) des 

Verbindungsstücks auf den Arbeitskanal (4, verkürzt dargestellt) kann das Schwämmchen 

unmittelbar in den Arbeitskanal eingeschoben (B→C) und für die Beprobung im Uterus plat-

ziert werden. 

Zentimeter über diesen geschoben werden. So kann das Merocel-Schwämmchen 

unmittelbar in den Arbeitskanal eingeführt und der Kontakt zur potenziell keim-

haltigen Umgebungsluft reduziert werden. Abbildung 5 verdeutlicht diesen Vor-

gang schematisch. 

Vor jeder Beprobung wurden die verwendeten Utensilien gereinigt (sofern Mehr-

wegmaterial) und sterilisiert. Dafür wurden folgende Methoden eingesetzt: 

• Dampfsterilisation (Arbeitskanal mit Mandrin, Verbindungsstück) 

• Bestrahlung mit Gammastrahlen (Merocel-Schwämmchen (Kobalt-60, 

Dosis 52,6 kGy) bei BBF Sterilisationsservice (Kernen-Rommelshausen)) 

• 70 % Ethanol (Führungsstab) 

Anschließend wurden alle Instrumente in Sterilisationsfolie eingeschweißt. 

2.1.2. Ablauf der Probengewinnung 

Die Auswahl der Uteri zur Gewinnung von US erfolgte analog zur Auswahl für 

die Explantgewinnung und unter Einbezug derselben Rassen (siehe III.1.2.).  

Die Oberfläche der ausgewählten Organe wurde in einem separaten Raum des 

Schlachthofs mit Leitungswasser gereinigt und der äußere Muttermund mit 

70 % Ethanol desinfiziert. Anschließend wurde der Arbeitskanal über die Zervix 

in den Uterus eingebracht und ipsilateral zum Gelbkörper im entsprechenden Ute-
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rushorn platziert. Im nächsten Schritt wurde das Verbindungsstück auf das Ende 

des Arbeitskanals aufgesetzt und das Merocel-Schwämmchen mithilfe seines Füh-

rungsstabs in den Uterus vorgeschoben. Das Merocel-Schwämmchen wurde für 

4 min im Uterus belassen und anschließend wieder durch den Arbeitskanal her-

ausgezogen. Danach wurde das Schwämmchen umgehend mit sterilen Instrumen-

ten gegriffen, vom Führungsstab abgesetzt und in ein Mikro-Schraubröhrchen 

gegeben. In diesem waren als Transportmedium vor Beginn der Probenentnahme 

300 µl Extraktionspuffer vorgelegt worden (PBS mit 100 µg/ml Aprotinin). Im 

Anschluss wurde der Arbeitskanal wieder aus dem Uterus entfernt.  

Um die Uterusgesundheit der Spendertiere beurteilen zu können, wurden an-

schließend Proben für die bakteriologische und zytologische Untersuchung ge-

wonnen sowie ein LE-Test durchgeführt. Dafür wurde der Uterus erneut mit H2O 

gereinigt und auf einer mit autoklavierter Alufolie bedeckten Fläche ausgelegt. Er 

wurde wie in III.1.2. beschrieben eröffnet und mittels Bürstchen und Tupfer be-

probt. Der LE-Test wurde wie in III.1.2. beschrieben durchgeführt. Im Anschluss 

wurden die Proben auf Eis in das Labor transportiert.  

2.1.3. Aufbereitung der Uterussekretproben 

Jedes Merocel-Schwämmchen wurde zunächst mitsamt Mikroröhrchen auf einer 

Präzisionswage gewogen. Dies diente der späteren Ermittlung des probenindivi-

duellen Verdünnungsfaktors (siehe III.2.4.1.). Anschließend wurden die Merocel-

Schwämmchen in je ein Filterröhrchen mit einer Cellulose-Acetat-Membran um-

gesetzt. Flüssigkeit, die noch im für den Transport verwendeten Mikroröhrchen 

verblieben war, wurde durch Pipettieren ebenfalls in das Filterröhrchen übertra-

gen. Die Filterröhrchen wurden bei 14.000 x g und 20 °C für 15 min zentrifugiert 

und so das US extrahiert. Im Anschluss wurden die Merocel-Schwämmchen in je 

ein neues Filterröhrchen umgesetzt, nochmals 300 µl Extraktionspuffer hinzuge-

geben und der Zentrifugationsschritt wiederholt. Die US-Eluate aus beiden Zentri-

fugationsschritten wurden in einem weiteren Mikroröhrchen auf ein Eluat je Tier 

zusammengeführt. Um den Grad einer potenziellen Blutkontamination beurteilen 

zu können (siehe III.2.4.2.), wurde mittels photometrischer Messung die OD der 

Eluate bei 570 nm bestimmt. Anschließend wurden die Eluate bis zur weiteren 

Verwendung bei -80 °C gelagert.  

Die für die Extraktion verwendeten Filtereinsätze wurden anschließend mit steri-
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len Tupfern beprobt. Diese wurden auf Columbia-Agar mit Schafblut ausgestri-

chen und dienten als weitere Grundlage für die bakteriologische Untersuchung 

(siehe III.2.1.4.1.). 

2.1.4. Weitere Untersuchungen zur Uterusgesundheit der Spendertiere 

Um die Gesundheit der beprobten Uteri beurteilen zu können, wurde für jedes 

beprobte Organ eine bakteriologische und eine zytologische Untersuchung durch-

geführt.  

2.1.4.1. Bakteriologische Untersuchung 

Für die Spendertiere der US-Gewinnung wurde die unmittelbar aus dem Uterus 

gewonnene Tupferprobe (siehe III.2.1.2.) sowie die Tupferprobe des Filtereinsat-

zes (siehe III.2.1.3.) auf Columbia-Agar mit Schafblut, Edwards-Agar und 

VRB-Agar ausgestrichen.  

Alle Agarplatten wurden bei 37°C für 48 h inkubiert und nach 24 h sowie nach 

48 h auf Keimwachstum kontrolliert. Bei der Auswertung wurden zur Unterschei-

dung der bakteriologisch positiven Proben von kontaminierten Proben folgende 

Kriterien nach HELFRICH (2018) herangezogen. Bakteriologisch positive Proben 

stellten dar: 

• Proben mit morphologisch identischem Wachstum im Ausstrich beider 

Probenmaterialien mit jeweils mindestens fünf KBE, dabei maximal zwei 

unterschiedliche Kolonie-Morphologien 

• Proben mit Wachstum von Monokulturen ausschließlich im Ausstrich der 

unmittelbaren Beprobung des Uterus mittels Uterustupfer mit mindestens 

fünf KBE  

Alle anderen Proben mit Koloniewachstum wurden als Kontamination eingestuft. 

Im Fall eines Keimwachstums erfolgte das Anlegen einer Reinkultur, die in eine 

Speziesdifferenzierung mittels MALDI-TOF am Lehrstuhl für Bakteriologie und 

Mykologie der Ludwig-Maximilians-Universität München eingesetzt wurde. 

2.1.4.2. Zytologische Untersuchung 

Die Behandlung und Auswertung der Objektträger im Rahmen der zytologischen 

Untersuchung wurde wie in III.1.5.2. beschrieben durchgeführt. 
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2.2. Bestimmung der Proteinkonzentration von IL1RA in bovinen 

Uterussekretproben  

In den US-Proben sollte die Proteinkonzentration von IL1RA bestimmt werden. 

Da US je Tier nur in kleinen Mengen gewonnen werden kann, sind für dessen 

Untersuchung besonders Methoden von Interesse, für die nur ein geringes Pro-

benvolumen benötigt wird. Für die Bestimmung von Proteinkonzentrationen in 

US stellt daher die AlphaLISA-Untersuchung eine geeignete Methode dar, da 

hierfür bereits Probenvolumina ab 1 µl eingesetzt werden können. Hierfür wurde 

zunächst ein in house-AlphaLISA zur Detektion von bovinem IL1RA entwickelt 

und evaluiert. 

2.2.1. Etablierung eines AlphaLISA für bovines IL1RA 

Für einen AlphaLISA wird zunächst ein gegen das Zielprotein gerichteter Anti-

körper mittels reduktiver Aminierung an Akzeptor-Beads gekoppelt. Während der 

Durchführung des Assays wird ein weiterer, zielproteinspezifischer Antikörper 

eingesetzt, welcher biotinyliert ist, während die zuletzt zuzugebenden Donor-

Beads streptavidinkonjugiert sind. Eine Anregung der Donor-Beads mit Licht der 

Wellenlänge 680 nm führt zu einer Abspaltung von reaktivem Singulett-

Sauerstoff mit je einem einzelnen angeregten Elektron pro Sauerstoffmolekül. 

Von diesem wird wiederrum Energie auf die Akzeptor-Beads übertragen, 

wodurch es zu einer Lichtemission kommt, die bei 615 nm messbar ist. Da sich 

jedoch der reaktive Singulett-Sauerstoff während einer Halbwertszeit von etwa 4 

Mikrosekunden nur über eine Entfernung von maximal 200 nm bewegen kann, 

findet die Energieübertragung auf die Akzeptor-Beads nur dann statt, wenn sich 

Donor- und Akzeptor-Beads in entsprechender räumlicher Nähe befinden. Ande-

renfalls fällt das angeregte Sauerstoffmolekül ohne messbare Emission in seinen 

Ausgangszustand zurück. Ist das Zielprotein in der eingesetzten Probe vorhanden, 

werden Akzeptor- und Donor-Beads durch die zeitgleiche Bindung beider Anti-

körper an das Zielprotein und die Biotin-Streptavidin-Bindung in die für die 

Energieübertragung erforderliche räumliche Nähe gebracht und es kommt zur 

messbaren Emission (vgl Abbildung 6). Da sich die Stärke des emittierten Signals 

bei 615 nm Wellenlänge proportional zur Konzentration des Zielproteins in der 

Probe verhält, kann durch das Mitführen einer Standardkurve die Signalstärke in 

eine Konzentration umgerechnet werden.   
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des AlphaLISA-Prinzips. 

Die Anregung der Donor-Beads mit Licht der Wellenlänge 680 nm führt zur Abspaltung von 

reaktivem Singulett-Sauerstoff (1O2). Befinden sich Akzeptor-Beads durch Bindung der an sie 

gekoppelten Antikörper an den Analyten in räumlicher Nähe, so erfolgt die Energieübertra-

gung von 1O2 auf die Akzeptor-Beads und somit die Emission bei 615 nm (Abbildung zur 

Verfügung gestellt von PerkinElmer, 2021). 

2.2.1.1. Kopplung eines anti-IL1RA-Antikörpers an Akzeptor-Beads 

Für die Etablierung eines AlphaLISA zur Detektion von bovinem IL1RA wurden 

zunächst 100 µg eines spezifischen Antikörpers an 1 mg Akzeptor-Beads gekop-

pelt. Dieser Arbeitsschritt wurde nach den Angaben des Bead-Herstellers durch-

geführt, wobei das Protokoll für die Konjugation von 1 mg Akzeptor-Beads und 

eine Coupling Ratio von 10:1 angewendet wurde. Die Herstellung der dafür benö-

tigen Reagenzien ist in XI.2.4.1 beschrieben. Nach Durchführung der Kopplung 

erfolgte die Lagerung des Produktes in einem lichtundurchlässigen Eppendorf 

Tube bei 4 °C.  

2.2.1.2. Durchführung des AlphaLISA  

Für die Durchführung des AlphaLISA auf 384-Well-AlphaPlates wurde unmittel-

bar vor der Verwendung die jeweils benötigte Menge an Akzeptor-Beads, eines 

spezifischen biotinylierten Antikörpers und an Donor-Beads in AlphaLISA 

HiBlock Buffer verdünnt. Um zu erfassen, welche absoluten Konzentrationen und 

Konzentrationsverhältnisse dieser Reagenzien und welche Inkubationsabfolge die 

genaueste Detektion von IL1RA ermöglicht, wurden verschiedene mögliche Vari-

anten getestet. Das schlussendlich im weiteren Verlauf verwendete Assay-

Protokoll wird in XI.2.4.2. beschrieben. Aufgrund der Lichtempfindlichkeit der 

Donor-Beads wurden diese nur unter Abdunkelung mit Filtern verwendet 

(< 100 Lux). Für die Messung der Lichtemission, welche durch die Energieüber-

tragung auf die Akzeptor-Beads entsteht, wurde ein Mikroplattenreader verwen-

det, der mit einem Laser für AlphaLISA aufgerüstet wurde und unter folgenden 
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Einstellungen verwendet wurde: Excitation 680 nm, Emission 615 nm, Excitation 

time 0,30 s, Integration start 0,36 s, Integration time 0,40 s. Zur Umrechnung der 

Signalstärke in eine Konzentration wurde auf jeder 384-Well-AlphaPlate eine 

Standardkurve mitgeführt.  

2.2.1.3. Evaluierung des AlphaLISA 

Zur Beurteilung der Qualität des etablierten AlphaLISA wurden verschiedene 

Teilversuche durchgeführt, die nachfolgend beschrieben werden. 

Bestimmung des Lower Detection Limits 

Nachdem sich Donor- und Akzeptor-Beads nicht nur durch eine gleichzeitige 

Bindung an das Zielprotein IL1RA über die beiden spezifischen Antikörper, son-

dern bis zu einem gewissen Maß auch zufällig in räumlicher Nähe befinden kön-

nen, ist bei der Messung der Emission mit einem Hintergrundrauschen zu rech-

nen, welches die Sensitivität des Assays bestimmt. Das Lower Detection Limit 

(LDL) dient der Bestimmung der Konzentration von IL1RA, ab der das gemesse-

ne Signal von diesem Hintergrundrauschen unterschieden werden kann. Zur Er-

mittlung des LDLs des etablierten Assays wurde entsprechend der Herstelleran-

gaben ein sogenannter Background zwölffach pipettiert, in welchem statt einer 

Probe oder Standardkonzentration das entsprechende Volumen AlphaLISA 

HiBlock Buffer eingesetzt wurde. Zum Mittelwert der erhaltenen zwölf Signal-

werte wurde die dreifache Standardabweichung (SD) addiert. Die zu dieser Sig-

nalhöhe korrespondierende IL1RA-Konzentration kann nun anhand der Standard-

kurve zugeordnet werden und stellt das LDL dar. 

Untersuchung der Intra-Assay-Variation 

Zur Bestimmung der Intra-Assay-Variation wurden der Variationskoeffizient 

(CV) der Standardpunkte herangezogen. In 18 Durchführungen des AlphaLISA 

wurden die Standardpunkte dreifach pipettiert, anschließend für jeden Standard-

punkt der CV innerhalb einer Assaydurchführung berechnet und die Ergebnisse 

über alle Durchführungen gemittelt. 

Untersuchung der Inter-Assay-Variation 

Um die Inter-Assay-Variation des entwickelten AlphaLISA zu ermitteln, wurden 

US-Proben von drei zufällig ausgewählten Tieren jeweils im Dreifachansatz in 
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den AlphaLISA eingesetzt und aus den gemittelten Signalen mithilfe der Stan-

dardkurve die IL1RA-Konzentration in den Proben berechnet. Nachdem dieses 

Vorgehen mit denselben Proben an zwei weiteren Versuchstagen mit neu ange-

setzten Reagenzien wiederholt worden war, wurde für jede Probe der CV über die 

drei Versuchstage bestimmt. 

Bestimmung des Hook Points  

Das Phänomen des Hook Effektes in einem Sandwich Immunoassay tritt auf, 

wenn in einer eingesetzten Probe das Zielprotein so hoch konzentriert ist, dass die 

Bindungsstellen beider Antikörper auch ohne die Bildung eines Sandwichkom-

plexes gesättigt sind. Im Falle eines AlphaLISA ist diese Komplexbildung nötig, 

um Donor- und Akzeptor-Beads in die für die Energieübertragung und somit für 

die Signalentstehung erforderliche räumliche Nähe zu bringen. Während unter-

halb des Hook Points mit dem Anstieg der Proteinkonzentration des Analyten 

vermehrt Donor- und Akzeptor-Beads in die notwendige räumliche Nähe gebracht 

werden und somit das emittierte Signal steigt, wird oberhalb des Hook Points 

durch weiteres Ansteigen der Konzentration die Annäherung der Beads zuneh-

mend behindert und das Signal nimmt entsprechend wieder ab. Um zu erfassen, in 

welchem Konzentrationsbereich des Zielproteins der Hook Point beim hier etab-

lierten AlphaLISA liegt, wurde der Assay mit einer erweiterten Standardkurve 

durchgeführt, in der Standardpunkte bis zu einer IL1RA-Konzentration von 

2.000 ng/ml aufgetragen wurden.  

Untersuchung der Wiederfindungsrate 

Um die Messgenauigkeit des etablierten AlphaLISA zu beurteilen, wurden ge-

spikte Puffer- und US-Proben im Dreifachansatz eingesetzt. Dafür wurde Alpha-

LISA HiBlock Buffer oder US, dessen Konzentration an nativem IL1RA bereits 

gemessen worden war, eine vorab bestimmte, variierende Menge rekombinantes 

bovines IL1RA zugesetzt. Nach der Durchführung des Assays wurde berechnet, 

welcher Anteil der vorab errechneten Konzentration im Assay tatsächlich wieder-

gefunden wurde (theoretischer Idealwert = 100 %). 
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2.2.2. Anwendung des AlphaLISA zur Messung der Konzentration von 

IL1RA in bovinen Uterussekretproben  

Mit dem etablierten AlphaLISA wurde die IL1RA-Konzentration in den US-

Proben aus in vivo-Gewinnung und aus Schlachtorganproben bestimmt. Dabei 

wurde der Background sechsfach, die Standardpunkte dreifach und die Proben 

doppelt pipettiert. Betrug der Variationskoeffizient der Mehrfachansätze mehr als 

10 %, wurde die Untersuchung der Proben wiederholt. Die Durchführung des Al-

phaLISA für IL1RA erfolgte gemäß der in III.2.2.1.2. beschriebenen Vorgehens-

weise und unter Anwendung des in XI.2.4.2. dargestellten Protokolls.  

2.3. Bestimmung der Konzentration von IL1B in bovinen Uterussekret-

proben 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die IL1B-Konzentration in US-Proben 

aus Schlachtorganen gemessen. Dazu wurde ein kommerziell erhältliches Alpha-

LISA-Kit für bovines IL1B und 384-Well-AlphaPlates verwendet. Die Durchfüh-

rung erfolgte nach Herstellerangaben (siehe XI.2.4.3.). Der Background wurde 

sechsfach, die Standardpunkte dreifach und die Proben doppelt pipettiert. Betrug 

der Variationskoeffizient der Mehrfachansätze mehr als 10 %, wurde die Untersu-

chung der Proben wiederholt.  

Die Messung von IL1B in in vivo gewonnenen US-Proben war bereits von 

HELFRICH (2018) durchgeführt worden. 

2.4. Rechnerische Korrekturen  

Zur Ermittlung der tatsächlichen IL1RA- und IL1B-Konzentrationen im US er-

folgten nach der Durchführung der AlphaLISA rechnerische Korrekturen, die 

nachfolgend beschrieben werden. 

2.4.1. Rechnerische Korrektur der Verdünnung des Uterussekrets durch 

Extraktionspuffer 

Für den Transport des US sowie für die Extraktion aus dem Merocel-

Schwämmchen wurden je Probe insgesamt 600 µl Extraktionspuffer eingesetzt 

(siehe III.2.1.2. und III.2.1.3.). Daher entsprachen die mittels AlphaLISA gemes-

senen Analytkonzentrationen nicht denen in unverdünntem US. Da aus jedem 

Uterus ein individuelles Volumen an US über das Merocel-Schwämmchen ge-

wonnen wurde, musste zur exakten Bestimmung der Analytkonzentration im US 

ein probenindividueller Verdünnungsfaktor F berücksichtigt werden. Dieser wur-
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de unter Berücksichtigung der Masse von Filterröhrchen, Schwämmchen vor und 

nach der Beprobung und Extraktionspuffer für jede Probe berechnet. Die dabei 

verwendeten Formeln werden in XI.2.4.4. erläutert. Die in unverdünntem US vor-

liegende Analytkonzentration wurde durch Multiplikation der mittels AlphaLISA 

ermittelten Konzentration jeder Probe mit dem probenspezifischen Verdünnungs-

faktor F berechnet. Im Fall von sehr stark verdünntem US (F ≥ 50) wurde die be-

troffene Probe von der Auswertung der Ergebnisse ausgeschlossen.  

2.4.2. Rechnerische Korrektur der Blutkontamination von in vivo gewon-

nenem Uterussekret 

Da insbesondere bei der US-Gewinnung in vivo nicht auszuschließen war, dass 

kleine Schleimhautverletzungen eine Blutkontamination des gewonnenen US her-

beiführen (HELFRICH, 2018), musste mit einer daraus resultierenden potenziel-

len Verfälschung der Analytkonzentration im US gerechnet werden. Falls die 

Analytkonzentration im Blut die Analytkonzentration im US unter- oder über-

steigt, führt dies möglicherweise zu einer Unter- oder Überschätzung der Analyt-

konzentration im US. Daher wurde zunächst mittels photometrischer Messung die 

Blutkontamination der US-Proben quantifiziert. Für die Quantifizierung der Blut-

proben war von HELFRICH (2018) eine Standardkurve mit zwölf Standardpunk-

ten unterschiedlichen Blutkontaminationsgrades erstellt und bei 570 nm photo-

metrisch gemessen worden. Die sich ergebende Formel zur Berechnung der Blut-

kontamination der US-Proben ist in XI.2.4.5. dargestellt. Die Blutkontamination 

der in vivo gewonnenen US-Proben war bereits quantifiziert worden (HELFRICH, 

2018). Die Blutkontamination der US-Proben aus Schlachtorganen wurde nach 

dem gleichen Prinzip durchgeführt.  

Während im Fall der US-Proben aus Schlachtorganen die Blutkontamination ver-

nachlässigbar niedrig war, war dies bei den in vivo gewonnenen US-Proben nicht 

der Fall (siehe IV.1.3.2.). Entsprechend war bei den in vivo gewonnenen 

US-Proben eine rechnerische Korrektur der mittels AlphaLISA gemessenen Pro-

teinkonzentrationen von IL1B und IL1RA notwendig. Dafür war unmittelbar bei 

der Gewinnung von US bei jedem beprobten Tier zusätzlich eine Blutprobe aus 

der Schwanzvene (Vena caudalis mediana) genommen und anschließend mittels 

Zentrifugation eine Plasmaprobe hergestellt worden (HELFRICH, 2018). Mittels 

der in III.2.3. und III.2.2.2. beschriebenen AlphaLISA wurde die Konzentration 

von IL1B (HELFRICH, 2018) bzw. IL1RA in den Plasmaproben gemessen. Die 
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Formeln zur rechnerischen Korrektur der Analytkonzentration im US um die Ana-

lytkonzentration im Plasma werden in XI.2.4.5. dargestellt. Ab einer prozentualen 

Blutkontamination von 33 % wurden Proben von der Auswertung der Ergebnisse 

ausgeschlossen.  

2.5. Berechnung des IL1RA/IL1B-Verhältnisses auf Proteinebene in bo-

vinen Uterussekretproben 

Zur Berechnung des IL1RA/IL1B-Verhältnisses wurde je Tier die ermittelte 

IL1RA-Konzentration durch die ermittelte IL1B-Konzentration dividiert. Da die 

Ergebnisse des AlphaLISA für IL1RA in der Einheit ng/ml und die Ergebnisse 

des AlphaLISA für IL1B in der Einheit pg/ml vorlagen, wurden die IL1RA-

Konzentrationen in pg/ml umgerechnet. 

3. Statistische Analyse 

Für die statistische Auswertung wurde die Programmiersprache und -umgebung R 

(Version 4.1.1 (2021-08-10)) und die Benutzeroberfläche R-Studio (Version 

1.4.1717 © 2009-2021 RStudio, PBS) genutzt.  

3.1. Deskriptive statistische Analyse 

Im Rahmen der deskriptiven Statistik erfolgte die Berechnung von Mittelwert 

oder Median (je nach Vorhandensein von Extremwerten) sowie von Standardab-

weichung, 1. und 3. Quartil und die Erstellung von Diagrammen. Zur Visualisie-

rung wurden in dieser Arbeit hauptsächlich Boxplot-Diagramme genutzt. Deren 

Aufbau ist in Abbildung 7 exemplarisch dargestellt. 

3.2. Induktive statistische Analyse 

Die Ergebnisse der Untersuchung der Regulation der Genexpression von IL1B 

und IL1RA in bovinen endometrialen Explants sowie der Untersuchung der Kon-

zentration von IL1B und IL1RA in bovinen Uterussekretproben wurden mittels 

Verfahren der induktiven Statistik ausgewertet.  

Die ermittelten p-Werte der nachfolgend beschriebenen statistischen Tests finden 

sich tabellarisch zusammengefasst im Anhang dieser Arbeit (siehe XI.3.).  
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Abbildung 7: Beispielhafte Darstellung eines Boxplot-Diagramms.  

In der Box sind 50 % der Messwerte umschrieben (Interquartilsabstand (IQR)). Sie wird nach 

unten durch das 1. Quartil und nach oben durch das 3. Quartil begrenzt. Der Median wird 

durch einen verdickt dargestellten horizontalen Strich innerhalb der Box dargestellt. Oberhalb 

und unterhalb der Box zeigen Whiskers nach der Definition von John W. Tukey die maxima-

len bzw. minimalen Messwerte an, die jeweils innerhalb einer Entfernung von 1,5 x IQR von 

der Box entfernt liegen. Außerhalb liegende Extremwerte sind als • dargestellt. 

3.2.1. Auswertung der Daten aus der Explantkultur 

Zur Untersuchung der Regulation der endometrialen Genexpression von IL1B und 

IL1RA in bovinen endometrialen Explants unter dem Einfluss verschiedener 

Koinkubationsansätze wurden die mittels Reverse Transkriptase qPCR gewonne-

nen Daten unter Einsatz von multivariaten gemischten Modellen verglichen. Da-

bei wurden die verwendeten Koinkubationsansätze in bakterielle Komponenten 

(E. coli, B. pumilus und L. buchneri) und Interleukine (IL1B, IL17A, IL10) unter-

gliedert und die Daten innerhalb dieser Gruppen sowie mit der entsprechenden 

Kontrolle verglichen. Dabei wurden jeweils einzeln die Genexpressionen von 

IL1B und IL1RA sowie das IL1RA/IL1B-Verhältnis auf Genexpressionsebene 

betrachtet. 

Zunächst wurde jeweils die Verteilung der Daten mittels graphischer Visualisie-

rung betrachtet. Aufgrund der starken Streuung wurden die Daten vor der Durch-

führung der nachfolgend beschriebenen statistischen Tests logarithmiert. Zur 

Auswahl des korrekten gemischten Modells wurden folgende Annahmen getestet: 
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• Normalverteilung der Daten mittels Shapiro-Wilk-Test und zusätzlicher 

graphischer Darstellung (Nullhypothese (H0): ‚Die Daten sind normalver-

teilt‘) 

• Heteroskedastizität der Varianzen mittels Breusch-Pagan-Test  

• Homogenität der Varianzen mittels Bartlett-Test 

• Detektierung von Extremwerten  

Bei Erfüllung der Annahmen wurde für die vergleichende Untersuchung des Ein-

flusses der verschiedenen Koinkubationen ein lineares gemischtes Modell (linear 

mixed-effects model, R-Funktion lme4::lmer) für die Daten berechnet. Wurden 

die Annahmen nicht erfüllt, wurde stattdessen ein robustes gemischtes Modell 

(R-Funktion robustlmm::rlmer) berechnet. Anschließend wurde mit dem er-

rechneten Modell mittels Multiplem paarweisen Vergleich (R-Funktion emme-

ans::emmeans) auf H0: ‚Die zu vergleichenden Gruppen unterschieden sich 

nicht voneinander‘ getestet. Die Berechnung der p-Werte erfolgte für beide Mo-

delle unter Anwendung der Tukey-Korrektur für multiple Vergleiche. 

3.2.2. Auswertung der Daten der Uterussekretproben 

Zur Untersuchung der AlphaLISA-Ergebnisse zur IL1B- und IL1RA-

Konzentration im Uterussekret in Abhängigkeit von der Gebärmuttergesundheit 

wurden die beprobten Tiere in zwei Gruppen eingeteilt. Entscheidend war hierbei 

der PMN-Anteil in der zytologischen Untersuchung (siehe III.2.1.4.2.). Bei einem 

PMN-Anteil < 5 % wurde das Spendertier der Gruppe SEneg zugewiesen, einem 

PMN-Anteil von 5 % der Gruppen keine SEpos.  

Die Auswertung erfolgte mittels einfachem paarweisen Vergleich dieser beiden 

Gruppen jeweils einzeln für die Konzentration von IL1B und IL1RA sowie deren 

Konzentrationsverhältnis IL1RA/IL1B. Dabei wurde nach Gewinnungsart der 

Proben (in vivo oder am Schlachtorgan) getrennt. Aufgrund der starken Streuung 

wurden die Daten für die nachfolgende induktive Statistik logarithmiert. Die 

Überprüfung der Daten auf Normalverteilung (H0: ‚Die Daten sind normalver-

teilt‘) erfolgte mittels Shapiro-Wilk-Test und zusätzlicher graphischer Darstel-

lung.  

Im Fall einer Normalverteilung der Daten wurde im nächsten Schritt die Homo-

gentität der Varianzen mittels Levene-Test überprüft. Da in allen betroffenen Fäl-
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len die Varianzen homogen verteilt waren, wurde hier der paarweise Vergleich 

mittels Student´s t-Test durchgeführt (H0: ‚Die Mittelwerte beider Gruppen unter-

scheiden sich nicht voneinander‘). 

Waren die Daten nicht normalverteilt, wurde der paarweise Vergleich mit dem 

Mann-Whitney-U-Test durchgeführt (H0: ‚Die Mediane beider Gruppen unter-

scheiden sich nicht voneinander‘).  

Die AlphaLISA-Ergebnisse wurden zudem auf Unterschiede zwischen den in vivo 

und den am Schlachtorgan gewonnenen Proben untersucht. Hierbei wurden, 

diesmal getrennt nach den Gruppen SEneg und SEpos, die Konzentrationen von 

IL1B und IL1RA sowie deren Konzentrationsverhältnis für die beiden Arten der 

Probengewinnung paarweise miteinander verglichen. Das statistische Vorgehen 

wurde dabei analog zum vorausgehend beschriebenen Verfahren beim Vergleich 

der Gruppen SEneg und SEpos durchgeführt.  

Ein multipler paarweiser Vergleich, der Gebärmuttergesundheit und Gewinnungs-

art kombiniert, wurde als nicht sinnvoll erachtet und daher nicht durchgeführt.  

3.2.3. Einordnung der Ergebnisse und Kategorisierung der p-Werte 

Für die beschriebenen multiplen bzw. einfachen paarweisen Vergleiche wurde das 

Signifikanzniveau α, bei dessen Unterschreiten H0 abgelehnt wird, auf 5 % festge-

legt. Die p-Werte als Ergebnisse der durchgeführten statistischen Tests wurden 

wie folgt kategorisiert: 

• 0,05 ≤ p-Wert < 0,1:  Tendenz (Kennzeichnung °) 

• 0,01 ≤ p-Wert < 0,05:  Signifikantes Ergebnis (*) 

• 0,001 ≤ p-Wert < 0,01: Hochsignifikantes Ergebnis (**) 

• p-Wert < 0,001:  Höchstsignifikantes Ergebnis (***) 

Die angeführten Kennzeichnungen des Signifikanzniveaus werden in den 

Boxplot-Diagrammen im Falle von beim Vergleich festgestellter signifikanter 

Unterschiede zwischen Gruppen zur graphischen Verdeutlichung mit angegeben. 
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IV. ERGEBNISSE 

Im Folgenden wird zunächst auf die Qualität der eingesetzten Methoden einge-

gangen (Explantkultur, Reverse Transkriptase-qPCR, Gewinnung von Uterussek-

ret (US) mit dem verwendeten Probeentnahmegerät, AlphaLISA). Anschließend 

werden die Ergebnisse der Untersuchungen zur Uterusgesundheit der Spendertiere 

von Explants und US-Proben aufgeführt. Schließlich werden die Ergebnisse zur 

Regulation der Genexpression von IL1B und IL1RA in endometrialen Explants 

sowie die Proteinkonzentration von IL1B und IL1RA in bovinen US-Proben in 

Abhängigkeit von Uterusgesundheit und Gewinnungsart (am lebenden Tier 

(in vivo)/Schlachtorgan) dargestellt. 

1. Methodische Vorarbeiten 

1.1. Evaluierung der Explantkultur 

Um die Aussagekraft der Ergebnisse des Explantkulturversuchs beurteilen zu 

können, wurden ausgewählte, nachfolgend aufgeführte Parameter untersucht.  

1.1.1. Untersuchung der Stoffwechselaktivität 

Um die Vitalität der Explants nach 24 h Inkubation beurteilen zu können, wurde 

die Stoffwechselaktivität der Explants begleitend untersucht. Je höher die Stoff-

wechselaktivität der Zellen im Explant ist, desto mehr WST-8 wird zu Formazan 

reduziert und desto höher ist die optische Dichte (OD) der Explantüberstände bei 

photometrischer Messung (560 nm). 

1.1.1.1. Vergleich der Stoffwechselaktivität nach 3 h und 24 h Inkubation 

Um zu überprüfen, ob sich die Stoffwechselaktivität der Explants zwischen Inku-

bationsbeginn und -ende veränderte, wurde die OD von Überständen von Explants 

untersucht, die ausschließlich mit Inkubationsmedium sowie in den jeweils letzten 

drei Inkubationsstunden mit WST-8 inkubiert wurden. Dabei wurden die OD der 

Überstände nach 3 h Inkubation (OD3) und nach 24 h Inkubation (OD24) vergli-

chen. Nach Abzug des Leerwertes (siehe III.1.4.) betrug OD3 im Mittel 0,88 

(SD = 0,23) und OD24 im Mittel 1,66 (SD = 0,37). Die photometrisch gemessenen 

Werte aller beprobten Tiere (n = 26) sind für beide Zeitpunkte in Abbildung 8 

zusammengefasst.  
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Abbildung 8:  Analyse der Stoffwechselaktivität der Explants mittels 

WST-8-Reduktionsmessung.  

Die Stoffwechselaktivität der Explants nach 3 h und nach 24 h Inkubation wurde in Form der 

Reduktion von WST-8 zu Formazan ermittelt. Dabei wurde jeweils 3 h vor Inkubationsende 

WST-8 zugegeben und die OD mittels photometrischer Messung bei 560 nm gemessen. Je 

Tier (n = 26) wurden dafür zwei Explants je Inkubationsdauer verwendet.  

1.1.1.2. Einfluss der Koinkubationsansätze auf die Stoffwechselaktivität 

Des Weiteren wurde an Explants von einem Spendertier exemplarisch überprüft, 

ob die eingesetzten Koinkubationsansätze die Stoffwechselaktivität der Explants 

im Verlauf der Inkubation beeinflussen. Die OD von Explantüberständen wurde 

nach 3 h sowie nach 24 h Koinkubation mit jeweils einem der in III.1.3. aufge-

führten Ansätzen untersucht (zwei Explants je Koinkubationsansatz und Zeit-

punkt). Ähnlich wie beim Vergleich der Stoffwechselaktivität nach 3 h und nach 

24 h Inkubation mit ausschließlich Inkubationsmedium, wurde auch nach Inkuba-

tion mit den verwendeten Koinkubationsansätzen in allen Fällen OD3 von OD24 

überstiegen. 

1.1.2. Einfluss der Kultivierung auf die Genexpression von IL1B und 

IL1RA 

Zur Detektion von quantitativen Veränderungen der Genexpression von IL1B und 

IL1RA im Verlauf der Inkubation wurden die qPCR-Ergebnisse der Kontrollen 

(nur Medium) nach 3, 14 und 24 h Inkubation verglichen. Dabei zeigte sich ein 

signifikantes bzw. höchstsignifikantes Absinken der IL1B-Expression zwischen 3 

und 14 h bzw. zwischen 3 und 24 h Inkubation (p = 0,024 bzw. p < 0,001). Bei 

der IL1RA-Expression stellte sich ein hochsignifikanter bzw. signifikanter An-
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stieg zwischen 3 und 14 h bzw. 3 und 24 h Inkubation dar (p = 0,001 bzw. 

p = 0,011). Das Verhältnis der IL1RA-Expression zur IL1B-Expression stieg zwi-

schen 3 und 14 h sowie zwischen 3 und 24 h höchstsignifikant an (jeweils 

p < 0,001). Zwischen 14 h und 24 h konnten jeweils keine signifikanten Verände-

rungen festgestellt werden. 

1.2. Qualität der Reverse Transkriptase-qPCR 

Bei der molekularbiologischen Untersuchung der Explants wurden folgende Qua-

litätskontrollen durchgeführt, um die Aussagekraft der Ergebnisse beurteilen zu 

können: Qualität der aus den Explants extrahierten RNA, Konzentration der syn-

thetisierten cDNA, Qualität der qPCR-Läufe und Targetspezifität der Fluoreszenz 

in der qPCR. 

1.2.1. RNA-Qualität 

Zur Detektion von degradierter RNA wurde im Anschluss an die RNA-Extraktion 

aus den Explants aus jeder RNA-Probe 1 µl in eine automatisierte Kapillar-

Elektrophorese eingesetzt. Der dabei berechnete RNA Quality Index (RQI) drückt 

die RNA-Qualität aus, wobei eine gute RNA-Qualität ab RQI > 5 angenommen 

werden kann (FLEIGE & PFAFFL, 2006). Der RQI betrug im Median 9,1. Bei 

einer Probe wurde ein RQI von 2,5 festgestellt. Diese Probe wurde daher von der 

weiteren Auswertung ausgeschlossen. Die Spannbreite des RQI der übrigen Pro-

ben reichte von 6,5 bis 9,9 mit einem Mittelwert von 9,0 (SD = 0,57).  

1.2.2. cDNA-Konzentration 

Die cDNA-Konzentration der synthetisierten cDNA betrug im Mittel 662,6 ng/µl 

(SD = 117,7 ng/µl). Sie wurde anschließend durch die Zugabe des entsprechenden 

Volumens an RNase-freiem H2O einheitlich auf 200 ng/µl eingestellt.  

1.2.3. Qualität der qPCR-Läufe 

Zur Beurteilung der Qualität der qPCR und der Vergleichbarkeit der verschiede-

nen qPCR-Läufe je Gen wurden zu jedem qPCR-Lauf Effizienz und Bestimmt-

heitsmaß der Standardkurve erfasst. Anzustreben ist eine Effizienz zwischen 90 % 

und 110 % und ein Bestimmtheitsmaß von mindestens 0,985. Für IL1B betrug die 

Effizienz der Standardkurve im Mittel 89,0 % (SD = 3,3 %), das Bestimmtheits-

maß 0,99 (SD = 0,00). Für IL1RA betrug die Effizienz der Standardkurve im Mit-

tel 96,6 % (SD = 7,1 %), das Bestimmtheitsmaß 0,99 (SD = 0,01). 
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1.2.4. Überprüfung der qPCR-Ergebnisse auf Targetspezifität  

Um mögliche nicht-targetspezifische Fluoreszenz als solche zu detektieren und 

somit eine Fehlinterpretation der Ergebnisse zu vermeiden, wurden Negativkon-

trollen und –RT-Kontrollen eingesetzt sowie die Schmelztemperatur der 

qPCR-Produkte kontrolliert. 

1.2.4.1. Ergebnisse der Negativkontrollen 

Die Negativkontrollen enthielten statt einer Probe nukleasefreies H2O und wurden 

auf jede Platte vier- bis sechsfach pipettiert. Dabei wurde nur im Fall eines 

qPCR-Laufes für IL1B bei einer der sechs mitgeführten Negativkontrollen ein Ct 

innerhalb der 40 durchgeführten qPCR-Zyklen detektiert (zugehörige Konzentra-

tion = 6,8 Kopien/µl). Die zugehörige Schmelztemperatur stimmte jedoch nicht 

mit der targetspezifischen Schmelztemperatur überein. Daher ist in diesem Fall 

von einer unspezifischen Fluoreszenz auszugehen. Für alle übrigen Negativkon-

trollen konnte innerhalb von 40 qPCR-Zyklen kein Ct detektiert werden. 

1.2.4.2. Ergebnisse der –RT-Kontrollen 

Die mitgeführten –RT-Kontrollen wurden bei der vorausgegangenen cDNA-Syn-

these erstellt, indem bei ihnen keine Reverse Transkriptase eingesetzt wurde. Da-

her sollten die –RT-Kontrollen ausschließlich RNA, aber keine DNA enthalten 

und somit kein Ct detektierbar sein. Im Ergebnis blieb sowohl für IL1B als auch 

für IL1RA nur ein Teil der –RT-Kontrollen während der 40 qPCR-Zyklen gänz-

lich ohne Ct. Die prozentualen Anteile der –RT-Kontrollen mit und ohne detek-

tierten Ct sind in Tabelle 2 dargestellt. Die Schmelztemperaturen der qPCR-Pro-

dukte aus den –RT-Kontrollen mit detektiertem Ct lagen jeweils im Bereich der 

Schmelztemperaturen der Zielsequenzen (vervielfältigte Genabschnitte von IL1B 

und IL1RA). Daher war anhand der Schmelztemperatur keine Abgrenzung zwi-

schen den qPCR-Produkten aus den –RT-Kontrollen und den Zielsequenzen mög-

lich. Jedoch kann es sich in solchen Fällen auch um eine unspezifische Fluores-

zenz durch andere Sequenzen mit gleicher Schmelztemperatur handeln. Die be-

rechneten mittleren Konzentrationen der betroffenen –RT-Kontrollen lagen deut-

lich unterhalb der Konzentrationen der niedrigsten Standardpunkte und der regu-

lären Proben. Zur Verdeutlichung ist daher die mittlere Konzentration des nied-

rigsten Standardpunktes ebenfalls mit angegeben. 
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Tabelle 2: Verteilung der qPCR-Ergebnisse der –RT-Kontrollen und mittle-

re Konzentrationen von –RT-Kontrollen und niedrigstem Stan-

dardpunkt. 

qPCR-Ergebnis der –RT-Kontrollen IL1B IL1RA 

Beide Ansätze des Doppelansatzes ohne 

Ct oder niedriges unspezifisches Signal *) 
43,9 % 73,2 % 

Ein Ansatz des Doppelansatzes mit Ct 31,7 % 14,6 % 

Beide Ansätze des Doppelansatzes mit Ct 24,4 % 12,2 % 

Mittlere Konzentration der  

–RT-Kontrollen in Kopien/µl (SD) 
18,3 (5,2) 0,8 (0,4) 

Mittlere Konzentration des niedrigsten 

Standardpunktes in Kopien/µl (SD) 
79,9 (9,5) 85,4 (15,5) 

Aufgeführt sind die prozentualen Anteile der –RT-Kontrollen mit und ohne innerhalb von 40 

qPCR-Zyklen detektiertem Ct an der Gesamtheit der –RT-Kontrollen (n = 41 je Gen). Wurde 

ein Ct detektiert, befand sich die zugehörige Konzentration in einem in Relation zu den Stan-

dardpunkten und regulären Proben niedrigen Bereich.  
*)  In einigen wenigen Fällen wurde ein Ct detektiert, jedoch ist aufgrund der dazugehörigen 

Schmelztemperatur hier von unspezifischer Fluoreszenz auszugehen. 

Um auszuschließen, dass es sich bei den qPCR-Produkten aus den –RT-Kontrol-

len mit detektiertem Ct um targetspezifische DNA handelt, wurde nachträglich so-

wohl für IL1B, als auch für IL1RA eine zusätzliche, konventionelle PCR durchge-

führt. 

In diese wurden jeweils –RT-Kontrollen mit detektiertem Ct und solche ohne in-

nerhalb von 40 Zyklen detektierbarem Ct eingesetzt. Zusätzlich wurden jeweils 

reguläre Proben eingesetzt, in denen mittels qPCR ein Produkt mit passender 

Schmelztemperatur nachgewiesen worden war. Das Protokoll für die konventio-

nelle PCR findet sich in XI.2.3.5.1., wobei in diesem Fall statt 30 Zyklen 

40 Zyklen durchgeführt wurden. Die Produkte der konventionellen PCR wurden 

in eine Kapillar-Elektrophorese eingesetzt, für die ein handelsübliches Kit nach 

Herstellerangaben eingesetzt wurde. Dabei zeigte sich im Fall der regulären Pro-

ben das jeweils erwartete targetspezifische Bandenmuster. Die entsprechenden 

Produkte der konventionellen PCR wurden mit einem handelsüblichen Kit nach 

Herstellerangaben aufgereinigt und zur Sequenzierung gegeben (Eurofins 
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Genomic – Life Science Services, Ebersberg). Dabei ergab sich für alle ermittel-

ten Sequenzen eine Übereinstimmung mit der Zielsequenz von 95 % bis 98 %. In 

keinem PCR-Produkt aus –RT-Kontrollen konnte ein targetspezifisches Banden-

muster detektiert werden. Daher ist davon auszugehen, dass es sich bei den  

–RT-Kontrollen mit detektiertem Ct um unspezifische Fluoreszenzen handelt, de-

ren Ursache im Rahmen dieser Arbeit nicht abschließend ermittelt werden konnte.  

Da die qPCR in der Regel für die regulären Proben weit höhere Konzentrationen 

ergab (siehe IV.2.), ist davon auszugehen, dass die Auswertbarkeit der qPCR-

Ergebnisse nicht beeinträchtigt wird. Die wenigen regulären Proben, deren qPCR-

Ergebnisse im Konzentrationsbereich der –RT-Kontrollen lagen, wurden von der 

Auswertung ausgeschlossen.  

1.2.4.3. Schmelztemperatur der qPCR-Produkte 

Nach allen Läufen der qPCR wurden jeweils targetspezifische Schmelztem-

peraturen der qPCR-Produkte detektiert. 

1.3. Evaluierung der Untersuchung von Uterussekretproben 

Um mögliche Verfälschungen der Proteinkonzentrationen von IL1B und IL1RA 

im US durch die Probengewinnung zu korrigieren, wurde die Verdünnung des US 

durch den Extraktionspuffer sowie im Fall der in vivo gewonnenen Proben die 

Kontamination durch Blut berücksichtigt und rechnerisch korrigiert. 

1.3.1. Verdünnung des Uterussekrets  

Da aus jedem Uterus ein individuelles Volumen an US über das Merocel-

Schwämmchen gewonnen wurde, musste zur exakten Bestimmung der Analyt-

konzentration im US ein probenindividueller Verdünnungsfaktor berücksichtigt 

werden. Dieser wurde für jede Probe mittels der Masse des vom Schwämmchen 

aufgenommenen US berechnet. Eine starke Verdünnung des US (Verdünnungs-

faktor über 50) wurde als Ausschlusskriterium der Probe für die Auswertung der 

Analytkonzentration festgelegt.  

Bei den aus Schlachtorganen gewonnenen US-Proben (n = 37) reichte die Spanne 

des berechneten Verdünnungsfaktors von 1,4 bis 32,1 und betrug im Median 4,5. 

Somit musste keine Probe aufgrund eines zu hohen Verdünnungsfaktors ausge-

schlossen werden.  
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Bei den ausgewählten in vivo gewonnenen US-Proben (n = 26) reichte die Spanne 

des von HELFRICH (2018) berechneten Verdünnungsfaktors von 2,7 bis 41,0 und 

betrug im Median 9,0. 

1.3.2. Blutkontamination der Uterussekretproben 

Der Grad der Blutkontamination der US-Proben konnte mittels einer photometri-

schen Messung und einer erstellten Standardkurve berechnet werden (siehe 

III.2.4.2. und XI.2.4.5.).  

Im Fall der Schlachtorganproben reichte die Spanne der berechneten Blutkonzent-

ration von 0,2 % bis 33,5 % und betrug im Median 1,0 % (Nachweisegrenze von 

Blutkontamination: 2,18 % (HELFRICH, 2018)). Nach Ausschluss der US-Probe 

mit einer Blutkontamination von 33,5 % von der weiteren Auswertung betrug die 

maximale Blutkontamination 2,7 %. Daher war im Fall der Schlachtorganproben 

der Einfluss von potenziellen Blutkontaminationen vernachlässigbar. 

Bei den ausgewählten in vivo gewonnenen US-Proben reichte die Spanne der von 

HELFRICH (2018) berechneten Blutkontamination von 2,2 % bis 22,4 % und 

betrug im Median 3,9 %. Bis zu einer Blutkontamination < 33 % wurde die rech-

nerische Korrektur der Blutkontamination (siehe III.2.4.2.) und der Einbezug der 

Probe in die weitere Auswertung als sinnvoll erachtet (HELFRICH, 2018). 

Für alle in vivo beprobten Tiere stand dafür zusätzlich zur US-Probe eine aus 

Vollblut gewonnene Plasmaprobe zur Verfügung, die ebenfalls in die AlphaLISA 

für IL1B und IL1RA eingesetzt wurde (siehe III.2.4.2.). IL1RA war nur in einer 

Plasmaprobe mittels AlphaLISA detektierbar. Die darin gemessene IL1RA-

Konzentration betrug 42,9 ng/ml. IL1B war nur in den Plasmaproben von drei 

Tieren mittels AlphaLISA detektierbar. Davon lag in zwei Fällen die gemessene 

IL1B-Konzentration unter dem LDL von 2,26 pg/ml, in einem Fall bei 73,2 pg/ml 

(HELFRICH, 2018). Ergab die Bestimmung von IL1B bzw. IL1RA in der Plas-

maprobe eine Konzentration unter dem jeweiligen LDL, wurde für die rechneri-

sche Korrektur die Konzentration des jeweiligen niedrigsten Standardpunktes an-

genommen. 

1.4. Evaluierung des AlphaLISA für bovines IL1RA 

Zur Detektion von bovinem IL1RA wurde ein AlphaLISA entwickelt und wie 

nachfolgend beschrieben evaluiert. 



IV. Ergebnisse 63 

1.4.1. Durchführung des AlphaLISA mit definierten Standardkonzentra-

tionen 

Der entwickelte AlphaLISA wurde zunächst mit definierten Standardkonzentrati-

onen an rekombinantem bovinen IL1RA durchgeführt. Dabei zeigte sich nach 

Anregung der Donor-Beads ein Anstieg des emittierten Signals mit zunehmender 

Standardkonzentration. Ein näherungsweise linearer Verlauf der Standardkurve 

wurde in einem IL1RA-Konzentrationsbereich von 31,25 ng/ml bis 250 ng/ml 

festgestellt (vgl. Abbildung 9).  

 

Abbildung 9: Verlauf der Standardkurve des etablierten AlphaLISA für 

IL1RA mit 95 %-Konfidenzintervall. 

Beim Einsatz von rekombinantem bovinen IL1RA als Standard mit Konzentrationen zwi-

schen 0,975 ng/ml und 250 ng/ml zeigte sich ein Anstieg des gemessenen Signals mit zuneh-

mender Standardkonzentration. 

1.4.2. Evaluierung des AlphaLISA 

Nachfolgend werden die Ergebnisse der Evaluierung des AlphaLISA für IL1RA 

aufgeführt. 

1.4.2.1. Bestimmung des Lower Detection Limits (LDL) 

Das LDL stellt die untere Nachweisgrenze dar, ab der eine in einer Probe vorhan-

dene IL1RA-Konzentration vom Hintergrundrauschen abgrenzbar ist. Der entwi-

ckelte AlphaLISA wies ein LDL von 15.750 relativen Fluoreszenzeinheiten auf. 

1.4.2.2. Untersuchung der Intra-Assay-Variation 

Für die Ermittlung der Intra-Assay-Variation wurden die Variationskoeffizienten 

(CV) der jeweils dreifach pipettierten Standardpunkte aus 18 durchgeführten Al-
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phaLISA herangezogen. Dabei ergaben sich für 97,6 % der Messpunkte ein CV 

von < 10 %. Ein Anteil von 0,8 % der Messpunkte erreichte einen CV von 

10 % - 15 % und ein Anteil von 1,6 % der Messpunkte einen CV von > 15 %. Im 

Mittel betrug der CV 4,9 % (SD = 2,9 %). Die Verteilung der Ergebnisse auf die 

eingesetzten IL1RA-Konzetrationen sind in Abbildung 10 dargestellt. 

 

Abbildung 10: Darstellung der Intra-Assay-Variation des etablierten Alpha-

LISA für IL1RA anhand der eingesetzten Standardpunkte. 

Boxplot-Diagramm der Variationskoeffizienten (CV) der Standardpunkte aus 18 Wiederho-

lungen des AlphaLISA. Dabei wurde je Durchgang jeder Standardpunkt dreifach pipettiert 

und aus den erhaltenen Signalhöhen der drei Ansätze der CV je Standardpunkt und Durch-

gang berechnet. Im Mittel über alle Konzentration betrug der CV 4,9 % (SD = 2,9 %). 

1.4.2.3. Untersuchung der Inter-Assay-Variation 

Zur Beurteilung der Inter-Assay-Variation wurde der Assay drei Mal mit US-

Proben von drei Tieren durchgeführt, wobei jeweils Dreifachansätze pipettiert 

wurden. Anschließend wurde je Tier der CV über alle drei Assays berechnet. Die-

se CVs lagen zwischen 4 % und 7 %. 

1.4.2.4. Bestimmung des Hook Points 

Zur Erfassung des Hook Points wurde die Standardkurve bis zu einer IL1RA-

Konzentration von 2.000 ng/ml erweitert. Dabei zeigte sich ein Hook Effect ab 

einer IL1RA-Konzentration von 500 ng/ml. 

1.4.2.5. Untersuchung der Wiederfindungsrate 

Zur Untersuchung der Wiederfindung von zugegebenem IL1RA in AlphaLISA 

HiBlock Buffer (n = 45) sowie in US-Proben (n = 38) wurde die vorab berechnete 
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IL1RA-Konzentration mit der im Assay gemessenen Konzentration verglichen. 

Bei IL1RA-Konzentrationen > 5 ng/ml lag die Wiederfindungsrate größtenteils in 

einem Bereich zwischen 75 % und 125 %. 

 

Abbildung 11: Darstellung der Wiederfindungsrate des etablierten AlphaLI-

SA für IL1RA. 

Die Wiederfindungsrate gibt an, wieviel einer vorab berechneten, eingesetzten Konzentration 

an rekombinantem bovinen IL1RA in einer Probe mit Assaypuffer (n = 45) oder Uterussekret 

(n = 38) wiedergefunden wurde. Im Konzentrationsbereich > 5 ng/ml lagen die Ergebnisse 

größtenteils in einem Bereich zwischen 75 % und 125 % Wiederfindung. 

2. Uterusgesundheit der Spendertiere 

Um die Gesundheit der beprobten Uteri beurteilen zu können, wurde für jeden 

beprobten Uterus eine bakteriologische und eine zytologische Untersuchung so-

wie ein LE-Test durchgeführt. Für die Beurteilung der Uterusgesundheit der aus-

gewählten in vivo beprobten US-Spendertiere wurde auf die von HELFRICH 

(2018) erhobenen Daten zurückgegriffen. 

2.1. Bakteriologische Untersuchung 

Das für die bakteriologische Untersuchung gewonnene Material wurde auf Agar-

platten für insgesamt 48 h inkubiert. Bakteriologisch positive Proben wurden zur 

Speziesdifferenzierung mittels MALDI-TOF an den Lehrstuhl für Bakteriologie 

und Mykologie der Ludwig-Maximilians-Universität München gesendet.  

2.1.1. Bakteriologische Untersuchung der Spendertiere für die Explant-

kultur 

Im Rahmen der Untersuchung der bakteriologischen Proben der Explantspender-
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tiere konnte kein Keimwachstum nachgewiesen werden. Die beprobten Uteri 

(n = 26) wurden somit alle als bakteriologisch negativ eingestuft. 

2.1.2. Bakteriologische Untersuchung der Spendertiere für die Uterus-

sekretproben 

Schlachtorganproben 

Im Rahmen der Untersuchung der bakteriologischen Proben aus den beprobten 

Schlachtorganen (n = 37) konnte in fünf Fällen Keimwachstum nachgewiesen 

werden. Bei einem Tier, welches in der zytologischen Untersuchung und im Leu-

kozyten-Esterase- (LE-)Test positiv beurteilt wurde, konnte E. coli nachgewiesen 

werden. Bei einem weiteren Tier, welches ausschließlich im LE-Test einen auffäl-

ligen Befund gezeigt hatte, konnte Trueperella pyogenes detektiert werden. Die 

drei weiteren Tiere mit bakteriologisch positivem Befund waren sowohl in der 

zytologischen Untersuchung als auch beim LE-Test unauffällig. Bei diesen Tieren 

wurde je Tier ein Erreger nachgewiesen, und zwar entweder E. coli, Enterococcus 

faecium oder Actinobacillus seminis. 

In vivo gewonnene Proben 

Bei den Proben der in vivo beprobten US-Spendertieren (n = 26) war eine Probe 

als bakteriologisch positiv zu werten, wobei die Differenzierung mittels MALDI-

TOF Streptococcus uberis und E. coli ergab. Das betroffene Tier hatte bei der 

klinischen gynäkologischen Untersuchung unauffällige Befunde gezeigt, erhielt 

jedoch in der späteren zytologischen Untersuchung die Diagnose SE 

(HELFRICH, 2018). 

2.2. Zytologische Untersuchung 

Jeder beprobte Uterus wurde zytologisch mittels Cytobrush untersucht. Die Diag-

nose der subklinischen Endometritis wurde ab einem PMN Anteil von 5 % ge-

stellt. Alle angefertigten Objektträger waren auswertbar.  

2.2.1. Zytologische Untersuchung der Spendertiere für die Explantkultur  

Bei den Proben der 26 Explantspendertiere reichte die Spanne der ermittelten 

prozentualen PMN-Anteile von 0 % bis 3,2 % und betrug im Mittel 0,4 % 

(SD = 0,6 %). Somit wurde bei keinem Explantspendertier die Diagnose SE ge-

stellt. 
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2.2.2. Zytologische Untersuchung der Spendertiere für die Uterussekret-

proben 

Schlachtorganproben 

Bei den Proben der 37 am Schlachtorgan beprobten US-Spendertiere reichte die 

Spanne der ermittelten prozentualen PMN-Anteile von 0 % bis 43,9 % und betrug 

im Median 0,1 %.  

In vivo gewonnene Proben 

Bei den Proben der 26 in vivo beprobten US-Spendertiere reichte die Spanne der 

von HELFRICH (2018) ermittelten prozentualen PMN-Anteile von 0 % bis 

26,8 % und betrug im Median 0,7 %. Bei sechs klinisch unauffälligen Tieren wur-

de ein PMN-Anteil > 5 % ermittelt, die somit die Diagnose SE erhielten.  

2.3. Leukozyten-Esterase-Test 

Für den LE-Test wurde nach Durchführung der Cytobrush-Probe für die zytologi-

sche Untersuchung das am Bürstchen verbliebene Zellmaterial mit H2O ausge-

spült. Die erhaltene Flüssigkeit wurde auf einen Teststreifen aufgetragen, der die 

Einteilung des Ergebnisses in die Kategorien negativ, Spuren, klein, moderat und 

groß ermöglichte.  

Für alle 26 Explantspendertiere ergab der LE-Test ein negatives Ergebnis. 

Bei den 37 am Schlachtorgan beprobten US-Spendertieren ergab der LE-Test bei 

vier Tieren ein positives Ergebnis. Bei zwei Tieren, bei denen bakteriologische 

und zytologische Untersuchung negative Befunde ergeben hatten, detektierte der 

LE-Test Spuren von LE. Bei einem Tier mit sowohl in der bakteriologischen als 

auch in der zytologischen Untersuchung positivem Ergebnis ergab der LE-Test 

das Ergebnis klein bis moderat. Bei einem Tier mit nur bakteriologisch positivem 

Befund ergab der LE-Test das Ergebnis klein. 

3. Regulation der Genexpression von IL1B und IL1RA in 

der endometrialen Explantkultur 

Für die Untersuchung der Regulation der Genexpression von IL1B und IL1RA im 

bovinen Endometrium wurden Explants aus 26 Spendertieren gewonnen. Nach 

Koinkubation mit Bakterien oder Zytokinen über 3, 14 und 24 h wurde mittels 

Reverse Transkriptase-qPCR die Genexpression von IL1B und IL1RA untersucht 
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sowie das IL1RA/IL1B-Verhältnis auf Genexpressionsebene analysiert.  

3.1. Einfluss der Koinkubation mit ausgewählten Bakterien auf die 

Genexpression von IL1B und IL1RA sowie auf das IL1B/IL1RA-

Verhältnis 

Um den Einfluss der ausgewählten Bakterien auf die Genexpression von IL1B 

und IL1RA beurteilen zu können, wurde zunächst die Kontrolle für E. coli und 

L. buchneri mit der Kontrolle für B. pumilus verglichen. Die Kontrolle für 

B. pumilus zeichnete sich durch einen Glycerinzusatz aus, da die Koinkubation 

mit B. pumilus ebenfalls unter Anwesenheit von Glycerin durchgeführt wurde 

(siehe III.1.1.2.2.). Dabei war für keine der drei Inkubationszeiten ein statistisch 

signifikanter Unterschied in der Genexpression von IL1B oder IL1RA detektier-

bar (p > 0,1). Daher wird nachfolgend der Einfluss aller ausgewählten bakteriellen 

Komponenten vergleichend beschrieben, ohne den Glycerin-Anteil im Fall der 

Koinkubation mit B. pumilus zu berücksichtigen. Ausgewählte Ergebnisse werden 

in den folgenden Abschnitten erläutert. Alle ermittelten p-Werte des Vergleichs 

der bakteriellen Koinkubationsansätze sind in Tabelle 4 aufgelistet (siehe XI.3.1.). 

Für IL1B zeigte sich bei der Koinkubation mit bakteriellen Komponenten bei al-

len drei ausgewählten Bakterienspezies und allen untersuchten Inkubationsdauern 

(3, 14 und 24 h) eine im Vergleich zur Kontrolle höchstsignifikant gesteigerte 

Genexpression (p < 0,001). Dabei konnte bei der Koinkubation sowohl mit E. coli 

als auch mit B. pumilus über 3 h eine noch stärkere Stimulation der Genexpression 

von IL1B detektiert werden als unter Zugabe von L. buchneri (p < 0,001). Bei der 

Koinkubation über 14 h übten sowohl B. pumilus (p = 0,030) als auch L. buchneri 

(p = 0,043) gegenüber E. coli einen signifikant stärker stimulierenden Einfluss 

aus. Bei der Koinkubation über 24 h bestanden keine signifikanten Unterschiede 

im Einfluss auf die Genexpression von IL1B zwischen den eingesetzten Bakterien 

(p > 0,1). Die Ergebnisse der vergleichenden Betrachtung der Genexpression von 

IL1B werden in Abbildung 12 als Boxplot-Diagramme dargestellt.  
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Abbildung 12: Genexpression von IL1B in endometrialen Explants nach Ko-

inkubation mit hitzeinaktivierten Bakterien. 

Dargestellt ist die Expression der mRNA in Kopien je 200 ng cDNA für IL1B in endo-

metrialen Explants aus jeweils 26 Schlachtorganen nach Koinkubation mit bakteriellen Kom-

ponenten über 3, 14 oder 24 h. Zusätzlich wurde eine Medium-Kontrolle mitgeführt. Kenn-

zeichnung statistisch signifikanter Unterschiede: * = signifikant (p < 0,05), ** = hochsignifi-

kant (p < 0,01), *** = höchstsignifikant (p < 0,001). 

Für IL1RA zeigte sich bei der Koinkubation mit E. coli bzw. B pumilus über 3 h 

eine im Vergleich zur Kontrolle höchst- bzw. hochsignifikant gesteigerte Genex-

pression (p < 0,001 bzw. p = 0,001). Nach 14 und 24 h Koinkubation mit E. coli 

bzw. B. pumilus ließen sich jedoch im Vergleich zur Kontrolle keine signifikanten 

Unterschiede mehr darstellen (p > 0,1). Dagegen führte die Koinkubation mit 

L. buchneri nur über 14 und 24 h zu einer verglichen mit der Kontrolle höchst- 

bzw. hochsignifikant gesteigerten Genexpression von IL1RA (p < 0,001 bzw. 
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p = 0,0098). Die Ergebnisse der vergleichenden Betrachtung der Genexpression 

von IL1RA werden in Abbildung 13 als Boxplot-Diagramme dargestellt. 

  

 

Abbildung 13: Genexpression von IL1RA in endometrialen Explants nach 

Koinkubation mit hitzeinaktivierten Bakterien. 

Dargestellt ist die Expression der mRNA in Kopien je 200 ng cDNA für IL1RA in endo-

metrialen Explants aus jeweils 26 Schlachtorganen nach Koinkubation mit bakteriellen Kom-

ponenten über 3, 14 oder 24 h. Zusätzlich wurde eine Medium-Kontrolle mitgeführt. Kenn-

zeichnung statistisch signifikanter Unterschiede: ° = Tendenz (p < 0,1), * = signifikant 

(p < 0,05), ** = hochsignifikant (p < 0,01), *** = höchstsignifikant (p < 0,001). 

Eine Koinkubation mit E. coli bzw. B. pumilus bewirkte bei allen untersuchten 

Inkubationsdauern ein im Vergleich zur Kontrolle höchstsignifikant niedrigeres 

IL1RA/IL1B-Verhältnis auf Genexpressionsebene (p < 0,001). Die Koinkubation 

mit L. buchneri über 3 h führte zu einem im Vergleich zur Kontrolle signifikant 

(p = 0,015) und über 14 und 24 h zu einem höchstsignifikant (p < 0,001) niedrige-
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rem IL1RA/IL1B-Verhältnis auf Genexpressionsebene. Die Veränderung des 

IL1RA/IL1B-Verhältnisses nach Koinkubation mit L. buchneri über 14 bzw. 24 h 

war jedoch hochsignifikant bzw. tendenziell schwächer als die Veränderung des 

IL1RA/IL1B-Verhältnisses nach Koinkubation mit B. pumilus (p = 0,002 bzw. 

p = 0,073). Die Ergebnisse der vergleichenden Betrachtung des IL1RA/IL1B-

Verhältnisses auf Genexpressionsebene werden in Abbildung 14 dargestellt. 

  

 

Abbildung 14: IL1RA/IL1B-Verhältnis auf Genexpressionsebene in endo-

metrialen Explants nach Koinkubation mit hitzeinaktivierten 

Bakterien. 

Dargestellt ist das IL1RA/IL1B-Verhältnis auf Genexpressionsebene in endometrialen Ex-

plants aus jeweils 26 Schlachtorganen nach Koinkubation mit bakteriellen Komponenten über 

3, 14 oder 24 h. Zusätzlich wurde eine Medium-Kontrolle mitgeführt. Kennzeichnung statis-
tisch signifikanter Unterschiede: ° = Tendenz (p < 0,1), * = signifikant (p < 0,05), ** = hoch-

signifikant (p < 0,01), *** = höchstsignifikant (p < 0,001).  
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3.2. Einfluss der Koinkubation mit rekombinanten bovinen Zytokinen 

Des Weiteren wurde die Genexpression von IL1B und IL1RA sowie das 

IL1RA/IL1B-Verhältnis auf Genexpressionsebene nach Koinkubation mit den 

rekombinanten bovinen Zytokinen IL1B, IL17A und IL10 über 24 h untersucht. 

Zum Vergleich wurde eine Kontrolle mit Medium herangezogen, der wie den 

ausgewählten Zytokinen BSA zugesetzt worden war (siehe III.1.1.3.).  

Nach Koinkubation mit IL1B bzw. IL17A konnten im Vergleich zur Kontrolle 

keine signifikanten Unterschiede in der Genexpression von IL1B und IL1RA so-

wie im IL1RA/IL1B-Verhältnis auf Genexpressionsebene dargestellt werden 

(p > 0,1). Nach Koinkubation mit IL10 zeigte sich jedoch ein im Vergleich zur 

Kontrolle höchstsignifikant erhöhtes IL1RA/IL1B-Verhältnis, welches durch eine 

höchstsignifikant verringerte Genexpression von IL1B bedingt wurde. Jedoch 

wurde unter dem Einfluss von IL10 auch eine höchstsignifikant verringerte Gen-

expression von IL1RA festgestellt (jeweils p < 0,001). Die Ergebnisse der ver-

gleichenden Betrachtung der Genexpression von IL1B und IL1RA sowie des 

IL1RA/IL1B-Verhältnisses auf Genexpressionsebene werden in Abbildung 15 als 

Boxplot-Diagramme dargestellt. Alle p-Werte dieses Vergleichs sind in Tabelle 5 

(siehe XI.3.1.) aufgelistet. 
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Abbildung 15: Genexpression von IL1B und IL1RA sowie IL1RA/IL1B-Ver-

hältnis auf Genexpressionsebene in endometrialen Explants 

nach Koinkubation mit rekombinanten bovinen Zytokinen. 

Dargestellt ist die Expression der mRNA in Kopien je 200 ng cDNA für IL1B und IL1RA 

sowie das IL1RA/IL1B-Verhältnis auf Genexpressionsebene in endometrialen Explants aus 

26 Schlachtorganen nach Koinkubation mit den Zytokinen IL1B, IL17A und IL10 über 24 h. 

Zusätzlich wurde eine Medium-Kontrolle mitgeführt. Kennzeichnung statistisch signifikanter 

Unterschiede: ° = Tendenz (p < 0,1), * = signifikant (p < 0,05), ** = hochsignifikant (p < 

0,01), *** = höchstsignifikant (p < 0,001).  
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4. Proteinkonzentration von IL1B und IL1RA sowie 

IL1RA/IL1B-Verhältnis in bovinen Uterussekretproben 

Die Proteinkonzentration von IL1B und IL1RA wurde mittels AlphaLISA in 

US-Proben untersucht, die aus Schlachtorganen (n = 37) oder in vivo (n = 26) ge-

wonnen wurden. Weiter wurde für jede Probe das Verhältnis der Konzentration 

von IL1RA zur Konzentration von IL1B auf Proteinebene berechnet. Ausgewählte 

Ergebnisse werden in den folgenden Abschnitten erläutert. Alle ermittelten 

1. Quartile, Mediane, und 3. Quartile sind in Tabelle 6, die p-Werte der Verglei-

che in Tabelle 7 (siehe XI.3.2.) aufgelistet.  

4.1. Proteinkonzentration von IL1B und IL1RA sowie IL1RA/IL1B-

Verhältnis in Uterussekret in Abhängigkeit von der Gebärmutter-

gesundheit 

Für die Untersuchung der Proteinkonzentration von IL1B und IL1RA in Abhän-

gigkeit von der Gebärmuttergesundheit wurden die US-Spendertiere in die Grup-

pen SEneg und SEpos eingeteilt. Entscheidend war dabei das Ergebnis der zytologi-

schen Untersuchung, wobei die Diagnose der SE ab einem PMN-Anteil von 5 % 

gestellt wurde. Anschließend wurden die bestimmten IL1B- und IL1RA-

Konzentrationen sowie deren Verhältnis zueinander in den US-Proben in Abhän-

gigkeit von der Gebärmuttergesundheit der US-Spendertiere verglichen. 

Schlachtorganproben 

Im US aus Schlachtorganen von Tieren der Gruppe SEpos (n = 3) konnten eine 

signifikant höhere IL1B- und eine tendenziell höhere IL1RA-Konzentration im 

Vergleich zu US aus Schlachtorganen von Tieren der Gruppe SEneg bestimmt 

werden (p = 0,027 bzw. p = 0,071). Dabei standen in der Gruppe SEneg für IL1B 

Ergebnisse von 34 Tieren zur Verfügung, für IL1RA und entsprechend das 

IL1RA/IL1B-Verhältnis aufgrund von wiederholt hohem Variationskoeffizienten 

zweier Proben das Ergebnis von 32 Tieren. Das IL1RA/IL1B-Verhältnis war im 

US aus Schlachtorganen von Tieren der Gruppe SEpos tendenziell niedriger als im 

US aus Schlachtorganen von Tieren der Gruppe SEneg (p = 0,082).  

In vivo gewonnene Proben 

In in vivo gewonnenem US von Tieren der Gruppe SEpos (n = 5) konnte eine 

höchstsignifikant höhere IL1B-Konzentration im Vergleich zu US von Tieren der 
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Gruppe SEneg (n = 21) bestimmt werden (p < 0,001). Bei der Konzentration von 

IL1RA gab es zwischen den beiden Gruppen keine signifikanten Unterschiede 

(p > 0,1). Das IL1RA/IL1B-Verhältnis war im US von Tieren der Gruppe SEpos 

hochsignifikant niedriger als im US von Tieren der Gruppe SEneg (p = 0,002).  

Die Ergebnisse des Vergleichs der IL1B- und IL1RA-Konzentration sowie des 

IL1B/IL1RA-Verhältnisses in Abhängigkeit von der Gebärmuttergesundheit der 

Spendertiere sind in Abbildung 16 graphisch dargestellt. 

4.2. Proteinkonzentration von IL1B und IL1RA sowie IL1RA/IL1B-

Verhältnis in Uterussekret in Abhängigkeit von der Herkunft der 

Uterussekretproben  

Wie im vorherigen Abschnitt erläutert, wurden die US-Proben nach der Art ihrer 

Gewinnung eingeteilt (Schlachtorgan oder in vivo) und zunächst getrennt vergli-

chen. Anschließend wurden getrennt nach den Gruppen SEneg und SEpos die Kon-

zentrationen von IL1B und IL1RA sowie deren Konzentrationsverhältnis im US 

für beide Arten der Gewinnung miteinander verglichen. 

Bei Tieren der Gruppe SEneg konnte kein signifikanter Unterschied bezüglich der 

IL1B-Konzentration im US aus Schlachtorganen und US aus Gewinnung in vivo 

festgestellt werden (p > 0,1). Dagegen war die IL1RA-Konzentration tendenziell 

sowie das IL1RA/IL1B-Verhältnis signifikant niedriger im US aus Schlachtorga-

nen als im US aus Gewinnung in vivo (p = 0,070 bzw. p = 0,019).  

Bei Tieren der Gruppe SEpos waren keine signifikanten Unterschiede zwischen US 

aus Schlachtorganen und US aus Gewinnung in vivo feststellbar ((p > 0,1, siehe 

Abbildung 16). 
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Abbildung 16: Proteinkonzentration von IL1B und IL1RA sowie das 

IL1RA/IL1B-Verhältnis in bovinen Uterussekretproben.  

Dargestellt ist die Konzentration von IL1B und IL1RA in pg/ml sowie das IL1RA/IL1B-

Verhältnis in Uterussekretproben. Es wurden nach Gewinnungsart getrennt (Schlachtor-

gan/in vivo) paarweise Vergleiche zwischen Tieren ohne (SEneg) und mit (SEpos) subklinischer 

Endometritis (PMN-Anteil in Zytologie ≥ 5 %) durchgeführt. Weiter wurden getrennt nach 

Uterusgesundheit paarweise Vergleiche zwischen den Gewinnungsarten durchgeführt. n: 

Anzahl der in die statistische Auswertung einbezogener Proben. Kennzeichnung statistisch 

signifikanter Unterschiede: ° = Tendenz (p < 0,1), * = signifikant (p < 0,05), ** = hochsigni-

fikant (p < 0,01), *** = höchstsignifikant (p < 0,001). 
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V. DISKUSSION 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die Regulation der Genexpression von 

IL1B und IL1RA im bovinen Endometrium unter dem Einfluss entzündungsrele-

vanter Stimulatoren untersucht werden. Hierfür wurde eine Explantkultur ange-

wendet. Ein weiteres Ziel war es, die Proteinkonzentration von IL1B und IL1RA 

im bovinen Uterussekret (US) in Abhängigkeit von der Gebärmuttergesundheit zu 

bestimmen. Dafür wurden US-Proben untersucht, die zum einen am Schlachtor-

gan, zum anderen am lebenden Tier gewonnen wurden. Sowohl auf Genexpressi-

onsebene als auch auf Produktebene wurde zudem das Verhältnis des antiin-

flammatorischen IL1RA zum proinflammatorischen IL1B betrachtet. Nachfol-

gend werden die zentralen Ergebnisse diskutiert. 

1. Die Explantkultur ist zur Darstellung des Einflusses ent-

zündungsrelevanter Komponenten auf das IL1-System 

geeignet 

Die Erforschung von physiologischen und pathologischen Mechanismen entzünd-

licher Vorgänge im Endometrium des Rindes ist grundsätzlich mittels Experimen-

ten am lebenden Tier (in vivo) sowie mit ex vivo/in vitro durchgeführten Metho-

den möglich. Letztere sind von großer Bedeutung im Sinne des 3R-Prinzips nach 

RUSSELL and BURCH (1959), bei welchem Tierversuche vermieden (Replace-

ment), die Anzahl der in Tierversuchen eingesetzten Tiere reduziert (Reduction) 

und die Belastung der eingesetzten Tiere auf ein unerlässliches Maß begrenzt (Re-

finement) werden sollen. Eine häufig verwendete Methode in der Erforschung 

zellulärer Funktionen ist die zweidimensionale Zellkultur (DUVAL et al., 2017). 

Für bestimmte Fragestellungen ist allerdings die Verwendung eines dreidimensio-

nalen Zellverbandes mit unterschiedlichen Zelltypen sinnvoll, die den Gegeben-

heiten in vivo näher kommt (CUKIERMAN et al., 2001; VOGEL & SHEETZ, 

2006; RAVI et al., 2015). Die Verfügbarkeit von dreidimensionalen Zellkulturen 

ist gegenwärtig jedoch noch eingeschränkt und ihre Etablierung mit besonderen 

Herausforderungen verbunden, beispielsweise der Entwicklung von Schnittstellen 

zwischen verschiedenen Zelltypen (HUH et al., 2011; DUVAL et al., 2017). Da-

gegen bieten Explantkulturen eine praktikable Möglichkeit, entzündungsassoziier-

te Vorgänge ex vivo im Gewebeverbund zu simulieren und zu untersuchen. Der 
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erfolgreiche Einsatz von Explantkulturen zur Erforschung von regulatorischen 

Vorgängen im bovinen Endometrium wurde bereits mehrfach beschrieben 

(BARROS et al., 1991; HERATH et al., 2006; BORGES et al., 2012; GENIS et 

al., 2017; MATHEW et al., 2018; SCHABMEYER et al., 2021). 

Auch für die Untersuchung der im Rahmen dieser Arbeit definierten Fragestellun-

gen (siehe I.) erwies sich die Explantkultur als geeignete Methode. Unter den 

verwendeten Kulturbedingungen ließen sich damit regulatorische Effekte von 

E. coli, B. pumilus, L. buchneri und IL10 auf die Genexpression von IL1B und 

IL1RA ex vivo darstellen und vergleichen. Dabei war die Stoffwechselaktivität 

der Explants über die gesamte Inkubationsdauer sichergestellt. Folgenden Be-

obachtungen sollten bei zukünftigen Versuchen besondere Beachtung beigemes-

sen werden: 

Große tierindividuelle Varianz der RNA-Konzentrationen: In den Explantkultur-

versuchen wurden große tierindividuelle Varianzen in der ermittelten 

RNA-Konzentrationen festgestellt (vgl. Abbildung 12 und Abbildung 13). Auch 

in der Literatur sind große interindividuelle Varianzen der Genexpression in inku-

bierten Bioptaten beschrieben (SCHÄFER et al., 2011). Diesem Aspekt sollte bei 

der Anwendung von Explantkulturen durch eine entsprechend große Anzahl be-

probter Tiere Rechnung getragen werden. 

Regeneration und Adaptation der Explantate im Verlauf der Inkubation: In der 

vorliegenden Arbeit konnte dargestellt werden, dass die Genexpression des proin-

flammatorischen IL1B in mit Medium inkubierten endometrialen Explants zwi-

schen 3 und 14 h Inkubationsdauer abnimmt. Für die gleiche Zeitspanne konnte 

ein Anstieg der Genexpression des antiinflammatorischen IL1RA detektiert wer-

den. Zudem nahm die Stoffwechselaktivität der Explants zwischen 3 und 24 h 

Inkubationsdauer zu. Zusammengenommen belegen diese Beobachtungen eine 

Regenerationsfähigkeit der Explants nach Gewinnung und Präparation. Somit ist 

die Einplanung einer Regenerations- und Adaptationsphase an die Kulturbedin-

gungen im Versuchsaufbau angezeigt. Im hier beschriebenen Explantkulturver-

such wurde nach einer einstündigen Regenerations- und Adaptationsphase ein 

Wechsel des Mediums durchgeführt und die Koinkubation mit verschiedenen An-

sätzen begonnen (siehe III.1.3.). Auch in der Literatur sind einstündige Präinkuba-

tionen endometrialer Explants mit anschließendem Wechsel des Mediums be-

schrieben (SCHÄFER et al., 2011; MATHEW et al., 2018). Für die weitere Opti-
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mierung von Explantkulturversuchen sollte jedoch eine längere Regenerationszeit 

in Erwägung gezogen werden. Dementsprechend wird auch die Inkubationsdauer 

der Explants von 14 oder 24 h für den gegebenen Versuchsaufbau im Vergleich 

zu 3 h als besser geeignet angesehen. 

Niedriges Verhältnis von IL1RA zu IL1B auf Transkriptionsebene: Um die Wir-

kung von IL1B zu hemmen, muss IL1RA in einer zehn- bis tausendfach höheren 

Konzentration als IL1B vorliegen (DINARELLO, 1996). In der Explantkultur 

betrug das entsprechende Verhältnis auf Genexpressionsebene jedoch überwie-

gend < 1. In diesem Fall ist davon auszugehen, dass zu wenig IL1RA für eine 

entzündungshemmende Wirkung zur Verfügung steht. In den im Rahmen dieser 

Arbeit auf Produktebene untersuchten US-Proben entsprach die gemessene 

IL1RA-Konzentration in Proben von Tieren ohne und mit SE dagegen einem 

Vielfachen der IL1B-Konzentration (je nach Gruppe im Median Faktor 178 bis 

45.522, siehe IV.4.1.). Verschiedene potenzielle Gründe für dieses niedrige 

IL1RA/IL1B-Verhältnis auf Transkriptionsebene in den Explants sind denkbar: 

Möglicherweise verschiebt die Verletzung des Gewebes bei der Explantgewin-

nung das IL1RA/IL1B-Verhältnis in die proinflammatorische Richtung. Auch die 

Adaptation an die Kulturbedingungen kann für das kultivierte Gewebe zunächst 

Stress und Entzündungsinduktion bedeuten. So konnten SCHÄFER et al. (2011) 

in für 6 h kultivierten Bioptaten aus humanem Endometrium eine höhere Expres-

sion des Entzündungsmediators Cyclooxygenase-2 feststellen als in nicht kulti-

vierten Bioptaten. Neben der Erwägung dieser methodenassoziierten Gründe ist 

jedoch zu beachten, dass zwischen Genexpressionsebene in endometrialen Zellen 

und Produktebene im US verschiedene, nachfolgend beschriebene Regulations-

mechanismen greifen können. Dies kann die Diskrepanz zwischen dem auf Gen-

expressionsebene im Explant und dem auf Produktebene im US festgestellten 

IL1RA/IL1B-Verhältnis ebenfalls erklären. So ist die Sekretion von IL1RA und 

IL1B aus der Zelle unterschiedlich reguliert. Während IL1RA wie die meisten 

Zytokine eine Signalsequenz für die spontane Sekretion besitzt, ist dies für IL1B 

nicht der Fall. Für die Sekretion von IL1B werden deshalb verschiedene andere 

Mechanismen diskutiert (PICCIOLI & RUBARTELLI, 2013; KWAK et al., 

2016). Einen weiteren Regulationsmechanismus stellt der Rezeptor IL1R2 dar. 

IL1R2 neutralisiert sowohl IL1B als auch IL1RA, bindet IL1B aber hundertfach 

effizienter als IL1RA (COLOTTA et al., 1993; DINARELLO, 2009; 
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GARLANDA et al., 2013). Es bleibt jedoch unklar, wie sich eine mögliche Bin-

dung von IL1B oder IL1RA an membrangebundenem oder löslichem IL1R2 in 

den US-Proben auf die Detektion mittels AlphaLISA auswirkt. Die zusätzliche 

Untersuchung von Explant-Überständen auf Proteinebene erscheint daher als 

sinnvolle Ergänzung für zukünftige Versuche. Auch die vergleichende Untersu-

chung des IL1RA/IL1B-Verhältnisses auf Genexpressionsebene in inkubierten 

und nicht inkubierten, unmittelbar untersuchten Explants kann weitere Erkennt-

nisse ermöglichen. Ein möglicher Einfluss der Schlachtung kann durch die ver-

gleichende Analyse in vivo und am Schlachtorgan gewonnener Bioptate unter-

sucht werden.  

2. Endometriale Genexpression von IL1B und IL1RA nach 

bakterieller Exposition 

E. coli gilt als eines der Hauptpathogene im postpartalen Uterus des Rindes 

(BONNETT et al., 1991; DOHMEN et al., 2000; WILLIAMS et al., 2005). Die 

stimulierende Wirkung von E. coli auf IL1B und andere proinflammatorischen 

Faktoren im bovinen Endometrium ist vielfach beschrieben (BORGES et al., 

2012; SAUT et al., 2014; LIU et al., 2016; GENIS et al., 2017). Weniger ist über 

den Effekt von E. coli auf den antiinflammatorischen Gegenpart IL1RA bekannt. 

Die Auswirkung des fakultativ pathogenen Bakteriums B. pumilus sowie des po-

tenziell protektiven Bakteriums L. buchneri auf das bovine Endometrium allge-

mein sowie auf das entzündungsrelevante IL1-System im Speziellen wurde bisher 

ebenfalls in geringem Ausmaß untersucht. Allerdings konnte bereits eine verbes-

serte Fruchtbarkeit sowie eine verringerte IL1B-Expression im Endometrium von 

Tieren mit SE nach intrauteriner Anwendung von L. buchneri festgestellt werden 

(PETER et al., 2018).  

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte daher der Einfluss von E. coli, 

B. pumilus und L. buchneri auf IL1B und IL1RA im bovinen Endometrium unter-

sucht und verglichen werden. Bei E. coli handelte es sich um ein Isolat aus einem 

klinisch erkrankten Tier, während es sich bei B. pumilus und L. buchneri um Iso-

late aus klinisch gesunden Tieren handelte. Nach 3, 14 oder 24 h Koinkubation 

mit jeweils einem der genannten Bakterien wurde die Genexpression von IL1B 

und IL1RA in endometrialen Explants quantitativ untersucht. Dabei wurden große 

Übereinstimmungen zwischen den verwendeten Bakterien hinsichtlich der Gen-
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expression von IL1B und IL1RA festgestellt. Zwar gab es einige statistisch gesi-

cherte Unterschiede bei der Intensität oder dem zeitlichen Verlauf, jedoch bewirk-

ten sowohl E. coli als auch B. pumilus und L. buchneri eine inkubationszeitunab-

hängige Verschiebung des IL1RA/IL1B-Verhältnisses in die proinflammatorische 

Richtung. Nach 14 h Koinkubation bewirkten B. pumilus und L. buchneri sogar 

eine stärkere Steigerung der Genexpression von IL1B als E. coli bei identischer 

Bakterienkonzentration und unter gleichen Versuchsbedingungen. 

Möglicherweise werden die entzündungsvermittelnden ‚pattern recognition recep-

tors‘ (PRR) im Endometrium auch durch fakultativ pathogene und potenziell pro-

tektive Bakterien aktiviert. Hierzu ist in der Literatur gegenwärtig wenig be-

schrieben, jedoch detektierten IIDA et al. (2019) eine gesteigerte Genexpression 

von PRR in porzinen intestinalen Epithelzellen nach Koinkubation mit potenziell 

protektiven Bifidobacterii-Stämmen. Die Aktivierung von PRR führt zu einer ge-

steigerten Genexpression und Produktion proinflammatorischer Zytokine 

(ZHANG et al., 2019). Für B. pumilus konnten GÄRTNER et al. (2016) in vitro 

ebenfalls eine stimulierende Wirkung auf das IL1-System feststellen, in diesem 

Fall auf das proinflammatorische Zytokin IL1A. Der Nachweis von B. pumilus im 

bovinen Uterus kann mit einer klinischen Metritis oder Endometritis verbunden 

sein, ist jedoch auch für klinisch unauffällige Tiere beschrieben (WAGENER et 

al., 2015). Vermutlich sind neben der bakteriellen Infektion für die Entwicklung 

einer Metritis oder Endometritis weitere z.B. wirtsseitige Faktoren entscheidend. 

Hier kommen beispielsweise der Verlauf der vorausgegangenen Kalbung oder die 

metabolische Gesundheit in Frage (CHEONG et al., 2011; CHANKEAW et al., 

2018; PASCAL et al., 2021). 

Im vorliegenden Versuch wurde ein stimulierender Einfluss von L. buchneri auf 

die endometriale Genexpression von IL1B und IL1RA festgestellt. Auf die Gen-

expression von IL1A konnten GÄRTNER et al. (2015) dagegen keinen signifi-

kanten Einfluss durch L. buchneri nachweisen. Jedoch ist zu beachten, dass in der 

zitierten Studie eine zweidimensionale Zellkultur verwendet wurde. Diese spiegelt 

die Vorgänge in bovinen endometrialen Epithelzellen wider, während sich das 

Explant aus Epithel- und Stromazellen sowie weiteren Zellen wie beispielsweise 

Fibrozyten oder Mastzellen zusammensetzt (BORGES et al., 2012; BARTELS, 

2014). In welchem der genannten Zelltypen die Genexpression von IL1B und 

IL1RA durch die Koinkubation mit L. buchneri in der vorliegenden Arbeit erhöht 
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wurde, lässt sich mit den verwendeten Methoden nicht genauer feststellen. Hier 

könnten zukünftig immunhistochemische Untersuchungen Aufschluss geben. 

PETER et al. (2018) konnten bei Kühen mit SE eine verringerte endometriale 

Genexpression von IL1B zwei bis vier Wochen nach intrauteriner Anwendung 

von L. buchneri im Vergleich zu einer Placebo-Gruppe detektieren. Dies muss 

jedoch nicht im Widerspruch zu der in der Explantkultur beobachteten erhöhten 

IL1B-Expression nach 3, 14 oder 24 h Koinkubation mit L. buchneri stehen. Es ist 

durchaus denkbar, dass auch in vivo durch L. buchneri zunächst eine Aktivierung 

des lokalen Immunsystems und folglich auch eine Induktion von IL1B ausgelöst 

wird. Diese stimulierende Wirkung auf IL1B in einer bovinen endometrialen Ex-

plantkultur wurde bereits auch für Lactobacillus rhamnosus und Lactobacillus 

reuteri beschrieben (GENIS et al., 2017).  

Insgesamt erscheint die weitere Erforschung von Lactobacilli für neue Erkennt-

nisse zu Pathogenese und Prophylaxe von Metritiden und Endometritiden beim 

Rind vielversprechend. Hier sollte sowohl deren Interaktion mit pathogenen Kei-

men als auch der unmittelbare Einfluss von Lactobacilli auf die lokale Immun-

funktion Beachtung finden. 

3. IL10 ist ein potenter Modulator der lokalen Immunant-

wort im bovinen Endometrium  

Für die Gesunderhaltung von Geweben ist ein Gleichgewicht zwischen pro- und 

antiinflammatorischen Zytokinen entscheidend (DINARELLO, 2000). Welche 

Bedeutung das antiinflammatorische Zytokin IL10 bei der Entwicklung von Ge-

bärmutterentzündungen beim Rind hat, wird in der Literatur jedoch kontrovers 

diskutiert. Sowohl für zu niedrige, als auch für zu hohe Konzentrationen von IL10 

im Endometrium während des frühen Puerperiums gibt es Hinweise auf ein erhöh-

tes Risiko für eine spätere Entwicklung von subklinischer Endometritis (SE). Ers-

teres könnte ein Überschießen von inflammatorischen Vorgängen begünstigen 

(HERATH et al., 2009), letzteres zu einer ineffizienten Reaktion der lokalen Im-

munmechanismen auf eingedrungene Keime führen (BRODZKI et al., 2015b). 

Auch in einem größeren zeitlichen Abstand zur vorausgegangenen Geburt konn-

ten HELFRICH et al. (2020) bei Kühen mit SE eine höhere endometriale Genex-

pression von IL10 feststellen als bei uterusgesunden Kühen.  

Aufgrund der daher zu vermutenden großen Relevanz von IL10 bei entzündlichen 
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Vorgängen im bovinen Endometrium wurde in der vorliegenden Arbeit dessen 

Wirkung auf das IL1-System untersucht. Hierfür wurden endometriale Explants 

für 24 h mit IL10 koinkubiert und anschließend die Genexpression von IL1B und 

IL1RA quantitativ bestimmt. Dabei konnte unter Zugabe von IL10 eine klare Ver-

schiebung des IL1-Systems auf Genexpressionsebene in die antiinflammatorische 

Richtung festgestellt werden, welche durch die starke Senkung der IL1B-

Expression begründet ist.  

Die beobachtete Suppression von IL1B durch IL10 wurde bereits in anderen Kon-

texten beschrieben (MOORE et al., 2001; FERNANDES et al., 2002; GUARDA 

et al., 2011). Überaschenderweise wurde in der durchgeführten Explantkultur un-

ter dem Einfluss von IL10 auch die Genexpression von IL1RA gehemmt. Unter-

suchungen zum Einfluss von IL10 auf IL1RA sind in der Literatur bisher kaum 

beschrieben. JENKINS et al. (1994) konnten im Gegensatz zu den hier vorgestell-

ten Ergebnissen eine Induktion der IL1RA-Expression in kultivierten humanen 

Monozyten unter IL10-Einfluss feststellen. Daher sind weitere Untersuchungen 

zum Einfluss von IL10 auf IL1RA von Interesse. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit verdeutlichen, wie potent sich IL10 auf 

das bovine Endometrium auswirken und das Milieu in die antiinflammatorische 

Richtung verschieben kann. Dies unterstreicht die Relevanz einer physiologischen 

Regulation von IL10 und dessen Bedeutung für die Entwicklung oder Verhinde-

rung einer Gebärmutterentzündung beim Rind. Weitere Untersuchungen zu IL10 

in Zusammenhang mit entzündlichen Vorgängen im bovinen Endometrium sind 

von großem Interesse. Da in der Literatur zudem Hinweise auf die Bedeutung von 

Mutationen des IL10-Rezeptors bei chronischen Entzündungen der Darmschleim-

haut beschrieben sind (GLOCKER et al., 2009), scheinen auch qualitative und 

quantitative Untersuchungen des IL10-Rezeptors im bovinen Endometrium sinn-

voll.  

4. Kühe mit subklinischer Endometritis zeigen eine Ver-

schiebung des IL1RA/IL1B-Verhältnisses im Uterussekret  

US hat sich als vielversprechendes Medium zur Pathogeneseforschung der SE 

beim Rind erwiesen (HELFRICH et al., 2020; HILLMER et al., 2020). Dabei 

konnte im US von Tieren mit zytologisch detektierter SE eine höhere IL1B-

Konzentration nachgewiesen werden als im US uterusgesunder Tiere 
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(HELFRICH et al., 2020). Entsprechend stellt sich die Frage, ob sich die Konzent-

ration von IL1RA als antiinflammatorischer Gegenpart zu IL1B im US ebenfalls 

mit der Uterusgesundheit verändert. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit die 

Proteinkonzentration von IL1RA im US von Tieren ohne und mit SE untersucht. 

Dafür wurden sowohl in vivo gewonnene Proben verwendet, in denen die IL1B-

Konzentration schon bestimmt worden war (HELFRICH, 2018), als auch Proben, 

die am Schlachtorgan gewonnen wurden. Bei Letzteren wurde im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit zusätzlich zur IL1RA- auch die IL1B-Konzentration mittels 

AlphaLISA gemessen. In allen Proben wurde das IL1RA/IL1B-Verhältnis be-

stimmt. 

Für die Messung von bovinem IL1RA im US wurde zunächst ein in house-

AlphaLISA etabliert. Dessen Evaluierung mittels Untersuchung von Lower De-

tection Limit, Hook Point, Intra- und Inter-Assay Variation sowie Wiederfin-

dungsrate bestätigten die Eignung zur Messung von IL1RA. Beobachtete Unge-

nauigkeiten der Konzentrationsbestimmung im Bereich < 5 ng/ml konnten für die 

Verwendung in der vorliegenden Arbeit als unkritisch betrachtet werden, da die 

im US ermittelten IL1RA-Konzentrationen überwiegend deutlich oberhalb dieses 

Bereiches lagen (vgl. Tabelle 6). Daher sind die Ergebnisse in diesem Versuch als 

aussagekräftig zu bewerten. 

Bei den am Schlachtorgan gewonnenen Proben lag die Konzentration von IL1B 

im US wie auch im Fall der in vivo-Gewinnung bei Tieren mit SE (PMN-Anteil 

≥ 5 %) höher als bei uterusgesunden Tieren. Dagegen konnten bei beiden 

US-Gewinnungsarten keine signifikanten uterusgesundheitsabhängigen Unter-

schiede in der IL1RA-Konzentration gefunden werden. GABLER et al. (2009) 

konnten auf Genexpressionsebene ebenfalls keinen signifikanten Unterschied 

zwischen uterusgesunden Tieren und Tieren mit SE bei der endometrialen IL1RA-

Expression feststellen. Sowohl in den in vivo gewonnenen US-Proben, als auch in 

den US-Proben aus Schlachtorganen überstieg unabhängig von der Uterusgesund-

heit die IL1RA-Konzentration die IL1B-Konzentration deutlich. Im Fall der 

in vivo gewonnen US-Proben konnte bei Kühen mit SE ein niedrigeres 

IL1RA/IL1B-Verhältnis als bei uterusgesunden Kühen dargestellt werden. Diese 

Verschiebung des IL1RA/IL1B-Verhältnisses in die proinflammatorische Rich-

tung wurde durch die starke Erhöhung der IL1B-Konzentration bedingt.  

Im Fall der US-Proben aus Schlachtorganen war hier nur eine Tendenz feststell-
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bar. Jedoch sind diese Ergebnisse aufgrund der geringen Tierzahl in der 

SE-Gruppe (n = 3) unter Vorbehalt als Hinweise aus einer explorativen Untersu-

chung zu betrachten. Eine Wiederholung mit größerem Probenumfang wird für 

beide Probengewinnungsarten als sinnvoll erachtet. 

Ob das verschobene IL1RA/IL1B-Verhältnis im US von Kühen mit SE für die 

Entzündung ursächlich oder aber deren Folge ist, kann anhand der gewonnenen 

Ergebnisse nicht beurteilt werden. Die beobachtete Verschiebung des 

IL1RA/IL1B-Verhältnisses kann einerseits eine Dysregulation der lokalen endo-

metrialen Immunmechanismen widerspiegeln, bei der die proinflammatorischen 

Faktoren in Relation zu den antiinflammatorischen Faktoren überschießen. Eben-

so denkbar ist jedoch ein verschobenes IL1RA/IL1B-Verhältnis als Folge einer 

SE, die durch eine chronische Reizung des Endometriums entstanden ist und auf-

rechterhalten wird. Diese Reizung kann ursprünglich durch Bakterien oder Viren 

bedingt worden sein, die infolge ineffizienter Reinigungsmechanismen im Uterus 

persistierten (GHANEM et al., 2015). 

In beiden Fällen ist eine Beeinträchtigung der Fruchtbarkeit durch die Verschie-

bung des IL1RA/IL1B-Verhältnisses denkbar, da die adäquate Regulation der 

Proteine des IL1-Systems von Bedeutung für reproduktionsmedizinische Ereig-

nisse wie die Implantation ist (SIMÓN et al., 1994b; VAN MOURIK et al., 2009). 

Für ein besseres Verständnis dieser Zusammenhänge sind weitere Untersuchun-

gen erforderlich. Dabei wäre der Einbezug weiterer pro- und antiinflammatori-

scher Faktoren sowie Verlaufsuntersuchungen, beispielsweise vom klinischen 

Puerperium bis zur ersten Besamung, sinnvoll. Darüber hinaus sind holistische 

Analysen (Transkriptom, Proteom, Mikrobiom) von großem Interesse, um weitere 

potenzielle Biomarker zu identifizieren. 

5. Proteinkonzentration von IL1B und IL1RA in Uterussek-

retproben aus Tierversuch und Schlachtorganen  

Wie in V.1. dargestellt, sind im Sinne des 3R-Prinzips Alternativen zu Tierversu-

chen von Interesse. Eine Möglichkeit zur tierversuchsfreien Gewinnung von bio-

logischen Proben stellt die Beprobung von Schlachtorganen dar. Weitere Vorteile 

sind dabei ein schneller und einfacher Zugang zum Uterus und eine flexible 

Handhabbarkeit des Organs bei der Beprobung. Jedoch muss hinterfragt werden, 

inwieweit der Schlachtprozess die Stärke der zu untersuchenden Genexpression 
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oder Proteinkonzentration beeinflusst. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wur-

den sowohl US-Proben aus in vivo-Gewinnung, als auch solche aus Schlachtorga-

nen genutzt. Daher können beide Gewinnungsmethoden im Hinblick auf das ge-

wonnene Volumen an US, die Blutkontamination des US und die Proteinkonzent-

ration von IL1B und IL1RA im US verglichen werden. 

Das gewonnene Volumen an US konnte anhand der Wiegung jeder gewonnenen 

Probe vor der Aufbereitung und der Berechnung des Verdünnungsfaktors F er-

fasst werden. Je weniger US vom eingesetzten Merocel-Schwämmchen aufge-

nommen wurde, desto stärker ist die Verdünnung des US durch den eingesetzten 

Extraktionspuffer und desto größer fällt F aus. Für an Schlachtorganen gewonne-

nen US-Proben wurde eine weniger starke Verdünnung und ein dementsprechend 

höheres gewonnenes US-Volumen berechnet, als für die verwendeten in vivo ge-

wonnenen US-Proben. Eine mögliche Erklärung dafür kann die unterschiedliche 

Beprobungsdauer sein: In der vorliegenden Arbeit verblieb das Merocel-

Schwämmchen für 4 min im Uterus als Schlachtorgan, während diese Zeitspanne 

im Tierversuch aus Gründen des Tierwohls auf 2 min begrenzt worden war 

(HELFRICH, 2018). Allerdings können auch Veränderungen im Rahmen des 

Schlachtprozesses als Ursachen für diese Beobachtung nicht ausgeschlossen wer-

den. Hier sind beispielsweise postmortale Flüssigkeitsansammlungen im Uterus 

nach der Schlachtung denkbar.  

Bei der Gewinnung von US-Proben in vivo kam es durch kleine Schleimhautver-

letzungen in einigen Fällen zu einer messbaren Blutkontamination der US-Probe 

(Nachweisgrenze 2,18 %), sodass bei der Bestimmung der Proteinkonzentration 

von IL1B und IL1RA eine entsprechende rechnerische Korrektur durchgeführt 

werden musste (HELFRICH, 2018). Bei der Gewinnung von US-Proben aus dem 

Schlachtorgan kam es dagegen nur bei 2 von insgesamt 37 Beprobungen zu einer 

Blutkontamination oberhalb der Nachweisgrenze. Neben der besseren Kontrolle 

bei der Einführung des Arbeitskanals am Schlachtorgan sowie die Möglichkeit der 

festen Fixierung des Uterus während der Probengewinnung ist dies durch die der 

Organentnahme vorausgegangenen weitestgehenden Entblutung des Spendertiers 

zu erklären.  

Um zu untersuchen, ob der Schlachtprozess einen Einfluss auf die Proteinkon-

zentrationen von IL1B und IL1RA sowie das IL1RA/IL1B-Verhältnis hat, wurden 

die entsprechenden Ergebnisse beider Gruppen verglichen. Im Fall der Tiere ohne 
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SE war das IL1RA/IL1B-Verhältnis in US-Proben aus Schlachtorganen niedriger 

als in US-Proben aus Gewinnung in vivo. Beim Vergleich der US-Proben von 

Tieren mit SE zwischen den beiden Gewinnungsarten konnten dagegen keine sig-

nifikanten Unterschiede festgestellt werden. Während bei in vivo gewonnenen 

US-Proben im Hinblick auf das IL1RA/IL1B-Verhältnis ein signifikanter Unter-

schied zwischen Tieren mit und ohne SE gezeigt werden konnte, war hier in am 

Schlachtorgan gewonnenen Proben nur eine Tendenz feststellbar. Eine mögliche 

Erklärung der beschriebenen Unterschiede stellt die potenzielle Beeinflussung 

entzündungsrelevanter Gene durch den Schlachtprozess dar. Dabei ist insbesonde-

re an den Blutentzug und die daraus resultierende Beeinträchtigung der Sauer-

stoffversorgung des Gewebes zu denken. In der Literatur sind Zusammenhänge 

zwischen Ischämie bzw. Hypoxie und entzündlichen Prozessen wie einer erhöhten 

Serumkonzentration proinflammatorischer Zytokine beschrieben (LINN et al., 

2006; ELTZSCHIG & CARMELIET, 2011).  

Inwiefern Ergebnisse aus einer Probengewinnung am Schlachtorgan mit einer 

Probengewinnung in vivo vergleichbar sind, kann im Rahmen der vorliegenden 

Arbeit nicht abschließend beantwortet werden. Die festgestellten Gemeinsamkei-

ten und Unterschiede sind auch aufgrund der geringen Anzahl an Spendertieren 

mit SE unter Vorbehalt zu betrachten. Für eine sichere Beurteilung ist eine Unter-

suchung mit größerem Probenumfang notwendig. Zur Detektion potenzieller Ver-

änderungen der Zusammensetzung des US im Rahmen des Schlachtprozesses sind 

außerdem umfassende vergleichende proteomische Analysen von Interesse. 

6. Fazit  

Zusammenfassend können die in dieser Arbeit genutzten Methoden nach ihrer 

Eignung für die durchgeführten Untersuchungen folgendermaßen beurteilt sowie 

die in I. formulierten Hypothesen abschließend bestätigt oder widerlegt werden: 

Beurteilung der verwendeten Methoden 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Explantkul-

tur zur Darstellung des Einflusses entzündungsrelevanter Komponenten auf das 

IL1-System geeignet ist und sich damit für die weitere Erforschung endometrialer 

Entzündungsprozesse anbietet. Zudem wurde mit der Etablierung eines AlphaLI-

SA zur quantitativen Bestimmung von IL1RA eine geeignete Möglichkeit für die 
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Untersuchung von IL1RA im US entwickelt. 

Hypothese 1: Pathogene, potenziell pathogene und potenziell protektive Bakte-

rien unterscheiden sich in ihrem Effekt auf die Genexpression von 

IL1B und IL1RA im bovinen Endometrium. 

Entgegen der Hypothese wurden zwischen den mittels Explantkultur festgestellten 

Einflüssen des pathogenen E. coli, potenziell pathogenen B. pumilus und potenzi-

ell protektiven L. buchneri auf die Expression der analysierten Gene innerhalb der 

untersuchten Zeitspanne große Übereinstimmungen festgestellt. Dies legt einer-

seits eine ähnliche Reaktion entzündungsvermittelnder Rezeptoren auf unter-

schiedlich pathogene Bakterien nahe und unterstreicht andererseits die Bedeutung 

weiterer Faktoren und Regulatoren, in deren Kontext die Bedeutung bakterieller 

Infektionen für die Entwicklung von Gebärmutterentzündungen angesehen wer-

den sollte. Hier sind beispielsweise der Zustand des Immunsystems oder metabo-

lische Erkrankungen und eine resultierende Immundysregulation zu nennen.  

Hypothese 2: Pro- und antiinflammatorische Zytokine modulieren die Genex-

pression von IL1B und IL1RA im bovinen Endometrium. 

Ein Einfluss der proinflammatorischen Zytokine IL1B und IL17A auf die Expres-

sion von IL1B und IL1RA konnte im verwendeten Versuchsdesign mittels Ex-

plantkultur nicht gezeigt werden. Dagegen stellt sich das antiinflammatorische 

Zytokin IL10 als potenter Modulator der entzündungsrelevanten IL1-Gene dar. 

Dies betont den Bedarf an weiterer Forschung zur Rolle antiinflammatorischer 

Komponenten in Zusammenhang mit der Gebärmutterentzündung beim Rind.  

Hypothese 3: Subklinische Endometritis spiegelt sich im IL1RA/IL1B-Verhältnis 

im bovinen Uterussekret wider. 

Bei der Untersuchung des IL1RA/IL1B-Verhältnisses in bovinem, in vivo gewon-

nenem US konnte die Verschiebung in die proinflammatorische Richtung beim 

Vorliegen einer SE dargestellt werden. Zur Einordnung dieser Beobachtung als 

ursächlich für oder Folge der SE bedarf es weiterer Untersuchungen. Zudem deu-

tet sich hier das Potenzial des IL1RA/IL1B-Verhältnisses als Biomarker für ein 

entzündetes Endometrium an.  
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VI. ZUSAMMENFASSUNG 

Gebärmutterentzündungen beim Rind gefährden sowohl das Tierwohl als auch die 

Fruchtbarkeit der erkrankten Kuh und verursachen erhebliche ökonomische Schä-

den in der Milchviehhaltung. Im Rahmen der Prophylaxe und Therapie von en-

dometrialen Entzündungen spielt die adäquate Regulation pro- und antiinflamma-

torischer Faktoren, wie der Proteine der Interleukin (IL) 1-Familie, eine zentrale 

Rolle. Ziel der vorliegenden Arbeit war daher, die Konzentration und Regulation 

des proinflammatorischen IL1B und seines Antagonisten IL1RA im gesunden 

sowie im entzündeten bovinen Uterus zu untersuchen. 

Zum einen wurde die Regulation der Genexpression von IL1B und IL1RA im 

bovinen Endometrium unter ausgewählten entzündungsrelevanten Einflussfakto-

ren in einer Explantkultur untersucht. Dazu wurden endometriale Explants von 26 

Kühen am Schlachtorgan gewonnen und aufbereitet. Die Explants wurden mit 

ausgewählten bakteriellen Komponenten (Escherichia coli, Bacillus pumilus, Lac-

tobacillus buchneri) für 3, 14 und 24 h sowie mit pro- und antiinflammatorischen 

rekombinanten bovinen Zytokinen (IL1B, IL17A, IL10) für 24 h koinkubiert. An-

schließend wurde die Genexpression von IL1RA und IL1B sowie deren Verhält-

nis in den Explants mittels Reverse Transkriptase-qPCR absolut quantifiziert.  

Für jedes Spendertier wurde die Vitalität von Explants über 24 h durch eine Un-

tersuchung der Stoffwechselaktivität mittels WST-8 überprüft. Dabei zeigte sich 

über diesen Zeitraum eine ausreichende Stoffwechselaktivität der Explants mit 

einem Anstieg zwischen Inkubationsbeginn und -ende. 

Alle ausgewählten Bakterien stimulierten die Genexpression von IL1B inkubati-

onszeitunabhängig (p < 0,001) sowie die von IL1RA inkubationszeitabhängig 

(Escherichia coli: p = 0,908 bis p < 0,001), Bacillus pumilus: p = 0,998 bis 

p = 0,001, Lactobacillus buchneri: p = 0,997 bis p < 0,001). Wegen einer stärke-

ren Steigerung der Genexpression von IL1B als von IL1RA verschob sich das 

IL1RA/IL1B-Verhältnis unter dem Einfluss aller ausgewählten Bakterien jeweils 

in die proinflammatorische Richtung (p < 0,001). Aufgrund der großen Überein-

stimmung der Einflüsse des pathogenen Escherichia coli und des fakultativ pa-

thogenen Bacillus pumilus in der Explantkultur sollte zukünftig erforscht werden, 

in welchem Kontext fakultativ pathogene Bakterien in vivo an der Pathogenese 
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klinischer und subklinischer Endometritiden beteiligt sind. Darüber hinaus sind 

weitere Untersuchungen zur Wirkweise potenziell protektiver Bakterien wie Lac-

tobacillus buchneri von großem Interesse.  

Ein Effekt der proinflammatorischen Zytokine IL1B und IL17A auf die Genex-

pression von IL1B und IL1RA konnte im endometrialen Explantmodell nicht 

festgestellt werden (p > 0,1). Dagegen konnte nach Koinkubation mit IL10 eine 

verringerte IL1B- und IL1RA-Genexpression sowie eine Verschiebung des 

IL1RA/IL1B-Verhältnisses in die antiinflammatorische Richtung (IL1RA > IL1B) 

dargestellt werden (p < 0,001). Somit erwies sich IL10 im vorliegenden Versuch 

als potenter Modulator der endometrialen Regulation von IL1B und IL1RA und 

sollte Gegenstand weiterer Forschung zur Gebärmuttergesundheit des Rindes sein. 

Insgesamt ist die Explantkultur als geeignete Methode zur Untersuchung der Re-

gulation der Genexpression von IL1B und IL1RA im bovinen Endometrium ein-

zustufen. 

Zum anderen wurden Untersuchungen zu IL1B und IL1RA auf Proteinebene 

durchgeführt. Dafür wurde von 37 Spendertieren Uterussekret (US) am Schlacht-

organ gewonnen. Zusätzlich wurden US-Proben, die in einem Vorgängerprojekt 

am lebenden Tier gewonnen worden waren (n = 26), ebenfalls auf die Konzentra-

tion von IL1B und IL1RA untersucht. Basierend auf den Ergebnissen der zytolo-

gischen Untersuchung wurden die US-Proben in die Gruppen SEneg (Anteil poly-

morphkerniger neutrophiler Granulozyten (PMN) < 5 %) und SEpos (Tiere mit 

subklinischer Endometritis, PMN-Anteil ≥ 5 %) unterteilt.  

Mittels eines kommerziellen AlphaLISA-Kits für IL1B und eines im Rahmen die-

ser Arbeit entwickelten in house-AlphaLISA für IL1RA wurden die entsprechen-

den Proteinkonzentrationen sowie deren Verhältnis zueinander in den US-Proben 

bestimmt. Die Evaluierung des in house-AlphaLISA für IL1RA zeigte, dass damit 

aussagekräftige Ergebnisse gewonnen werden konnten. Unabhängig von der Be-

probungsart (Schlachtorgan/am lebenden Tier) konnte in Proben der Gruppe SEpos 

eine höhere Konzentration von IL1B als in Proben der Gruppe SEneg detektiert 

werden (p = 0,027/p < 0,001), während bei der Konzentration von IL1RA keine 

signifikanten Unterschiede bestanden (p > 0,05). Bei US-Proben, die am lebenden 

Tier gewonnen wurden, konnte in den Proben der Gruppe SEpos im Vergleich zu 

Proben der Gruppe SEneg ein in die proinflammatorische Richtung verschobenes 

IL1RA/IL1B-Verhältnis festgestellt werden (p = 0,002). Die bei Tieren mit sub-
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klinischer Endometritis (SE) aufgefallene Verschiebung des IL1-Systems kann 

entweder eine (Teil-) Ursache oder eine Folge der SE sein. Um diesen Sachverhalt 

aufzuschlüsseln, sind weiterführende Untersuchungen notwendig. Darüber hinaus 

legen die Ergebnisse dieser Arbeit das Potenzial des IL1RA/IL1B-Verhältnisses 

als möglicher Biomarker für ein entzündetes Endometrium nahe. 

Zusammenfassend kann aus der vorliegenden Arbeit eine wichtige Rolle von 

IL1B und IL1RA bei der Gebärmutterentzündung des Rindes abgeleitet werden, 

die in der zukünftigen Forschung, insbesondere zu Pathogenese und Diagnostik, 

berücksichtigt werden sollte. 

 



VII. Summary 92 

VII. SUMMARY 

Bovine uterine inflammation endangers both animal welfare and the fertility of 

the affected cow and causes considerable economic loss in dairy farming. The 

adequate regulation of pro- and antiinflammatory factors, such as the proteins of 

the interleukin 1-family, plays a central role in the prevention and healing of en-

dometrial inflammation. Therefore, this research project targeted on investigating 

the concentration and regulation of the proinflammatory IL1B and its antagonist 

IL1RA in samples from bovine uteri under both healthy and inflamed condition. 

Therefore, the effect of selected inflammation-related components on the regula-

tion of gene expression of IL1B and IL1RA in the bovine endometrium was in-

vestigated in an explant culture. Endometrial explants were taken from uteri of 26 

donor cows at the abattoir. The explants were coincubated for 3, 14 and 24 h with 

selected bacterial components (Escherichia coli, Bacillus pumilus, Lactobacillus 

buchneri) as well as with pro- and antiinflammatory recombinant bovine cyto-

kines (IL1B, IL17A, IL10) for 24 h. Afterwards, the gene expression of IL1RA 

and IL1B in the explants as well as their ratio was quantified via reverse transcrip-

tion qPCR and standard curve method. 

For each donor cow the vitality of explants was analyzed over the incubation pe-

riod of 24 h by examining the metabolic activity using WST-8. This showed a 

sufficient metabolic activity of the explants with an increase between the start and 

end of incubation. 

All selected bacteria stimulated the gene expression of IL1B in an incubation 

time-independent manner (p < 0.001), whereas the gene expression of IL1RA was 

stimulated in an incubation time-dependent manner (Escherichia coli: p = 0.908 to 

p < 0.001), Bacillus pumilus: p = 0.998 to p = 0.001, Lactobacillus buchneri: 

p = 0.997 to p < 0.001). Due to a higher stimulation of the gene expression of 

IL1B than of IL1RA, the IL1RA/IL1B ratio in the explants coincubated with any 

of the selected bacteria shifted in proinflammatory direction (p < 0.001). Accord-

ingly, in this study the influence of pathogenic Escherichia coli, facultative path-

ogenic Bacillus pumilus, as well as apathogenic and potentially protective Lacto-

bacillus buchneri on the regulation of IL1B and IL1RA gene expression in endo-

metrial explants were quite similar. The observed high degree of consistency be-
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tween the influence of pathogenic Escherichia coli and facultative pathogenic 

Bacillus pumilus in explant culture highlights the importance of further research 

to determine the context in which facultative pathogenic bacteria are involved in 

the pathogenesis of clinical and subclinical endometritis in vivo. In addition, fur-

ther studies on the mode of action of potentially protective bacteria like Lactoba-

cillus buchneri are of great interest. 

An effect of the proinflammatory cytokines IL1B and IL17A on the gene expres-

sion of IL1B and IL1RA was not detected in the endometrial explant culture 

(p > 0.1). In contrast, a reduced gene expression of both IL1B and IL1RA as well 

as a shift of the IL1RA/IL1B ratio in the antiinflammatory direction 

(IL1RA > IL1B) was observed after co-incubation with IL10 (p < 0.001). Thus, 

IL10 was proven to be a potent modulator of the endometrial regulation of IL1B 

and IL1RA in the present experiment. The role of IL10 should be subject of fur-

ther research on bovine uterine health. Based on the study´s results, explant cul-

ture can be classified as an appropriate experimental method for analyzing influ-

ences of inflammation-related factors on gene expression of IL1B and IL1RA in 

the bovine endometrium. 

Furthermore, this study investigated IL1B and IL1RA concentrations at protein 

level using uterine secretion (US). US was taken from uteri of 37 cows at the abat-

toir. Additionally, IL1B and IL1RA concentration was measured in US samples 

originating from a previous research project (n = 26). Based on cytological exam-

ination, the US samples were divided into the two groups of SEneg (polymorpho-

nuclear neutrophil granulocyte (PMN) percentage < 5 %) and SEpos (animals with 

subclinical endometritis, PMN percentage ≥ 5 %).  

Using a commercial AlphaLISA kit for IL1B and an in house-AlphaLISA for 

IL1RA, which was developed in this study, the respective protein concentrations 

in the US samples as well as their ratio were determined. The methodological 

evaluation of the in house-AlphaLISA for IL1RA proofed, that reliable results 

were generated with this assay. Independent of the type of sampling (abattoir or-

gan/live animal), a higher concentration of IL1B was detected in samples of group 

SEpos compared to those of group SEneg (p = 0.027/p < 0.001), whereas no signifi-

cant differences in the concentration of IL1RA were observed (p > 0.05). In US 

samples retrieved from live animals a more proinflammatory IL1RA/IL1B ratio 

was detected in samples of group SEpos compared to samples of group SEneg 
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(p = 0.002). Whether this shift in the IL1RA/IL1B ratio observed for animals with 

diagnosed subclinical endometritis (SE) reflects either a (partial) cause for or a 

consequence of SE has to be examined in further studies. Furthermore, the results 

of this study suggest the potential of the IL1RA/IL1B ratio as a possible bi-

omarker for an inflamed endometrium. 

In conclusion, the results of this research project highlight the important role of 

IL1B and IL1RA in context of bovine uterine inflammation and thereby recom-

mend its consideration for future research, especially on pathogenesis and diag-

nostics. 
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XI. ANHANG 

1. Verwendete Geräte, Instrumente, Materialien und Rea-

genzien 

1.1. Für verschiedene Untersuchungen verwendete Geräte, Instrumente, 

Materialien und Reagenzien 

1.1.1. Für verschiedene Untersuchungen verwendete Geräte 

Autoklav D-65 Systec, Linden 

Eismaschine RF0266A The Manitowoc Company, 

Manitowoc (USA) 

Gefrierzelle Iridium 800 (-80 °C) Angelantoni Lifescience, 

Massa Martana (Italien) 

Kühl-Gefrier-Kombination KGE58 Robert Bosch Haushaltsge-

räte GmbH, München 

Magnetrührer M6 Ingenieurbüro CAT, M. 

Zipperer GmbH, Staufen 

Microplate Reader CLARIOstar, Photometer mit 

Laseraufrüstung für AlphaScreen/AlphaLISA/ 

AlphaPlex 

BMG Labtech, Ortenberg 

NanoPhotometer Pearl, ab 0,3 µl Probenvolumen Implen, München 

Pipetten, einstellbar und zugehörige Pipettenspitzen Brand, Wertheim 

Pipettierhilfe accu-jet und serologische Pipetten Brand, Wertheim 

Präzisionswaage SBC22 mit Gehäuse Scaltec Instruments, Heili-

genstadt 

Reinstwassersystem GenPure TKA, Niederelbert 

Schüttler RS-VA10 Phoenix Instrument, Garb-

sen 

Sterilwerkbank Biowizard Golden Line Kojair, Vilppula (Finnland) 
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Umluft-Labortiefkühlschrank BioCompact II 

RF 410 

Gram BioLine, Vojens 

(Dänemark) 

Wasserbad WBU45 Memmert, Schwabach 

Zentrifuge Biofuge pico (bis 14.000 x g) Heraeus, Hanau 

Zentrifuge myFUGE Mini für 0,2 ml Reaktionsge-

fäße 

Biozym, Hessisch Olden-

dorf 

Zentrifuge Universal 32 R Hettich, Tuttlingen 

1.1.2. Für verschiedene Untersuchungen verwendete Instrumente 

Pinzetten, anatomisch Carl Roth, Karlsruhe 

Pinzetten, anatomisch, spitz Carl Roth, Karlsruhe 

Pinzetten, chirurgisch Aesculap, Tuttlingen 

Scheren Carl Roth, Karlsruhe 

Skalpellhalter Carl Roth, Karlsruhe 

Skalpellklingen Typ 15 Carl Roth, Karlsruhe 

1.1.3. Für verschiedene Untersuchungen verwendete Materialien 

Aluminiumfolie Carl Roth, Karlsruhe 

Einmal-Kanülen BD Microlance 3, 18G Becton Dickinson, Dro-

gheda (Irland) 

Einmal-Untersuchungshandschuhe Nitril Next Gen Meditrade, Kiefersfelden 

Glasflaschen 100 bis 1.000 ml Duran Group, Wertheim 

Mikro-Schraubröhrchen 0,5 ml Polypropylen Sarstedt, Nümbrecht 

Mikroröhrchen 1,5 ml 4titude, Wotton (UK) 

Steriking Sterilisationsverpackungen unterschiedli-

cher Größen 

Wipak Oy, Nastola (Finn-

land) 
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Transferpipetten 1 µl – 1.000 µl und zugehörige 

Pipettenspitzen 

Brand, Wertheim 

1.1.4. Für verschiedene Untersuchungen verwendete Reagenzien 

Bovines Serumalbumin, Fraction V Merck KGaA, Darmstadt 

Ethanol 96 %  Carl Roth, Karlsruhe 

PBS (Dulbecco) Merck KGaA, Darmstadt 

Steriles NaCl 0,9 % B. Braun Melsungen AG, 

Melsungen 

1.2. Für die bakteriologische Untersuchung verwendete Geräte, Instru-

mente, Materialien und Reagenzien 

1.2.1. Für die bakteriologische Untersuchung verwendete Geräte 

Brutschrank Incucell Münchner Medizin Me-

chanik GmbH, Planegg 

Bunsenbrenner Gasprofi 2SCS mit Butan-Flasche WLD-Tec, Göttingen 

Kühl-Gefrier-Kombination Liebherr-Hausgeräte 

GmbH, Ochsenhausen  

1.2.2. Für die bakteriologische Untersuchung verwendete Materialien 

Columbia Schafblut-Agar Oxoid, Wesel 

Cryobank Tubes, gemischt Mast Diagnostica, Reinfeld 

Edwards-Agar Oxoid, Wesel 

Parafilm PM-966 Bemis Company, Neenah 

(USA) 

Sterile Tupfer mit Aluminiumstab und Viscose Nerbe Plus, Winsen/Luhe 

Sterile Tupfer UNI-Ter mit Amies-Medium Vacutest Kima s.r.l., 

Arzergrande (Italien) 

Violet Red Bile-Agar Oxoid, Wesel 
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1.3. Für die zytologische Untersuchung verwendete Geräte, Instrumen-

te, Materialien und Reagenzien  

1.3.1. Für die zytologische Untersuchung verwendete Geräte 

Counter AC-15 Karl Hecht KG, Sontheim 

Kamera Leica Microsystems Leica, Wetzlar 

Mikroskop Aristoplan Leitz, Stuttgart 

1.3.2. Für die zytologische Untersuchung verwendete Materialien 

Celltip Abstrichbürstchen Servoprax GmbH, Wesel 

Immersionsöl Merck KGaA, Darmstadt 

Objektträger Hein Herenz, Hamburg 

1.3.3. Für die zytologische Untersuchung verwendete Reagenzien 

Haema-Schnellfärbung mit gebrauchsfertigen Rea-

genzien 

Labor + Technik Eberhard 

Lehmann GmbH, Berlin 

1.4. Für die Gewinnung, Inkubation und Konservierung der Explants 

verwendete Geräte, Instrumente, Materialien und Reagenzien  

1.4.1. Für die Gewinnung, Inkubation und Konservierung der Explants 

verwendete Geräte  

Absaughilfe Vacuboy Integra Bioscience GmbH, 

Biebertal 

Brutschrank HeracellVios 160 Thermo Fisher Scientific, 

München 

Laboport Laborvakuumpumpe  KNF, Hamburg 

Multi-Pulse Vortexter Glas-Col, Terre Haute 

(USA) 

Wasserbad WBU45 Memmert GmbH + 

Co.KG, Schwabach 
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1.4.2. Für die Gewinnung, Inkubation und Konservierung der Explants 

verwendete Instrumente 

Stanze für Hautbiopsien, Durchmesser 5 mm Kai Medical, Seki (Japan) 

1.4.3. Für die Gewinnung, Inkubation und Konservierung der Explants 

verwendete Materialien  

Cellstar® 24‑well Gewebekulturplatten Greiner Bio‑One, Krems-

münster (Österreich) 

Glasperlen zur Ausplattierung der E. coli-

Suspension 

Carl Roth, Karlsruhe 

Harnteststreifen Multistix 10 SG  Siemens Healthineers, Er-

langen 

Messer aus rostfreiem Stahl Eicker Messer, Solingen 

Pasteurpipetten ohne Wattestopfen Carl Roth, Karlsruhe 

Petrischale, Glas Carl Roth, Karlsruhe 

Probengefäße 60 ml Thermo Fisher Scientific, 

München 

Reagenzgläser Carl Roth, Karlsruhe 

Rundboden-Proberöhrchen 1,4 ml und Kappen Micronic, Lelystad (Nie-

derlande) 

Schüttler Vortex 2 IKA, Staufen 

Zentrifugenröhrchen 50 ml  VWR, Ismaning 

1.4.4. Für die Gewinnung, Inkubation und Konservierung der Explants 

verwendete Reagenzien  

Agar nach De Man, Rogosa and Sharpe  Carl Roth, Karlsruhe 

Amphotericin B-Lösung 250 µg/ml Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Steinheim 

Brain Heart Infusion Broth Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Steinheim 

Kohlendioxid, Reinheit 3,0 (99,9 %) Demmel Gase, München 
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PBS Dulbecco Biochrom, Berlin 

Penicillin-Streptomycin 10.000 µg/ml Merck KGaA, Darmstadt 

Rekombinantes bovines IL1B Bio-Rad Laboratories, 

Hercules (USA) 

Rekombinantes bovines IL17A Boster Biological Tech-

nology, Pleasanton (USA) 

Rekombinantes bovines IL10 Bio-Rad Laboratories, 

Hercules (USA) 

RNAlater Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Steinheim 

Stickstoff, Reinheit 3,5 (99,95 %) Demmel Gase, München 

Tryptic soja broth (TSB) Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Steinheim 

WST-8 (Cell Counting Kit-8) Merck KGaA, Darmstadt 

Zellkulturmedium Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium/Ham’s Nutrient Mixture F12  

Merck KGaA, Darmstadt  

 

1.5. Für die Molekularbiologische Untersuchung verwendete Geräte, 

Instrumente, Materialien und Reagenzien  

1.5.1. Für die Molekularbiologische Untersuchung verwendete Geräte 

Biosicherheitskabinett Klasse 1 LTF Labortechnik, Was-

serburg 

Elektronische Achtkanalpipette Picus bis 1200 µl Sartorius Lab Instruments 

GmbH & Co.KG, Göttin-

gen 

Experion Automated Electrophoresis Systems mit 

Priming Station, Vortex Station II und Automated 

Electrophoresis Station 

Bio-Rad Laboratories, 

Hercules (USA) 

Heizblock und Schüttler BioShake iQ Quantifoil Instruments 

GmbH, Jena 
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Homogenisator SpeedMill Plus Analytik Jena AG, Jena 

Piro Pipettierroboter  Dornier LabTech Systems 

GmbH, Lindau 

Sterilwerkbank DNA/RNA UV-Cleaner UVC LTF Labortechnik, Was-

serbug 

Thermocycler TOptical mit zugehöriger Software Biometra GmbH, Göttin-

gen 

1.5.2. Für die Molekularbiologische Untersuchung verwendete Materia-

lien und Reagenzien 

384-Well-PCR-Platten, skirted sowie Abdichtungs-

folien 

4titude, Wotton (UK) 

DNA-Exitus-Plus und RNase-Exitus-Plus  AppliChem, Darmstadt 

DNase I und DNase I Reaktionspuffer Bio&Sell GmbH, Feucht 

Experion DNA 1K Analysis Kit zur Auftrennung 

der Produkte der konventionellen PCR 

Bio-Rad Laboratories, 

Hercules (USA) 

Experion RNA Analysis Kit und RNA StdSens 

Chip 

Bio-Rad Laboratories, 

Hercules (USA) 

Innu SPEED Lysetubes P mit 2,4 – 2,8 mm Kera-

mik-Beads 

Analytik Jena AG, Jena 

Klonierungskit pGEM-T Easy Vector System Promega, Madison (USA) 

Kühlrack IsoFreeze PCR Cooler Scientific Specialities, 

Lodi (USA) 

LB-Agar Thermo Fisher Scientific, 

München 

LB-Medium Carl Roth, Karlsruhe 

PCR-Pipettenspitzen Safe Seal-Tips professional Biozym Scientific GmbH, 

Hessisch Oldendorf 

PCR-Reaktionsgefäße Soft Tubes, 0,2 ml, RNase-, 

DNase- und DNA-frei, steril 

Biozym Scientific GmbH, 

Hessisch Oldendorf 
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Primer für IL1B und IL1RA biomers.net GmbH, Ulm 

Reagenzien für cDNA-Synthese (Oligo-dT-15-

Primer (500 µg/ml), dNTP-Mix (100 mM), 

M-MLV Reverse Transkriptase H(-) Point Mutant 

(200 u/µl), M-MLV RT 5x Buffer, RNasin Ribonu-

clease Inhibitor (400 u/µl)) 

Promega, Madison (USA) 

Reagenzien für konventionelle PCR (5x Colorless 

GoTaq Reaction Buffer, dNTP.Mix (10 mM), 

GoTaq G2 DNA Polymerase) 

Promega, Madison (USA) 

Restriktionsenzym Hind III Thermo Fisher Scientific, 

München 

RNA Mini Kit  Bio&Sell GmbH, Feucht 

SensiFASTTM SYBR No-ROX Kit für PCR Meridian Bioscience, Cin-

cinnati (USA) 

Wasser, Nuklease-frei, steril-filtriert Carl Roth, Karlsruhe 

1.6. Für die Gewinnung der Uterussekretproben verwendete Geräte, 

Instrumente, Materialien und Reagenzien  

1.6.1. Für die Gewinnung der Uterussekretproben verwendete Geräte 

Autoklav Selectomat Compact Münchner Medizin Me-

chanik GmbH, Planegg 

Gluematic Heißklebepistole 3002 und zugehörige 

Cristal-Sticks 

Steinel, Herzebrock-

Clarholz 

Sicherheitswerkbank Safeflow 1.2 Bioair, Euroclone Divisi-

on, Pero (Italien) 

1.6.2. Für die Gewinnung der Uterusskretproben verwendete Materialien  

Costar SpinX Centrifuge Tube Filters, 0,45 µm, 

CA-Membran, steril 

Corning, Amsterdam (Nie-

derlande) 
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Edelstahlrohre 4,0 mm x 0,25 mm, und  

5,0 mm x 0,75 mm, Länge 650 mm, wiederholt kalt 

nachgezogen 

Sawade, Gottmadingen 

Hygieneschutzhüllen für künstliche Besamung und 

Embryotransfer bei Tieren, 52 cm 

Minitube, Tiefenbach 

Kirschner-Draht als Mandrin, Durchmesser 

3,2 mm, Länge 700 mm, beidseits rund 

MK Medical, Emmingen-

Liptingen 

Kunststoffrohre 2,0 mm x 0,8 mm Simprop, Harsewinkel 

Merocel CF 120, Streifen mit 2 mm x 4 mm x 

205 mm 

Medtronic, Mystic (USA) 

Mikro-Schraubröhrchen 0,5 ml Polypropylen Sarstedt, Nümbrecht 

Stellring 3 mm x 7 mm Kipp, Sulz am Neckar 

Sterile Operationshandschuhe Sempermed supreme Semperit, Wien (Öster-

reich) 

1.6.3. Für die Gewinnung der Uterusskretproben verwendete Reagenzien 

Aprotinin AppliChem GmbH, Darm-

stadt 

1.7. Für den AlphaLISA verwendete Geräte, Instrumente, Materialien 

und Reagenzien 

1.7.1. Für den AlphaLISA verwendete Geräte 

Elektronische Pipette HandyStep mit Spitzen  Brand, Wertheim 

pH-Meter InoLab pH Level 1 WTW, Weilheim 

Rüttler für Mikrotiterplatten MTS 4 IKA, Staufen 

Rollmischer VWR, Ismaning 

Sonikator Sonifier Cell disruptor B15 Branson, Brookfield 

(USA) 

1.7.2. Für den AlphaLISA verwendetes Material 

384-Well-OptiPlate, weiß PerkinElmer, Rodgau 
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Abdichtungsfolie TopSeal-A Plus PerkinElmer, Rodgau 

Lichtgeschützte Reaktionsgefäße, 1,5 ml, amber Carl Roth, Karlsruhe 

Lichtgeschützte Reaktionsgefäße, Eppendorf Tubes 

5 ml, amber 

Eppendorf AG, Hamburg 

Spatel und Löffel aus Edelstahl Carl Roth, Karlsruhe 

1.7.3. Für den AlphaLISA verwendete Reagenzien 

AlphaLISA Akzeptor-Beads PerkinElmer, Rodgau 

AlphaLISA Detection Kit, 100 Assay Points für 

bovines IL1B 

PerkinElmer, Rodgau 

AlphaLISA HiBlock Buffer (10X) PerkinElmer, Rodgau 

CMO (98 %) Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Steinheim 

HCl 1 mol/l Merck KGaA, Darmstadt 

HCl 4 mol/l Fluka Chemika GmbH, 

Buchs (Schweiz) 

HEPES (≥ 99,5 %, für Zellkultur) Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Steinheim 

KH2PO4 (≥ 99 %) Carl Roth, Karlsruhe 

Na2HPO4 • 7H2O Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Steinheim 

NaBH3CN (95 %, für Zellkultur) Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Steinheim 

NaCl (≥ 99,9 %) Carl Roth, Karlsruhe 

NaOH 1 mol/l Merck KGaA, Darmstadt 

NaOH 5 mol/l Merck KGaA, Darmstadt 

Polyklonaler Antikörper Goat anti Bovine IL1RA Bio-Rad Laboratories, 

Hercules (USA) 
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Polyklonaler Antikörper Goat anti Bovine IL1RA, 

biotinyliert 

Bio-Rad Laboratories, 

Hercules (USA) 

Proclin-300 Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Steinheim 

Rekombinantes Protein bovines IL1RA Bio-Rad, Hercules (USA) 

Streptavidin (SA)-coated Donor Beads PerkinElmer, Rodgau 

Tris (≥ 99,9 %) Carl Roth, Karlsruhe 

Tween-20 Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Steinheim 
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2. Protokolle 

2.1. Dokumentation der Probengewinnung und -aufbereitung 

 

Abbildung 17: Vorlage zur Dokumentation von Tier- und Organeigenschaften, Uhrzeiten und Arbeitsschritten bei  

der Gewinnung von Explants und Uterussekret 

Sym.: Symmetrisch; n.: nicht; CL: Corpus luteum; Foll.: Follikel; H: Höhe; B: Breite; L: Länge; Gewicht: Schlachtgewicht des Tieres; WST: Water-

soluble Tetrazolium 
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2.2. Laborprotokoll für die Haema-Schnellfärbung  

Für die zytologische Untersuchung wurde das Zellmaterial auf den Objektträgern 

folgendermaßen angefärbt: 

• Eintauchen der Objektträger in eine Fixierlösung über 5 s 

• Eintauchen der Objektträger in eine Färbelösung mit Eosin über 5 s 

• Eintauchen der Objektträger in eine Färbelösung mit Azur über 5 s 

Zwischen den verschiedenen Lösungen erfolgte ein Abtropfen. Im Anschluss 

wurden die Objektträger mit Aqua destillata (Aqua dest.) gespült. Die Trocknung 

erfolgte bei Raumtemperatur unter einem Abzug. 

2.3. Laborprotokolle für die Explantkultur 

2.3.1. Protokoll für die Herstellung der E. coli-Suspension 

Ein Kügelchen aus dem Cryobank Tube wurde auf einem VRB-Agar ausgestri-

chen. Nach dem Bebrüten des Agars für 24 h bei 37 °C wurden einige Kolonien 

mit einer sterilen Öse in 10 ml Brain heart infusion überführt. Nach einer Inkuba-

tion bei 37 °C über 6 h auf einer Rüttelplatte mit 90 Runden pro Minute (rpm) 

wurden davon 100 µl in 9,9 ml Tryptic soja broth (TSB) überführt. Daraufhin 

folgte eine weitere Inkubation bei 37 °C über 18 h. Anschließend wurde daraus 

eine Verdünnungsreihe bis zur Verdünnungsstufe 10-8 erstellt, indem in acht steri-

le Reagenzgläser jeweils 9 ml steriles NaCl 0,9 % vorgelegt wurde und jeweils 

1 ml aus der Bakteriensuspension in TSB bzw. aus der dann jeweils nächstniedri-

geren Verdünnung zugegeben wurden. Die übrige TSB-Suspension wurde zur 

Hitzeinaktivierung der E. coli für 60 min in einem Wasserbad mit 60 °C belassen, 

wobei eine Erfolgskontrolle der Hitzeinaktivierung durch ein erneutes Ausstrei-

chen auf VRB-Agar und Inkubation über 48 h bei 37 °C erfolgte. Von den drei 

höchsten Verdünnungen wurden jeweils Triplikate zu je 100 µl auf VRB-Agar 

ausplattiert. Im Anschluss folgte eine Inkubation bei 37 °C über 24 h. Danach 

wurde die Berechnung der Bakterienkonzentration in der TSB-Suspension wie 

folgt vorgenommen: Zunächst wurde die Anzahl der gewachsenen Kolonien er-

fasst, wobei nur Agarplatten einbezogen wurden, auf denen wenigstens drei und 

höchstens 300 KBE gewachsen waren. Die Ergebnisse wurden zur Berechnung 

der KBE in folgende Formel eingesetzt: 
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𝐾𝐵𝐸

𝑚𝑙
=  

𝑆𝑢𝑚𝑚𝑒 𝑎𝑙𝑙𝑒𝑟 𝐾𝐵𝐸

1 ∙ 𝑛1 + 0,1 ∙ 𝑛2
 ∙ 𝑓 Formel 1 

𝑛1 bezeichnet dabei die Anzahl der einbezogenen Agarplatten der niedrigeren 

Verdünnungsstufe und 𝑛2 die Anzahl der einbezogenen Agarplatten der höheren 

Verdünnungsstufe. f bezeichnet den Verdünnungsfaktor der niedrigeren Verdün-

nung. Da nur zwei der drei ausgestrichenen Verdünnungsstufen zu Keimwachs-

tum mit wenigstens drei und höchstens 300 KBE führten, wurden nur diese beiden 

Verdünnungsstufen in die Berechnung einbezogen. Anschließend wurde die TSB-

Suspension mit den hitzeinaktivierten Bakterien durch Zugabe von sterilem PBS 

auf eine Konzentration von 1,0 x 108 KBE/ml verdünnt und bis zur weiteren Ver-

wendung bei -80 °C gelagert. 

2.3.2. Protokoll für die RNA-Extraktion 

Die Explants wurden auf Eis aufgetaut. Beide Explants des jeweiligen Doppelan-

satzes wurden zusammen mit je 400 µl Lysepuffer in ein Lysetube gegeben. Im 

Anschluss wurden die Explants in den Lysetubes mit Hilfe eines Homogenisators 

nach folgendem Protokoll aufgeschlossen: Zunächst wurde für 30 s homogeni-

siert, direkt im Anschluss folgten 30 s Pause und Kühlen. Dieser Schritt wurde 

unmittelbar wiederholt, worauf ein drittes Homogenisieren für 1 min und 1 min 

Kühlen folgte. Durch einen Zentrifugationsschritt bei 13.000 x g für 1 min sanken 

noch vorhandene Gewebestandteile ab und konnten somit von den weiteren Reak-

tionsschritten ausgenommen werden. Die folgenden Schritte wurden bei Raum-

temperatur (21 °C) gemäß den Herstellerangaben durchgeführt: Der Überstand 

wurde auf eine DNA-bindende Säule überführt. Durch Zentrifugation bei 

11.000 x g für 2 min wurde die genomische DNA an die Säule gebunden. Das 

erhaltene Filtrat mit der Gesamt-RNA, wurde mit 400 µl an 70 % Ethanol versetzt 

und auf eine RNA-bindende Säule überführt. Durch den anschließenden Zentrifu-

gationsschritt bei 11.000 x g für 2 min wurde die RNA an die Säule gebunden. 

Um eine mögliche Kontamination mit DNA auszuschließen, wurde an dieser Stel-

le zusätzlich ein DNA-Verdau-Schritt durchgeführt. Dafür wurden auf jede RNA-

bindende Säule 5 µl DNase mit 10 µl Puffer und 40 µl H2O pipettiert und für 

15 min inkubiert. Um eine möglichst hohe Reinheit der RNA zu erzielen, folgten 

im Anschluss an den DNA-Verdau drei Waschschritte, im ersten Schritt mit 

500 µl Waschpuffer, im zweiten Schritt mit 700 µl Waschpuffer und im dritten 

Schritt mit 700 µl 80 % Ethanol. Die Zentrifugation wurde jeweils bei 11.000 x g 
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für je 1 min durchgeführt. Um Reste der Waschpuffer aus der RNA-bindenden 

Säule zu entfernen, wurde im nächsten Schritt eine Trockenzentrifugation bei 

11.000 x g für 4 min durchgeführt. Schließlich erfolgte die Lösung der RNA, in-

dem 80 µl RNase-freies Wasser auf die Säule gegeben und diese nach 1 min In-

kubationszeit bei 11.000 x g über 1 min zentrifugiert wurde. Die RNA befand sich 

nun im Eluat, welches auf drei RNase- und DNase-freie Reaktionsgefäße aufge-

teilt wurde: ein Aliquot zu 2 µl wurden unmittelbar für die Überprüfung der Integ-

rität und der Konzentration der RNA verwendet, ein weiteres zu 10 µl wurde als 

Template in die unmittelbar folgende cDNA-Synthese eingesetzt. Zuletzt wurde 

das übrige Volumen bei -80 °C eingefroren. 

2.3.3. Protokoll für die cDNA-Synthese 

Für die cDNA-Synthese wurde ein konventionelles Kit verwendet. Zunächst wur-

de je 1 μl Oligo-dT-Primer zum 10 μl-RNA-Aliquot jeder Probe pipettiert. Die 

verwendeten Oligo-dT-Primer sind komplementär zum Poly(A)-Schwanz eukary-

otischer mRNA, sodass von der extrahierten Gesamt-RNA nur die mRNA umge-

schrieben wird. Nach der Erhitzung in einem Thermocycler auf 70 °C für 5 min 

wurden die Proben für 5 min in einem Kühlrack abgekühlt. Anschließend wurde 

zu jeder Probe 14 μl Reaktionsmix pipettiert. Dieser bestand je Probe aus 5 µl des 

Puffers, 1,25 µl Desoxynukleosidtriphosphate (dNTP), 0,625 µl RNasin, 0,5 µl 

RT und 6,625 µl Nuklease-freiem Wasser. Die Proben wurden in den Thermocyc-

ler eingesetzt, dessen Temperaturprogramm wie folgt eingestellt wurde: 

• 10 min bei 38 °C (Aktivierung der RT) 

• 50 min bei 46 °C (Reverse Transkription) 

• 15 min bei 70 °C (Enzym-Denaturierung) 
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2.3.4. Primer-Spezifikationen 

Tabelle 3: Spezifikation der Primer für die qPCR. 

Gen Primersequenz (5´→3´) und -länge 
Gen-

länge 

Produktlänge 

(Position 

im Gen) 

Schmelz-

temperatur 
GC % 

Ggf. 

Referenz 
Acc. No. 

IL1B 

for 

TTCTCTCCAGCCAACCTTCATT (22) 

rev 

ATCTGCAGCTGGATGTTTCCAT (22) 

944 
198 

(2 - 199) 

59,6 °C 

60,4 °C 

45,5 

45,5 

(NEUVIANS 

et al., 2004) 
M35589 

IL1RA 

for  

CTCCTCTTCCTGTTCCGTTC (21) 

rev 

TGATGTTCACGGCCTCTAACT (21) 

1.872 
290 

(63 - 352) 

59,1 °C 

59,1 °C 

52,4 

47,6 

 NM_ 

174357.3 

Quantitative real-time PCR (qPCR); for: forward-Primer; rev: reverse-Primer; Tm: Schmelztemperatur des Primers; GC %: Gehalt der Primer an den 

Basen Guanin und Cytosin in %; Acc. No.: Zugangsnummer zur Nukleotid-Sequenz in der National Center for Biotechnology Information (NCBI)-

Datenbank. 
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2.3.5. Protokolle der Standardkurvenetablierung für IL1RA 

2.3.5.1. Protokoll der konventionellen PCR 

Die konventionelle PCR wurde mit Hilfe eines handelsüblichen Kits nach Herstel-

lerangaben durchgeführt.  

Pipettierschema (Volumenangaben je Probe, Gesamtvolumen 50 µl): 

Zunächst wurde ein Master Mix hergestellt, der sich je Probe wie folgt zusam-

mensetzte: 

• 5 µl 5X Colorless GoTaq Reaction Buffer 

• 1 µl dNTP Mix (10 mM) 

• 3 µl MgCl2 (25 mM)  

• 0,25 µl GoTaq G2 DNA Polymerase 

• 1,25 µl Primer for 

• 1,25 µl Primer rev 

• 33,25 µl H2O 

Anschließend wurden je Probe 5 µl Probe und 45 µl Master Mix pipettiert. Zu-

sätzlich wurden Negativkontrollen mitgeführt, die statt Probe 5 µl H2O enthielten.  

Temperaturprotokoll der konventionellen PCR (Deckeltemperatur 110 °C): 

• Schritt 1: 3 min bei 94 °C 

• Schritt 2: 45 s bei 94 °C 

• Schritt 3: 30 s bei 58 °C 

• Schritt 4: 1 min 30 s bei 72 °C 

• Schritt 5: 29-malige Wiederholung der Schritte 2, 3 und 4 

• Schritt 6: 10 min bei 72 °C 

Nach der konventionellen PCR wurden die Proben für 15 min bei Raumtempera-

tur (21 °C) abgekühlt.  

2.3.5.2. Protokoll der Klonierung des Produktes aus der konventionellen 

PCR  

Das Einbringen der Zielsequenz in die „Competent E. coli“-Bakterien zum Zweck 

der Klonierung erfolgte mit Hilfe eines handelsüblichen Klonierungskits nach 

Herstellerangaben.  
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Herstellung des Ligationsansatzes: 

• 3 µl PCR-Produkt 

• 5 µl Puffer 

• 1 µl Vektor (Plasmid) 

• 1 µl T4 DNA-Ligase 

Es folgte eine Inkubation für 20 h bei 4 °C. Anschließend wurden 2 µl des Liga- 

tionsansatzes auf Eis zu 50 µl E. coli-Suspension pipettiert (Konzentration 

108 KBE/µg). Nach einer Erhitzung auf 42 °C für 50 s erfolgte eine Kühlung auf 

Eis für 2 min. Anschließend wurden 950 µl Super Optimal Broth mit Glucose 

(20 mM) zugegeben. Es folgte eine Inkubation bei 37 °C für 1,5 h. Im Anschluss 

wurde 100 µl der Bakteriensuspension auf LB-Agar ausplattiert und die Agarplat-

ten bei 37 °C für 24 h inkubiert. Der eingesetzte LB-Agar war zuvor nach den 

Vorschriften des Herstellers des Klonierungskits folgendermaßen hergestellt wor-

den: 

• 32 g LB-Trockensubstanz in 1 Liter Aqua dest. lösen und autoklavieren 

(135 °C, 2,8 bar, 20 min), im Anschluss auf 55 °C abkühlen lassen 

• Zugabe von Ampicillin (100 µg/ml), X-Gal (80 µg/ml) und IPTG 

(119,2 µg/ml) 

• 20 ml unter einer Sterilwerkbank in eine sterile Petrischale gießen und 

auskühlen lassen 

• Lagerung bei 4 °C für maximal einen Monat 

Ob das Einbringen des Plasmids in die E. coli-Bakterien erfolgreich war, ließ sich 

aufgrund der Eigenschaften des Plasmids an der weißen Farbe der Kolonien auf 

dem LB-Agar erkennen.  

2.3.5.3. Weitere Inkubation der E. coli in LB-Medium 

Nach der Inkubation der LB-Agar wurden zwei bis vier KBE mit E. coli, in denen 

das Plasmid erfolgreich integriert und vervielfältigt worden war, mit einer sterilen 

Öse vom LB-Agar in ein LB-Medium übertragen. Das LB-Medium war wie folgt 

angesetzt worden: 

• 25 g Trockensubstanz in 1 Liter Aqua dest. lösen 

• Aliquotierung in sterile Reagenzgläser zu je 3 ml 
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• Autoklavierung und Lagerung bei 4 °C für maximal einen Monat 

• Zugabe von Ampicillin (100 µg/ml) unmittelbar vor Verwendung 

Das LB-Medium wurde für 24 h bei 37 °C inkubiert, bevor daraus 2 ml in die 

Plasmidextraktion eingesetzt wurden. 

2.3.5.4. Plasmidextraktion 

Die Plasmidextraktion wurde mit einem handelsüblichen Exktraktionskit nach 

Herstellerangaben durchgeführt. Alle Zentrifugationsschritte wurden bei Raum-

temperatur (21 °C) mit 13.000 x g durchgeführt. Zunächst wurden 2 ml der Bakte-

rienkultur in LB-Medium für 10 min zentrifugiert. Anschließend wurden zur Re-

suspension des entstandenen Pellets sowie zur Lyse der Bakterienzellen verschie-

dene im Kit enthaltene Puffer nach Herstellerangaben zugegeben. Zur Entfernung 

des Zellmaterials folgte eine erneute Pelletierung durch Zentrifugation für 10 min. 

Anschließend wurde der Überstand in ein Filterröhrchen gegeben und bei Zentri-

fugation für 1 min die Plasmide an die Filtersäule gebunden. Im Anschluss wur-

den Waschschritte mit teilweise ethanolhaltigen Puffern nach Herstellerangaben 

durchgeführt. Im letzten Schritt wurde durch Zugabe eines weiteren im Kit enthal-

tenen Puffers und Zentrifugation des Filterröhrchens für 1 min das Plasmid aus 

der Filtersäule gelöst.  

2.3.5.5. Extraktion der Zielsequenz aus dem Plasmid (Linearisierung) 

Zunächst wurde mit Hilfe eines Nanophotometers die Plasmidkonzentration im 

Eluat aus der in XI.2.3.5.4. beschriebenen Plasmidextraktion ermittelt und be-

rechnet, welches Eluatvolumen 1 µg Plasmid beinhaltet.  

Pipettierschema für die Extraktion: 

• 1 µg Plasmid  

• 1 µl Restriktionsenzym Hind III 

• 2 µl Puffer  

Es folgte eine Inkubation bei 37 °C für 1 h.  

2.3.5.6. Aufreinigung und Verdünnung der Zielsequenz 

Nach der in XI.2.3.5.5. beschriebenen Inkubation wurden die Proben mit einem 

handelsüblichen Kit nach Herstellerangaben aufgereinigt. Alle Zentrifugations-

schritte wurden bei Raumtemperatur (21 °C) mit 13.000 x g durchgeführt. Die 
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Probe wurde in ein Filterröhrchen gegeben. Anschließend wurde die DNA durch 

Zentrifugation für 1 min an die Filtersäule gebunden. Nach einem Waschschritt 

wurde die DNA mit einem Puffer durch Zentrifugation für 1 min aus der Säule 

gelöst. Anschließend wurde mit Hilfe eines Nanophotometers die DNA-

Konzentration im Eluat bestimmt. Über die DNA-Konzentration konnte die An-

zahl der DNA-Kopien im Eluat berechnet werden. Durch definierte Verdünnun-

gen des Eluats wurden anschließend die Eichpunkte der Standardkurve (106, 105, 

104, 103 und 102 Kopien/µl) hergestellt. 

2.3.6. Protokoll für die qPCR 

Nach dem Auftauen wurden alle Komponenten, die DNA-Moleküle enthalten 

(Proben, Primer, Standard) in einem Heizschüttler für 5 min bei 60 °C und 

250 rpm homogenisiert. Anschließend wurde an einem isolierten Arbeitsplatz ein 

Master Mix angesetzt. Pro Probe enthielt dieser: 

• 5 µl SensiFast SYBR Mix mit dem interkalierenden Farbstoff SYBR 

Green, Desoxyribonukleotiden, sowie einer Polymerase  

• 0,4 µl for Primer (5 pmol/µl) 

• 0,4 µl rev Primer (5 pmol/µl)  

• 3,2 µl Nuklease-freies H2O 

Die Reaktionsansätze für die qPCR setzten sich aus je 9 µl Master Mix und 1 µl 

Probe oder Standard zusammen. Die Proben wurden im Doppelansatz und die 

Standardpunkte im dreifachen Ansatz auf eine 384-Well-Platte aufgetragen. Zu-

dem wurden je Platte auch vier bis sechs Negativkontrollen pipettiert, die statt 

Probe oder Standard 1 µl Nuklease-freies H2O enthielten. Anschließend wurde die 

Platte mit einer Folie versiegelt, kurz abzentrifugiert und in einen Thermocycler 

eingesetzt. Die qPCR verlief bei einer Deckeltemperatur von 110 °C nach folgen-

dem Protokoll:  

• Schritt 1:  95 °C über 2 min zur Aktivierung der Polymerase 

• Schritt 2:  95 °C über 5 s zur Denaturierung der DNA-Doppelstränge 

• Schritt 3:  60 °C über 15 s zum Anlagern der Primer an die DNA- Einzel-

stränge und Amplifikation des komplementären Stranges  

• Schritt 4:  Fluorometrische Messung  

• Schritt 5:  39-malige Wiederholung der Schritte 2, 3 und 4 
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• Schritt 6:  Schrittweises Erhitzen zur Erstellung einer Schmelzkurve mit 

 fluorometrischer Messung nach jedem Erhitzungsschritt (60 °C 

 Starttemperatur, 95 °C Endtemperatur, 0,5 °C Inkrement) 

2.4. Laborprotokolle für AlphaLISA-Untersuchungen 

2.4.1. Herstellung der Reagenzien für die Kopplung des anti-IL1RA-

Antikörpers an Akzeptor-Beads 

PBS 

14,4 mg KH2PO4 + 900,0 mg NaCl + 79,5 mg Na2HPO4 + 100 ml Aqua dest. 

Einstellen des pH-Wertes auf 7,4 mit NaOH 1 mol/l 

400 mM NaBH3CN-Lösung 

25 mg NaBH3CN + 1 ml Aqua dest. 

Tween-20 10 % 

5 ml Tween-20 + 45 ml Aqua dest. 

Mischung mit Hilfe eines Magnetrührers  

100 mM HEPES mit pH 7,4 

1191,5 mg HEPES + 40 ml Aqua dest. 

Einstellen des pH-Wertes auf 7,4 mit NaOH 5 mol/l 

Auffüllen auf 50 ml mit Aqua dest. 

CMO-Lösung 65 mg/ml in 800 mM NaOH 

1 mg CMO + 1 ml 800 mM NaOH aus 200 µl Aqua dest. + 800 µl NaOH 1 mol/l 

100 mM Tris-HCl mit pH 8,0  

605,7 mg Tris in 50 ml Aqua dest. 

Einstellen des pH-Wertes auf 8,0 mit HCl 4 mol/l 

Proclin-300 0,05 % 

1 µl Proclin-300 + 1999 µl PBS 

2.4.2. Protokoll für den IL1RA-AlphaLISA 

2.4.2.1. Herstellung der Verdünnungen  

Die Verdünnung der Reagenzien erfolgte unmittelbar vor der Verwendung. 
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1X HiBlock Buffer 

1:10-Verdünnung des 10X HiBlock Buffers mit Aqua dest. 

Standard 

Herstellung von PBS mit 0,1 % BSA mit 10 mg BSA und 10 ml PBS 

Herstellung einer Verdünnung mit 250 ng/ml durch Lösen von 5 µg Standard in 

20 µl PBS mit 0,1 % BSA mit anschließender 1:1000-Verdünnung mit Aqua dest. 

Daraus Herstellung der Standardkurve durch 1:2-Verdünnungen bis zu einer Kon-

zentration von 975 pg/ml 

Akzeptor-Beads 

Herstellung von 200 µg/ml (10 µg/ml final concentration) durch 1:25-Verdünnung 

mit Aqua dest. 

Biotinylierter Antikörper 

Herstellung von 200 nM (10 nM final concentration) durch 1:10003,33-Ver-

dünnung mit Aqua dest. 

Donor-Beads 

Herstellung von 50 µg/ml (40 µg/ml final concentration) durch 1:100-Verdünnung 

mit Aqua dest. 

2.4.2.2. Pipettierschema  

Pro Well 5 µl Standard oder Probe + 2,5 µl Anti-IL1RA-konjugierte Akzeptor-

Beads + 2,5 µl biotinylierter Antikörper 

Inkubation für 120 min bei Raumtemperatur (21°C) 

Zugabe von 40 µl Donor-Beads pro Well  

Inkubation für 30 min bei Raumtemperatur unter Abdunkelung 

Photometrische Messung bei 615 nm nach Anregung mit 680 nm 

2.4.3. Protokoll für den IL1B-AlphaLISA 

Herstellung der Verdünnungen  

Die Verdünnung der Reagenzien erfolgte unmittelbar vor ihrer Verwendung. 

1X HiBlock Buffer 

1:10-Verdünnung des 10X HiBlock Buffers mit Aqua dest. 
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Standard 

Herstellung einer Verdünnung mit 300 ng/ml durch Lösen des lyophilisiert gelie-

ferten Standards in 100 µl Aqua dest. mit anschließender 1:10-Verdünnung mit 

Aqua dest. 

Daraus Herstellung der Standardkurve nach Herstellerangaben bis zu einer Kon-

zentration von 1 pg/ml 

Akzeptor-Beads 

Herstellung von 200 µg/ml durch 1:25-Verdünnung mit Aqua dest. 

Biotinylierter Antikörper 

Herstellung von 20 nM durch 1:25-Verdünnung mit Aqua dest. 

Donor-Beads 

Herstellung von 50 µg/ml durch 1:100-Verdünnung mit Aqua dest. 

Pipettierschema  

Das Pipettierschema entsprach dem Pipettierschema des IL1RA-Assays (siehe 

XI.2.4.2.). 

2.4.4. Berechnung des Verdünnungsfaktors 

Der Verdünnungsfaktor F berechnet sich als Verhältnis aus Endvolumen zu An-

fangsvolumen: 

𝐹 =  
𝐸𝑛𝑑𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛

𝐴𝑛𝑓𝑎𝑛𝑔𝑠𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛
 Formel 2 

Nach ROHAN et al. (2000) kann dieser aus der Masse des Schwämmchens vor 

(𝑚𝑆1) und nach (𝑚𝑆2) der Probenentnahme sowie der Masse der insgesamt 600 µl 

Extraktionspuffer (𝑚𝐸𝑥𝑃𝐺𝑒𝑠) folgendermaßen berechnet werden: 

𝐹 =
(𝑚𝑆2 − 𝑚𝑆1) +  𝑚𝐸𝑥𝑃𝐺𝑒𝑠

𝑚𝑆2 − 𝑚𝑆1
 Formel 3 

Da im Rahmen der US-Gewinnung kein exaktes Wiegen der Merocel-

Schwämmchen unmittelbar nach der Probengewinnung möglich war, wurde die 

Formel an die gegebenen Bedingungen angepasst. Zunächst wurde die Masse des 

aufgenommenen US im Schwämmchen 𝑚𝑈𝑆 folgendermaßen berechnet: 
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𝑚𝑈𝑆 = 𝑚2𝐺𝑒𝑠 − 𝑚𝐹𝑅 − 𝑚𝐸𝑥𝑃 − 𝑚𝑆1 Formel 4 

Dabei bezeichnen 

• 𝑚2𝐺𝑒𝑠 die Gesamtmasse von Filterröhrchen, Schwämmchen nach der Pro-

benentnahme und 300 µl Extraktionspuffer,  

• 𝑚𝐹𝑅 die Leermasse des Filterröhrchens, 

• 𝑚𝐸𝑥𝑃 die Masse der für den Transport verwendeten 300 µl Extraktionspuf-

fer (Dichte 1,005 g/ml) und  

• 𝑚𝑆1 die Masse des Schwämmchens vor der Probenentnahme. 

Der Verdünnungsfaktor kann nun wie folgt berechnet werden: 

𝐹 =
𝑚𝑈𝑆 + 𝑚𝐸𝑥𝑃𝐺𝑒𝑠

𝑚𝑈𝑆
 Formel 5 

Für die Wägung wurde eine temperaturstabile Präzisionswage mit Windschutz 

verwendet, womit sie mit einer Genauigkeit auf 0,001 g durchgeführt werden 

konnte. Die im unverdünnten US vorliegende Analytkonzentration wurde durch 

Multiplikation der mittels AlphaLISA ermittelten Konzentration jeder Probe mit 

dem probenspezifischen Verdünnungsfaktor F berechnet. 

2.4.5. Rechnerische Korrektur der Blutkontamination 

Eine Methode zur Quantifizierung und rechnerischen Korrektur der Blutkontami-

nation der in vivo gewonnenen US-Proben war entwickelt und für die Korrektur 

der IL1B-Konzentration bereits angewandt worden (HELFRICH, 2018). Die Kor-

rektur der im Rahmen der vorliegenden Arbeit gemessenen IL1RA-Konzentration 

in in vivo gewonnenen US-Proben wurde nach dem gleichen Prinzip durchgeführt, 

welches nachfolgend in Kürze beschrieben wird. 

Mit Hilfe einer Standardkurve mit zwölf Standardpunkten unterschiedlicher Blut-

kontaminationsgrade ergab sich zur Berechnung der prozentualen Blutkontamina-

tion die Formel: 

𝐵𝑙𝑢𝑡 % =  242 ∙ 𝑂𝐷570
2 +  118 ∙ 𝑂𝐷570 + 0,24 Formel 6 

Dabei bezeichnet 𝐵𝑙𝑢𝑡 % die prozentuale Blutkontamination und 𝑂𝐷570 die OD 

der Probe bei 570 nm. Da die Nachweisgrenze bei 2,18 % Blutkontamination lag, 

wurde dieser Wert für alle Proben angenommen, deren prozentuale Blutkontami-
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nation rechnerisch darunter lag.  

Nach Bestimmung der Analytkonzentration in US und Plasma mittels AlphaLISA 

wurde die rechnerische Korrektur der Analytkonzentration im US durchgeführt. 

Dabei wurde zunächst der Anteil an reinem US an der Probe folgenermaßen er-

mittelt: 

𝑈𝑆 % = 100 % − 𝐵𝑙𝑢𝑡 % Formel 7 

Dabei bezeichnet 𝑈𝑆 % den Anteil von reinem US an der US-Probe. Die mittels 

AlphaLISA in der US-Probe gemessene und um den Verdünnungsfaktor F korri-

gierte Konzentration des Analyten 𝑐(𝑈𝑆𝐹) setzt sich folgendermaßen zusammen:  

𝑐(𝑈𝑆𝐹) =  
𝑈𝑆 %

100
·  𝑐(𝑈𝑆) +  

𝐵𝑙𝑢𝑡 %

100
· 𝑐(𝑃𝑙𝑎𝑠𝑚𝑎) Formel 8 

Dabei bezeichnet 𝑐(𝑈𝑆) die rechnerische Analytkonzentration in reinem US (oh-

ne Blutkontamination und korrigiert um den Verdünnungsfaktor F und 

𝑐(𝑃𝑙𝑎𝑠𝑚𝑎) die Analytkonzentration im Plasma. Entsprechend lässt sich 𝑐(𝑈𝑆) 

folgendermaßen berechnen: 

𝑐(𝑈𝑆) =  
𝑐(𝑈𝑆𝐹) −  

𝐵𝑙𝑢𝑡 %
100

 · 𝑐(𝑃𝑙𝑎𝑠𝑚𝑎)

1 −  
𝐵𝑙𝑢𝑡 %

100

 Formel 9 

Bei Proben, deren Analytkonzentration im AlphaLISA unter dem LDL lag, wurde 

die Konzentration des niedrigsten pipettierten Standardpunktes ohne Multiplikati-

on mit dem Verdünnungsfaktor F als 𝑐(𝑈𝑆) übernommen. 
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3. Ergebnistabellen der statistischen Auswertung 

3.1. Genexpression von IL1B und IL1RA sowie IL1RA/IL1B-Verhältnis 

auf Genexpressionsebene nach Koinkubation mit hitzeinaktivierten 

Bakterien oder Zytokinen 

Tabelle 4: Statistische Auswertung (p-Werte): Vergleich des Einflusses der 

eingesetzten Bakterien auf die Genexpression von IL1B und 

IL1RA sowie auf das IL1RA/IL1B-Verhältnis auf Genexpressi-

onsebene in endometrialen Explants aus 26 Schlachtorganen. 

Verglichene Ansätze t p-Werte (gemischtes Modell) 

IL1B IL1RA IL1RA/IL1B 

Kontrolle/E. coli 3 < 0,0001 0,0001 < 0,0001 

Kontrolle/B. pumilus 3 < 0,0001 0,0011 < 0,0001 

Kontrolle/L. buchneri 3 < 0,0001 0,9973 0,0153 

E. coli/B. pumilus 3 1,0000 0,8887 0,9183 

E. coli/L. buchneri 3 < 0,0001 0,0004 0,0010 

B. pumilus/L. buchneri 3 < 0,0001 0,0031 0,0001 

Kontrolle/E. coli 14 < 0,0001 0,1999 < 0,0001 

Kontrolle/B. pumilus 14 < 0,0001 0,1459 < 0,0001 

Kontrolle/L. buchneri 14 < 0,0001 0,0001 < 0,0001 

E. coli/B. pumilus 14 0,0301 0,9993 0,1948 

E. coli/L. buchneri 14 0,0426 0,0378 0,3245 

B. pumilus/L. buchneri 14 0,9974 0,0495 0,0020 

Kontrolle/E. coli 24 < 0,0001 0,9082 < 0,0001 

Kontrolle/B. pumilus 24 < 0,0001 0,9980 < 0,0001 

Kontrolle/L. buchneri 24 < 0,0001 0,0098 < 0,0001 

E. coli/B. pumilus 24 0,9951 0,9605 0,3143 

E. coli/L. buchneri 24 0,6823 0,0642 0,8689 

B. pumilus/L. buchneri 24 0,5370 0,0165 0,0726 

Für den Vergleich des Einflusses der eingesetzten Bakterien auf die Genexpression wurden 

die Daten aufgrund der großen Streuung logarithmiert und nach Überprüfung der statistischen 

Annahmen in ein lineares gemischtes Modell unter Anwendung der Tukey-Korrektur einge-

setzt. t = Inkubationsdauer in Stunden. 
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Tabelle 5: Statistische Auswertung (p-Werte): Vergleich des Einflusses der 

eingesetzten Zytokine auf die Genexpression von IL1B und 

IL1RA sowie auf das IL1RA/IL1B-Verhältnis auf Genexpressi-

onsebene in endometrialen Explants aus 26 Schlachtorganen. 

Verglichene Ansätze t p-Werte (gemischtes Modell) 

IL1B IL1RA IL1RA/IL1B 

Kontrolle/IL1B 24 0,0312 0,9975 0,4755 

Kontrolle/IL17A 24 0,6449 0,9997 0,2111 

Kontrolle/IL10 24 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 

IL1B/IL17A 24 0,9389 0,9997 0,9545 

IL1B/IL10 24 < 0,0001 0,0001 < 0,0001 

IL17A/IL10 24 < 0,0001 0,0001 < 0,0001 

Für den Vergleich des Einflusses der Zytokine auf die Genexpression wurden die Daten auf-

grund der großen Streuung logarithmiert und nach Überprüfung der statistischen Annahmen 

in ein lineares bzw. im Fall der Genexpression von IL1B in ein robustes gemischtes Modell 

unter Anwendung der Tukey-Korrektur eingesetzt. Als Kontrolle wird hier die zytokinspezifi-

sche Medium-Kontrolle mit BSA bezeichnet. t = Inkubationsdauer in Stunden. 
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3.2. Proteinkonzentrationen von IL1B und IL1RA sowie IL1RA/IL1B-

Verhältnis in Uterussekretproben 

Tabelle 6:  Proteinkonzentrationen von IL1B und IL1RA sowie IL1RA/IL1B-

Verhältnis in Uterussekretproben. 

Protein Gruppe n Konzentration in pg/ml 

1. Quartil Median 3. Quartil 

IL1B 

Schlacht- 

organ 

SEneg 32 1,00 1,00 84,74 

SEpos 3 201,22 227,35 1.701,03 

in vivo 
SEneg 21 1,00 1,00 23,43 

SEpos 5 243,54 267,69 1.740,99 

IL1RA 

Schlacht- 

organ 

SEneg 34 28.408,74 50.617,47 103.233,02 

SEpos 3 179.442,83 310.324,26 587.846,79 

in vivo 
SEneg 21 42.984,42 114.343,31 167.966,00 

SEpos 5 43.371,71 195.742,64 288.931,86 

Verhältnis    Verhältnis d. Konzentration 

IL1RA/ 

IL1B 

Schlacht- 

organ 

SEneg 32 775,33 20.786,42 53.843,61 

SEpos 3 187,54 277,34 2.041,88 

in vivo 
SEneg 21 3.014,39 45.521,66 151.933,32 

SEpos 5 141,36 178,09 302,25 

Dargestellt sind die mittels AlphaLISA bestimmten Konzentrationen der Proteine IL1B und 

IL1RA nach rechnerischer Korrektur um den Verdünnungsfaktor und im Fall der Gewinnung 

in vivo zusätzlich um die Blutkontamination sowie das berechnete Konzentrationsverhältnis 

IL1RA/IL1B getrennt nach Uterusgesundheit und Art der Probengewinnung. n: Anzahl der in 

die statistische Auswertung einbezogenen Proben; SEneg: Tiere ohne Endometritis; SEpos: 

Tiere mit subklinischer Endometritis nach zytologischer Untersuchung (PMN-Anteil > 5 %) 
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Tabelle 7: Statistische Auswertung (p-Werte): Vergleich der Proteinkon-

zentrationen von IL1B und IL1RA sowie deren Konzentrations-

verhältnis in bovinen Uterussekretproben. 

Verglichene 

Gruppen 
Gewinnungsart 

p-Werte  

IL1B IL1RA IL1RA/IL1B 

SEneg/SEpos 
Schlachtorgan 0,027 0,071 0,082 

in vivo < 0,001 0,325 0,002 

 Uterusgesundheit  

Schlachtorgan/ 

in vivo 

SEneg 0,353 0,070 0,019 

SEpos 0,817 0,584 0,475 

Für den Vergleich der Proteinkonzentrationen von IL1B und IL1RA sowie deren Konzentra-

tionsverhältnis in bovinen Uterussekretproben wurden die Daten aufgrund der großen Streu-

ung logarithmiert. Nach Überprüfung von Normalverteilung und Homogenität der Varianzen 

wurden die Gruppen paarweise miteinander verglichen. SEneg: Tiere ohne Endometritis; SEpos: 

Tiere mit subklinischer Endometritis nach zytologischer Untersuchung (PMN-Anteil > 5 %). 
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