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1. EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG

Eine hohe Leistung in Milchviehherden spielt flir Landwirte weltweit eine zentrale Rolle. Um
diese zu erreichen wird sehr oft auf konzentratreiche, energiebringende Rationen
zuruckgegriffen (Abdela 2016, Krause und Combs 2003, Krause und Oetzel 2006, Mao et al.
2013). Dadurch steigt zwar vorubergehend der Ertrag der Herde, aber auch das Risiko, an
einer subakuten Pansenazidose (SARA) zu erkranken (Abdela 2016, Krause und Oetzel
2006). SARA ist eine Herdenerkrankung, gekennzeichnet durch den (Ubermafigen) Konsum
einer energiereichen faserarmen Diat, die zu einer Akkumulation freier Fettsauren flhrt. Durch
unzureichende Pufferung kommt es zu einer intermittierenden Absenkung des pH-Wertes
unter den physiologischen Bereich (Krause und Oetzel 2006, Nagaraja und Titgemeyer 2007,
Oetzel 2000, Plaizier et al. 2008, Wetzels et al. 2017, Zebeli und Metzler-Zebeli 2012). Sie
zahlt zu den wichtigsten Erkrankungen in hochleistenden Milchviehherden und ist maRRgeblich
fur das Wohlergehen und die Rentabilitdt von Milchviehherden (Abdela 2016, Krause und
Oetzel 2006). Da sich SARA nicht nur auf die Tiergesundheit negativ auswirkt, sondern auch
hohe wirtschaftliche Verluste nach sich zieht, ist eine gute Uberwachung der Herde und ein
gutes Herdenmanagement unerlasslich (Abdela 2016, Enemark 2008, Krause und Oetzel
2006). Klinische Anzeichen sind haufig nur schwach ausgepragt, gar nicht vorhanden oder
geben sich erst Wochen bis Monate spater zu erkennen (Enemark et al. 2004, Enemark 2008,
Oetzel 2000). Neben einer reduzierten Futteraufnahme, Ruminitis, reduzierter
Ballaststoffverdauung, Durchfall, Milchfettdepression, Leberabszesse oder Laminitis
(Neubauer et al. 2018, Nordlund et al. 1995, Oetzel 2000, Plaizier et al. 2008) kommt es unter
anderem zu einer Verschiebung der Pansenmikroben und einer Akkumulation bakterieller
Endotoxine, welche die Gesundheit und Produktivitdt der Tiere beeintrachtigt (Zebeli und
Metzler-Zebeli 2012).

Studien konnten zeigen, dass phytogene Futtermittelzusatzstoffe unter anderem
antimikrobielle Effekte haben und sich positiv auf die mikrobielle Verdauung und
Pansengesundheit auswirken kénnen (Calsamiglia et al. 2007, Cobellis et al. 2016, Neubauer
et al. 2018). In Verbindung mit einer konzentratreichen Fltterung fand man heraus, dass die
Wiederkau- und Kauaktivitat bei der Zufltterung phytogener Produkte im Vergleich zur
Kontrollgruppe angestiegen ist (Kréger et al. 2017). Dadurch wird die Speichelproduktion
geférdert, die rationsbedingte Uberséduerung gepuffert und der pH-Wert steigt (Kaske 2015,
Tafaj et al. 2006). Phytogene Produkte kénnen also in der Lage sein, gegen die negativen

Auswirkungen einer hochkonzentrierten energiereichen Ration zu wirken (Kroger et al. 2017).



Daher soll nun anhand von Pansenpapillenproben untersucht werden, ob phytogene
Futtermittelzusatzstoffe im Zusammenhang mit einer Diat, welche das Risiko an SARA zu
erkranken deutlich erhdht, das Expressionsmuster von MicroRNAs verandern. MicroRNAs
sind kurze, nicht kodierende RNAs, welche bei der Genexpression als posttransskriptionelle
regulatorische Elemente fungieren und verschiedene =zelluldre Aktivitdten regulieren
(Saliminejad et al. 2019). MicroRNAs spielen eine bedeutende Rolle bei der Modulation von
physiologischen und pathologischen Prozessen (Bhaskaran und Mohan 2014). So konnten
bereits zahlreiche Krankheiten damit assoziiert werden (Bhaskaran und Mohan 2014,
Saliminejad et al. 2019). AuRerdem spielen sie eine Rolle bei der Gewebeentwicklung und -
differenzierung, kdénnen apoptotische Prozesse regulieren und werden daher auch mit
verschiedenen neoplastischen Prozessen in Verbindung gebracht (Bhaskaran und Mohan
2014). In Abhangigkeit von der Funktion der Zielproteine konnen miRNAs jedoch nicht nur als
Tumorsuppressoren sondern auch als Onkogene fungieren (Bhaskaran und Mohan 2014). Sie
sind zum einen in der Lage die Manifestation und Pathogenese von Infektionskrankheiten zu
beeinflussen und werden zum anderen aber auch mit nicht-infektiosen Krankheiten, wie
Autoimmunerkrankungen, Stoffwechselstérungen und genetischen Erkrankungen in
Verbindung gebracht oder werden als Biomarker fir bestimmte Krankheiten verwendet
(Bhaskaran und Mohan 2014, Mohr und Mott 2015, Zendjabil et al. 2017).

Das Ziel dieser Arbeit ist entsprechend,

i) ob miRNAs in Pansengewebe nachzuweisen sind, und

ii.) zu identifizieren ob phytogene Futtermittelzusatzstoffe in der Ration und/oder

iii.) eine konzentratreiche, faserarme Fltterung, die bei den Versuchstieren das Risiko
eines SARA Status wesentlich erhdht, das Expressionsprofil der miRNAs

verandern.

Dazu werden nicht nur die Resultate zweier verschiedener Diaten (Grundfutter vs.
Konzentratfutter) untersucht, sondern auch anhand einer Kontroll- und Verumgruppe das

Wirken phytogener Futtermittelzusatzstoffe innerhalb beider Diaten.



2. LITERATURUBERSICHT
2.1 Der Pansen, seine Papillen und der Einfluss der Fiitterung

Die Innenseite des Pansens ist mit einem mehrschichtigem Plattenepithel ausgekleidet,
welches als Schutz dient und zustandig fir Absorption, Transportmechanismen und
Stoffwechselaktivitaten ist (Galfi et al. 1991). Luminal bildet die Schleimhaut Pansenzotten
(Papillae ruminis) aus (Abbildung 1), welche bis zu 10 mm hoch werden. Durch sie erhdht sich
die resorbierende Schleimhautoberflache (Vollmerhaus und Roos 2004). Ihre Grol3e, sowie
auch ihre Anzahl unterliegt fitterungsbedingten Einflissen (Salomon 2015). Die Schleimhaut
passt sich also der Ernadhrung sowie der Art und dem Zeitpunkt der Fltterung an. Somit haben
bestimmte Futterbestandteile und deren Fermentationsprodukte Einfluss auf die Zellteilung
(Galfi et al. 1991). Energiereiches, rohfaserarmes Futter fiihrt innerhalb von ca. vier bis funf
Wochen zu Wachstum sowie Proliferation und im Gegensatz dazu fuhrt energiearmes,
rohfaserreiches Futter zu einer Verkirzung der Pansenzotten (Liebich 2004, Salomon 2015).
Dies ist auf die Konzentration der kurzkettigen Fettsduren zurlickzufiihren (Salomon 2015).
Kurzkettige Fettsduren (Essigsaure, Propionsaure, Buttersaure) werden durch mikrobielle
Fermentation pflanzlicher Zellwandbestandteile gebildet. Sie werden durch die
Pansenschleimhaut bzw. Pansenzotten absorbiert und dienen dem Wiederkauer in weiterer
Folge als Hauptenergiequelle (Breves et al. 2015, Konig et al. 2019, Salomon 2015). Steigt
die Konzentration an kurzkettigen Fettsauren, so kommt es zu einer Zottenproliferation.
Dadurch kénnen wiederum vermehrt Fettsauren resorbiert werden, was in weiterer Folge bis
zu einem gewissen Grad einen zu starken Abfall des Pansen-pH-Wertes verhindert (Salomon
2015). Um eine grole Resorptionsflache bzw. ein hohes Maf} an Proliferation schrittweise zu

erreichen braucht das Pansenepithel vier bis funf Wochen zur Adaption (Dirksen 2002).

Abbildung 1: Rtktonenmiroskische
Ansicht auf Pansenzotten eines Rindes.
Vergr.10fach (Liebich 2004)



Eine Voraussetzung fur die Wiederkauerverdauung ist eine im Pansensaft enthaltende intakte
mikrobielle Population, bestehend aus Protozoen (Infusorien), Bakterien und Pilze. Sie siedeln
sich unmittelbar bis einige Tage nach der Geburt im Vormagensystem an und sind essentiell
fur die mikrobielle Verdauung, die Synthese von mikrobiellem Protein und Aminosauren sowie
die Synthese wasserldslicher Vitamine. Protozoen sind nicht nur in der Lage Kohlenhydrate,
Proteine und Fette zu spalten, sondern besitzen zudem auch die Funktion leicht verdauliche
Kohlenhydrate zu speichern. Wird ein hoher Gehalt dieser Kohlenhydrate geflttert, fuhrt dies
zum einen zu einem Anstieg kurzkettiger Fettsduren (Propionat und Butyrat) und zum anderen
resultiert durch die flutterungsbedingte verringerte Wiederkauaktivitdt eine verminderte
Produktion von Speichel, was zu einem drastischen Abfall des pH-Wertes im Pansen fihrt.
Durch die zuvor erwahnte Moéglichkeit der Kohlenhydratspeicherung verhindern Protozoen so,
dass diese zu rasch abgebaut werden und wirken somit einer Pansenazidose entgegenwirken
(Breves et al. 2015). Eine zu schnelle Umstellung auf eine andere Ration oder ein zu hoher
Anteil an Kraftfutter wirkt sich negativ auf die Population aus. Verschiedene
Futtermittelkomponenten oder eine starke Absenkung des pH-Wertes kbnnen zu einer
Defaunierung, einer Abtdtung der Protozoen, fihren. Die Qualitat und Quantitat der im
Pansensaft enthaltenden Bakterien werden unter anderem durch anaerobe Bedingungen und
durch Futter bestimmt. Die Umstellung von rohfaserreichem Futter auf starkereichem Futter
kann zur Reduktion von cellulolytischen Bakterien fiihren. Gleichzeitig nehmen amylolytische
Bakterien, Streptokokken, Laktobazillen und laktatverwertende Bakterien zu. Sie spalten
Kohlenhydrate sowie Proteine und leisten den grofdten Teil an der mikrobiellen
Stoffwechselaktivitat (Breves et al. 2015). Die Hauptaufgabe des Pansens besteht also darin,
pflanzliches Futter mechanisch zu bearbeiten und mithilfe von Mikroorganismen aufzuspalten
(Salomon 2015).

Die Wiederkauaktivitat, welche durch vermehrte Gabe von Strukturfutter erhéht wird,
beeinflusst durch die wiederholte Zerkleinerung grof3er Futterpartikel indirekt die mikrobielle
Fermentation, da durch die Oberflachenvergréfierung eine intensive Besiedelung von
Mikroben und der Abbau von Zellinhaltsstoffen gegeben ist. Die hohe Bicarbonatkonzentration
im Speichel, dessen Produktion durch die Wiederkauaktivitdt angeregt wird, beeinflusst so
mafgeblich den pH-Wert im Reticulorumen (Kaske 2015). Die Halfte des Bicarbonats, welches
im Pansen ist, gelangt durch Speichel dorthin. Die andere Halfte gelangt durch den Austausch
ionisierter Sauren gegen Bicarbonat in den Pansen (Owens et al. 1998).

Wird strukturreiches Raufutter gefuttert, nimmt das Wiederkauen acht bis elf Stunden am Tag

ein. Es kommt vor allem zu einer cellulolytischen Aktivitat der Mikroorganismen, einer



langsameren Fermentation und einer niedrigen Passagerate. Dadurch ergibt sich ein schwach
saurer Pansen pH-Wert von 6,5-7,0 (Kaske 2015). Wird jedoch kraftfutterreiches Futter oder
gemahlenes Raufutter mit geringem Anteil an Struktur verfittert so sinkt die Wiederkauaktivitat
und damit auch die Speichelproduktion. Hier kommt es vor allem zu einer amylolytischen und
saccharolytischen Aktivitat der Mikroorganismen, zu einer schnellen Fermentation und einer
hohen Passagerate (Dirksen 2002, Kaske 2015). In weiterer Folge sinkt der pH-Wert des
Pansens (Kaske 2015). Zu tiefe Werte fuhren zu einer Inaktivierung cellulolytischer Bakterien

und beeintrachtigen dadurch den Abbau von Pflanzenfasern (Zebeli und Metzler-Zebeli 2012).

2.1.1 Ruminaler pH-Wert

Der physiologische pH-Wert des Pansens liegt, je nach Autor, bei 6,2 — 6,8 (Hofmann et al.
2005), 6,5 — 7,2 (Baumgartner 2014), 5,5 — 7,0 (Dirksen 2002, Krause und Oetzel 2006).
Abhangig von der Rationszusammensetzung und der Menge der darin enthaltenden leicht
fermentierbaren Kohlenhydraten unterscheiden sich die Werte im Laufe des Tages erheblich
(Dirksen 2002, Krause und Oetzel 2006). Schwankungen des pH-Wertes im Bereich von 0,5
— 1 innerhalb eines Tages kdonnen durchaus vorkommen und werden als Ublich angesehen
(Dado und Allen 1993, Krause und Oetzel 2006). Unterschiede ergeben sich auch in Bezug
auf den Zeitpunkt der letzten Futterung. Da es kurz nach der Futteraufnahme zu einer
vermehrten Produktion an Fettsauren kommt ist der pH-Wert zwei bis drei Stunden nach der
Futteraufnahme am tiefsten (Baumgartner 2014). Man darf also nicht auf3er Acht lassen, dass
der Zeitpunkt der Messung einen maf3geblichen Einfluss auf den pH-Wert hat (Plaizier et al.
2008) und der Wert im Laufe des Tages Schwankungen aufweist (Zebeli et al. 2008). Bei der
Beurteilung ist es von entscheidender Bedeutung nicht nur den mittleren pH-Wert zu
bertcksichtigen, sondern auch den pH-Wert nach einer Fitterung, sowie die Zeitdauer, in
welcher der Wert unter dem physiologischen Bereich gelegen ist (Nagaraja und Titgemeyer
2007).

Unter normalen ruminalen Bedingungen besteht ein Gleichgewicht zwischen der Produktion
von freien Fettsauren und deren Neutralisation (Abbildung 2). So sind Rinder bis zu einem
gewissen Grad in der Lage den Pansen-pH-Wert innerhalb des physiologischen Bereichs zu
halten (Krause und Oetzel 2006). Hierbei korrelieren die Regulierung der Futteraufnahme, die
Konzentration an kurzkettigen Fettsduren, die Menge an Speichel, die produziert wird, die
Sekretion von Bicarbonat aus der Pansenwand und die Elimination der kurzkettigen

Fettsduren (durch Resorption und Abfluss) (Breves et al. 2015, Krause und Oetzel 2006).
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Abbildung 2: Veranschaulichung des Gleichgewichtes, das zu einem stabilen Pansen-pH-Wert fiihrt
(Abbildung adaptiert nach Neubauer, Kréger et al. 2018)

Eine besondere Bedeutung in der Regulation des ruminalen pH-Wertes werden vor allem dem
Speichel, welcher hohe Mengen an Bicarbonat und Phosphat enthalt, und dem Austausch von
kurzkettigen Fettsauren (SCFA) mit HCOs Uber die Pansenwand zugeschrieben (Aschenbach
et al. 2011, Breves 2015, Breves et al. 2015). Die Resorption der SCFA steigt mit sinkendem
Pansen-pH-Wert und mit vergroRerter Resorptionsflache durch die induzierte
Zottenproliferation, welche wiederum durch die hohe Konzentration an kurzkettigen Fettsauren
bedingt ist (Dirksen 2002, Salomon 2015). Das Verhaltnis zwischen der Konzentration an
kurzkettigen Fettsauren und der Pufferkapazitat kann durch eine Gibermallige Aufnahme leicht
verdaulicher Kohlenhydrate (starkereiche Ration) und der daraus folgenden vermehrten
Bildung an kurzkettigen Fettsauren gestort werden. Die Folge ist eine Abnahme der
Wiederkauaktivitat durch den Strukturmangel im Futter und die Abnahme der Speichelbildung
(Breves et al. 2015). Der Mechanismus schlagt fehl: Die Ubersiduerung kann nicht mehr
ausreichend kompensiert werden und der Pansen-pH-Wert sinkt massiv (Krause und Oetzel
2006).

Der pH-Wert ist somit ein wichtiger Faktor fur einen funktionierenden und gesunden Pansen.
Er Ubt starken Einfluss auf die Pansenmikroben (Abbildung 3), deren Fermentationsprodukte,
und die Pansenphysiologie, vor allem in Hinblick auf die Motilitdt und Absorption, aus

(Nagaraja und Titgemeyer 2007).
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Abbildung 3: Ruminale ciliierte Protozoenpopulation (@) und Pansen-pH (e)
bei Rindern mit experimentell induzierter subakuter Azidose (Nagaraja und
Titgemeyer 2007) (B; Daten von Goad et al., 1998)

2.2 Subakute Pansenazidose (SARA)

Die Subakute Pansenazidose (SARA) ist definiert als eine subklinisch verlaufende, Uber
langere Zeit bestehende bzw. periodisch vorkommende Erkrankung (Dirksen 2002, Krause
und Oetzel 2006), die durch einen Pansen-pH-Schwellenwert von < 5,5 (Dirksen 2002, Garrett
et al. 1999, Kleen et al. 2003, Krause und Oetzel 2006) bzw. < 5,8 (Beauchemin et al. 2003,
Maekawa et al. 2002, Morgante et al. 2009) charakterisiert wird. Kleen und Kollegen
beschreiben SARA als intermittierenden Abfall des Pansen-pH-Wertes nach Aufnahme einer
strukturarmen und konzentratreichen Ration, zuriickzufihren auf die unzureichende
Adaptation der Pansenflora und -schleimhaut (Kleen et al. 2003).

Im Gegensatz zur einer ausgewogenen Rationszusammensetzung erhéhen sich bei der
subakuten Pansenazidose die Anteile der Propionsadure und Buttersaure, sowie stoRweise
auch die Milchsaurekonzentration (Dirksen 2002). Der Pansen-pH-Wert verschiebt sich
aufgrund der erhdhten Produktion bzw. Ansammlung von flichtigen Fettsaduren in einen
abnorm sauren Bereich (Krause und Oetzel 2006, Maulfair et al. 2013). Laut Kleen et al.
manifestiert sich die subakute Pansenazidose in einer Abnahme des pH-Wertes auf 5,5 und
niedriger. Diese Tiere werden als SARA-positiv bezeichnet. SARA-negativ sind demnach
Tiere, welche einen ruminalen pH-Wert von Uber 5,8 aufweisen (Kleen et al. 2003). Einige

Autoren berlcksichtigen auch die Zeitspanne, in der der pH-Wert unter einem gewissen



Schwellenwert liegt (Tab. 1). So definieren beispielsweise Gozho und Kollegen SARA mit
einem Pansen-pH von < 5,6, der fur Uber drei Stunden am Tag anhalt (Gozho et al. 2005,
Plaizier et al. 2008). Fur Zebeli et al. gilt ein pH-Wert von < 5,8 fir Uber 5,24 Stunden am Tag
zu vermeiden (Zebeli et al. 2008). Auch Humer et al. kommen zu dem Entschluss, dass die
Berucksichtigung der Dauer unter einem bestimmten pH-Wert wichtiger ist, als einzelne

Messungen niedriger pH-Werte (Humer et al. 2018).

Tabelle 1: Verschiedene Definitionen von SARA

Autor pH

Dirksen 2002
Garrett et al. 1999
Kleen et al. 2003
Krause und Oetzel 2006

<55

Beauchemin et al. 2003
Maekawa et al. 2002 <5,8
Morgante et al. 2009

Gozho et al. 2005 < 5,6 fur Uber drei Stunden/Tag
Zebeli et al. 2008 < 5,8 fUr Uber 5,24 Stunden/Tag

2.2.1 Vorkommen

Die subakute Pansenazidose ist eine haufige und 6konomisch wichtige Erkrankung, die vor
allem in ertragreichen Milchviehherden und Feedlot-Herden auftritt. Das ist darauf
zurickzufilhren, dass hier oft Rationen verfiittert werden, welche einen hohen Anteil an
leichtverdaulichen Kohlenhydraten beinhalten (Dirksen 2002, Enemark 2008, Garrett et al.
1999, Maulfair et al. 2013, Morgante et al. 2009, Oetzel 2000). Sie ist wohl eine der wichtigsten
metabolischen Erkrankungen in intensiv gefuhrten Milchviehbetrieben (Morgante et al. 2007)

und im Gegensatz zur akuten Pansenazidose eine Herdenerkrankung (Enemark et al. 2004).

Oetzel vermutete 2000 eine ungefahr gleich hohe Pravalenz bei Milchvieh und Rindern mit
Feedlots (Oetzel 2000). Milchvieh erkrankt vor allem um die Zeit der Abkalbung bis vier Monate
post partum an SARA (Oetzel 2000). Auch Nordlund und Kollegen erwahnen, dass besonders
fur peripartale Rinder ein erhdhtes Risiko besteht (Nordlund et al. 1995). Dies ist damit



begrindet, dass zum einen eine gewisse Zeit erforderlich ist fir die Verschiebung der
Pansenmikroflora (Anderungen in der Bakterienkonzentration und Anderungen der
vorherrschenden Art) und Proliferation der Pansenpapillen und zum anderen, dass die Tiere
im Zeitraum um die Geburt eine geringere Trockenmasseaufnahme aufweisen (Nordlund et
al. 1995). AuRerhalb dieser Zeiten wird das Risiko als gering eingeschatzt (Oetzel 2000). So
erstreckt sich die Azidose selten auch Uber das zweite Drittel der Laktation hinaus, da sich hier
der Pansen meist schon an den Fasermangel in der Ration angepasst hat (Nordlund et al.
1995). Im Gegensatz zum Milchrind ist jedoch bei Feedlot-Rindern ein dauerhaft anhaltender
ruminaler pH-Wert von 5,0 — 5,5 nicht ungewoéhnlich (Oetzel 2000). Enemark und Kollegen
vermuten, dass primipare Rinder ein hoéheres Risiko haben an SARA zu erkranken als
Multipare (Enemark et al. 2004). Fur die Erkennung einer SARA-positiven Herde schlugen
Garrett et al. ein Schema vor, bei dem der Pansensaft durch Rumenozentese gewonnen und
untersucht werden soll. Weisen von zwdlf Rindern drei oder mehr einen ruminalen pH-Wert
von unter 5,5 auf, ist SARA in der Herde prasent (Garrett et al. 1999). In einer italienischen
Studie (Morgante et al. 2007) wurde die Pravalenz von SARA anhand von zehn kommerziell
gefuhrten Milchviehherden untersucht. Die beprobten Kihe waren alle zwischen 5 und 60
Tage in Laktation. In drei der zehn Betriebe wurde SARA diagnostiziert. Hierbei hatten tber
33 % der untersuchten Tiere der Herden einen pH von < 5,5. Als kritisch wurden finf Herden
eingestuft, bei denen Uber 33 % einen pH von < 5,8 aufwiesen. Eine andere Studie (Kleen et
al. 2009) befasste sich mit der Beprobung von 197 Kiihen aus 18 Herden in den Niederlanden.
Daraus ergab sich eine Pravalenz von 13,7 % (pH < 5,5). In 16,8 % wurde ein ruminaler pH-
Wert von 5,6 oder 5,7 vorgefunden. Im Iran konnten Tajik und Kollegen in zehn Herden eine
Pravalenz von 27,6 % feststellen (Tajik et al. 2009). In Griechenland (Kitkas et al. 2013)
wurden von zwoIf untersuchten Herden vier als SARA-positiv klassifiziert. Dabei hatten 15,69
% einen pH-Wert von < 5,5 (Kitkas et al. 2013). In Deutschland wurde durch Kleen und
Kollegen eine Pravalenzstudie in 26 Milchviehbetrieben durchgefuhrt (Kleen et al. 2013). 20
% der 315 beprobten Kiihe wiesen einen pH-Wert von < 5,5 auf. Aus den 26 Betrieben wurden
elf Betriebe gefunden, in denen sich mindestens drei Tiere befanden, die einen pH < 5,5
aufwiesen. Die Studie wies auch darauf hin, dass gréfiere Herden eher zu SARA tendieren als
kleinere Herden (Kleen et al. 2013). Zusammenfassend ist SARA ein landerubergreifendes

Problem in Milchviehherden.
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2.2.2 Pathogenese

Krause und Oetzel nennen drei Hauptursachen fir die Entstehung einer subakuten
Pansenazidose (Krause und Oetzel 2006). Dazu zahlen eine ausbleibende bzw. mangelhafte
Pufferung durch Speichel aufgrund einer unzureichenden Zufuhr von Strukturfutter, eine
ubermaRige Aufnahme von leichtverdaulichen Kohlenhydraten und eine unzureichende
Anpassung des Pansens an eine konzentratreiche Ration (Krause und Oetzel 2006). Die Folge
ist eine intensive Fettsduregarung (Dirksen 2002). Dadurch verschieben sich die
Fettsdurenanteile zugunsten der Propion- und Buttersaure (Abbildung 4). Je nach
vorherrschenden Bedingungen ist auch ein Anstieg der Milchsaurekonzentration maoglich
(Dirksen 2002). Ist eine ausreichende Adaptation des Pansens ausgeblieben, kann die hohe
Konzentration an freien Fettsduren nicht adaquat eliminiert werden (Dirksen 2002, Kleen et al.
2003). Da die Elimination freier Fettsduren unter anderem durch Absorption stattfindet, spielt
das Pansenepithel eine zentrale Rolle. Gerade in der Ubergangsphase von der
Trockenstehzeit zur friilhen Laktation sind die Papillen wegen der zuvor gefiitterten meist
konzentratarmen Ration nicht ausreichend lang und die resorbierende Oberflache ist zu klein,
um gegen grolke Mengen an kurzkettigen Fettsauren (SCFA) anzukommen. Die
Fettsaurekonzentration Ubersteigt die Absorptionsrate. Dies flihrt zu einer Akkumulation und
in weiterer Folge zu einer Abnahme des ruminalen pH-Wertes (Nordlund et al. 1995). Typisch
ist die Erreichung des pH-Tiefpunktes zwei bis drei Stunden nach Aufnahme konzentratreichen
Futters (Baumgartner 2014). Danach steigt er wieder in den physiologischen Wert (Dirksen
2002, Kleen et al. 2003). Vor allem Kuhe in der frihen Laktationsphase kurz post partum sind
gefahrdet (Kleen et al. 2003).

Aber auch die Hochlaktation kann das Risiko an SARA zu erkranken erhdhen (Kleen et al.
2003). Dies ist jedoch vor allem auf Managementfehler, wie eine falsch vorbereitete bzw. zu
lange gemischte Totalmischration (TMR), Fehler bei der automatisierten Futterung oder auf
Fehler bei der Komponentenfitterung zurtickzufiihren (Kleen et al. 2003, Krause und Oetzel
2006, Nordlund et al. 1995). Das Problem liegt hierbei bei einer zu geringen Aufnahme an
Strukturfutter und/oder einer zu hohen Aufnahme an Konzentratfutter (Kleen und Cannizzo
2012). Die ausbleibende Anpassung des Epithels ist hier von geringer Bedeutung, da der
Pansen in der Mitte der Laktation normalerweise schon ausreichend Zeit hatte sich an die
Ration zu gewdhnen (Kleen et al. 2003, Nordlund et al. 1995).

Im Gegensatz zur akuten Pansenazidose ist bei SARA die Senkung des pH-Wertes auf die

alleinige  Ansammlung von SCFA und nicht auf eine Akkumulation von Milchsaure
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zuruckzufiihren (Goad et al. 1998, Oetzel 2000). Dies kommt daher, dass obwohl Laktat
produziert wird, es bis zu einem gewissen pH-Wert von laktatverwertenden Bakterien
umgebaut werden kann (Kaufmann und Rohr 1966). Die Akkumulation von Laktat findet erst

ab einem pH-Wert von < 5,0 statt (Oetzel 2007).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des Zusammenhanges zwischen dem Pansen-pH und
dem Kohlenhydratabbau (% Mol Fettsduren), nach Kaufmann und Rohr 1966

2.2.3 Auswirkungen

Die Diagnose der subakuten Pansenazidose ist arbeitsaufwandig und oft auch sehr schwierig.
Die klinischen Anzeichen bzw. Auswirkungen einer SARA sind sehr breit gefachert, eher subtil
und zeigen sich oft erst Wochen bis Monate nach dem Eintritt der Erkrankung. Trotz der recht
ahnlichen Atiologie im Vergleich zur akuten Pansenazidose weist die subakute Form deutliche
Unterschiede in der Klinik auf (Enemark 2008, Oetzel 2000).

Da SARA eine Herdenerkrankung ist, sind klinische Anzeichen weniger auf das individuelle
Tier sondern eher auf die gesamte Herde zu beziehen (Enemark 2008). Eine der am
haufigsten erwahnten Symptome sind eine reduzierte Futteraufnahme, Ruminitis und Laminitis
(Enemark 2008, Nordlund et al. 1995, Oetzel 2000). SARA-kranke Rinder setzen haufig
dunnbreiigen Kot ab oder leiden an intermittierenden Durchfall (Dirksen 2002, Kleen et al.
2003). Auffallend ist die vermehrte Prasenz unverdauter Faserpartikel und Getreide, welche
durch die hohe Passagerate und eine inadaquate Verdauung erklart werden kénnen (Enemark

2008). Der Kot erscheint schaumig, heller als normal und hat eine gelbliche Farbe (Kleen et

al. 2003).
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Typisch fur Herden mit einer hohen SARA-Pravalenz ist, dass altere Kiihe durchschnittlich
eine geringere Milchproduktion aufweisen als Kihe der ersten Laktation (Oetzel 2000).
Weitere klinische Symptome einer SARA-positiven Herde sind Milchfettdepression, sowie
auch ein schlechter Body Condition Score, der durch eine verringerte
Trockenmasseaufnahme, beeintrachtigte Pansenfunktion oder auch aufgrund von
Leberabszessen hervorgerufen wird (Nordlund et al. 1995, Oetzel 2000). Da die oft mit SARA
in Verbindung gebrachte reduzierte Futteraufnahme schnell Gbersehen werden kann, kann die
Wiederkauaktivitat, welche bei SARA deutlich reduziert ist, als MalRstab herangezogen werden
(Enemark 2008). Hier gilt der Grundsatz, dass eine Herde als pansengesund anzusehen ist,
wenn mindestens 40 % der Kihe einer Herde zu jeder Zeit mit Wiederkauen beschéftigt sind
(DeVries et al. 2009, Maekawa et al. 2002).

Die erhdhte Saurekonzentration im Pansen fihrt haufig zu einer Entziindung der Schleimhaut,
Parakeratose, Erosionen und schlussendlich zu Ulzerationen (Garry und McConnel 2015,
Krause und Oetzel 2006). Bakterien, welche die entziindete Pansenwand besiedeln, kénnen
durch die Schadigung des Epithels in den Pfortaderkreislauf gelangen. Dies kann
Leberabszesse und lokale Peritonitis nach sich ziehen. Diese bekannte Komplikation wird
auch Ruminitis-Leberabszess-Komplex genannt (Enemark 2008, Nordlund et al. 1995, Oetzel
2000, Scanlan und Hathcock 1983). Breitet sich die Infektion weiter aus, kénnen auch Lunge,
Herzklappen, Nieren und Gelenke mit davon betroffen werden (Krause und Oetzel 2006,
Oetzel 2000). In solchen Fallen bereitet eine Diagnosestellung ante mortem oft
Schwierigkeiten (Krause und Oetzel 2006). So ist es nicht selten, dass erst post mortem neben
Leberabszessen auch diffuse Lungenabszesse oder Abszesse in anderen Kdrperregionen
gefunden werden, aus denen dann meist Trueperella pyogenes und/oder Fusobacterium
necrophorum isoliert werden kénnen (Nordlund et al. 1995). In diesen Zusammenhang wird
auch das Vena-Cava-Syndrom gebracht, bei dem ein Leberabszess in unmittelbarer Nahe der
Vena cava caudalis liegt und in diese einbricht (Braun 2002). Ein dadurch entstandener
Thrombus gelangt aufgrund des Blutflusses in die Lunge und kann dort zu einer septischen
Embolie fiihren, welche in weiterer Folge zu einer Ruptur von Lungengefalien flhrt. Durch die
Rupturen entstehen Lungenblutungen und nachfolgend Epistaxis. In den meisten Fallen endet
dies mit dem Tod der Tiere (Braun 2002, Enemark 2008, Nordlund et al. 1995, Oetzel 2000).

SARA birgt auRerdem ein erhéhtes Risiko fir die Entstehung einer aseptischen Entziindung
der Klauenlederhaut (Laminitis) (Bergsten 2003). Der Grund fur die Laminitis ist eine gestorte
Hamodynamik terminaler Gefalle (Boosman et al. 1989, Nocek 1997). Durch den niedrigen

pH-Wert im Pansen kommt es zu einer Zerstérung von Gewebe und bestimmter Bakterien.



13

Vasoaktive Substanzen, wie Histamin und Endotoxine, werden frei und flhren durch
Vasokonstriktion und -dilatation zu einer Schadigung der Mikrovaskularisation des Coriums
(Brent 1976, Mgassa et al. 1984, Nocek 1997). Dies bewirkt eine Sauerstoff- und
Nahrstoffunterversorgung der Lederhaut. Die Konsequenz daraus ist eine Absenkung und
Rotation des Klauenbeins (Nocek 1997). Weitere mit SARA bzw. Laminitis assoziierte
Klauenerkrankungen sind Sohlenblutungen bzw. gelb verfarbtes Horn an der Sohle,
Doppelsohlen, Weile-Linie-Erkrankungen, Sohlengeschwire und Sohlenabszesse (Kofler
2015, Nordlund et al. 1995, Oetzel 2000).

Nicht selten fallt die subakute Pansenazidose durch nicht erklarbare Todesfalle oder
vermehrte Keulung als Folge chronischer Erkrankungen auf (Nordlund et al. 1995, Oetzel
2000). Die meisten Herden, in denen die subakute Pansenazidose ein langer andauerndes
Problem darstellt, weisen eine jahrliche Abgangsrate von Uber 45 % und eine Keulungsrate
von Uber 31 % auf (Nordlund et al. 1995).

2.2.4 Nachweismethoden und Diagnosestellung

Obwohl klinische Symptome einer subakuten Pansenazidose meist die ganze Herde oder
zumindest bestimmte Gruppen einer Herde betreffen, werden sie haufig Gbersehen. In
manchen Fallen treten auch gar keine klinischen Anzeichen auf. Um finanzielle Verluste zu
vermeiden, ist es daher umso wichtiger Herden regelmalig zu Uberwachen, sowie
Krankheitsfalle, Symptome und andere Herdendaten zu dokumentieren. Es gibt ein paar
Méoglichkeiten, um SARA in einer Herde zu detektieren. Dazu zahlen die
Pansensaftuntersuchung, die Uberwachung von Milchleistung und -fett,
Trockenmasseaufnahme, Wiederkauaktivitat, Kotbeschaffenheit und -pH und das Auftreten
von SARA-spezifischen Folgeerkrankungen, sowie die Beurteilung des
Futterungsmanagements und die Rationszusammensetzung. Auch die Abgangsrate sollten
nicht auRer Acht gelassen werden (Enemark 2008, Garrett et al. 1999, Nordlund et al. 1995,
Owens et al. 1998).
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2.3 MicroRNA

MicroRNAs (miRNAs) sind kleine nicht-kodierende RNAs mit einer Lange von 21-25
Nucleotiden, die eine wichtige Rolle in der Genregulation einnehmen (Wienholds und Plasterk
2005, Xu et al. 2003). Sie kontrollieren die Expression von proteinkodierenden Genen und
nehmen eine bedeutende Rolle in der Regulation zahlreicher zellularer Prozesse in Tieren ein
(Do et al. 2021). MicroRNAs regulieren die Genexpression posttranskriptionell, indem sie den
Abbau von mRNA induzieren kénnen oder die Translation von mRNA hemmen (Correia de
Sousa et al. 2019).

Produziert werden miRNAs von zwei RNase-llI-Proteinen, Drosha und Dicer, und interagieren
mit ihren Seed-Sequenzen mit dem 3'-Ende, seltener mit dem 5-Ende, der von den Zielgenen
transkribierten mRNA und degradieren dann die Ziel-mRNA (Gulyaeva und Kushlinskiy 2016,
Ha und Kim 2014). Dadurch wird die Menge einer bestimmten mRNA reduziert (Gulyaeva und
Kushlinskiy 2016). Eine Vielzahl von mRNAs koénnen allein von einer einzelnen miRNA
reguliert werden, welche die Expression zahlreicher Gene, die oft an einem funktionellen
Interaktionsweg beteiligt sind, beeinflussen kann (Lu und Rothenberg 2018). MiRNAs, welche
eine sehr ahnliche Sequenz und Sekundarstruktur aufweisen, bezeichnet man als Familie.
Aufgrund ihrer Ahnlichkeiten haben Familienmitglieder oft (iberlappende Ziele. Dies ermdglicht
eine robustere Unterdriickung der Zielwege (Mohr und Mott 2015).

MiRNAs haben eine essentielle regulatorische Rolle, indem sie Zellproliferation, Wachstum,
Differenzierung und Apoptose einer Zelle, sowie auch zellulare Interaktionen und die
Homdostase kontrollieren (Ranganathan und Sivasankar 2014). Viele physiologische wie auch
pathologischer Prozesse (z.B. Autoimmunerkrankungen, Virusinfektionen oder auch die
Onkogenese) im Organismus werden durch miRNAs reguliert (Correia de Sousa et al. 2019,
Ranganathan und Sivasankar 2014). Schatzungsweise werden etwa 30 % der Saugetiergene
durch miRNAs reguliert (Munker und Calin 2013).

Die meisten miRNAs werden innerhalb von Zellen exprimiert. Durch unterschiedliche
Transportmoglichkeiten, wie durch Exosomen, sind zirkulierende MicroRNAs stabil und
kénnen in Korperflissigkeiten, wie in Blut, Speichel, Liquor oder auch in Urin gefunden
werden. Zirkulierende MicroRNAs sind vor allem als potenzielle nicht invasive Biomarker flr

diverse Erkrankungen von Interesse (Gareev et al. 2020).
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2.3.1 MicroRNAs als diagnostische und therapeutische Hilfe bei Erkrankungen

Zahlreiche Studien haben sich bereits mit der qualitativen und quantitativen Erfassung von
MicroRNA-Expressionen beschaftigt und konnten erhebliche Veranderungen der miRNA-
Expressionsprofile bei verschiedenen Erkrankungen zeigen, weshalb die Profilierung der
miRNA-Expression wichtig fur die Diagnostik und die Behandlung von Krankheiten sein kann
(Gulyaeva und Kushlinskiy 2016). Generell wird angenommen, dass ihr Expressionsprofil als
Biomarker fungieren kann (Bopp und Klein 2012, Coenen-Stass et al. 2018). Um jedoch den
Wert eines Biomarkers zu verstehen, ist es notwendig, die pathophysiologische Beziehung
zwischen Biomarker und klinischem Endpunkt zu kennen (Aronson und Ferner 2017).

In der Humanmedizin konnten bereits Veranderungen im miRNA-Expressionsmuster bei
unterschiedlichen Erkrankungen beobachtet werden. Zudem gibt es Untersuchungen in Bezug
auf die Auswirkung veranderter miRNA-Expressionsprofile auf die Entwicklung und das
Fortschreiten verschiedener Krankheiten. Es wird postuliert, dass miRNAs helfen kénnten eine
neue Plattform fir Therapeutika von bisher unheilbaren Krankheiten zu schaffen (Ullah et al.
2014). In der Humanmedizin liegt der Fokus hierbei vor allem auf der Krebsforschung. Da
bereits bekannt ist, dass miRNAs bei Tumoren dysreguliert werden, wird davon ausgegangen,
dass sie auch an der Initiierung und dem Fortschreiten von Krebserkrankungen beteiligt sind
(Munker und Calin 2013). So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass die Expression von
mMiRNAs bei krebserkranktem Gewebe anders ist als bei gesundem Gewebe (Meltzer 2005).
Jedoch abhangig von der Funktion der Zielproteine kbnnen miRNAs nicht nur als Onkogene
sondern auch als Tumorsuppressoren angesehen werden (Bhaskaran und Mohan 2014). Aber
auch in vielen anderen Bereichen erwiesen sich MicroRNAs als relevant, wie in etwa bei
allergischen (Dissanayake und Inoue 2016), kardiovaskularen (Wojciechowska et al. 2017),
neurologischen (Goh et al. 2019, Ma 2018) oder metabolischen Erkrankungen (Fernandez-
Hernando et al. 2013), sowie auch bei viralen (Cullen 2011, Keshavarz et al. 2018, Trobaugh
und Klimstra 2017) oder bakteriellen Infektionen (Eulalio et al. 2012, Maudet et al. 2014,
Staedel und Darfeuille 2013) - um nur ein paar Beispiele zu nennen.

Studien haben gezeigt, dass miRNA auch bei ruminierenden Tieren eine wichtige Rolle bei
den unterschiedlichsten biologischen Prozessen spielen, wie z.B. bei der Entwicklung des
Pansens bzw. Gastrointestinaltraktes (Do et al. 2019, Liang et al. 2014, Zhong et al. 2017),
der Entwicklung (Li et al. 2012, Xuan et al. 2020) oder Infektion (Jin et al. 2014, Lawless et al.
2013, Luoreng et al. 2018) der Milchdruse, bei der Reproduktion (Huang et al. 2011,
Mazzarella et al. 2021, Salilew-Wondim et al. 2014, Shangguan et al. 2020), metabolischen
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Stoffwechselproblemen (Hailay et al. 2019), sowie bei Infektionskrankheiten (Do et al. 2021,
Dong et al. 2017, Malvisi et al. 2016, Singh et al. 2020, Vegh et al. 2015) oder bei der Immunitat
(Coutinho et al. 2007, Lawless et al. 2014).

Zum jetzigen Zeitpunkt sind jedoch keine kommerziellen miRNA-Biomarker fiir den Einsatz im
Krankheitsmanagement von Nutztieren erhaltlich (Do et al. 2021).

Daher ist die Forschung in Hinblick auf die Expression und Verteilung von MicroRNAs nicht
nur flr ein besseres Verstandnis der physiologischen und pathologischen Mechanismen bei
Rindern, sondern auch um nachfolgend bessere Strategien fiir eine nachhaltige Produktion
und Tiergesundheit zu entwickeln, von wichtigem Interesse (Sun, Hui-Zeng et al. 2019). So
kdnnten erfolgreich entwickelte miRNA-Biomarker aktuelle Methoden verbessern oder aber
auch zur Entwicklung neuer Methoden oder Therapien fihren, um Nutztierkrankheiten zu
managen. Um jedoch miRNA-Therapeutika fur Nutztiererkrankungen zu entwickeln, missen
erst spezifische Funktionen der miRNAs, sowie deren Interaktionen mit anderen Biomolekilen
bei der Krankheitspathogenese verstanden werden (Do et al. 2021).

Obwohl bereits zahlreiche Studien Uber den Zusammenhang von MicroRNA-Expressionen
und diversen physiologischen Prozessen und Erkrankungen publiziert wurden, ist die Funktion
der meisten miRNAs auf biologischer Ebene aufgrund ihrer Komplexitat bisher jedoch noch
unbekannt (Correia de Sousa et al. 2019, Wienholds und Plasterk 2005).

Aufgrund dessen konzentriert sich die Forschung zunehmend auf das Verstandnis der
biologischen Funktionen von miRNAs und ihre Funktion als potentielle Biomarker, die mit

diversen Erkrankungen in Verbindung gebracht werden kénnen.

Um zu klaren, ob miRNAs auch bei der Entstehung von SARA beteiligt sind und phytogene
Futtermittelzusatzstoffe diese beeinflussen kdnnen, soll in der vorliegenden Arbeit in einem
SARA Tiermodell mit neun multiparen Holstein Friesian Kiihen anhand zwei verschiedener
Diaten und das Zuflttern eines phytogenen Futtermittelzusatzes das miRNA-Expressionsprofil

untersucht werden.



17

3. MATERIAL UND METHODE

Diese Studie ist Teil des PhD Projektes ,ldentification of biomarkers of rumen health® von
Oyindamola Esther Osinowo, welches von Ass. Prof. Susanne Kreuzer-Redmer geleitet und
beaufsichtigt wird. Dieses Projekt ist dem “Christian Doppler Laboratory for Innovative
Intestinal Health Concepts in Livestock” zugehorig und wird durch Prof. Qendrim Zebeli
koordiniert. Der Tierversuch wurde durch die Ethikkommission der Veterindarmedizinischen
Universitat Wien genehmigt. Die Tierversuchsgenehmigungsnummer lautet BMBWF-
68.205/0033-V/3b/2019.

Der Versuch bestand aus zwei Durchgangen, sogenannten Runs. Innerhalb dieser Runs gab
es jeweils eine Woche in der eine Grundfutterration (siehe Punkt 3.2.1) gefuttert wurde, welche
als Woche 1 bezeichnet wurde. In den Wochen 2-4 gab es eine konzentratreiche Ration (siehe
Punkt 3.2.3). Zwischen der Woche 1 und der Woche 2 gab es eine ,Adaptionswoche” (siehe
Punkt 3.2.2). Innerhalb der Runs wurden die an der Studie teilnehmenden Kihe in zwei
Gruppen geteilt (Abbildung 5). Zum einen gab es eine Kontrollgruppe und zum anderen eine
Gruppe, welche mit einem phytogenen Zusatzstoff (siehe Punkt 3.2.4) gefittert wurde.
Zwischen den Durchgangen erfolgte ein Wechsel, sodass sich ein sogenanntes ,Cross-Over-
Design“ ergab. Zudem gab es Ruhephasen zwischen den Durchgangen, sodass sich die Tiere

von dem vorherigen Run erholen konnten.

Diese Arbeit beschaftigt sich mit Run 2, Woche 1, in welcher die Kihe eine rohfaserreiche
Grundfutterration erhielten und mit Run 2, Woche 2, in welcher die Kiihe eine Diat mit 65%

Konzentrat gefuttert bekommen haben. In jeder Woche gab es eine eigene Probenentnahme.

Woche 1 KG PG

Woche 2 KG PG

Abbildung 5: Vereinfachte graphische Darstellung des Versuchschemas der ersten Wochen eines Runs. Die
Adaptionswoche wurde hier nicht miteinbezogen. Woche 1: Grundfutter-Flitterung, Woche 2:
Konzentratfutterfiitterung, KG: Kontrollgruppe, PG: Gruppe mit phytogenem Futtermittelzusatzstoff
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Nachdem die Proben entnommen, die RNA isoliert, sowie die Quantitats- und
Qualitatsbestimmung hausintern gemacht wurde, wurden die Proben an die CeGaT GmbH in

Tlbingen, Deutschland versendet, wo sie sequenziert wurden.

3.1 Tiere und Aufstallung

Fur den Versuch wurden neun multipare nicht laktierende Holstein Friesian Klhe, alle in

Osterreich geboren, verwendet. Die Kihe waren im Durchschnitt 11,3 £ 2,29 Jahre alt und

909,75 £ 98,17 kg schwer. Alle Kihe waren mit einer Pansenfistel versehen.

Die Gruppe wurde in zwei Untergruppen geteilt. Vier der neun Kihe (Elfi, Edit, Newada und
Elsa) bekamen zusatzlich zur Diat phytogene Zusatzstoffe. Die andere Untergruppe fungierte

in dem Zusammenhang als Kontrollgruppe (Bergrose, Nelda, Banane, Narbe, Ricky).

Die Kihe waren wahrend der gesamten Dauer des Versuches an der VetFarm Kremesberg
der Vetmeduni Vienna aufgestallt. Der Stall ist mit Tiefeinstreuboxen (2,6 x 1,25 m) mit einer

Strohmistmatratze ausgestattet.

3.2 Fitterung

Minerallecksteine standen zu jeder Zeit nach freier Wahl zur Verfligung. Aullerdem hatten die
Tiere Wasser ad libitum, aul3er wahrend der kontrollierten ersten Fitterung am Morgen, da die
Kihe dazu angebunden wurden. Die Totalmischration (TMR) wurde einmal taglich, um 6 Uhr
morgens, unter Verwendung eines automatisierten Futterungssystems (Trioliet Triomatic T15,
Oldenzaal, Niederlande) gemischt und dann in den jeweiligen Futtertrdgen vorgelegt. Durch
spezielle Futtertroge, welche mit elektronischen Waagen und computergesteuerten Zugangen
(Insentec B.V., Marknesse, Niederlande) ausgestattet sind, konnte die individuelle
Futteraufnahme kontinuierlich kontrolliert und aufgezeichnet werden. Aufgrund der geringen
Feuchtigkeit in der Ration wurde der TMR wahrend des Mischens Wasser mit einem Ziel von

ungefahr 46 % des Trockenmasse-Gehalts zugesetzt.

Einzelne Futterproben, die den Tieren angeboten wurden, wurden gesammelt, wochentlich
gepoolt und unter Verwendung offizieller Protokolle analysiert. Die
Trockensubstanzkonzentrationen von Maissilage und Grassilage wurden wdchentlich durch

24-stundiges Erhitzen der Futterproben auf 100 °C bestimmt. Durch die dadurch erhobenen
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Trockenmasse-Anteile wurden die Futterungen angepasst, um die ordnungsgemafe

Einbeziehung der Inhaltsstoffe in die TMR sicherzustellen.

3.2.1 Fiitterung Woche 1 (Grundfutter)

Die Zusammensetzung des Grundfutters bestand aus 45 % Grassilage, 45 % Maissilage und
10 % Heu.

3.2.2 Adaptionswoche

Wahrend des Uberganges von Woche 1 (Grundfutter) zu Woche 2 (Konzentratfutter) wurde
eine zusatzliche Woche zur Anpassung eingeflgt. Diese Adaptionswoche betrug ebenso wie
die anderen Wochen genau sieben Tage. Wahrend dieser Woche wurde die
Konzentratmischung (siehe Punkt 3.2.3) an den Tagen 1-7 um 10 %, 10 %, 10 %, 10 %, 10
%, 10 % und 5 % erhoht. Folglich wurden alle anderen Bestandteile der Diat im Ausgleich dazu
kontinuierlich verringert. Somit wurde mit dem Ende der Adaptionswoche die gewilinschten
65,0 % Konzentratmischung fir die Woche 2 (Konzentratfitterung) erreicht. In der
Adaptionswoche konnte bei den Tieren bereits eine SARA mittels pH-Verweilsystem

festgestellt werden.

3.2.3 Fiitterung Woche 2 (Konzentratfutter)

In der Woche 2 wurden die Tiere mit einer konzentratreichen Ration gefuttert. Diese setzte
sich zusammen aus 26,25 % Grassilage, 8,75 % Maissilage und 65,0 % Konzentratmischung.
Die Konzentratmischung enthielt: Weizen (30,36 %), Triticale (18,06 %), Backerei-
Nebenprodukten (23,02 %), Rapsmehl (23,94 %), Melasse (2,99 %), Mineral-Vitamin-
Vormischung fur Milchvieh (1,53 %) und Kalkstein (1,0 %).

3.2.4 Phytogener Futtermittelzusatzstoff

Der phytogene Futtermittelzusatzstoff wurde von BIOMIN zur Verfigung gestellt und der
Verumgruppe zusatzlich verabreicht. Da Informationen Uber die Zusammensetzung des
phytogenen Futtermittelzusatzstoffes nicht zuganglich waren, wurden die Inhaltsstoffe nicht

genauer beschrieben.
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3.3 Ruminale pH-Wert-Messung

Die Messung des ruminalen pH-Wertes wahrend des Versuches wurde nicht selbststandig
durchgeflihrt und wird daher nicht naher in der Arbeit als wie folgt beschrieben. Die pH-Wert-
Messung wurde mit einem pH-Verweilsystem (Dascor Inc., Kalifornien) durchgefihrt, welches
in den ventralen Pansensack platziert wurde. Der ruminale pH-Wert wurde kontinuierlich in 15-
Minuten-Intervallen aufgezeichnet. Die Daten wurden einmal in der Woche Uber eine spezielle
Software derselben Firma ausgelesen. Als pH-Wert-Grenze fir SARA wurde die Publikation
von Zebeli et al. von 2008 herangezogen. In dieser wird SARA ab einem pH-Wert von < 5,8
fur mehr als 320 min (5,24 Stunden) am Tag definiert (Zebeli et al. 2008). Aus den
gesammelten Daten ging hervor, dass die Kihe bereits am flinften Tag der Adaptionswoche
an SARA erkrankt waren und somit wahrend der gesamten Zeit, in der die konzentratreiche
Diat gefittert wurde, an der Erkrankung litten (unverdffentlichte Daten von CDL LiveGut).
Daher wird an manchen Stellen in der Arbeit jene Woche, in welcher das Konzentratfutter

geflttert wurde, auch als SARA-Woche bezeichnet.

3.4 Probengewinnung und Lagerung

Fur die Gewinnung der Papilla-Proben und fir die Lagerung wurde ein eigenes Protokoll
angefertigt.

Vorab wurde das bendtigte Material vorbereitet. Es wurden zumindest zwei Kryordhrchen flr
jedes Tier bendtigt, da jede Probe doppelt enthnommen wurde. Die R6hrchen wurden dem Tier
entsprechend gekennzeichnet. Auflerdem wurden sterile Pinzetten, sterile Scheren, 70%iger
Ethanol, Papierticher, Handschuhe sowie Rektalhandschuhe bendtigt. Es wurden 20 ml
Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) mit einer 20 ml Spritze aufgezogen und in ein 10 ml
Behaltnis mit Schraubverschluss wurden weitere 10 ml PBS geflillt. Ein groReres Dewar-
Gefall mit fliussigem Stickstoff, eine Kelle sowie mehrere blaue Petrischalen wurden
vorbereitet, sowie ein groRes Fass mit Deckel mit heiRem Wasser beflillt, um es anzuwarmen
und warm zu halten.

Fir die Entnahme der Probe waren mehrere Personen erforderlich. Die Kuh wurde so
angebunden, dass sie sich nicht bewegen konnte, man aber geniigend Platz hatte um den
Pansen zu entleeren. Der Panseninhalt wurde dann mit den Handen durch die Pansenfistel
entleert und direkt in das zuvor angewarmte Fass verbracht, da der Inhalt weiterhin

Kérpertemperatur haben sollte. Nachdem dreiviertel des Pansens uber die Fistel6ffnung
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entleert wurden, wurde die Offnung mit Papiertiichern gereinigt. Danach erfolgte die
Probenentnahme. Um keine Schmutzpartikel in den Pansen einzubringen wurden frische
Handschuhe angezogen. Die Entnahmestelle befand sich ungefahr 20 cm unter der Fistel im
ventralen Pansensack. Die Pansenwand wurde an der besagten Stelle durch die Pansenfistel
nach aullen verlagert. Eine zweite Person ergriff an dieser Stelle die Pansenwand mit
sauberen Handschuhen und hielt sie fest. Hierbei wurde beachtet, dass die nach aufien
verlagerte Pansenwand weder mit der aulReren Bauchwand in Berlihrung kam, noch die
zentrale Stelle, wo die Probe enthommen wurde, von der zweiten Person beruhrt wurde. So
wurde eine saubere Entnahme gewahrleistet. Durch eine weitere Person wurde nun die
vorbereitete Petrischale bis zur Halfte mit fllissigem Stickstoff geflllt. Der zentrale Bereich der
vorverlagerten Pansenwand (circa 4 x 4 cm) wurde mit 15-20 ml PBS gewaschen. Durch
vorsichtiges Reiben konnten Futterpartikel entfernt werden. An dieser Stelle nahm man nun
Schere, Pinzette und Klemme zur Hand, hielt die zuvor gekennzeichneten Probenréhrchen
griffoereit und offnete den 10 ml Behalter mit PBS. Fir die Entnahme wurden die
Pansenpapillen mit der sterilen Klemme mdglichst an der Basis ergriffen. Mit der Pinzette
wurde dann eine einzelne Papille erfasst, welche so nah an der Klemme wie moglich
abgeschnitten wurde. Wichtig war, dass weder in das Epithel zwischen zwei Papillen, noch in
die Muskelschicht geschnitten wurde. Die abgeschnittene Papille wurde sofort in das 10 ml
Gefall mit PBS Uberfuhrt und umgerihrt, um das daran haftende Blut wegzuwaschen. Nun
wurde die Papille in mehrere Teile (je nach Grofe der Papille) zerschnitten und in die
Petrischale mit flissigem Stickstoff gegeben. Wenn keine Blasen mehr aufstiegen konnte die
Papille in ein Probenréhrchen tUberfuhrt werden. Auf die gleiche Art und Weise wurde mit
mehreren Papillen verfahren. Es wurde darauf geachtet, dass in einem Probenréhrchen circa
0,5 g Papillenmaterial enthalten waren und die Entnahmestelle sich auf 1 cm® beschrankte.
Die Probenréhrchen wurden dann in die Aufbewahrungsbox gestellt und so schnell wie
moglich bei -80 °C gelagert. Nachdem alle Proben entnommen wurden, konnte die
Pansenwand losgelassen werden und durch die Fisteloffnung wieder in den Bauchraum
verbracht werden. Danach wurde der Pansen wieder mit dem zuvor enthommenen warm
gehaltenen Panseninhalt aufgefiillt. Die Offnung wurde gereinigt und die Pansenfistel
verschlossen. Schere, Pinzette und Klemme wurden zuerst mit Papiertichern und
anschliefdend mit 70%igen Ethanol gereinigt. Wichtig war, dass das auf dem Instrumentarium
verbleibende Ethanol an der Luft trocknet. Da 6fters Proben entnommen wurden, wurde darauf

geachtet, dass niemals dieselbe Stelle verwendet wurde. Nachdem die Kuh fertig beprobt war
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und der Pansen aufgefiillt wurde, wurde das gleiche Prozedere bei den verbliebenen Kihen

angewandt.

3.5 RNA Isolation

Die Isolation wurde mit dem NucleoSpin® miRNA-Kit von Macherey-Nagel (Katalognummer
740971.50) durchgefuhrt.

3.5.1 Materialien
Kit-Inhalt;

- 30 ml Lysis Buffer ML

- 20 ml Protein Precipitations Buffer MP

- 60 ml Binding Buffer MX

- 25 ml Membrane Desalting Buffer MDB

- 7 ml Reaction Buffer for rDNAse

- 2 Flaschchen rDNase, RNAse-free

- 35 ml Wash Buffer MW1

- 12 ml Wash Buffer MW2 (Konzentrat)

- 13 ml RNase-free H.O

- 50 Stick NucleoSpin® Filter (lila)

- 50 Stick NucleoSpin® RNA Membranen (blau)
- 50 Stick NucleSpin® Protein Removal Membranen (weil})
- 50 Tubes 1,5 ml

- 50 Tubes 2 ml

- 150 Tubes 2 ml, mit Deckel

Da in den ersten Durchlaufen nach Originalprotokoll teilweise ungenliigende Ergebnisse nach
den einzelnen Schritten erzielt wurden, wurde es an manchen Stellen abgeandert. Das

nachfolgende Protokoll weicht somit dem Original ab.

Fur die Homogenisierung der Proben, beschrieben unter dem Punkt 3.5.3, wurden eigene
Homogenisierungs-Tubes (Abbildung 6) zusammengestellt. In zuvor ausgewahlte Tubes
(VWR, Katalognummer 525-0650) wurde eine Mischung aus Zirkonia-Kligelchen, 0,7 mm
(Roth Lactan, RN037.1) und Zirkonia-Kiugelchen, 2,0 mm (Roth Lactan, RN039.1) gegeben.
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Diese zusammengestellten Réhrchen wurden dann in einem Becherglas, mit Aluminiumfolie

bedeckt, autoklaviert.

3.5.2 Vorbereitung

Vor dem Offnen des Kits wurde der Arbeitsplatz gereinigt und mit 75%igen Alkohol desinfiziert.
Fir das Arbeiten wurden Einweghandschuhe, welche ebenfalls mit 75%igen Alkohol
desinfiziert werden, verwendet. Danach wurde die Zentrifuge eingeschalten und auf 4 °C
gekduhlt.

Die Proben wurden nach dem Vorbereiten des Arbeitsplatzes aus dem -80 °C kalten
Gefrierschrank entnommen und in ein Styroporbehéltnis mit Eis Uberfihrt. Das Arbeiten

erfolgte auf Eis.

Nach dem Offnen des NucleoSpin miRNA-Kit mussten als erstes die DNAse und der
Waschpuffer 2 (MW2) vorbereitet werden. Der DNAse wurde 3 ml Reaction Buffer for rDNase
zugefigt. Diese wurde dann flr eine Minute lang gemischt, aliquotiert und bei -20 °C gelagert.
Zu den 12 ml Waschpuffer 2 (MW2) wurden 48 ml unvergallter 96-100%iger Alkohol pipettiert.

Der fertig vorbereitete MW2 konnte bei Raumtemperatur gelagert werden.

Fur jede Probe wurden vier 2 ml Eppendorf Tubes vorbereitet, indem sie am Deckel und
seitlich mit einem Kiirzel, welches der jeweiligen Probe zugeordnet wurde, beschriftet wurden.
Zudem wurden fur jede Probe jeweils ein 1,5 ml Eppendorf Tube, sowie ein 0,6 ml Eppendorf
Tube vorbereitet und ordnungsgemaf beschriftet. Zuletzt mussten Boxen fur die Lagerung der

1,5 ml und 0,6 ml Tubes vorbereitet und beschriftet werden.

3.5.3 Homogenisierung der Proben

Es wurden je 20 ng Papilla Probe abgewogen und sofort in ein Homogenisations-Tube (Abb.
6), welches mit Keramik-Beads versehen war, gegeben, in welche bereits zuvor 300 pl Lysis
Buffer (ML) pipettiert wurden. Die Probe wurde nun fur finf Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Im Anschluss daran erfolgte die Homogenisierung mit dem FastPrep-24 Instrument
mit folgenden Einstellungen: 30 Sekunden, Speed 6,0, Adapter MP. Dies wurde dreimal
wiederholt. Zwischen den Wiederholungen wurden die Tubes fur finf Minuten auf Eis gestellt.
Da sich nach der Homogenisierung Schaum in den Tubes gebildet hat, wurden diese

zusatzlich zweimal fur zwei Minuten bei 11.000 x g zentrifugiert.
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Abbildung 6: selbst zusammen-
gestellte Homogenisierungstubes

3.5.4 Isolation

Fir jede Probe wurde ein frisches, zuvor vorbereitetes Eppendorf Tube genommen. Auf diese
wurden jeweils eine lila Membran vom Kit (Abbildung 8) darauf gesetzt. Die homogenisierte
Probe wurde vom Boden her mit einer Pipette aufgesaugt und auf die lila Membran pipettiert.
Hierbei war unbedingt darauf zu achten, dass die Pipettenspitze die Membran keinesfalls
berihrt, da diese ansonsten beschadigt werden kénnte. Die Proben wurden dann in die
gekuhlte Zentrifuge gestellt und fir zwei Minuten bei 11.000 x g zentrifugiert. Nach dem

Zentrifugieren konnte die lila Membran verworfen werden.

Zu jeder Probe wurden unvergallter 96-100%iger Alkohol im Verhaltnis 1:2 hinzugeflgt. Dieses
Gemisch wurde im Anschluss fur 5-10 Sekunden gevortext und danach fur finf Minuten bei

Raumtemperatur inkubiert.

Im nachsten Schritt wurden die groRen RNA-Stlicke auf eine Membran gebunden, die miRNA
befand sich im Durchfluss, weswegen das Eppendorfgefall nicht verworfen werden durfte. Um
die groRe RNA zu binden wurden die blauen Membranen genommen und jeweils eine auf ein
frisches, vorbereitetes Eppendorf Tube gesetzt. Die Probe wurde auf die blaue Membran
pipettiert und wie zuvor musste darauf geachtet werden, die Membran nicht mit der
Pipettenspitze zu berthren. Die Probe wurde dann fur eine Minute bei 14.000 x g zentrifugiert.

Der Durchfluss wurde auf die Seite gestellt, wurde jedoch nicht verworfen.
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Die blaue Membran wurde nun zum Entsalzen auf ein neues Eppendorf Tube gesetzt. Das
Entsalzen erfolgte durch das Pipettieren von 350 pl Membrane Desalting Buffer (MDB) auf die

blaue Membran und durch das anschlielfende einminltige Zentrifugieren bei 11.000 x g.

Fir den DNA-Verdau wurde nach dem Entsalzen 100 ul DNAse Reagenz auf die blaue
Membran (Abbildung 7) pipettiert. Die Proben wurden fur mindestens 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Wahrend die Proben inkubierten konnten die zuvor beiseite
gestellten Tubes mit der miRNA weiterbearbeitet werden. Es wurden jeweils 300 pl Protein
Precipitations Buffer (MP) zu den miRNA-Proben pipettiert, das Gemisch dann finf Sekunden
lang gevortext und fur drei Minuten bei 11.000 x g zentrifugiert.

Nun wurde jeweils eine weilke Membran auf ein frisches, zuvor vorbereitetes Eppendorf Tube
gesetzt und der Uberstand der Probe vorsichtig auf die frischne Membran pipettiert. Das Tube
mit der weillen Membran wurde dann in die Zentrifuge gestellt und die Probe fiir eine Minute
bei 11.000 x g zentrifugiert. Die weile Membran konnte verworfen werden, da sich die miRNA

im Durchfluss befand.

Abbildung 7: Tubes mit eingesetzter blauer
Membran

Im Anschluss daran wurden 800 ul Binding Buffer (MX) zu den Proben pipettiert und diese
dann fir finf Sekunden durch Vortexen vermischt. Um nun die miRNA ebenso auf die blaue
Membran zu binden, wurde die Probe nun stufenweise in 600 pl-Schritten auf die blaue
Membran pipettiert und danach fir eine Minute bei 11.000 x g zentrifugiert. Dies wurde so
lange wiederholt, bis die Probe vollstandig pipettiert wurde. Der Durchfluss wurde jedes Mal

verworfen, um ein Ubergehen der Tubes zu verhindern.

Als nachstes wurden die blauen Membranen gewaschen und getrocknet. Dazu wurden 600 pl

Wash Buffer MW1 auf die Membran pipettiert und fir eine Minute bei 11.000 x g zentrifugiert.
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Der Durchfluss wurde verworfen. 700 pl von dem vorbereiteten Wash Buffer MW2 wurden
pipettiert und fur eine Minute bei 11.000 x g zentrifugiert. Der Durchfluss konnte wiederum
verworfen werden. Der dritte Waschschritt wurde mit 250 yl MW2 durchgefihrt. Nachdem
diese auf die Membran pipettiert worden war, wurde die Probe drei Minuten lang bei 11.000 x
g zentrifugiert. Danach konnte der Durchfluss wieder verworfen werden. Nach dem Waschen
wurden die Membranen getrocknet, indem sie fur funf Minuten gedéffnet stehen gelassen

wurden.

Zum Schluss wurde die RNA von der Membran geldst. Dazu nahm man ein frisches Eppendorf
Tube und setzte die blaue Membran darauf. Es wurden jeweils 40 yl RNase-free H,O auf die
Membranen pipettiert. Dies wurde nun flr zwei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und
danach zwei Minuten lang bei 11.000 x g zentrifugiert. Sobald die Zentrifuge fertig war,
mussten die Proben sofort auf Eis gestellt werden, da die RNA ansonsten abgebaut werden

wirde.

Nun wurden die Proben in die zuvor beschrifteten 1,5 ml und 0,6 ml Tubes aliquotiert. Dazu
wurden jeweils 5 pl fir die Qualitats- und Quantitatsbestimmung in die 0,6 ml Tubes pipettiert

und jeweils 35 ul der Probe in die 1,5 ml Eppendorf Tubes.

Abbildung 8: Membranen

3.5.5 Lagerung der Proben nach der Isolation

Die aliquotierten 5 pl Proben wurden in Boxen bei -20 °C gelagert, wenn sie nicht sofort fir die
Qualitats- bzw. Quantitatsbestimmung verwenden wurden. Die Lagerung der Proben in den

1,5 ml Tubes erfolgte so schnell wie mdglich bei -80 °C in den dafiir vorbereiteten Boxen.
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3.6 Quantitatskontrolle mit dem DeNovix Spectrophotometer

Mit dem DeNovix Spectrophotometer (Abbildung 9) wurde am VetCore der
Veterinarmedizinischen Universitat Wien nach der Isolation gemessen, wie viel totalRNA in
der Probe enthalten war. Die aliquotierten 5 ul Proben wurden auf Eis transportiert und kurz

vor der Messung in der Hand aufgetaut. Jede Probe wurde zweimal gemessen.

Zuerst wurde das Micropodest mit 2 ul Wasser und einem Kimtech-Tuch gereinigt, indem das
Kimtech-Tuch aufgelegt wurde und der Arm des DeNovix kurz geschlossen wurde. Dann
wurde mit 2 yl Eluationspuffer (hierfir wurde RNase-free H.O verwendet) auf dem Micropodest
die Blank-Messung gestartet. Zur Kontrolle wurde die erste Messung wieder mit dem RNase-
free H.O gemacht. Der Blindwert (Blank) sollte um den Wert 0 liegen, um die weitere Messung
ohne Folgefehler durchfiihren zu kénnen. Sollte das Gerat dies nicht anzeigen, empfahl es
sich die erwahnten ersten Schritte so oft zu wiederholen, bis die erste Messung mit RNase-
free H.O den Wert 0 bzw. annahernd den Wert 0 angezeigt hat. War dies erledigt, wurde 1 pl
der Probe auf das Micropodest pipettiert und mit Measure die Messung gestartet. Der Wert
wurde in ng/ul angegeben. Das Podest wurde mit einem Kimtech-Tuch gereinigt, indem das
Tuch auf das Podest gelegt und der Arm geschlossen wurde. Es wurde eine Doppelmessung
durchgeflihrt, das heil’t, jede Probe wurde zweimal pipettiert und neu gemessen. Nach der
letzten Messung wurde das Micropodest mit 2 pyl RNase-free H,O gereinigt und mit einem

Kimtech-Tuch getrocknet.

Abbildung 9: DeNovix Spectro-
photometer
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3.7 Qualitatskontrolle

Die Qualitatskontrolle wurde mit dem Bioanalyzer 2100 von Agilent am VetCore der
Veterinarmedizinischen Universitat Wien durchgefihrt. Hier wurde mittels eines Chips aus
dem Agilent 6000 RNA Nano Kit die Integritat der RNA gemessen und mit dem Chip des
Agilent Small RNA Kit das Vorhandensein von MicroRNA.

3.8 Sequenzierung

Die Sequenzierung der MicroRNA erfolgte durch die CeGaT GmbH in Tibingen, Deutschland.

Hier fand auRerdem eine weitere Qualitatskontrolle mit dem Bioanalyzer RNA (Agilent) statt.

Fur die Erstellung der RNA-Library wurde bei allen Papilla-Proben eine RNA Menge von 200
ng verwendet, welche dann mit dem Kit NEXTflex Small RNA-Seq (Bioo Scientific) fir die
Sequenzierung aufbereitet wurde. Die Sequenzierung wurde mit dem NovaSeq 6000
Sequencing System (lllumina), 2 x 100 bp durchgefihrt. Das Demultiplexen der sequenzierten
Reads erfolgte mit der Software bclfastq (2.20) von lllumina. Die Qualitdt der FASTQ-Dateien
wurde mittels FastQC (Version 0.11.5-cegat) analysiert.

CeGaT GmbH stellte die Rohdaten der Sequenzierung in einem FASTQ-Format zur
Verfligung.

3.9 Analyse und Auswertung der MicroRNA-Daten

Die Auswertung und Analyse der Daten erfolgte mit dem Programm RStudio, Microsoft Excel
und Venny 2.1.0.

Zuerst wurden die Rohdaten mit RStudio (Version 1.3.1093) bearbeitet. Der Code, der
verwendet wurde, wird in Abbildung 10 dargestellt. Wichtig war, dass man den Code von der
Zeile 1-66 (Abbildung 10) fur jede einzelne Probe in R durchlaufen lasst. Somit wurde fur jede
Probe ein eigenes Textdokument erstellt. LieR man nun den Code von der Zeile 68-81
(Abbildung 10) in R durchlaufen, erhielt man ein Exceldokument (Abbildung 11), in welchem
die miRNAs aller Proben gemeinsam in der Tabelle erschienen. In dieser Tabelle waren nun
aufgrund des Codes Duplikate ausgeschlossen. Auflerdem wurden nur jene mMiRNAs

dargestellt, welche einen read count von mindestens zehn in mindestens einer Probe hatten.
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setwd("G: /miRNA/output_papillae/Zipdateien/_Results_mature_all™)
Tibrary(tidyr)
Tibrary(tidyverse)

table<-read. table("52502Nr25mature_sense. grouped”, sep = "\t", header=T)
head(table)
glimpse(table)

[T e+ Tt B R, R S WA S I )

#arrange by higher read.count (already done, but double check)
10 table<-arrange(table, desc{read.count))

12 # separate the "name” column making 2 new columns: species and miR name
13 table_sep=<-table %%

14 mutate(species=str_sub(name, 1,3),

15 miR=str_sub(name, 5,-1))

16

17+ # --- Not needed - Just to explore the dataset ------

18 # select only humans
19 h=z-filter(table_sep, species=="hsa")

21 # select only bovine
22 b<-filter(table_sep, species=="hta")

25 #Find duplicates (adds new column = duplicate, T or F)
26 table_duplz<-table_sep =%
27 mutate(duplicate=duplicated(mir) |[duplicated(mir, fromLast = T))

29 #Filter unigue miRNAS
30 unique_mir<- table_dupl %%
1 filter (!duplicate)

33 #Filter all duplicate miRNAS
34 shared_mir<- table_dupl %=%
35 filter(duplicate)

37 #select only bovine and remove duplicates (select highest read.count and first chromosome)
38 select_bovinez-filter(shared_mir, species=="bta") %%
39 group_by(miRr) %=%

40 slice_max(read. count) %=%
41 distinct(name, .keep_all = T}
42

43 #select only human and remove duplicates (select highest read.count and first chromosome)
44  select_hum<-filter(shared_mir, species=="hsa") %%
45 group_by(mir) %=%

46 s1ice_max(read. count) %%
47 distinct(name, .keep_all = T)
48

49 #Find miRnAs mapped only against human genome
50 only_human<-anti_join(select_hum, select_bovine, by="mir")

52 # Merge all subsets to cbtain the final table
53 final_table=-rbind(unique_mir, select_bovine, only_human)

57 # Separate the name and precursors
58 tab_precursors<- final_table %=%
59 separate(name, c("species”, "mirR", "number”, "precursor", "add.number"), "-")

61 # A warning message will appear: all the miRNAs that don't have precursors will have "NA" in the
62 # corresponding column

64 # write new table (in different formats) to export
65 write.csvifinal_table, file="miRNAS-S2502Nr25.1.csv”, quote = F, row.names = F)
66 write.table(final_table, file="miRNAS-52502Nr25.1.txt", sep="\t", quote = F, row.names = F)

68 #SHARED miRNAS
69 library (edger)

70
71 #Merge read.count per sample
72 samples=list.files(pattern = "*.txt" )

73 read_count =- readpGE(samples, columns=c(1,3))
74 read_counts_dataset=as.data.frame{read_counticounts)
75 read_counts_filtld <- read_counts_dataset[rowsums(read_counts_dataset == 10) == 1, ]

7a

7 #write new table to export

78

79 #Create a new folder called shared

80 write.csv(read_counts_fil1tl0, file="shared/reads_per_sample_filtl0.csv", quote = F, row.names = T)

81 write.table(read_counts_fi1t10, file="shared/reads_per_sample_filtl0.txt", sep="\t", quote = F, row.names = T)

Abbildung 10: Verwendeter Code im Programm RStudio (erstellt von Sara Ricci), hier anhand des Beispiels
Probe Nr. 25 (Bergrose, Woche 1)
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A B C D E F G H I J K L
1 MiRNAs-5250 miRNAs-3250 miRNAs-5250 miRNAS-5250 miRNAS-52 50 miRNAs-5250 miRNAS-52 50 miRNAsS-5250 miRNAs-52 50 miRNAsS-5250 miRNAs-
2 |bta-miR-143 1561848 3547819 1543763 1450465 1489614 855500 1312341 1099636 1369195 650481 1244
3 |bta-miR-27h 601997 675382 421247 511703 470183 260909 412533 256231 500253 297468 48€
4 |bta-miR-205 342342 360835 264233 362860 326018 174577 283063 169317 287754 159232 297
5 |hsa-let-7g-5¢ 269437 320430 239585 242527 230400 128592 183311 127461 253368 131325 228
6 |bta-let-7g 269437 320430 239585 2425327 230400 1285992 183311 127461 253368 131335 228
7 |bta-miR-27a- 234526 244476 195333 1797684 268464 130231 214869 124256 195707 146880 21C
& |bta-miR-23a 211684 203665 94492 172033 221246 96462 116883 76357 158175 56984 10=
9 |hsa-miR-23a 211681 203660 94487 172031 221238 96450 116883 76355 158173 56984 10s
10 | bta-miR-30a- 166786 474589 166619 251524 170895 108711 176269 159432 259273 126669 444

Abbildung 11: Ausschnitt aus dem finalen Exceldokument nach dem Durchlaufen des Codes von Abb. 10 in R

In Excel wurde die Tabelle wiederum sortiert und geordnet. Verschiedenste Parameter
konnten so in Excel miteinander verglichen werden. Im Folgenden wird das Vorgehen der
Auswertung der exklusiv exprimierten MicroRNAs der Woche 1 (Grundfutterdiat) (Tab. 7, linke
Spalte) und der Woche 2 (Konzentratreiche Diat) (Tab. 7, rechte Spalte) erlautert. Zu Beginn
wurden alle vorhandenen miRNAs in der Woche 1 und alle vorhanden miRNAs in der Woche
2 in jeweils ein neues Blatt kopiert. In dem Blatt mit den miRNAs der Woche 1 wurde nun am
Ende der Tabelle eine weitere Spalte hinzugefligt, in welcher die Funktion
,=ZAHLENWENN(Bereich;0)“ angewandt wurde. In der ersten Zeile konnten nun die read
counts der ersten angefihrten miRNA ausgewahlt werden (Abbildung 12). Danach wurde die
Funktion fur die gesamte Tabelle durch die Ubertragung der Funktion nach unten bis zur
letzten miRNA angewandt. Nach aufsteigendem Sortieren konnte nun jene miRNAs
herausgefiltert werden, welche in allen Kilhen vorhanden waren. Das waren alle miRNAs mit
einer Null in der Spalte der Zahlenwenn-Funktion. Analog dazu wurde in dem Blatt mit den

miRNAs der Woche 2 vorgegangen.

SUMME < X v =ZAHLENWENN(B2:12;0)
A B C D E F G H 1 J K L
1 = ImiRNAs-S ~ miRNAs-S = miRNAs-5| ~ miRNAs-S | miRNAs-S ~ | miRNAs-S | miRNAs-S ~ | miRNAs-S - | miRNAs-52502Nr33. - | Zahlenwenn
2 |bta-miR-143] 1561848 3547819 1543763 1450465 1489614 855500 1312341 1099636 1369199|=ZAHLENWENN(BZ:JZ;D)|
3 |bta-miR-27b 601997 675382 421247 511703 470183 260909 412533 256231 500253
4 |bta-miR-205 342342 360835 264233 362860 326018 174977 283063 169317 287754
5 |hsa-let-7g-5p 269437 320430 239585 242527 230400 128992 183311 127461 253368

Abbildung 12: Auswahl des Bereiches fiir die ,Zdhlenwenn*“-Funktion

Dann wurden jene miRNAs des Blattes der Woche 1 in ein weiteres Blatt kopiert, welche in
allen Kuhen vorhanden waren. Dies wurde auch fir die miRNAs des Blattes der Woche 2
gemacht. Somit erhielt man eine Tabelle mit miRNAs, welche in der Woche 1 in jeder Kuh
vorhanden waren bzw. in der Woche 2 in jeder Kuh vorhanden waren. Diese miRNAs wurden

nun in das Onlineprogramm Venny 2.1.0 kopiert (Abbildung 13). Venny ermdglicht die
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Darstellung der Anzahl der miRNAs der jeweiligen Gruppe in einem Venn-Diagramm.
Aulerdem zeigt es durch Anklicken der jeweiligen Ergebnisse im Diagramm die darin
enthaltenen miRNAs unter ,Results“. In der Abbildung 13 wird somit ersichtlich, dass 31
mMiRNAs exklusiv in der Woche 1 exprimiert wurden, 18 miRNAs exklusiv in der Woche 2

exprimiert wurden und 527 miRNAs in der Woche 1 sowie in der Woche 2 exprimiert wurden.
Anhand dieser Schritte wurden mehrere Datensatze miteinander verglichen.

Da innerhalb der gruppenspezifischen/kategorischen Auswertung (Grundfutter/Woche 1,
konzentratreiches  Futter/Woche 2, Kontrollgruppe,  Gruppe mit  phytogenen
Futtermittelzusatzstoffen) nicht jede miRNA bei jedem Tier einer bestimmten Kategorie
exprimiert wurde, wurde jedes Mal vor einer Gegenulberstellung der Gruppen nur jene miRNAs
ausgewahlt, welche bei jedem Tier der Gruppe/Kategorie vorhanden waren, um die
Aussagekraft des Ergebnisses zu verstarken. Die Bedingung fur die Auswertung war also,
dass jede miRNA mindestens zehn read counts aufweisen musste und innerhalb einer

bestimmten Kategorie bei jeder Kuh exprimiert sein musste.

R eSSl Style: | Solid White v 9 Line: -| 3 |+ Font: -| 28 |+ Family:| Serif
VENNY 21 omioch o o [l | Eshows% y:[Sent |

1. Paste up to four lists. One element per row (example),
2. Click the numbers to see the results,
3. Right-click the figure to view and save it

(actual size in pixels: 12580x1280)

UPPERCASE lowercase <—cannot be undone!

miRNAs Woche 1 miRNAs Woche 2
miRNAs Woche | 558 miRNAs Woche | 545
bta-niR-411b ~| [hsa-miR-19-1-5p B
hsa-miR-1468-3p bta-miR-2285di
hsa-miR-376a-5p bta-miR-584
bta-miR-656 hsa-piR-188-3p
bta-miR-2454-3p bta-miR-2285bg
| £
clear clear
List 3 0 List4 0
Vi 2
clear clear
Results:
2

Abbildung 13: Verarbeitung der Daten im Onlineprogramm Venny 2.1.0
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4. ERGEBNISSE

4.1 Quantitatskontrollen DeNovix Spectrophotometer

Vergleicht man die Ergebnisse der Woche 1 (Grundfutterration) und der Woche 2
(Konzentratreiche Ration) miteinander, wird ersichtlich, dass bei beiden Diaten bei jeder Probe
der Peak der Wellenlange bei 260 lag (Tabelle 2). In der Woche 1 lag der Blindwert (Blank)
bei 0,040 ng/pl, in der Woche 2 bei -0,036 ng/pl. In den Proben von Bergrose, Narbe, Elfi, Edit,
Newada und Elsa wurden quantitativ mehr miRNAs (ng/ul) in der Woche 1 als in der Woche 2

gefunden. Hingegen wurden bei Nelda, Banane und Ricky mehr miRNAs (ng/ul) in der SARA-

Woche gefunden.

4.1.1 Ergebnisse der Woche 1
Blindwert (Blank) Woche 1: 0,040 ng/ul

Blindwert (Blank) Woche 2: -0,036 ng/pl

Tabelle 2: Ergebnisse der Quantitdtskontrolle mittels DeNovix Spectrophotometer Run 2, Woche 1 und Woche 2.

Hier wird der (gerundete) Mittelwert der beiden Messungen angegeben

Name

Woche 1 Woche 2
Bergrose (A) 231,41 189,20
Nelda (B) 223,14 242,92
Banane (C) 294,50 302,10
Narbe (D) 388,96 233,00
Ricky (E) 417,22 423,37
Elfi (F) 322,26 188,33
Edit (G) 364,46 203,06
Newada (H) 414,24 292,50

Elsa (1) 356,67

miRNA Konzentration (ng/pl) miRNA Konzentration (ng/pl)

301,26

Peak
(Wellenlange)

260
260
260
260
260
260
260
260
260
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4.2 MicroRNA Auswertung

4.2.1 Vergleich zwischen Fiitterungs- und Behandlungsgruppen

Woche 2 KG Woche 1 PG

Waoche 1 KG L Woche 2 PG

Abbildung 14: Venny-Diagramm des Vergleichs der Woche 1 der Kontrollgruppe (Woche 1 KG) vs. der Woche 2
der Kontrollgruppe (Woche 2 KG) vs. der Woche 1 der Gruppe mit phytogenen Zusatzstoffen (Woche 1 PG) vs. der
Woche 2 der Gruppe mit phytogenen Zusatzstoffen (Woche 2 PG)

Insgesamt wurden 673 miRNAs exprimiert. Diese sind jedoch zum Teil nur in einzelnen Proben
vorhanden und erfillen somit nicht die Bedingung, dass alle miRNAs bei allen Proben

innerhalb einer bestimmten Kategorie vorhanden sein missen.

Es konnten 527 miRNAs gefunden werden, welche in allen Kategorien (Kontroligruppe mit
Grundfutterration, Kontrollgruppe mit Konzentratfutter, Gruppe mit phytogenen Zusatzstoffen
mit Grundfutterration, Gruppe mit phytogenen Zusatzstoffen mit Konzentratfutter) exprimiert
wurden. Das bedeutet, dass rund 85 % der miRNAs in allen Kategorien und allen Kiuihen

gefunden werden konnten (Abbildung 14).

In der Tab. 3 werden MicroRNAs angeflhrt, welche rein nur mit der Grundfutterration und der
Kontrollgruppe in Verbindung gebracht werden konnten. Sie wurden weder zu irgendeinem
Zeitpunkt bei allen Kiihen in der Gruppe mit phytogenem Zusatzstoff exprimiert, noch wurden
sie in der Zeit, in der konzentratreich gefiuttert wurde, bei allen Kihen der Kontrollgruppe
exprimiert. Es handelt sich hierbei um sieben miRNAs (Abbildung 14).
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Tabelle 3: miRNAs, welche nur innerhalb der Grundfutterwoche und gleichzeitig innerhalb der Kontrollgruppe
vorkamen. Diese miRNAs konnten in der Gruppe mit phytogenen Zusatzstoffen zu keinem Zeitpunkt gefunden
werden. AuBerdem konnten sie nicht wéhrend der konzentratreichen Diét in der Kontrollgruppe gefunden werden

Exklusive miRNAs
(Grundfutter + Kontrollgruppe)
bta-miR-2285ag-3p
hsa-miR-204-3p
hsa-miR-92a-1-5p
bta-miR-2403
bta-miR-11990
bta-miR-6527
hsa-miR-138-2-3p

N o g A WODN -

MicroRNAs, welche nur mit der konzentratreichen Diat und der Kontrollgruppe in Verbindung
gebracht werden konnten, werden in der Tab. 4 aufgelistet. Diese drei MicroRNAs wurden
weder zu irgendeinem Zeitpunkt bei allen Kihen in der Gruppe mit phytogenen Zusatzstoffen
exprimiert, noch wurden sie wahrend der Gabe von Grundfutter bei allen Kihen der

Kontrollgruppe exprimiert (Abbildung 14).

Tabelle 4: miRNAs, welche nur wéhrend der konzentratreichen Diéat und gleichzeitig innerhalb der Kontrollgruppe
vorkamen. Sie wurden weder in der Gruppe mit phytogenem Zusatzstoff noch in der Kontrollgruppe wéhrend der
Grundfutterration bei allen Kiihen exprimiert.

Exklusive miRNAs

(Konzentratreiches Futter + Kontrollgruppe)

1 bta-miR-1291
2 bta-miR-2483-3p
bta-miR-2349

MicroRNAs, welche rein nur innerhalb der Konstellation Woche 1 und Gruppe mit phytogenem
Futtermittelzusatzstoff exprimiert wurden, wurden in der Tab. 5 aufgelistet. Diese acht miRNAs
wurden weder zu irgendeinem Zeitpunkt bei allen Kihen in der Kontrollgruppe exprimiert, noch
wurden sie in der Woche 2 bei allen Kiihen mit phytogenen Zusatzstoffen exprimiert (Abbildung
14).
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Tabelle 5: miRNAs, welche nur wahrend der Grundfutterfiitterung und gleichzeitig innerhalb der Gruppe
mit phytogenen Zusatzstoffen vorkamen

miRNAs

(Grundfutterration + Gruppe mit phytogenem Zusatzstoff)

bta-miR-11985
bta-miR-11982
bta-miR-10164-3p
bta-miR-2285v
bta-miR-2400
bta-miR-2425-5p
bta-miR-2285cu
bta-miR-2475

0 N O A~ ON -

In Tab. 6 werden MicroRNAs angefiihrt, welche nur mit der Verfitterung der konzentratreichen
Diat und gleichzeitig mit der Gruppe mit phytogenem Futtermittelzusatzstoff in Verbindung
gebracht werden konnten. Hierbei wurden sechs MicroRNAs gefunden, welche weder zu
irgendeinem Zeitpunkt bei allen Kiihen in der Kontrollgruppe exprimiert wurden, noch wurden
sie wahrend der Grundfutterfltterung bei allen Kilhen mit phytogenen Zusatzstoffen exprimiert
(Abbildung 14).

Tabelle 6: miRNAs, welche nur wéhrend der konzentratreichen Fiitterung und gleichzeitig innerhalb der Gruppe mit
phytogenen Zusatzstoffen vorkamen

miRNAs
(Konzentratreiche Diat + Gruppe mit phytogenem Zusatzstoff)

bta-miR-2419-3p

bta-miR-2285at

bta-miR-2285¢cq

bta-miR-11984

bta-miR-12008

bta-miR-2313-3p

O a A ON =
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4.2.2 Vergleich der MicroRNA-Expression zwischen Grundfutterration und

konzentratreicher Ration

miRNAs Woche 1 miRNAs Woche 2

18

(3.1%)

Abbildung 15: Venn-Diagramm des Vergleiches der MicroRNAs der Woche 1 und Woche 2, welche bei allen Kiihen
exprimiert wurden. In der Mitte des Diagramms werden jene miRNAs dargestellt, welche sowohl in der Woche 1 als
auch in der Woche 2 vorhanden sind.

Hier wurden jene miRNAs, welche bei jeder Kuh wahrend der Fltterung der Grundfutterration
vorhanden waren mit jenen miRNAs, welche bei jeder Kuh wahrend der konzentratreichen
Futterung exprimiert wurden, verglichen. Das heif’t, die Bedingung war, dass jede dieser

miRNAs bei jeder Kuh gleichzeitig und wahrend der jeweiligen Diat vorhanden sein musste.

Somit wurde festgestellt, dass 527 miRNAs sowohl in Woche 1 (Grundfutter) als auch in
Woche 2 (Konzentratfutter) bei allen neun Kiihen exprimiert wurden (Abbildung 15). 31
miRNAs (Tabelle 7, linke Spalte) wurden exklusiv in der Woche 1, also wahrend der
Grundfutterfutterung, und gleichzeitig bei allen Tieren exprimiert. In der Woche 2 wurden 18
miRNAs (Tabelle 7, rechte Spalte) exklusiv exprimiert. Diese 18 MicroRNAs waren bei allen
Kihen vorhanden und konnten nur mit der Woche, in welcher das Konzentratfutter gefuttert

wurde, assoziiert werden.
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Tabelle 7: links: Exklusiv exprimierte MicroRNAs wéhrend der Grundfutterfiitterung, bei allen neun Tieren
vorhanden; rechts: miRNAs nur in der Konzentratfutterwoche, aber bei jeder der neun Kiihe gleichzeitig exprimiert

W N O a0 A ON -

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

Exklusive miRNAs wahrend der

Grundfutterration

bta-miR-6516
bta-miR-10167-3p
bta-miR-2285cd
bta-miR-2285ai-5p
bta-miR-2284ac
bta-miR-2316
bta-miR-449a
bta-miR-2285au
bta-miR-2339
bta-miR-2440
bta-miR-154b
bta-miR-2285bz
bta-miR-2382-3p
bta-miR-33b
bta-miR-487a
bta-miR-2431-3p
bta-miR-11974
bta-miR-323b-3p
bta-miR-10162-5p
bta-miR-7180
bta-miR-2285be
bta-miR-502b
bta-miR-6536
bta-miR-545-5p
bta-miR-2320-3p
bta-miR-665
bta-miR-411b
hsa-miR-1468-3p
hsa-miR-376a-5p
bta-miR-656
bta-miR-2454-3p

Exklusive miRNAs wahrend der
konzentratreichen Ration
hsa-miR-412-5p
bta-miR-2320-5p
bta-miR-2474
hsa-miR-15a-3p
bta-miR-2427
bta-miR-431
bta-miR-2285ar
bta-miR-2285bd
bta-miR-9851
bta-miR-411c-3p
bta-miR-2483-5p
bta-miR-545-3p
bta-miR-11971
hsa-miR-19b-1-5p
bta-miR-2285di
bta-miR-584
hsa-miR-188-3p
bta-miR-2285bg
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4.2.3 Vergleich der  MicroRNA-Expression zwischen Kontroll- und

Behandlungsgruppe

527 MicroRNAs wurden in der Kontrollgruppe und der Gruppe mit phytogenen Zusatzstoffen
gleichzeitig und somit bei allen neun Kihen exprimiert (Abb. 16). Es wurden 14 MicroRNAs
gefunden, welche nur der Kontrollgruppe zuzuschreiben sind (Tab. 8). Hingegen wurden 35
MicroRNAs gefunden, welche nur in der Gruppe mit phytogenen Zusatzstoffen exprimiert
wurden (Tab. 9). Hierbei muss beachtet werden, dass in diesem Vergleich beide Wochen
berlcksichtig worden sind. Somit 1asst sich hiermit noch nicht sagen, welche der 14 bzw. 35
MicroRNAs wahrend der Grundfutterration und welche wahrend der konzentratreichen Ration

exprimiert wurden.

miRNAs KG miRNAs PG

Abbildung 16: Venn-Diagramm des Vergleiches der MicroRNAs der Kontrollgruppe und der Gruppe mit phytogenen
Zusatzstoffen, welche bei allen Kiihen in der jeweiligen Gruppe exprimiert wurden. In der Mitte des Diagramms
werden jene miRNAs dargestellt, welche in beiden Gruppen und somit bei allen neun Kiihen vorhanden waren..
miRNAs KG sind jene miRNAs, welche exklusiv der Kontrollgruppe zuzuordnen waren. miRNAs PG sind miRNAs,
welche exklusiv der Gruppe mit phytogenen Zusatzstoffen zuzuordnen waren.
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4.2.3.1 MicroRNAs der Kontrollgruppe

In der Kontrollgruppe wurden insgesamt 541 miRNAs gefunden (Abbildung 16), welche bei

allen Kiihen der Kontrollgruppe exprimiert wurden. Hierbei wurden beide Diaten bertcksichtigt.

EXKLUSIV EXPRIMIERTE MIRNAs DER KONTROLLGRUPPE

14 miRNAs wurden exklusiv der Kontrollgruppe zugeordnet (Tab. 8). Die Ergebnisse wurden
ausgewertet, indem alle MicroRNAs der Kontrollgruppe, welche bei allen Kilhen vorhanden
sind, mit den MicroRNAs der Gruppe mit den phytogenen Zusatzstoffen, welche bei allen
Kdhen vorhanden sind, verglichen wurden. Hierbei war zu beachten, dass man bei diesem
Vergleich jene MicroRNAs auswertet, welche zwar nur in der Kontrollgruppe vorhanden waren,
diese 14 miRNAs aber sowohl in der Woche mit Grundfutterfitterung und/oder in der Woche

mit konzentratreicher Fitterung vorkamen.

Tabelle 8: miRNAs, nur exprimiert in der Kontrollgruppe (wéhrend beider Didten). Aufgelistete miRNAs fanden sich
nicht in der Gruppe mit phytogenen Zusatzstoffen wieder

Exklusiv exprimierte miRNAs der Kontroligruppe wahrend beider Didten

bta-miR-2316
bta-miR-449a
bta-miR-2440
bta-miR-2474
hsa-miR-15a-3p
bta-miR-2431-3p
bta-miR-11974
bta-miR-2285ar
bta-miR-2285bd
bta-miR-9851
bta-miR-323b-3p
bta-miR-2285bb
bta-miR-545-3p
bta-miR-6536

© 00 N OO O A ON =
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Grundfutterration

Um herauszufinden, welche MicroRNAs wéahrend der Grundfutterration nur in der
Kontrollgruppe exprimiert wurden, wurden alle MicroRNAs, die der Kontrollgruppe wahrend
der Grundfutterfutterung zuzuordnen waren und bei allen Kilhen vorhanden waren, mit jenen
MicroRNAs der Gruppe mit den phytogenen Zusatzstoffen mit den gleichen Bedingungen,
verglichen (Abbildung 17).

20 miRNAs, die wahrend der Grundfutterration nur von der Kontrollgruppe exprimiert wurden,
wurden in der linken Spalte der Tab. S1 (siehe Anhang) angeflhrt und in der Abb. 17 graphisch
dargestellt. Es gilt zu beachten, dass MicroRNAs dieser Spalte jedoch auch wahrend der
konzentratreichen Diat in der Kontrollgruppe vorkommen kénnten, da hier nur der Vergleich
der Kontrollgruppe und der Gruppe mit phytogenen Zusatzstoffen in Bezug auf die

Grundfutterration aufgestellt wurde.

Woche 1 (KG) Woche 1 (PG)

2 / /| 558

V4

(3.3%) (91.9%)

Abbildung 17: Venn-Diagramm des Vergleichs der miRNAs der Kontrollgruppe (KG) in Woche 1 und der Gruppe
mit phytogenem Zusatzstoff (PG) in Woche 1 mit Fokus auf die Kontrollgruppe. Die schraffierte Fldche stellt jene
20 miRNAs dar, welche innerhalb der Woche 1 nur in der Kontrollgruppe exprimiert wurden.

Konzentratreiche Ration

Jene 13 MicroRNAs, welche wahrend der konzentratreichen Futterung nur der Kontrollgruppe
und nicht der Gruppe mit phytogenen Zusatzstoffen zuzuordnen waren, sind in der Tab. S1 in
der rechten Spalte (siehe Anhang) angeflhrt und in der Abb. 18 graphisch dargestellt. Die
MicroRNAs dieser Spalte kénnten jedoch auch von der Kontrollgruppe wahrend der
Grundfutterration exprimiert worden sein, da hier nur der Vergleich zwischen beiden Gruppen

aufgestellt wurde.
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Woche 2 (KG) Woche 2 (PG)

Abbildung 18: Venn-Diagramm des Vergleichs der miRNAs der Kontrollgruppe (KG) in Woche 2 und der Gruppe mit
phytogenem Zusatzstoff (PG) in Woche 2 mit Fokus auf die Kontrollgruppe. Die schraffierte Fldche stellt jene 13
miRNAs dar, welche innerhalb der Woche 2 (konzentratreiche Ration) nur in der Kontrollgruppe exprimiert wurden.
Diese finden sich in der Tab. S1, in der rechten Spalte wieder.

VERGLEICH ZWISCHEN GRUNDFUTTERRATION UND KONZENTRATREICHER RATION

Hier wurden jene MicroRNAs miteinander verglichen, welche in der Kontrollgruppe wahrend
der Grundfutterfutterung exprimiert wurden und welche wahrend der konzentratreichen Diat.
Es wurde wieder darauf geachtet, nur jene MicroRNAs miteinzubeziehen, welche bei allen

Kihen der Kontrollgruppe innerhalb der jeweiligen Wochen vorhanden waren.

541 miRNAs waren sowohl in der Woche 1 als auch in der Woche 2, also in beiden Rationen,
vorhanden (Abb. 19). 37 miRNAs kamen nur wahrend der Grundfutterration (siehe Tabelle S2
»Grundfutterration“ im Anhang) und 17 miRNAs nur wahrend der Konzentratfutterfutterung
(siehe Tabelle S2 ,konzentratreiche Ration® im Anhang) vor. Dabei ist zu beachten, dass diese
MicroRNAs nicht nur in der Kontrollgruppe vorkamen. Da hier nur die Kontrollgruppe wahrend
der Grundfutterration und die Kontrollgruppe wahrend der konzentratreichen Ration verglichen
wurde, kénnen auch miRNAs vorhanden sein, welche in der Gruppe mit phytogenen

Zusatzstoffen exprimiert wurden.
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KG (Woche 1) KG (Woche 2)

Abbildung 19: Venn-Diagramm des Vergleiches der MicroRNAs der Kontrollgruppe (KG) zwischen der Woche 1
und Woche 2.

4.2.3.2 MicroRNAs der Gruppe mit phytogenen Zusatzstoffen

In der Gruppe mit phytogenen Zusatzstoffen wurden insgesamt 562 miRNAs gefunden (Abb.
16), welche in allen Kihen dieser Gruppe exprimiert wurden. Hierbei wurden beide Diaten

bertcksichtigt.

EXKLUSIV EXPRIMIERTE MIRNAs DER GRUPPE MIT PHYTOGENEN ZUSATZSTOFFEN

35 miRNAs wurden exklusiv der Gruppe mit phytogenen Futtermittelzusatzstoffen zugeordnet
(Tab. 9). Diese exklusiv exprimierten MicroRNAs wurden ausgewertet, indem alle MicroRNAs
dieser Gruppe, welche bei allen Kihen vorhanden waren, mit den MicroRNAs der
Kontrollgruppe, welche bei allen Kihen vorhanden waren, verglichen wurden. Hierbei ist zu
beachten, dass man bei diesem Vergleich jene MicroRNAs ausgewertet hat, welche zwar nur
in der Gruppe mit phytogenen Zusatzstoffen vorhanden waren, diese 35 miRNAs aber sowohl
wahrend der Grundfutterfitterung und/oder wahrend der konzentratreichen Futterung

vorkamen.
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Tabelle 9: MiRNAs, welche nur in der Gruppe mit phytogenen Zusatzstoffen exprimiert wurden. Vergleich aller
miRNAs beider Wochen der Kontrollgruppe und alle miRNAs beider Wochen der Gruppe mit phytogenen
Zusatzstoffen. Aufgelistete miRNAs wurden nicht in der Kontrollgruppe gefunden.

Exklusive miRNAs der Gruppe mit dem phytogenem Futtermittelzusatzstoff

wahrend beider Diaten

1 bta-miR-6516

2 bta-miR-10167-3p
3 hsa-miR-412-5p
4 bta-miR-2285¢cd
5 bta-miR-2285ai-5p
6 bta-miR-2284ac
7 bta-miR-2285au
8 bta-miR-2339

9 bta-miR-2320-5p
10 bta-miR-154b

" bta-miR-2285bz
12 bta-miR-2382-3p
13 bta-miR-33b

14 bta-miR-487a

15 bta-miR-2427

16 bta-miR-431

17 bta-miR-7180

18 bta-miR-11975
19 bta-miR-11976
20 bta-miR-411c-3p
21 bta-miR-6122-3p
22 bta-miR-502b

23 hsa-miR-376a-3p
24 bta-miR-376a

25 bta-miR-191b

26 bta-miR-2285ac
27 bta-miR-545-5p
28 bta-miR-2285bx
29 bta-miR-584

30 bta-miR-665

31

bta-miR-376b
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32 bta-miR-2397-5p
33 bta-miR-2285ak-5p
34 bta-miR-2285bu
35 bta-miR-2457

Grundfutterration

Um herauszufinden, welche MicroRNAs wahrend der Grundfutterration nur in dieser Gruppe
exprimiert wurden, wurden alle MicroRNAs der Gruppe mit den phytogenen Zusatzstoffen mit
der Grundfutterfltterung, welche bei allen Kiihen vorhanden waren, mit jenen MicroRNAs der
Kontrollgruppe mit Grundfutterfitterung, welche bei allen Kiihen vorhanden waren, verglichen.
Jene miRNAs, welche nur von der Gruppe mit phytogenen Zusatzstoffen wahrend der
Grundfutterfltterung exprimiert wurden, werden in der linken Spalte der Tabelle S3 (siehe
Anhang) angefuhrt und in der Abb. 20 graphisch dargestellt. Hierbei handelte es sich um 29
mMiRNAs.

Woche 1 (KG) Woche 1 (PG)

/

Abbildung 20: Vergleich der miRNAs der Kontrollgruppe (KG) in Woche 1 und der Gruppe mit phytogenem Zusatz
(PG) in Woche 1 mit Fokus auf die Gruppe mit phytogenem Futtermittelzusatzstoff. Die schraffierte Flache stellt
jene 29 miRNAs dar, welche innerhalb der Woche 1 nur in der Gruppe mit phytogenem Futtermittelzusatzstoft
exprimiert wurden.
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Konzentratreiche Ration

Jene 41 MicroRNAs, welche nur der Gruppe mit phytogenen Zusatzstoffen wahrend der
konzentratreichen Diat zuzuordnen waren, wurden in der Tabelle S3 in der rechten Spalte

(siehe Anhang) angeflihrt und in der Abb. 21 graphisch dargestellt.

Waoche 2 (KG) Woche 2 (PG)

Abbildung 21: Vergleich der miRNAs der Kontrollgruppe (KG) in Woche 2 und der Gruppe mit phytogenem
Futtermittelzusatzstoff (PG) wéhrend der konzentratreichen Diét mit Fokus auf die Gruppe mit phytogenem
Futtermittelzusatzstoff. Die schraffierte Flache stellt jene 41 miRNAs dar, welche innerhalb der Woche 2 nur in der
Gruppe mit phytogenem Futtermittelzusatzstoff exprimiert wurden.

VERGLEICH ZWISCHEN GRUNDFUTTERRATION UND KONZENTRATREICHER RATION

Hier wurden MicroRNAs ausgewertet, welche in der Gruppe mit den phytogenen Zusatzstoffen
wahrend der Woche, in welcher das Grundfutter gefittert wurde, exprimiert worden sind und
welche in jener Woche, in welcher die konzentratreiche Diat gefuttert wurde. Es wurde darauf
geachtet, nur jene MicroRNAs einzubeziehen, welche bei allen Kihen innerhalb der jeweiligen

Wochen vorhanden waren.

562 MicroRNAs wurden von allen Kihen der Gruppe sowohl wahrend der Grundfutter-
Fiutterung als auch wahrend der konzentratreichen Futterung exprimiert (Abb. 22). 25
MicroRNAs kamen nur wahrend der ersten Woche bei allen Kihen der Gruppe vor (siehe
Anhang, Tab. S4, linke Spalte). 24 MicroRNAs wurden nur wahrend der zweiten Woche
exprimiert (siehe Anhang, Tab. S4, rechte Spalte). Zu beachten ist dabei jedoch, dass diese
MicroRNAs nicht nur in der Gruppe mit phytogenen Zusatzstoffen vorkamen. Da hier nur beide
Diaten innerhalb der Gruppe verglichen wurde, kdnnten auch miRNAs vorhanden sein, welche

in der Kontrollgruppe exprimiert wurden.
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Woche 1 (PG) Woche 2 (PG)

Abbildung 22: Venn-Diagramm des Vergleichs der MicroRNAs der Gruppe mit phytogenem Futtermittelzusatzstoft
(PG) zwischen beiden Diédten (Woche 1 = Grundfutterfiitterung; Woche 2 = konzentratreiche Fiitterung)

4.2.4 Top fiinf der am meist exprimierten MicroRNAs pro Kuh

Nachfolgend wurde fir jede Kuh eine eigene Tabelle angeflihrt, welche jeweils funf MicroRNAs
enthalt (Tab. 10-18). Diese funf MicroRNAs wurden beim jeweiligen Tier am haufigsten

exprimiert. Sie wurden in absteigender Reihenfolge sortiert.

Generell wurde beobachtet, dass bta-miR-21-5p, bta-miR-143 und bta-miR-24-3p bei jeder
Kuh, auer bei Nelda Woche 1, Banane Woche 2 und Newada Woche 2, wahrend beider
Diaten an der Spitze standen. Bta-miR-21-5p ist jene MicroRNA, welche bei jeder Kuh, auler
bei Nelda Woche 1, die meisten read counts aufwies. Bta-miR-143 wurde in jeder Probe,

abgesehen von der Probe von Nelda Woche 1, am zweithaufigsten exprimiert.

Bergrose und Elsa wiesen in der Woche mit Grundfutter-FlUtterung und in der Woche mit
Konzentratfutter-Futterung bei vier dieser MicroRNAs eine gleiche Reihung auf. Narbe und
Edit wiesen wahrend beider Diaten bei allen finf MicroRNAs die gleiche Reihung auf. Die
gleiche Reihung wie in Tab. 13 (Narbe) und Tab. 16 (Edit) (bta-miR-21-5p, bta-miR-143, bta-
miR-24-3p, bta-miR-26a und hsa-miR-26a-5p) kann auch bei Nelda wahrend der
konzentratreichen Diat und bei Banane, Elfi und Newada wahrend der Grundfutterration

beobachtet werden.
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Tabelle 10: Die fiinf meist exprimierten miRNAs bei Bergrose

Bergrose

Reihung Grundfutterration Konzentratreiche Ration
1 bta-miR-21-5p bta-miR-21-5p
2 bta-miR-143 bta-miR-143
3 bta-miR-24-3p bta-miR-24-3p
4 bta-miR-27b bta-miR-27b
5 bta-let-7a-5p bta-miR-26a

Tabelle 11: Die fiinf meist exprimierten miRNAs bei Nelda
Nelda

Reihung Grundfutterration Konzentratreiche Ration
1 bta-miR-143 bta-miR-21-5p
2 bta-miR-21-5p bta-miR-143
3 bta-miR-26a bta-miR-24-3p
4 hsa-miR-26a-5p bta-miR-26a
5 bta-miR-27b hsa-miR-26a-5p

Tabelle 12: Die fiinf meist exprimierten miRNAs bei Banane

Banane
Reihung Grundfutterration Konzentratreiche Ration
1 bta-miR-21-5p bta-miR-21-5p
2 bta-miR-143 bta-miR-143
3 bta-miR-24-3p bta-miR-26a
4 bta-miR-26a hsa-miR-26a-5p
S hsa-miR-26a-5p bta-miR-24-3p
Tabelle 13: Die fiinf meist exprimierten miRNAs bei Narbe
Narbe
Reihung Grundfutterration Konzentratreiche Ration
1 bta-miR-21-5p bta-miR-21-5p
2 bta-miR-143 bta-miR-143
3 bta-miR-24-3p bta-miR-24-3p
4

bta-miR-26a bta-miR-26a
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5 hsa-miR-26a-5p hsa-miR-26a-5p

Tabelle 14: Die fiinf meist exprimierten miRNAs bei Ricky

Ricky
Reihung Grundfutterration Konzentratreiche Ration
1 bta-miR-21-5p bta-miR-21-5p
2 bta-miR-143 bta-miR-143
3 bta-miR-24-3p bta-miR-24-3p
4 bta-miR-27b bta-let-7a-5p
5 bta-let-7a-5p bta-miR-27b
Tabelle 15: Die fiinf meist exprimierten miRNAs bei Elfi
Elfi
Reihung Grundfutterration Konzentratreiche Ration
1 bta-miR-21-5p bta-miR-21-5p
2 bta-miR-143 bta-miR-143
3 bta-miR-24-3p bta-miR-24-3p
4 bta-miR-26a bta-miR-27b
5 hsa-miR-26a-5p bta-miR-26a
Tabelle 16: Die fiinf meist exprimierten miRNAs bei Edit
Edit
Reihung Grundfutterration Konzentratreiche Ration
1 bta-miR-21-5p bta-miR-21-5p
2 bta-miR-143 bta-miR-143
3 bta-miR-24-3p bta-miR-24-3p
4 bta-miR-26a bta-miR-26a
S hsa-miR-26a-5p hsa-miR-26a-5p
Tabelle 17: Die fiinf meist exprimierten miRNAs bei Newada
Newada
Reihung Grundfutterration Konzentratreiche Ration
1 bta-miR-21-5p bta-miR-21-5p

2 bta-miR-143 bta-miR-143
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bta-miR-24-3p
4 bta-miR-26a
5 hsa-miR-26a-5p

Tabelle 18: Die fiinf meist exprimierten miRNAs bei Elsa

Reihung Grundfutterration
1 bta-miR-21-5p
2 bta-miR-143
3 bta-miR-24-3p
4 bta-let-7a-5p
S bta-miR-26a

bta-let-7a-5p
bta-miR-24-3p
bta-miR-27b

Elsa
Konzentratreiche Ration
bta-miR-21-5p
bta-miR-143
bta-miR-24-3p
bta-let-7a-5p
bta-miR-27b

4.2.5 Top zehn der am meist exprimierten MicroRNAs in allen Kiihen

Wenn die MicroRNAs aller Kihe anhand ihrer read counts in absteigender Reihenfolge
geordnet werden, wird deutlich, dass bta-miR-21-5p, bta-miR-143 und bta-miR-24-3p am
haufigsten exprimiert wurden (Tab. 19). Die MicroRNAs bta-miR-26a, hsa-miR-26a-5p und
bta-miR-27b sind bei beiden Diaten und Gruppen unterschiedlich gereiht. Bta-let-7a-5p, bta-
let-7f, hsa-let-7f-5p und bta-miR-205 weisen bei beiden Diaten und Gruppen die gleiche

Reihung auf.
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Tabelle 19: Die zehn am meist exprimierten miRNAs aller Kiihe wéhrend beider Didten gemeinsam, nur wéhrend der Flitterung von Grundfutter, sowie wéhrend
der Fiitterung von konzentratreichem Futter, der Kontrollgruppe und der Gruppe mit phytogenem Futtermittelzusatzstoff in absteigender Reihenfolge sortiert

7

8

9

10

miRNAs
beide
Diaten

bta-miR-
21-5p
bta-miR-
143
bta-miR-
24-3p
bta-miR-
26a
hsa-miR-
26a-5p
bta-miR-
27b
bta-let-7a-
Sp
bta-let-7f
hsa-let-7f-
Sp
bta-miR-
205

Read

counts

39.198.859

23.180.155

10.520.611

8.206.654

8.206.654

7.987.602

7.128.843
5.835.833

5.835.833

4.929.665

miRNAs
Grundfutter

bta-miR-21-
op

bta-miR-143

bta-miR-24-
3p

bta-miR-26a

hsa-miR-
26a-5p

bta-miR-27b

bta-let-7a-5p
bta-let-7f

hsa-let-7f-5p

bta-miR-205

Read

counts

21.274.456

14.230.185

5.407.564

4.333.441

4.333.441

4.110.438

3.754.356

3.041.584

3.041.584

2.571.399

miRNAs
konzentrat-
reiches
Futter

bta-miR-21-
op

bta-miR-143

bta-miR-24-
3p

bta-miR-27b
bta-miR-26a

hsa-miR-
26a-5p

bta-let-7a-5p
bta-let-7f

hsa-let-7f-5p

bta-miR-205

Read

counts

17.924.403

8.949.970

5.113.047

3.877.164

3.873.213

3.873.213

3.374.487

2.794.249

2.794.249

2.358.266

miRNAs
Kontroll-

gruppe

bta-miR-
21-5p
bta-miR-
143
bta-miR-
24-3p
bta-miR-
26a
hsa-miR-
26a-5p
bta-miR-
27b
bta-let-7a-
Sp
bta-let-7f

hsa-let-7f-
op
bta-miR-
205

Read

counts

22.168.290

14.693.730

6.063.643

5.050.403

5.050.403

4.781.241

4.074.143

3.382.034

3.382.034

2.969.337

miRNAs
Gruppe mit
phytogenem
Zusatzstoff

bta-miR-21-
op

bta-miR-143

bta-miR-24-
3p

bta-miR-27b
bta-miR-26a

hsa-miR-
26a-5p

bta-let-7a-5p
bta-let-7f

hsa-let-7f-5p

bta-miR-205

Read

counts

17.030.569

8.486.425

4.456.968

3.206.361

3.156.251

3.156.251

3.054.700

2.453.799

2.453.799

1.960.328
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5. DISKUSSION

Ziel dieser Arbeit war es, i.) miRNAs in Pansenpapillen nachzuweisen und ii.) zu identifizieren,
ob phytogene Futtermittelzusatzstoffe in der Ration und/oder iii.) eine konzentratreiche,

faserarme Fitterung das Expressionsprofil der miRNAs verandern.

5.1 RNA-Isolation und Quantitatsbestimmung

Das Ziel MicroRNAs aus Pansenpapillen zu isolieren konnte erreicht werden. Wahrend dieser
Arbeit wurden jedoch bei der Isolation von kleinen RNA Molekilen teilweise Abanderungen
des mitgelieferten Originalprotokolls des NucleoSpin® miRNA-Kit von Macherey-Nagel
vorgenommen, um Reinheit und Ausbeute zu erhéhen. Bevor die Proben fir die miRNA-
Sequenzierung versendet wurden, wurde eine Quantitdtsbestimmung mittels
Spectrophotometrie vor Ort durchgefiihrt, um die Gewissheit zu haben, dass in den Proben
RNA in ausreichender Quantitat und Qualitat enthalten war. In der Woche, in der die
Grundfutterration gefuttert wurde, wurden im Durchschnitt 334,761 ng/ul bzw. mindestens
223,139 ng/ul und in der Woche, in der das konzentratreiche Futter geflttert wurde, wurden
durchschnittlich 263,969 ng/ul bzw. mindestens 188,329 ng/ul RNA gefunden. Die Berechnung
der RNA-Konzentration basiert auf der Absorption bei 260 nm (Okamoto und Okabe 2000).
Ein Wellenlangenpeak bei 230 nm spricht flr organische Substanzen, einer bei 280 nm flr
Proteine und Phenole (Armbrecht 2013). Die Ergebnisse zeigen, dass der Peak der
Wellenlange jeder Probe bei 260 nm lag, was fur die Detektion von RNAs spricht. Dazu kommt,
dass der Absorptionsverlauf der Proben dem von Nukleinsdure-Proben (Armbrecht 2013)

glich.

5.2 MicroRNA-Auswertung

Insgesamt konnten 673 miRNAs gefunden werden. Davon wurden 433 miRNAs mit einer
héheren Zahl wahrend der Futterung von Grundfutter als wahrend der Futterung von
konzentratreichem und faserarmen Futter exprimiert. 236 miRNAs wiesen eine hohere Anzahl
an read counts in der Woche mit Konzentratfutter auf. Vier miRNAs wurden wahrend beider
Diaten gleichermallen exprimiert. Diese kdnnen somit als ernahrungsunspezifisch verstanden

werden.
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5.2.1 Micro-RNA-Auswertung in Bezug auf die zwei unterschiedlichen Diéiten

In der vorliegenden Arbeit konnten 527 miRNAs gefunden werden, welche sowohl wahrend
der Grundfutterration, als auch wahrend der konzentratreichen Ration exprimiert wurden.
Unter diesen kénnten sich miRNAs befinden, welche als pansenspezifisch anzusehen sind.
31 miRNAs (Tab. 7) konnten nur im Zusammenhang mit der Grundfutterration identifiziert
werden. Dies lasst vermuten, dass einige dieser miRNAs mit einem gesunden Pansen bzw.
intakten Pansenpapillen in Verbindung gebracht werden koénnen. 18 miRNAs (Tab. 7)
wiederum waren nur wahrend einer Konzetratfutterfitterung, durch welche eine SARA

induziert werden konnte, exprimiert. Diese miRNAs koénnten flir SARA spezifisch sein.

Sun und Kollegen fanden wahrend ihrer Studie sechs pansenspezifische miRNAs (bta-miR-
2285s, bta-miR-6527, bta-miR-1434-3p, bta-miR-2387, bta-miR-2344, and bta-miR-615) und
eine pansen- und darmspezifische miRNA (bta-miR-184) (Sun, Hui-Zeng et al. 2019). Beinahe
jede dieser miRNAs konnte auch in der vorliegenden Arbeit in den Pansenpapillen
wiedergefunden werden: Die Familie bta-miR-2285 konnte zu jeder Zeit des Versuches im
Pansengewebe nachgewiesen werden. Jedoch wurden unterschiedliche paraloge Sequenzen
gefunden, welche nur unter einer bestimmten Bedingung exprimiert wurden. So wurden bta-
miR-2285cd, bta-miR-2285ai-5p, bta-miR-2285au, bta-miR-2285bz, bta-miR-2285be nur
wahrend der Grundfutterration exprimiert. Bta-miR-2285ar, bta-miR-2285bd, bta-miR-2285di,
bta-miR-2285bg wurden nur innerhalb der konzentratreichen Ration exprimiert. Bta-miR-6527
konnte nur im Zusammenhang mit der Grundfutterration und gleichzeitig der Kontrollgruppe in
Verbindung gebracht werden. Diese miRNA konnte somit ein Marker flr unbeeinflusste
gesunde Pansenpapillen sein. Vier der von Sun und Kollegen (Sun, Hui-Zeng et al. 2019)
erwahnten u.a. pansenspezifischen miRNAs (bta-miR-1434-3p, bta-miR-2387, bta-miR-2344
und bta-miR-184) wurden wahrend der vorliegenden Studie zu jedem Zeitpunkt bei allen
Kihen exprimiert. Lediglich bta-miR-615 konnte nicht gefunden werden. Zudem konnte in der
vorliegenden Studie nicht bestatigt werden, dass die miRNAs bta-miR-483 leberspezifisch,
bta-miR-376d milchdrisenspezifisch und bta-miR-212 spezifisch flir den unteren
Verdauungstrakt sind (Sun, Hui-Zeng et al. 2019), da alle wahrend des Versuches zu jeder
Zeit bei allen Kihen und somit in allen Pansenpapillenproben vorlagen. Bta-miR-2454-3p,
welche zwar als serumspezifisch klassifiziert wurde (Sun, Hui-Zeng et al. 2019), konnte in
diesem Versuch im Pansengewebe in der Woche 1 (Grundfutterration) in der Kontroll- und
Verumgruppe gefunden werden. Xue und Kollegen haben postuliert, dass bta-miR-128 einen

Einfluss auf die Pansenentwicklung hat und von dem Verhéltnis von Nicht-Faser-
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Kohlenhydraten (NFC) und neutraler Detergenzfaser (NDF) abhangig ist (Xue et al. 2019). In
der vorliegenden Studie war jedoch bta-miR-128 in jeder Pansenpapillenprobe exprimiert und

schien nicht abhangig vom NFC/NDF Verhaltnis zu sein.

In einer Studie von Zhong und Kollegen wurde die Pansenentwicklung von Ziegen anhand von
miRNA-Expression in der embryonalen Pansenwand, vor und nach der Formation von
Pansenpapillen, untersucht (Zhong et al. 2017). Das Vorkommen von miR-150, miR-182, miR-
22-3p, miR-23a, miR-24-3p, miR-27a-3p, miR-34a, miR-504, miR-96, miR-21-5p, miR-26a-5p,
let-7f-5p, let-7i-5p, let-7g-5p, let-7a-5p, miR-7-5p, miR-145-5p und miR-148a-3p in der
Pansenwand von Ziegenembryonen und der von adulten Tieren unserer Studie kdnnte als

eindeutiger Hinweis auf ihre Pansenspezifitat verstanden werden.

Jene zuvor erwahnten 31 miRNAs, welche nur im Zusammenhang mit der Grundfutterration
identifiziert werden konnten (Tab. 7), kdnnten eine spezielle Funktion in der Physiologie
gesunder Pansenpapillen einnehmen. Hingegen kdonnten jene 18 miRNAs (Tab. 7), welche
nur wahrend der konzentratreichen Diat exprimiert wurden, fir pathologische Prozesse im
Zuge einer subakuten Pansenazidose verantwortlich sein bzw. als Biomarker fir eine SARA
fungieren. Einige der miRNAs aus der Tabelle 7 wurden bereits in anderen Studien
beschrieben. So ist zum Beispiel miR-15a-3p dafir bekannt, die Apoptose in bestimmten
Zelllinien zu induzieren (Druz et al. 2013). Das Vorkommen dieser miRNA wahrend einer
Erkrankung an subakuter Pansenazidose koénnte fir apoptotische Prozesse in der
Pansenschleimhaut sprechen. Mir-431 wird haufig im Zusammenhang mit diversen
Neoplasien gebracht, da sie zum Beispiel bei Pankreaskrebs zum einen die Zellproliferation
hemmt und zum anderen Zellapoptose induziert (Yang et al. 2018), die Invasion von
Darmkrebszellen (Su und Liu 2018) oder das Wachstum von Melanomen hemmt (Sun, Y-W
et al. 2019). Bta-miR-411c-3p wurde in Kihen mit negativer Energiebilanz (Hailay et al. 2019),
mMiR-2483-5p in Granulosazellen von Follikeln wahrend der frGhen Lutealphase (Salilew-
Wondim et al. 2014) und im Duodenum bei Luzernenheu- und Maisstrohfiitterung (Wang et al.
2016), bta-miR-584 in Eileiterepithelzellen (Mazzarella et al. 2021) und bta-miR-2285bg in
bovinen Leberzellen (Mukiibi et al. 2020) exprimiert, wahrend hsa-miR-19b-1-5p in der
Humanmedizin mit Morbus Crohn in Verbindung gebracht wird (Ye et al. 2019). In einer Studie
von Yang et al. wurde herausgefunden, dass eine Herunterregulation von miR-188-3p eine
Oleat/Palminat-induzierte Steatose abschwacht (Yang et al. 2020). All diese MicroRNAs tben

eine oder mehrere Funktionen aus. Um herauszufinden, welche Gene sie beeinflussen und
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welcher genauen Funktion sie nachgehen, muissen weitere Uber diese Diplomarbeit

hinausgehende Analysen wie zum Beispiel ein Target-Scan durchgefihrt werden.

5.2.2 Micro-RNA-Auswertung unter Beriicksichtigung des phytogenen

Futtermittelzusatzstoffes

In der Kontrollgruppe wurde eine héhere Menge an MicroRNAs exprimiert (129.421.817 read
counts) als wahrend der Fitterung mit dem phytogenen Futtermittelzusatzstoff (88.811.514
read counts). In der behandelten Gruppe wurden insgesamt 562 miRNAs und in der
Kontrollgruppe 541 miRNAs gefunden. Bei der Gegenlberstellung der Kontrollgruppe und der
Gruppe mit phytogenem Futtermittelzusatzstoff wurden 527 miRNAs gefunden, welche
innerhalb beider Gruppen exprimiert wurden (Abb. 16). Hierbei sei zu beachten, dass die Diat
auller Acht gelassen wurde, um zu erkennen, welche miRNAs generell nur der jeweiligen
Behandlungsgruppe zuzuschreiben sind. Es konnten 14 miRNAs (Tab. 8) exklusiv der

Kontrollgruppe und 35 (Tab. 9) exklusiv der Verumgruppe zugeschrieben werden.

Jene 35 miRNAs, die exklusiv der Verumgruppe zugeschrieben werden kénnen (Tab. 9),
kénnten mitverantwortlich daflir sein, wie phytogene Futtermittelzusatzstoffe auf den Pansen
in Bezug auf Gesundheit und Krankheit wirken. Daher sind diese nicht nur fir die
Beantwortung der Fragestellung der vorliegenden Arbeit, sondern auch fir die weitere
Forschung von speziellem Interesse. Sie kdnnten der Beweis dafur sein, dass die Fitterung

phytogener Futtermittelzusatzstoffe die Pansengesundheit positiv beeinflussen kann.

Einige dieser MicroRNAs, welche nur der Verumgruppe zuzuordnen sind, wurden bereits an
anderen Stellen im Korper entdeckt. In einer Studie, in der Mammagewebe von Milchziegen
untersucht wurde, fand man zum Beispiel heraus, dass bta-miR-6516, eine MicroRNA, welche
in dieser Studie (unter Berlcksichtigung der Bedingung, dass die verglichenen miRNAs bei
allen Tieren der jeweiligen Gruppe vorhanden sein muissen) explizit nur innerhalb der
behandelten Gruppe vorzufinden war, unter anderem die Gene ERBB4 und MED1 reguliert
(Xuan et al. 2020). ERBBA4 ist eine Rezeptor-Tyrosinkinase und ein Mitglied der epidermalen
Wachstumsfaktor-Rezeptor-Unterfamilie (epidermal growth factor receptor, EGF-Rezeptor).
MED1 ist an der Transkriptionsregulation bei fast allen RNA-Polymerase Il-abhangigen Genen
beteiligt (Xuan et al. 2020). Auch im Zusammenhang mit einer Infektion des bovinen
Mammagewebes mit Streptococcus uberis wurde diese MicroRNA (bta-miR-6516) gefunden

(Lawless et al. 2013). Das Vorkommen von bta-miR-6516 in Gegenwart sowohl einer Mastitis



55

als auch im Pansen wahrend der Futterung mit einem phytogenen Futtermittelzusatzstoff
koénnte darauf zuriickzufihren sein, dass ahnliche Reaktionen im Gewebe ausgeldst werden
kénnen oder aber im Zusammenhang mit einer lokalen Abwehr des Koérpers gegen
pathologische Prozesse in Verbindung steht. Einige der miRNAs (bta-miR-2284ac, bta-miR-
665, bta-miR-2382-3p, Bta-miR-431, bta-miR-411c-3p), welche hier nur innerhalb der Gruppe
mit phytogenem Futtermittelzusatzstoff bei allen Tieren exprimiert wurden, wurden bei Kiihen
auch in einer Studie Uber die metabolische Stresssituation post partum entdeckt (Hailay et al.
2019). Hierbei konnten bta-miR-2284ac, bta-miR-665 und bta-miR-2382-3p nur in Kidhen
nachgewiesen werden, welche zu jeder Zeit eine positive Energiebilanz aufwiesen. Bta-miR-
431 und bta-miR-411c-3p hingegen nur bei Kihen mit negativer Energiebilanz. Bta-miR-
2284ac, sowie bta-miR-2285ai-5p wurden in der bereits erwdhnten Studie von Mukiibi und

Kollegen in bovinem Lebergewebe nachgewiesen (Mukiibi et al. 2020).

Die ebenfalls im Zusammenhang mit den phytogenen Futtermittelzusatzstoff stehende miRNA
bta-miR-2320-5p konnte bereits in Bullensperma nachgewiesen und mit Fertilisation assoziiert
werden (Shangguan et al. 2020). Dies kann jedoch nicht mit der vorliegenden Arbeit in
Verbindung gebracht werden, da alle Kiihe des Versuches weiblich und weder besamt, noch

trachtig waren.

Einige miRNAs (miR-33b, miR-376a, miR-584, miR-665), welche in der vorliegenden Arbeit
wahrend der SARA-auslosenden Diat und/oder explizit nur wahrend der Behandlung mit
phytogenem Futtermittelzusatzstoff gefunden werden konnten, wurden bereits in der
Humanmedizin beschrieben. Man fand heraus, dass miR-33b durch HIF-1a, ein Hypoxie-
induzierter Faktor, die Zellproliferation und Glykolyse bei malignen Melanomen (Zhao et al.
2017), sowie die Ausbildung von Brustkrebs-Metastasen hemmt (Lin et al. 2015) und
zusammenfassend gesagt als Tumorsuppressor agiert (Yin et al. 2016). Eine weitere, hier
vorkommende MicroRNA, miR-376a, konnte als Tumorsuppressor bei Magenkrebs identifiziert
werden (Wang et al. 2020). Die Expression von miR-584 und miR-665 werden ebenfalls damit
in Zusammenhang gebracht (Ebrahimi Ghahnavieh et al. 2020, Li et al. 2017, Wu et al. 2020).
So wird erwahnt, dass eine Uberexpression von miR-584-5p, zum Beispiel, das Fortschreiten
von Magenkrebs sowohl in vivo als auch in vitro unterdrickt (Li et al. 2017) bzw. als Biomarker
fur Magenkrebs angewandt werden kénnte (Ebrahimi Ghahnavieh et al. 2020). Die Ergebnisse
von Wu und Kollegen zeigen, dass auch miR-665 das Fortschreiten des Tumors hemmt und
potentiell fir eine therapeutische Zwecke eingesetzt werden kann (Wu et al. 2020). Da, wie
bereits erwahnt, miR-33b, miR-376a, miR-584 und miR-665 in der vorliegenden Arbeit in der
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Gruppe mit phytogenem Futtermittelzusatzstoff nachgewiesen werden konnten, kénnte man
darauf schlie®en, dass der Futtermittelzusatzstoff die Ausbildung dieser unterstitzt, um die

Entartung der Pansenwand zu verhindern und somit positiv zur Pansengesundheit beitragt.

Im Jahr 2019 untersuchten Putz und Kollegen das Mammagewebe trockenstehender Kiihe
und konnten dort die MicroRNAs bta-miR-7180 und bta-miR-11975 detektieren (Putz et al.
2019). Diese miRNAs konnten bei uns im Zusammenhang mit dem phytogenen
Futtermittelzusatzstoff gefunden werden. Da in der vorliegenden Studie allerdings beide
Gruppen trockenstehend waren, kénnte das Vorfinden der erwahnten miRNAs damit erklart
werden, dass die Tiere in dem Versuch von Putz und Kollegen ahnliche
Futtermittelkomponenten  vorgelegt bekamen und die miRNAs dadurch in
verschiedenen/mehreren Geweben vorzufinden sind. Um dies sicher bestatigen zu kénnen,
hatten weitere Proben von diversen Geweben entnommen werden mussen. Die MicroRNA
bta-miR-2457 wird von Sun und Kollegen spezifisch fur Blut genannt (Sun, Hui-Zeng et al.
2019). Diese Aussage kann hier nicht unterstitzt werden, da bta-miR-2457 in der vorliegenden
Arbeit in Pansenpapillen exprimiert wurde. Bta-miR-11975 und bta-miR-11976 wurden
innerhalb einer Studie von Morenikeji und Kollegen exprimiert, welche sich mit der
Immunantwort bei boviner Coronavirusinfektion beschaftigt (Morenikeji et al. 2020). Sie sind
in der Lage die Gene CEBPB, SRC, and TLR9 anzuvisieren. TLR9, zum Beispiel, ist von
zentraler Bedeutung flir Immunsystemreaktionen (Morenikeji et al. 2020). Beide dieser
MicroRNAs wurden innerhalb jener Gruppe exprimiert, welche die phytogenen
Futtermittelzusatzstoffe zugefittert bekommen haben. Daraus kénnte man ableiten, dass die

Zusatzstoffe im Falle einer Erkrankung das Immunsystem stimulieren kénnen.

Den Ergebnissen kann entnommen werden, dass phytogene Futtermittelzusatzstoffe das

Potential besitzen einen Einfluss auf das Expressionsprofil von miRNAs haben.

5.2.3 MicroRNA-Auswertung in Bezug auf die meist exprimierten MicroRNAs

Die Ergebnisse der Top funf der am meist exprimierten MicroRNAs pro Kuh spiegeln zwar die
Detektion von miRNAs in den Pansenpapillenproben wider, sind jedoch fir die Beantwortung
der Fragestellung zur Veranderung des Expressionsprofils der miRNAs durch Futtermittel von

keiner Relevanz. Deswegen wird hier nicht weiter darauf eingegangen.

Die zehn meist exprimierten miRNAs Uber alle Kiihe waren bta-miR-21-5p, bta-miR-143, bta-
miR-24-3p, bta-miR-26a, hsa-miR-26a-5p, bta-miR-27b, bta-let-7a-5p, bta-let-7f, hsa-let-7f-5p
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und bta-miR-205 (Tab. 19). Daher kénnen diese miRNAs auch als hoch-exprimierte Core
miRNAs fir die untersuchte Population bezeichnet werden. Die MicroRNAs bta-miR-21-5p,
bta-miR-143, bta-miR-24-3p, bta-miR-26a, bta-miR-26a-5p, bta-let-7a-5p, bta-let-7f, hsa-let-
7f-5p und bta-miR-205 hatten wahrend der Grundfutterration eine héhere Zahl an read counts
als in der Woche mit durch konzentratreichem Futter herbeigefuhrter SARA. Man geht davon
aus, dass miR-26a, wie auch bta-miR-143, miR-29b, miR-145, miR-493 und Mitglieder der
miR-199 Familie eine SchlUsselrolle in der Pansenentwicklung von Kalbern einnehmen (Do et
al. 2019). Die anderen an dieser Stelle von Do und Kollegen (2019) erwahnten miRNAs (bta-
mMiR-143, miR-29b, miR-145, miR-493 und Mitglieder der miR-199 Familie) wurden im Ubrigen
zu jeder Zeit wahrend des vorliegenden Versuchs exprimiert und zeigten alle, au3er miR-493,
wahrend der Grundfutterfutterung eine héhere Anzahl an read counts. Auch Liang et al. fanden
bereits miR-143 und miR-205 in hoher Zahl in Pansengewebe exprimiert (Liang et al. 2014).
Sie kommen zu dem Entschluss, dass miR-143 eine funktionale Bedeutung in der
Differenzierung von Bindegewebe hat und miR-205 die Proliferation von Zellen fir die
Entwicklung des Pansens reguliert. MiR-26a konnte beim Rind bereits in Leber, Gehirn, Lunge
und im Herzen (Long und Chen 2009), sowie in embryonalem Gewebe, Thymus, Dinndarm
und Lymphknoten (Coutinho et al. 2007) detektiert werden. Zudem war miR-26a in all diesen
Geweben am haufigsten vorzufinden. In der Hitzestressstudie von Li und Kollegen war bta-
miR-26a eine der am meist exprimierten miRNAs (Li et al. 2018). Auch die Beprobung der
Kihe der vorliegenden Studie fand an heiflen Sommertagen statt. In der Humanmedizin fand
man heraus, dass miR-26a eine wichtige Rolle bei der Bildung von Fibrin einnimmt. Eine
Uberexpression verhindert die Fibronogenese, in dem es die Genexpression des
Bindegewebswachstumsfaktor und die Kollagenproduktion unterdrickt. Somit ist miR-26a
eine der wichtigsten miRNAs, die eine anti-fibrotische Eigenschaft aufweisen (Neudecker et
al. 2017). Die eng verwandte miRNA miR-26a-5p, die in der vorliegenden Arbeit ebenfalls
unter den Top zehn fallt, konnte mit der Zellproliferation in Verbindung gebracht werden (Guo
et al. 2016).

Bta-miR-21-5p wurde bereits in embryonalem Gewebe, Thymus, Dunndarm und Lymphknoten
(mesenteriale und abomasale Lymphknoten) gefunden (Coutinho et al. 2007). Zudem ist miR-
21 bekannt dafir, unter der Anwesenheit diverser Tumoren (Chan et al. 2008, lorio et al. 2007,
Meng et al. 2007) oder auch bei Herzmuskelhypertrophie (Cheng et al. 2007, Tatsuguchi et al.
2007) zu steigen. Daher konkludieren Kim und Kollegen, dass miR-21 die Zellproliferation
fordert und die Dedifferenzierung von Zellen induziert (Kim et al. 2009). Da bei SARA der
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Anstieg der kurzkettigen Fettsauren im Pansen eine Proliferation des Pansenepithels induziert,
wlrde man annehmen, dass miR-21 unter konzentratreicher Fltterung steigen wirde. In der
vorliegenden Arbeit ist jedoch eine Abnahme erkennbar. Daher wird davon ausgegangen,
dass miR-21 im Normalgewebe eine andere Funktion hat. 2018 fanden Li und Kollegen bei
ihrem Versuch mit bovinem Milchdriisengewebe heraus, dass die Expression von bta-miR-21-
5p bei Hitzestress abnimmt (Li et al. 2018). Obwohl in der erwdhnten Studie die miRNA aus
Milchdrisengewebe isoliert wurde, kdnnte Hitzestress eine Erklarung fir den Abstieg unter
konzentriertem Futter sein. Neben bta-miR-21-5p zahlen auch bta-let-7a-5p und bta-miR-26a
in der Hitzestressstudie von Li und Kollegen zu den am meist exprimierten miRNAs (Li et al.
2018).

Bta-miR-24-3p wird mit Praadipozyten und der Adipogenesis in Verbindung gebracht (Yu et
al. 2020). Sie spielt aulerdem eine Rolle im fetalen Skelettmuskel. Hu und Kollegen fanden
heraus, dass bta-miR-24-3p die Myogenese reguliert und aber die Proliferation inhibiert (Hu et
al. 2019). Sie wurde, wie auch let-7a-5p, in einer anfangs erwahnten Studie (Zhong et al. 2017)
in der embryonalen Pansenwand von Ziegen vorgefunden, was stark vermuten lasst, dass
diese miRNAs pansenspezifisch sein kénnten. In der gleichen Studie zahlten miR-21-5p, miR-
26a-5p, let-7f-5p, sowie miR-143-3p und miR-27b-3p zu den zehn meist exprimierten miRNAs.
Dies lasst darauf schliel3en, dass diese miRNAs generell in einer besonders hohen Zahl in
Pansengewebe vorkommen. Die miRNAs bta-let-7f, bta-mir-143, bta-miR-26a und bta-miR-
27b konnten in hoher Zahl auch in bovinem Lebergewebe nachgewiesen werden (Al-Husseini
et al. 2016, Long und Chen 2009, Mukiibi et al. 2020), was wiederum eher vermuten lasst,

dass diese miRNAs generell eher bei ruminierenden Tieren im Korper stark prasent sind.

Lediglich bta-miR-27b war wahrend der konzentratreichen und faserarmen Futterung
prasenter als wahrend der Grundfutterfitterung. Dies ist mdglicherweise darauf
zuruckzufiihren, dass laut Studien miR-27b von Bedeutung fir das bovine Immunsystem ist
oder es eine wichtige Rolle bei diversen Erkrankungen einnimmt (Jin et al. 2014, Lawless et
al. 2013, Salilew-Wondim et al. 2014, Singh et al. 2016). Es wird zudem auch in hohem
Ausmal in den Granulosazellen von Follikeln wahrend der friihen Lutealphase exprimiert
(Salilew-Wondim et al. 2014).

In der Studie von Sun, Hui-Zeng und Kollegen von 2019, in welcher miRNA-Expressionen in
bovinem Serum, Exosomen und elf verschiedenen bovinen Geweben untersucht wurden,
gehoren die miRNAs bta-miR-143 und bta-miR-27b sowohl dort als auch in der vorliegenden
Studie zu den zehn meist exprimierten miRNAs (Sun, Hui-Zeng et al. 2019). Sun, Hui-Zeng
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und Kollegen bestatigen mit ihrem Ergebnis die Aussagen von Xin et al. (2009) und Ding et al.
(2017), dass miR-143 und miR-27b in Wirbeltieren hoch konserviert vorliegen (Ding et al. 2017,
Sun, Hui-Zeng et al. 2019, Xin et al. 2009). Da diese zwei miRNAs, wie bereits erwahnt, auch
in unserer Studie zu den Top zehn der am meist exprimierten miRNAs zahlen, kann die obige
Aussage durchaus bestatigt werden. Beim Vergleich der vorliegenden Ergebnisse und der von
Do et al. (2019) sowie Wang et al. (2016), beides Studien, die die Expressionsprofile von
miRNAs in Pansengewebe untersucht haben, wird ersichtlich, dass auch hier die meist
exprimierten miRNAs mit denen der vorliegenden Arbeit Ubereinstimmungen zeigen. Do und
Kollegen nennen hierbei bta-miR-143, bta-miR-27b, miR-26a und let-7a-5p, Wang und
Kollegen die MicroRNAs miR-143, miR-27b und miR-26a (Do et al. 2019, Wang et al. 2016).

Die hohe Expression dieser miRNAs in diversen Geweben lasst darauf schlielen, dass sie
dort eine wichtige Bedeutung fir die Regulierung biologischer Funktionen haben (Mukiibi et al.
2020). Um physiologische sowie pathologische Mechanismen beim Rind besser zu verstehen,
ist es wichtig, die Expression und Verteilung von miRNA in verschiedenen Geweben zu
untersuchen (Sun, Hui-Zeng et al. 2019). Jedoch liegen leider bisher vergleichsweille erst
wenige Informationen dariber vor. Generell sind vor allem funktionelle Eigenschaften von

miRNAs beim Rind wenig erforscht.

Durch die vorliegende Arbeit und Studie konnten weitere Erkenntnisse in Bezug auf die
mMiRNA-Expression bei Pansengesundheit, subakuter Pansenazidose sowie die Expression
unter dem Einfluss phytogener Futtermittelzusatzstoffe auf den Pansen bei Gesundheit und
Krankheit dazugewonnen werden. Kritisch ist jedoch die Anzahl der fur den Versuch
verwendeten Tiere zu betrachten. Aufgrund der aufwendigen Analysen, die im Labor
stattgefunden haben, wurde eine geringere Anzahl an Kilhen gewahlt. Jedoch ware es wichtig

und notwendig die gefundenen Ergebnisse in gréReren Kohorten zu validieren.

Die Ziele der Arbeit, eine Veranderung des miRNA-Expressionsprofils zu detektieren wurde in
Bezug auf beide Fragestellungen erreicht. Jedoch konnte nicht jeder miRNA eine Funktion
zugeordnet werden, da bisher nur wenig Informationsmaterial Gber miRNA im Pansengewebe
vorhanden ist. Hier bedarf es weiterer Forschung. Die Ergebnisse dieser Arbeit kdnnen als
wichtige Grundlage fur weitere Forschungen betrachtet werden, um das Wissen Uber

phytogene Futtermittelzusatzstoffe, pansen- und SARA-spezifische miRNAs zu erweitern.
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6. FAZIT

In der vorliegenden Arbeit konnte durch die Futterung von Kihen mit zwei unterschiedlichen
Diaten und zusatzlicher Gabe von phytogenen Futtermittelzusatzstoffen verschiedene miRNA-
Expressionsmuster identifiziert werden.

Im Zuge der Arbeit konnten insgesamt 35 miRNAs gefunden werden, welche im Speziellen
nur der mit phytogenem Futtermittelzusatzstoff behandelten Tiere, unabhangig von der Ration,
die sie vorgelegt bekamen, zugeschrieben wurden. Diese sind beweisend dafur, dass die
Zusatzstoffe dazu in der Lage sind das Expressionsmuster von miRNAs zu verandern.
Aullerdem konnten sie Hinweise dafur liefern, dass der eingesetzte phytogene
Futtermittelzusatzstoff einen bestimmten Einfluss auf die Gesund- bzw. Intaktheit der
Pansenwand hat. Zudem wurden 18 miRNAs gefunden, welche nur wahrend einer SARA
exprimiert wurden und somit fur eine subakute Pansenazidose bzw. eine Dysbalance des
Pansens spezifisch sein kénnten. In der Zeit, in der die Grundfutterration vorgelegt wurde,
wurden 29 miRNAs exprimiert, welche nur den Tieren, die den phytogenen Zusatzstoff
bekamen, zuzuordnen waren. Im Gegensatz dazu wurden 41 miRNAs exprimiert, welche nur
bei den an SARA-erkrankten Tieren gefunden wurden, welche den phytogenen
Futtermittelzusatz erhalten haben. Aus diesen Ergebnissen wird ersichtlich, dass durch den
phytogenen Futtermittelzusatz wahrend der konzentratreichen Ration, und damit wahrend
einer Erkrankung an SARA, deutlich mehr miRNAs exprimiert wurden als wahrend der
Grundfutterration. Weiters wiesen Tiere mit den phytogenen Zusatzstoffen in der Diat
insgesamt 562 miRNAs auf und jene ohne Behandlung 541 miRNAs.

In einer Studie von Sun und Kollegen wird eine paraloge Sequenz von bta-miR-2285 als
pansenspezifisch angesehen (Sun, Hui-Zeng et al. 2019). In der vorliegenden Arbeit konnten
weitere Mitglieder dieser Familie zum einen wahrend der Grundfutterfutterung (bta-miR-
2285cd, bta-miR-2285ai-5p, bta-miR-2285au, bta-miR-2285bz, bta-miR-2285be) und zum
anderen wahrend der konzentratreichen Fltterung (Bta-miR-2285ar, bta-miR-2285bd, bta-
miR-2285di, bta-miR-2285bg) detektiert werden. Auch die von ihnen in der Studie als
pansenspezifisch postulierten miRNAs bta-miR-1434-3p, bta-miR-2387, bta-miR-2344 und
bta-miR-184 (Sun, Hui-Zeng et al. 2019) und miRNAs, welche in einer anderen Studie in der
Pansenwand von Ziegenembryonen detektiert wurden (miR-150, miR-182, miR-22-3p, miR-
23a, miR-24-3p, miR-27a-3p, miR-34a, miR-504, miR-96, miR-21-5p, miR-26a-5p, let-7f-5p,
let-7i-5p, let-7g-5p, let-7a-5p, miR-7-5p, miR-145-5p, miR-148a-3p) (Zhong et al. 2017),

wurden innerhalb dieser Arbeit zu jedem Zeitpunkt und bei allen Versuchstieren exprimiert und
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konnen, inklusive der Mutationen der miRNA-Familie bta-miR-2285, durchaus als
pansenspezifisch angesehen werden und als Grundlage weiterer Forschung dienen.
Bta-miR-6527, welche nur im Zusammenhang mit der Kontrollgruppe und der Gabe von
Grundfutter assoziiert werden konnte, kénnte als Marker fir eine unbeeinflusste gesunde
Pansenwand angesehen werden. Im Gegensatz dazu steht miR-15a-3p — eine miRNA, welche
dafur bekannt ist, eine Apoptose in bestimmten Zelllinien zu induzieren (Druz et al. 2013) und
in der vorliegenden Arbeit wahrend einer SARA-auslésenden Diat innerhalb beider Gruppen
exprimiert wurde.

Die miRNAs miR-33b, miR-376a, miR-584 und miR-665, welche in unterschiedlichen Studien
(Zhao et al. 2017) als Tumorsuppressoren bzw. als Tumormarker postuliert werden, wurden
in der vorliegenden Arbeit wahrend der SARA-ausldsenden Ration und/oder nur innerhalb der
Gruppe mit phytogenem Futtermittelzusatzstoff nachgewiesen. Dies kénnte als Hinweis flr
den positiven Einfluss auf die Pansenwand verstanden werden.

Insgesamt konnten 35 miRNAs gefunden werden, welche nur mit der Futterung des
phytogenen Futtermittelzusatzstoffes assoziiert werden kénnen. Nur, weil bisher noch keine
weiteren Funktionen in Bezug auf die Pansengesundheit bzw. in Bezug auf unterschiedliche
Diaten beim Rind gefunden wurden, sollten diese miRNAs auf keinen Fall aulder Acht gelassen
werden. Um hier genauere Aussagen treffen zu kdnnen, sollte ihre Funktion weiter untersucht
bzw. erforscht werden.

Was jedoch mit Sicherheit beantwortet werden kann, ist, dass phytogene
Futtermittelzusatzstoffe, wie auch eine konzentratreiche, faserarme Diat, welche das SARA-

Risiko erheblich erhoht, in der Lage sind das Expressionsmuster von miRNAs zu verandern.



62

7. ZUSAMMENFASSUNG

Die subklinische Form der Pansenazidose tritt vor allem in Herden auf, die eine
konzentratreiche faserarme Ration vorgelegt bekommen. Obwohl diese Art der
Rationszusammensetzung ein Risiko fur SARA birgt, wird sie haufig dazu verwendet, den
Ertrag der Herde durch die daraus gewonnene Energie zu steigern. Phytogene
Futtermittelzusatzstoffe haben laut Studien das Potential die Pansengesundheit zu
unterstitzen. Es konnte gezeigt werden, dass sie durch ihre Zugabe zu energiereichen
Rationen u.a. die Wiederkau- und Kauaktivitdt steigern und somit in der Lage sind, die
futterungsbedingte Aziditdt durch vermehrten Speichelfluss zu mindern. MicroRNAs sind
bekannt dafir, dass sie die Genexpression regulieren. Sie spielen eine entscheidende Rolle
bei physiologischen Prozessen im Koérper aber auch in der Pathogenese diverser
Erkrankungen. Ziel dieser Arbeit war, MicroRNAs aus Pansenpapillen wahrend
unterschiedlicher Diaten zu isolieren und herauszufinden, ob zum einen phytogene
Futtermittelzusatzstoffe in einer Ration und zum anderen eine konzentratreiche faserarme
Ration die Expression von miRNAs verandert.

Fir den Versuch wurden neun multipare nicht laktierende Holstein Friesian Rinder
herangezogen, welche in zwei Gruppen geteilt wurden. Zu Beginn wurde eine
Grundfutterration und spater eine Ration mit 65 % Konzentratmischung vorgelegt. Die
Verumgruppe bekam zusatzlich zur Ration phytogene Futtermittelzusatzstoffe. Bereits
wahrend der Adaptationsphase, welche vor der vollstandigen Futterumstellung gemacht
wurde, konnte bei den Tieren SARA festgestellt werden. Fir den Versuch wurden Papillen aus
dem ventralen Pansensack entnommen und im Labor homogenisiert. Aus den Proben wurde
eine RNA-Isolation und im Anschluss daran eine MicroRNA-Sequenzierung durchgefiihrt. Die
Ergebnisse geben unterschiedliche MicroRNA-Expressionsmuster wahrend der beiden Diaten
und wahrend der Zugabe von phytogenen Zusatzstoffen zu erkennen. So konnten 35 miRNAs
gefunden werden, welche durch den phytogenen Futtermittelzusatzstoff beeinflusst wurden,
sowie 18 miRNAs, welche nur wahrend einer SARA exprimiert wurden und somit fir eine
subakute Pansenazidose spezifisch sein kdnnten. Innerhalb der Grundfutterration wurden 29
miRNAs exprimiert, welche nur der Gruppe mit phytogenen Zusatzstoffen zuzuordnen waren.
Im Gegensatz dazu wurden in der SARA-Woche 41 miRNAs gefunden, welche nur in der
Gruppe mit phytogenen Zusatzstoffen exprimiert wurden. Die Tiere mit den phytogenen
Zusatzstoffen in der Diat wiesen insgesamt 562 miRNAs auf und jene ohne Behandlung 541

miRNAs. Im Zuge der Arbeit wurden einige miRNAs gefunden, welche als pansenspezifisch
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angesehen werden koénnen. Bta-miR-6527 kam nur in der Kontrollgruppe wahrend der
Grundfutterration vor und kénnte als Biomarker fir gesunde Pansenpapillen dienen, wahrend
miR-15a-3p, bekannt im Zusammenhang mit apoptotischen Prozessen (Druz et al. 2013)
wahrend einer Diat exprimiert wurde, welche das Risiko fiir SARA deutlich erhéht. Die miRNAs
miR-33b, miR-376a, miR-584 und miR-665, welche als Tumorsuppressoren bzw. als
Tumormarker postuliert werden (Zhao et al. 2017), wurden im Zusammenhang mit dem
phytogenem Zusatzstoff exprimiert und kénnten einen positiven Einfluss auf Pansenpapillen
haben.

Im Allgemeinen ist erst recht wenig Uber die Funktion boviner miRNAs bekannt. Obwohl der
Pansen ein Organ von zentraler Wichtigkeit fir ruminierende Tiere darstellt, gibt es erst wenige
Studien, die sich mit pansenspezifischen miRNAs oder mit dem miRNA-Expressionsprofil bei
unterschiedlichen Diaten beschaftigen. Die hier erarbeiteten Daten und Ergebnisse bilden eine
wichtige Grundlage fur weitere Studien zum miRNA-Expressionsprofil bei subakuter
Pansenazidose sowie bei Zugabe phytogener Futtermittelzusatzstoffe zur Vermeidung einer
SARA.
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8. SUMMARY
The subclinical form of rumen acidosis occurs primarily in herds fed a high-concentrate, low-
fiber ration. Although this type of ration carries a risk for SARA, it is often used to increase the
herd's yield through the energy derived from it. Phytogenic feed additives have the potential to
support rumen health, according to studies. It has been shown that by adding them to high-
energy rations, they increase rumination and chewing activity and thus are able to reduce feed-
induced acidity by increasing salivation. MicroRNAs are known to regulate gene expression.
They play a crucial role in physiological processes in the body but also in the pathogenesis of
various diseases. The aim of this work was to isolate microRNAs from rumen papillae during
different diets and to determine whether, on the one hand, phytogenic feed additives in a ration
and, on the other hand, a high-concentrate low-fiber ration altered the expression of miRNAs.
Nine multiparous dry Holstein Friesian cattle were used for the experiment, which were divided
into two groups. At the beginning, a forage diet and later a high grain diet with 65 % concentrate
mixture were fed. The verum group received phytogenic feed additives in addition to the ration.
Already during the adaptation phase, which was made before the complete feed change,
SARA was detected. For the experiment, papillae were taken from the ventral rumen sac and
homogenized in the laboratory. RNA isolation was performed from the samples followed by
microRNA deep sequencing. The results indicate different microRNA expression patterns
during the two diets and during the addition of phytogenic additives. Thus, 35 miRNAs were
found to be affected by the phytogenic feed additive and 18 miRNAs were found to be
expressed only during a SARA and thus could be specific for subacute rumen acidosis. Within
the forage diet, 29 miRNAs were expressed, which could only be assigned to the group with
phytogenic additives. In contrast, 41 miRNAs were found in the SARA week, which were
expressed only in the group with phytogenic additives. The animals with the phytogenic
additives in their diet had a total of 562 miRNAs and those without treatment had 541 miRNAs.
During the course of this work, several miRNAs were found that could be considered rumen
specific. Bta-miR-6527 was present only in the control group during the forage diet and could
serve as a biomarker for healthy rumen papillae, while miR-15a-3p, known to be associated
with apoptotic processes (Druz et al. 2013) was expressed during a diet that significantly
increased the risk for SARA. The miRNAs miR-33b, miR-376a, miR-584, and miR-665, which
are postulated to be tumor suppressors and tumor markers, respectively (Zhao et al. 2017),
were expressed in association with the phytogenic additive and could have a beneficial effect
on rumen papillae. In general, quite little is known about the function of bovine miRNAs.

Although the rumen is an organ of central importance for ruminant animals, there are only a
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few studies dealing with rumen-specific miRNAs or with miRNA expression profile under
different diets. Thus, the data and results generated will be an important basis for further

research of miRNA expression profile in subacute rumen acidosis as well as when phytogenic
feed additives are added to prevent SARA.
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MIT PHYTOGENEM FUTTERMITTELZUSATZSTOFF IN ABSTEIGENDER REIHENFOLGE SORTIERTS0
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13. ANHANG

Tabelle S 1: miRNAs, nur exprimiert in der Kontrollgruppe. Aufgelistete miRNAs fanden sich nicht in der Gruppe
mit phytogenen Zusatzstoffen wieder. Die Spalten sind einzeln zu betrachten.
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Exklusiv exprimierte miRNAs der Kontrollgruppe

Wahrend der Grundfutterration Wahrend der konzentratreichen Ration
bta-miR-2474 bta-miR-2316
hsa-miR-15a-3p bta-miR-449a
bta-miR-2285ar bta-miR-2440

bta-miR-2285bd
bta-miR-9851
bta-miR-376¢
hsa-miR-376¢-5p
bta-miR-11993
bta-miR-2285bb
bta-miR-545-3p
bta-miR-3064
bta-miR-11997
bta-miR-2285ag-3p
hsa-miR-204-3p
bta-miR-2285bp
hsa-miR-92a-1-5p
bta-miR-2403
bta-miR-11990
bta-miR-6527
hsa-miR-138-2-3p

bta-miR-2431-3p
bta-miR-11974
bta-miR-323b-3p
bta-miR-2285bb
bta-miR-6536
bta-miR-1291
bta-miR-2448-5p
bta-miR-2483-3p
bta-miR-2349
hsa-miR-541-5p
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Tabelle S 2: miRNAs, welche innerhalb der Kontrollgruppe entweder nur wahrend der Grundfutterration oder nur
wéhrend der konzentratreichen Ration exprimiert wurden. Die miRNAs beziehen sich rein auf den Vergleich der
miRNAs der Kontrollgruppe Woche 1 vs. Kontrollgruppe Woche 2. Somit kénnen sie auch in der Gruppe mit

phytogenen Zusatzstoffen exprimiert worden sein.

miRNAs der Kontrollgruppe wahrend beider Didten im Vergleich

Grundfutterration

1 bta-miR-6516

2 bta-miR-10167-3p
3 bta-miR-2285¢d

4 bta-miR-2285ai-5p
S bta-miR-2284ac

6 bta-miR-2285au

7 bta-miR-2339

8 bta-miR-154b

9 bta-miR-2285bz
10 bta-miR-2382-3p
" bta-miR-33b

12 bta-miR-487a

13 bta-miR-10162-5p
14 bta-miR-7180

15 bta-miR-376¢

16 hsa-miR-376¢-5p
17 bta-miR-11993

18 bta-miR-2285be
19 bta-miR-502b

20 bta-miR-3064

21 bta-miR-545-5p
22 bta-miR-2320-3p
23 bta-miR-665

24 bta-miR-11997

25 bta-miR-2285ag-3p
26 bta-miR-411b

27 hsa-miR-204-3p
28 hsa-miR-1468-3p
29 hsa-miR-376a-5p
30 bta-miR-2285bp
3 bta-miR-656

Konzentratreiche Ration
hsa-miR-412-5p
bta-miR-2320-5p
bta-miR-2427
bta-miR-431
bta-miR-411c-3p
bta-miR-2483-5p
bta-miR-11971
hsa-miR-19b-1-5p
bta-miR-2285di
bta-miR-584
bta-miR-1291
bta-miR-2448-5p
bta-miR-2483-3p
bta-miR-2349
hsa-miR-188-3p
bta-miR-2285bg
hsa-miR-541-5p
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32 hsa-miR-92a-1-5p
33 bta-miR-2403

34 bta-miR-11990

35 bta-miR-2454-3p
36 bta-miR-6527

37 hsa-miR-138-2-3p

Tabelle S 3: miRNAs nur in der Gruppe mit phytogenen Zusatzstoffen exprimiert. Wéahrend der Grundfutterration:
hier wurden alle miRNAs der Kontrollgruppe und alle miRNAs der Gruppe mit den phytogenen Zusatzstoffen, die
wédhrend der Grundfutterfiitterung exprimiert wurden, verglichen. Wéhrend der konzentratreichen Ration: hier
wurden alle miRNAs der Kontrollgruppe und alle miRNAs der Gruppe mit den phytogenen Zusatzstoffen, die
wéhrend der konzentratreichen Diét exprimiert wurden, verglichen. Aufgelistete miRNAs fanden sich nicht in der
Kontrollgruppe wieder. Die Spalten sind einzeln zu betrachten.

Exklusiv exprimierte miRNAs der Gruppe mit phytogenen Zusatzstoffen

Wahrend der Grundfutterration Wahrend der konzentratreichen Ration

1 hsa-miR-412-5p bta-miR-6516

2 bta-miR-2320-5p bta-miR-10167-3p
3 bta-miR-2427 bta-miR-2285¢d
4 bta-miR-431 bta-miR-2285ai-5p
5 bta-miR-11975 bta-miR-2284ac
6 bta-miR-11976 bta-miR-2285au
7 bta-miR-411c-3p bta-miR-2339

8 bta-miR-6122-3p bta-miR-154b

9 hsa-miR-376a-3p bta-miR-2285bz
10 bta-miR-376a bta-miR-2382-3p
1 bta-miR-191b bta-miR-33b

12 bta-miR-2285ac bta-miR-487a

13 bta-miR-2285bx bta-miR-7180

14 bta-miR-584 bta-miR-376¢

15 bta-miR-376b hsa-miR-376¢-5p
16 bta-miR-11985 bta-miR-11975
17 bta-miR-2448-5p bta-miR-11976
18 bta-miR-2397-5p bta-miR-11993
19 bta-miR-2285ak-5p bta-miR-6122-3p
20 bta-miR-11982 bta-miR-502b

21 bta-miR-2285bu hsa-miR-376a-3p
22 bta-miR-2457 bta-miR-376a



23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
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bta-miR-10164-3p
bta-miR-2285v
bta-miR-2400
bta-miR-2425-5p
bta-miR-2285cu
hsa-miR-541-5p
bta-miR-2475

bta-miR-191b
bta-miR-3064
bta-miR-2285ac
bta-miR-545-5p
bta-miR-2285bx
bta-miR-665
bta-miR-11997
bta-miR-376b
bta-miR-2419-3p
bta-miR-2397-5p
bta-miR-2285ak-5p
bta-miR-2285bp
bta-miR-2285at
bta-miR-2285bu
bta-miR-2457
bta-miR-2285¢q
bta-miR-11984
bta-miR-12008
bta-miR-2313-3p

Tabelle S 4: miRNAs exprimiert nur in Woche 1 bzw. nur in Woche 2 der Gruppe mit phytogenen Zusatzstoffen.
Die miRNAs beziehen sich rein auf den Vergleich der miRNAs der Gruppe mit phytogenem Zusatzstoff Woche 1
vs. Gruppe mit phytogenen Zusatzstoffen Woche 2. Somit kénnten sie auch in der Kontrollgruppe exprimiert worden

sein.
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miRNAs der Gruppe mit phytogenem Zusatzstoff wahrend beider Diaten im

Grundfutterration

bta-miR-2316
bta-miR-449a
bta-miR-2440
bta-miR-2431-3p
bta-miR-11974
bta-miR-323b-3p
bta-miR-10162-5p
bta-miR-2285be

Vergleich

Konzentratreiche Ration

bta-miR-2474
hsa-miR-15a-3p
bta-miR-2285ar
bta-miR-2285bd
bta-miR-9851
bta-miR-376¢
hsa-miR-376¢-5p
bta-miR-11993



10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25

bta-miR-6536
bta-miR-2320-3p
bta-miR-411b
bta-miR-11985
bta-miR-2448-5p
hsa-miR-1468-3p
hsa-miR-376a-5p
bta-miR-656
bta-miR-11982
bta-miR-10164-3p
bta-miR-2454-3p
bta-miR-2285v
bta-miR-2400
bta-miR-2425-5p
bta-miR-2285cu
hsa-miR-541-5p
bta-miR-2475
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bta-miR-2483-5p
bta-miR-545-3p
bta-miR-11971
bta-miR-3064
hsa-miR-19b-1-5p
bta-miR-2285di
bta-miR-11997
bta-miR-2419-3p
bta-miR-2285bp
bta-miR-2285at
hsa-miR-188-3p
bta-miR-2285cq
bta-miR-2285bg
bta-miR-11984
bta-miR-12008
bta-miR-2313-3p
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