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Internationaler Stand der Forschung und eigene Forschungsergebnisse

Rinder sind okonomisch gesehen die wichtigsten Nutztiere in der deutschen
Landwirtschaft. Der landwirtschaftliche Produktionswert von Milch und Milchprodukte
betrug 2024 mehr als 14 Milliarden Euro und mit einer jahrlichen Produktion von
ca. 32 Millionen Tonnen Milch ist Deutschland mit 4,1 Millionen MilchkUhen der grofte
Milcherzeuger in der Europaischen Union.

Durch die Steigerung der Milchleistung in den letzten Jahrzehnten sind aber im
Gegenzug die Fruchtbarkeitsraten der Milchkihe gesunken (Dillon et al., 2006). Als
eine der Hauptursachen gilt die Entzindung der Gebarmutterschleimhaut
(Endometritis) (Sheldon et al., 2014). Die subklinische Endometritis tritt meist nach
dem Abkalben auf und kann nur aufgrund einer erhohten Anzahl von
polymorphkernigen Neutrophilen (PMN) in einer zytologischen Probe des Uterus
detektiert werden. Subklinisch erkrankte Kuhe zeigen im Vergleich zu gesunden Tieren
eine verminderte Fruchtbarkeit. Je nach Herde und Zeitpunkt zeigen bis zu 75 % der
Kihe Anzeichen einer subklinischen Endometritis (Baranski et al., 2012; Cheong et
al., 2012). Dies hat enorme Okonomische Verluste fur die Landwirte zur Folge.
Ldhrmann (2012) errechnete einen Gesamtverlust fur den Landwirt von 290 Euro pro
erkranktem Tier und somit ergibt sich ein Verlust von 400 Mio. Euro jahrlich fur die
deutschen Milchviehhalter. Fruchtbarkeitsstorungen beim Hochleistungsmilchrind
stellen ein zunehmendes Problem dar, da Sterilitat mit 21,2 % der Hauptabgangsgrund
fir Milchkihe ist (ADR, 2015).

Bislang liegt trotz intensiver Forschung in den letzten Jahren kein wirksames und
explizit fir die Behandlung der subklinischen Endometritis zugelassenes Arzneimittel
vor. Es kann weder durch eine Behandlung mit dem Hormon Prostaglandin F2aipha
(PGF24) noch mit lokal wirkenden Antibiotika eine signifikant verbesserte Fruchtbarkeit
erzielt werden (Galvao et al., 2009; Kasimanickam et al., 2005b; Lima et al., 2013).
Zusatzlich ergibt sich bei der Verwendung von Antibiotika die Problematik, dass jeder
Einsatz Resistenzentwicklungen pathogener Keime férdern kann (De With et al.,
2004). Weiterhin hat ein Antibiotikaeinsatz auch die unerwlinschte Nebenwirkung,
dass gleichzeitig die kommensale Mikroflora zerstort wird. Daher sollte ein vorrangiges
Ziel in der Veterinarmedizin die Beschrankung des Antibiotikaverbrauchs auf ein
notiges Minimum sein.

Ein abgeschlossenes DFG-Projekt (DFG GA 1077/5-1) unserer Arbeitsgruppe folgte
der Idee, eine antibiotikafreie Behandlungsalternative fur die subklinische Endometritis
zu erproben, bei der zusatzlich noch die Fruchtbarkeitsraten gesteigert werden sollten.
Die Anwendung, auch prophylaktisch, von probiotischen Milchsaurebakterien
(Laktobazillen) kann eine Alternative zum Antibiotikaeinsatz sein. Die Grundhypothese
war, dass ein probiotischer Stamm als nichtpathogener Keim sowohl die pathogenen
Keime verdrangt, als auch die Wiederherstellung einer schutzenden kommensalen
Mikroflora unterstitzt.

Der autochthone Stamm L. buchneri wurde fir die Behandlung der subklinischen

Endometritis ausgewahlt. Die intrauterine Applikation enthielt
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1,5-2 x 100 koloniebildende Einheiten (kbE), welche in 20 ml isotoner, steriler
Kochsalzlésung aufgenommen wurden. Als Versuchstiere dienten Milchkuhe, die am
Tag 24-30 pp untersucht und behandelt wurden.

Zur Beurteilung der Fertilitat wurden L. buchneri- (n=56) und Placebobehandlungen
(isotonische Kochsalzlésung) (n=60) von Tieren verglichen. Beide Gruppen enthielten
gesunde und kranke Tiere. Die Milchkihe mit subklinischer Endometritis (Lutealphase
oder azyklisch) wurden zufallig in zwei Gruppen (n=16 Tiere pro Gruppe) unterteilt.

Die Gustzeit (Zeitraum zwischen Abkalbung und erstem Trachtigkeitstag) war bei den
mit L. buchneri-behandelten Tieren um durchschnittlich 30 Tage signifikant kirzer als
bei den placebobehandelten Kihen (103 versus 133 Tage). Die Rastzeit (Tag der
Erstbesamung nach letzter Abkalbung) war ebenfalls kirzer (67 versus 81 Tage). Es
mussten insgesamt weniger kinstliche Besamungen vorgenommen werden (1,9
versus 2,4), bis die Tiere trachtig wurden. (Peter et al., 2018).

Wenn man nur die Daten betrachtet, die von den Tieren mit Anzeichen einer
subklinischen Endometritis erhoben wurden, ist der Unterschied noch offensichtlicher.
Die Gustzeit war bei den mit L. buchneri-behandelten Tieren um durchschnittlich 90
Tage signifikant kurzer als bei den placebobehandelten Kihen (74 versus 164 Tage).
Es mussten insgesamt weniger kunstliche Besamungen vorgenommen werden (1,7
versus 3,3), bis die Tiere trachtig wurden (Peter et al., 2018).

Durch  diese Vorarbeiten wurde gezeigt, dass eine antibiotikafreie
Behandlungsalternative mit diesem Laktobazillenstamm bei einer prophylaktischen
Anwendung an Milchkuhen, die auch klinisch gesunde Tiere miteinschlie3t, eine
frGhere Trachtigkeit um bis zu 30 Tage erreicht werden kann (Peter et al., 2018). Diese
ersten Ergebnisse lassen das immense wirtschaftliche und therapeutische Potential
dieses Ansatzes erkennen.

Angestrebte Validierung

Ein Ziel dieses Vorhabens war es, die Vermehrung und Lagerung des
L. buchneri DSM 32407 zu validieren und zu optimieren, um eine ,Standard operation
procedure” (SOP) zur Herstellung des Bakteriums zu erstellen als auch um die
Stabilitdat und damit die Wirksamkeit des Laktobazillenstamms zu garantieren (z. B.
bestes Einfriermedium, Lagerung, lyophilisierte Form).

Ein weiteres Ziel war es, in einem Tierversuch die optimale Dosis des L. buchneri DSM
32407 zur Behandlung von Kuhen mit einer subklinischen Endometritis bzw. gesunden
Kihen zu bestimmen. Erst nach Applikation kann festgestellt werden, ob die Tiere an
subklinischer Endometritis erkrankt oder gesund sind. Da in dem ersten erfolgreichen
Experiment nur eine Dosis verwendet wurde, sollte jeweils eine niedrigere und eine
hohere Dosis intrauterin im Vergleich appliziert werden. Weiterhin sollte die optimale
Applikationsform bestimmt werden. Hier galt es zu valideren, ob mit einer lyophilsierten
Form gleiche oder bessere Ergebnisse zu erzielen sind als mit der kryokonsiervierten
Form.



Arbeitsprogramm
Arbeitspakete

Arbeitspaket 1: Funktionalitat von L. buchneri DSM 32407 nach der
Lyophilisierung

Im Rahmen des Arbeitspakets AP1 sollte die Vermehrung und Lagerung des
L. buchneri DSM 32407 zu Beginn des Projekts validiert und optimiert werden, um eine
SOP zur Herstellung des Bakteriums fur das gesamte Projekt zu erstellen.

Dazu wurden verschiedene Selektivmedien zur Vermehrung fur Laktobazillen getestet
als auch unterschiedliche Bedingungen (aerob oder microaerophil). Dabei stellt sich
die Methode der Vermehrung in MRS-Medium unter aeroben Bedingungen als
effizienteste Methode heraus. Weiterhin musste das Up-Scaling auf bis zu 3 Liter
Herstellvolumen optimiert werden, da die erforderliche Menge an Laktobazillen in
maximal 3 Batches erfolgen sollte. Es wurde immer darauf geachtet, dass das
Wachstum der Laktobazillen im log-Bereich erfolgte. Dementsprechend wurde eine
SOP erstellt, um eine standardisierte Vermehrung flir mehrere Chargen fur die
Applikation im Tierversuch zu garantieren. Ebenso wurden Arbeits-Glycerin-Stocks
erstellt, um nicht permanent auf den Ursprungs-Glycerin-Stock zurlickgreifen zu
mussen.

Im Rahmen dessen wurde auch die optimale Lagerung der einzelnen Aliquots fur den
Tierversuch validiert. Dabei stellte sich die Lagerung mit 28% (v/v) Glycerin in MRS-
Medium mit einer Uberlebensrate von ca. 65 % als die optimale Variante heraus, die
dann als Goldstandard fur das gesamte Projekt festgelegt wurde.

Die Verwendung von lyophilisierten L. buchneri DSM 32407 ware das einfachste
Verfahren zum Transport und Lagerung fur den Tierarzt und Landwirt. Erste
Lyophilisierungsversuche ohne lyoprotektiven Substanzen zeigten jeweils, dass nur
eine Uberlebensrate von ca. 2,5 % erreicht werden konnte. Daher wurden weitere
Optimierungsschritte mit verschiedenen lyoprotektiven Substanzen in zahlreichen
unterschiedlichen Kombinationen durchgefuhrt. Mit einigen Kombinationen konnte in
kleinem Mafstab (2 ml) Uberlebensraten der Laktobazillen von tber 80% erreicht
werden, was denen, der in Glycerin-Stocks gelagerten Bakterien, Ubertraf.

Die Lyophilisierung von L. buchneri DSM 32407 wurde weiter optimiert, da die
Lyophylisate zu Beginn nur mit kleinen Volumina und geringen
Bakterienkonzentrationen getestet wurden. Es fand ein Up-Scale statt, wobei
Magermilchpulver und Zucker in verschiedenen Kombinationen und Anteilen getestet
wurden. Proben mit Milchpulver als Fullstoff wurden angesetzt, um eine pulvrige
Konsistenz mit den gleichen Uberlebensraten zu erhalten. Dabei erwies sich eine
Kombination mit Magermilch und Trehalose mit einer Uberlebensrate der Bakterien
von uber 65% als die beste.

Im Zulassungsprozess fur die Lyophilisate als Applikationsform zur Behandlung der

subklinischen Endometritis stellte sich jedoch heraus, dass die Verwendung von
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Milchpulver erhebliche aufwandige Zulassungsprozesse in dieser Phase erfordert
hatte, so dass weitere Kombinationen von lyoprotektiven Substanzen ohne
Verwendung von Milchpulver validiert werden mussten. Dabei konnte mit einer
Kombination von Zuckern Uberlebensraten von tiber 65% erreicht werden, was den in
Glycerin gelagerten Bakterien entspricht. Die Verwendung von Zuckern hatte
allerdings einen negativen Einfluss auf die Konsistenz, welche die Handhabung der
Proben stark beeintrachtigte. Daher musste immer individuell die Uberlebensrate fiir
jedes Aliquot bestimmt werden.

Ein weiterer Schwerpunkt des AP1 war die Uberpriifung der Funktionalitat des
L. buchneri DSM 32407 nach unterschiedlicher Lagerung oder verschiedenen
Vermehrungsbedingungen. Daflr sollten Proteom- und Metabolom-Analysen
herangezogen werden. Die Metabolom-Analysen wurden von Prof. Dr. Ehling-Schulz
in Wien durchgefuhrt. Fur die Proteom-Analysen wurden jeweils parallele Proben
hergestellt und gelagert und in Minchen im Labor von Dr. Fréhlich gemessen.

Die Metabolom-Messungen wurden mittels FT-IR-Spektren durchgeflihrt. Dabei gab
es Unterschiede zwischen den verschiedenen Aufzucht- und Lagerungsmedien, aber
keine innerhalb desselben verwandten Mediums. Dies war wichtig in Bezug auf die
Proben und Glycerin-Stocks in MRS-Medium. Die Lagerungszeit beeinflusste das
Metabolomprofil nicht. Es stellte sich heraus, dass es zwischen den reaktivierten
Bakterien aus unterschiedlichen Gly-Stocks keine Unterscheide gab. Die Bakterien
aus dem ersten (ca. 10 Jahre alt), wie auch die, von den neu hergestellten Glycerin-
Stocks, zeigten nach Wachstum im MRS-Medium das gleiche Spektrum.

Spektren kultivierte Bakterien
Messung 2022, Stichagarproben

Stichagarprobe 2022, 2 Jahre im Glyc auf -80°C

i MRS__C7.0

ci_ MRS_ C11.0
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Abbildung 1: Vergleich der FT-IR-Spektren der lyophilisierten Proben mit den Proben
aus den Glycerin-Stocks nach Wachstum auf MRS

Parallel hierzu wurden Proben wurden fur die Proteom-Analyse, die mittels
Massenspektrokopsie durchgefuhrt wurden, hergestellt In Vorversuchen fur die
Proteom-Analyse musste zuerst getestet werden, welches Lyse-Verfahren das
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geeignetste ist. Die Verwendung von Silicat- Beads und RIPA-Puffer stellte sich als
das beste Verfahren heraus, um das Proteom zu bestimmen. Die ersten Analysen
liefen erfolgreich und es wurden ungefahr 1300-1500 Proteine identifiziert.
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Abbildung 2: Volcano-Plot des Vergleichs von L. buchneriin MRS-Medium (blau) und
nach 48 Stunden Lagerung im Kuhlschrank (rot)

Nach der Optimierung wurden die eigentlichen Proteom-Analysen mit jeweils funf
unabhangig produzierten Proben aus jeweils unterschiedlichen Anzuchten bzw.
Medien durchgefuhrt. Es ergaben sich nur Unterschiede im Proteinmuster zwischen in
MRS-Medium gewachsenen Bakterien und solchen, die direkt aus dem Gly-Stock
nach 48 h Lagerung im Kuhlschrank oder aus den Lyophilisaten isoliert wurden.

Im Rahmen des Arbeitspakets AP1 wurden der SOP folgend mehrere Chargen des
L. buchneri DSM 32407 fur das AP2 hergestellt. Weiterhin wurden Qualitatsstandards
etabliert, um sowohl eine Stabilitdt des Stamms bei der Lagerung als auch bei der
Produktion in groferem Umfang beim Up-Scaling zu monitoren. Zum einen wurden bei
jeder Herstellung einer neuen Charge Negativkontrollen mitgefihrt, um
Kontaminationen auszuschlieBen. Weiterhin wurden von jeder neuen Charge
Ruckstellproben angefertigt, eine Sequenzierung durchgeflhrt und das Proteom bzw.
Metabolom untersucht, um zu garantieren, dass der Stamm in seinen Eigenschaften
gleichgeblieben und stabil war, um verlasslich reproduzierbare Ergebnisse zu liefern.
Mit diesen Tests wurde eine Validierung des Herstellungsprozesses und der Lagerung
der Bakterien sichergestellt.

SchluBlfolgerung: Es konnte gezeigt werden, dass L. buchneri DSM 32407 keine
EinbuRen in der Funktionalitat erleidet. Somit konnte gezeigt werden, dass die
Bakterien in dem gelagerten Gly-Stock Uber Jahre hinweg stabil reaktiviert werden
konnen.



Arbeitspaket 2: Dosierungsoptimierung der Behandlung mit L. buchneri DSM
32407 von gesunden Kihen bzw. von Kiihen an subklinischer Endometritis
erkrankt + Arbeitspaket 3: Behandlung von gesunden Kiihen bzw. von Kiihen an
subklinischer Endometritis erkrankt mit kryokonservierten bzw. lyophilisierten
L. buchneri DSM 32407

In dem Versuch des ,proof-of-principle“ wurde schon gezeigt, dass die intrauterine
Applikation von 1,5-2 x 10'° kbE einen Effekt auf die Verbesserung der Fruchtbarkeit
zur Folge hatte. Ziel dieser Validierung war es jeweils, die gleichen oder besseren wie
schon zuvor erzielten Fruchtbarkeitsparameter fur alle behandelten Tiere, wie eine
verkurzte Gustzeit um 30 Tage, 0,5 weniger kinstliche Besamungen und eine 50%
hohere Erstbesamungsrate bei den L. buchneri- vs. den Placebo-behandelten Tieren,
zu erreichen. Ebenso sollten die gleichen oder besseren Fruchtbarkeitsparameter fir
die an subklinischer Endometritis erkrankten Tiere (verklrzte Gustzeit um 90 Tage,
1,6 weniger kinstliche Besamungen und eine vierfach héhere Erstbesamungsrate bei
den L. buchneri- vs. den Placebo-behandelten Tieren) erreicht werden.

Im Rahmen dieses Arbeitspakets sollte geklart werden, ob eventuell eine finffach
geringere Menge (4 x 10° kbE) bzw. mit einer flinffach hoheren Menge (1 x 10"" kbE)
das gleiche Ergebnis erzielt noch bessere Erfolge in der Trachtigkeit erzielt werden
konnen. Im Rahmen des Arbeitspakets AP3 sollte geklart werden, ob
L. buchneri DSM 32407 in lyophilisierter Form (1,5-2 x 10'° kbE) die gleichen Effekte
erzielte wie die bei -80 °C kryokonserviert gelagerte.

Im Rahmen dieses Arbeitspakets wurden zuerst die Antrage flr den Tierversuch, die
Festlegung der Wartezeit und die Prifung eines Arzneimittels eingereicht. Der
Tierversuch wurde ohne Probleme genehmigt. Die rechtliche Grundlage fir die
Festlegung der Wartezeit bei einer Prifung eines Arzneimittels hatte sich nach
Einreichung des Antrags bis zum Beginn des Projekts geandert, sodass sich die
endgultige behordliche Entscheidung jedoch verzdgerte. Im Rahmen des damaligen
Tierversuchs musste eine Festlegung der Wartezeit auf Fleisch und Milch beim
Bundesamt fur Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL) beantragt
werden. Das BVL legte daraufhin eine vorlaufige Wartezeit fur Milch und Fleisch auf
-,NULL® Tage fur diesen von uns eingesetzten Laktobazillenstamm fest. Dies war
zwischenzeitlich aufgrund neuer EU-Richtlinien nicht mehr moglich, anderte sich aber
erfreulicherweise kurz vor der Beantragung der Genehmigungen. Als ,biological
substances” ist dieser Laktobazillen-Stamm ,out-of-scope® und damit missen keine
Bestimmungen der ,Maximum residue limits (MRL)“ durchgefihrt werden. Ebenso
hatte sich das Tierarzneimittelrecht geandert, so dass nun die Behorden vor Ort des
Landes Brandenburg (LAVG) fur eine vorlaufige Einschatzung und Festlegung
zustandig waren. Zusatzlich handelte sich nun um einen Prazedenzfall und
dementsprechend um eine Einzelfallentscheidung. Die vorlaufige Wartezeit fur
essbares Gewebe und Milch wurde fur alle Konzentration und Applikationsform nun
wieder auf NULL Tage festgesetzt.



Damit sind die Grundlagen fur die endgultige Einschatzung der Wartezeit fur Milch und
Fleisch gelegt. Damit hatte bei einer solchen endgultigen Entscheidung fur Null Tage
eine Verwendung von Laktobazillen keine finanziellen EinbufRen durch Wartezeiten fur
die Landwirte zur Folge.

Aus diesem Grund konnte erst nach dieser verzégerten positiven Entscheidung der
Tierversuch Anfang 2023 auf einem Betrieb (Betrieb 1) gestartet werden. Zusatzlich
wurde eine Genehmigung Ende 2023 flir einen zweiten Betrieb (Betrieb 2) erteilt.
Seitdem wurden wochentlich auf jedem der Betriebe Tiere beprobt und behandelt.

Im Rahmen dieses Projekts mit diesem Laktobazillenstamm haben Frau Dr. Simone
Westermann und Tierarztin Frau Paula-Marie WeilRinger die Erlaubnis zum Fuhren
einer tierarztlichen Hausapotheke in den Raumlichkeiten des Instituts fir Veterinar-
Biochemie der Freien Universitat Berlin. Zusatzlich besitzen beide die
Herstellungserlaubnis zur Prifung des Einflusses von L. buchneri nach intrauteriner
Applikation auf den endometrialen Entzlindungsstatus und die Fruchtbarkeit.

Im Rahmen des Tierversuchs wurde Milchkihen am Tag 24-30 pp intrauterin
L. buchneri DSM 32407 appliziert (n=100 pro Gruppe, wovon ca. 20-30 Tiere an
subklinischer Endometritis erkrankt waren) unabhangig vom Gesundheitszustand
(gesund oder subklinische Endometritis). Als Vergleich dient eine Placebo-Gruppe
(physiologische Kochsalzlosung).

Gruppe | (PLA): Placebo 20 ml isotoner, steriler Kochsalzlésung

Gruppe Il (LAC LOW): 4 x 10° kbE L. buchneri DSM 32407

Gruppe lll (LAC MED): 1,5-2 x 10" kbE L. buchneri DSM 32407

Gruppe IV (LAC HIGH): 1 x 10" kbE L. buchneri DSM 32407

Gruppe V (LAC LYO): 1,5-2 x 10"° kbE in lyophilisierter Form L. buchneri DSM 32407

Von klinisch unauffalligen Tieren wurden mit der Cytobrush-Technik (Gabler et al.,
2009; Kasimanickam et al., 2005a) zytologische Proben genommen. Zunachst wurde
ein 60 cm langer Metallkatheter mit einem Durchmesser von 5 mm, der von einer
Plastikhille umgeben war, vaginal eingefuhrt und unter rektaler Kontrolle durch die
Zervix bis in den Uterus vorgeschoben. Ein Cytobrush wurde durch den im Uterus
befindlichen Metallkatheter eingefihrt und die Endometriumsprobe enthommen. Das
Cytobrush wurde durch den Katheter zuriickgezogen und aus dem Uterus entfernt.
Der Metallkatheter verblieb wahrend der Probenentnahme im Uterus und diente flr
das Cytobrush als Flhrungsschiene. Durch diesen Metallkatheter wurde nun ein
steriler 62 cm langer Polytetrafluoroethylen-Schlauch mit einem inneren Durchmesser
von 2 mm fir die aseptische Applikation von L. buchneri bzw. Placebo eingeflihrt. Die
Milchkihe wurden zufallig in die Gruppen | bis IV unterteilt. Nach Durchflihrung der
Bestimmung der optimalen Konzentration wurden die Milchkihe mit lyophilisierten
Bakterien behandelt.



Die intrauterine Applikation enthielt die entsprechende kbE und wurde in 20 ml
isotoner, steriler Kochsalzlésung (0,9 %; B. Braun, Melsungen) aufgenommen und
danach in eine 20 ml Plastikspritze (Injekt, B. Braun) aufgezogen. Die Tiere der
Kontrollgruppe bekamen 20 ml der physiologischen Kochsalzlésung als
Placebobehandlung. Anhand des PMN-Anteils im anschlieBenden Ausstrich wurden
die Kihe als subklinisch erkrankt (PMN = 5% an der Gesamtzellzahl) oder gesund
eingeteilt.

21 Tage spater wurden die Kuhe tierarztlich untersucht und der spatere
Trachtigkeitserfolg wurde 35 Tage nach Besamung notiert. Bei jedem Tier wurde vor
der L. buchneri DSM 32407-Applikation sowie beim zweiten Untersuchungstermin
(Tag 45-51 pp) eine zusatzliche Cytobrush-Probe fur die mRNA-Analyse gewonnen
und danach wurde die mRNA-Expression der bekannten pro-inflammatorischen
Markergene untersucht. Dies dient der Validierung des Effekts der L. buchneri DSM
32407-Applikation.

Diese erhohte Tierzahl ist der Tatsache geschuldet, dass initial mehr Tiere behandelt
wurden, da erst nach Applikation festgestellt werden konnte, ob die Tiere an
subklinischer Endometritis erkrankt oder gesund waren. Alle Gruppen enthielten somit
gesunde und kranke Tiere. Der Anteil der Tiere an subklinischer Endometritis erkrankt,
war in jeder Gruppe um die 30 %.

Die Gustzeit (Zeitraum zwischen Abkalbung und erstem Trachtigkeitstag) war bei den
mit der Placebo Gruppe und der mit unterschiedlichen Konzentrationen mit
L. buchneri-behandelten Tieren ca. 100 Tage (siehe Tabelle 1). Die Rastzeit und die
Anzahl der kunstlichen Besamungen waren ebenso ahnlich zwischen den Gruppen,
bis die Tiere trachtig wurden.

Behandlung Mittelwert St.d.-

Tage |Abweichung
Gruppe | PLA 99,6 40,8
Gruppe Il LAC LOW 93,6 40,0
Gruppe lli LAC MED 107,6 42,9
Gruppe IV LAC HIGH 108,0 51,7

Tabelle 1: GUstzeiten nach unterschiedlicher Behandlung

Wenn man allein die Daten betrachtet, die von den Tieren mit Anzeichen einer
subklinischen Endometritis oder gesunden Tieren erhoben wurden, gibt es auch hier
keinen Unterschied in der Gustzeit (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Gustzeiten fir Placebo (PLA) - bzw. L. buchneri (LAC) behandelte
Tiere.

Wenn man hingegen unabhangig vom uterinen Gesundheitszustand die Gruppe mit
lyophilisierten L. buchneri betrachtet, ergibt sich die kirzeste Gustzeit von
ca. 60 Tagen (x 12 Tage) mit der geringsten Schwankung.
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Abbildung 4: Gustzeiten fur Placebo (PLA) bzw. L. buchneri (LAC) behandelte
Tiere.
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Zusatzliche Cytobrushproben des Endometriums wurden von den Kuhen am
Tag 24-30 pp und 45-51 pp gewonnen, um die mRNA-Expression von
Kandidatengenen in den endometrialen Zellen zu messen. Dies diente der Validierung
des Effekts der L. buchneri DSM 32407-Applikation, um die Wirksamkeit der
Behandlung parallel zur Aufzeichnung der Fertilitatsdaten auf molekularer Ebene zu
Uberprufen. Als Markergene wurden CXCL1/2, CXCL3, CXCR2, IL1A, IL1B und IL8
verwendet. Dabei erwies sich vor allem IL8 als optimales Markergen. Es zeigte sich
vor allem eine stark verringerte mMRNA-Expression des Markergens IL8 am Tag 45-51
pp gegenuber Tag 24-30 pp in den Tieren mit subklinischer Endometritis. Der Effekt
war am starksten in der Gruppe mit der niedrigen und mittleren verwendeten
L. buchneri-Konzentration, wurde aber auch in der Placebo-Gruppe mit den Tieren mit
subklinischer Endometritis beobachtet (siehe Abbildung 5).

Dieser Effekt war nicht bei den gesunden Tieren zu beobachten, da die IL8 mRNA-
Expression auf niedrigem Niveau unverandert war am Tag 45-51 pp gegenuber Tag
24-30 pp.

Gruppen
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Mgesund
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80

60

40

relative ILB mRNA-Expression
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| e ——————
oo :
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—

PLA d24-30 pp
PLA d45-51pp

LAC-LOW d 24-30 pp
LAC-LOW d 45-51 pp
LAC-MED d 24-30 pp
LAC-MED d 45-51 pp
LAC-HIGH d 24-30 pp
LAC-HIGH d 45-51 pp

Abbildung 5: IL8 mMRNA-Expression von endometrialen Epithelzellen in Gegenwart
von Laktobazillen oder Placebo abhangig vom Gesundheitszustand (subklinisch oder
gesund) und Zeitpunkt (d 24-30 pp und 45-51 pp).
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40 Proben aus einem anderen Projekt wurden zur Validierung des Einflusses von einer
L. buchneri DSM 32407-Applikation auf das uterine Microbiom verwendet. Die
erhaltene bakterielle DNA wurde sequenziert mit einer 16S Sequenzierung, wobei
leider nur fur 22 Proben Sequenzier-Ergebnisse erhalten werden konnten. Es gab nur
drei Placebo-Tiere, bei denen eine Probe vorher und eine Probe nachher vorlagen. Bei
den mit L. buchneri DSM 32407 behandelten Kuhen waren nur zwei Proben nach
Behandlung auswertbar. Aufgrund der verkurzten Verfugbarkeit der Mitarbeiter aus
finanziellen Grinden, konnten wir keine weiteren Sequenzierungen mehr durchfuhren.

SchluBlfolgerung: Es konnte gezeigt werden, dass L. buchneri DSM 32407 einen
Effekt auf die Endometriumsschleimhaut hat mit einer verringerten Expression von pro-
inflammatorischen Faktoren. Aber leider konnten diese Effekte nicht in Bezug auf die
Fruchtbarkeit beobachtet werden. Einer der Griinde kénnte sein, dass beim ,proof-of-
priciple“-Versuch nicht so stringent die klinisch gesunden Tiere bestimmt wurden. In
der vorherigen Studie war das verwendete Ultraschallgerat nicht so empfindlich in
seiner Aufldsung, so dass vielleicht auch Tiere mit ganz leichten Anzeichen einer
klinischen Endometritis mit sehr wenig Eiter in die damalige Studie mitaufgenommen
wurden. Mit dem nun verwendeten Ultraschallgerat war die Auflésung sehr viel hdher
und diese Tiere wurden dann von der Aufnahme in die Versuchsgruppen
ausgeschlossen. Auf der anderen Seite zeigte, die Verwendung von lyophilisierten
L. buchneri DSM 32407 einen Effekt auf die Fertilitdt, unabhangig vom uterinen
Gesundheitszustand.

- der voraussichtliche Nutzen, insbesondere die Verwertbarkeit des
Ergebnisses — auch konkrete Planungen fiur die ndhere Zukunft - im
Sinne des fortgeschriebenen Verwertungsplans

Anwendungsfalle
Als Anwendung von L. buchneri DSM 32407 wird folgendes Szenario angestrebt.

Eine Verwendung von L. buchneri DSM 32407 wird in der intrauterinen Applikation zur
Verbesserung der Fertilitat gesehen, wie schon gezeigt werden konnte (Peter et al.,
2018). In diesem Validierungsprojekt wurden kein Effekt der unterschiedlichen
L. buchneri-Konzentrationen in kryokonservierter Form gegenuber der Placebo-
Gruppe beobachtet werden, was eventuell daran lag, dass ,zu gesunde® Tiere
ausgesucht wurden. Auf der anderen Seite konnten wir bei der Verwendung von
lyophilisierten L. buchneri einen deutlichen Effekt auf die Fertilitat sehen.
Fertilitatsprobleme sind ein groRer Kostenfaktor in den Milchviehbetrieben. Mit der
Applikation von L. buchneri DSM 32407 lieRe sich die Fertilitat steigern, ohne die
Verwendung von Antibiotika oder Hormonen. Vornehmlich soll damit die Behandlung
der subklinischen Endometritis erfolgen, da hier die grofdten Effekte in Bezug auf die
Fertilitat zu beobachten waren. In der Praxis wird aber die Diagnostik fur die
,Subklinische Endometritis“ in der Regel nicht durchgefuhrt. Dies konnte nur durch eine
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zeit- und kostenintensive Gewinnung einer zytologischen Probe und deren
nachfolgenden Auswertung erfolgen.

In Deutschland werden ca. 4,1 Millionen Milchkihe gehalten und ein entsprechend
groles Marktpotential ist somit vorhanden. Da bei den Verbrauchern ein hohes
Interesse an der Reduktion von Antibiotika in der Milch- und Fleischproduktion besteht,
gelten bei positivem Verlauf des Projekts Auftrage aus der Wirtschaft zur konkreten
Umsetzung in die Praxis als sehr wahrscheinlich. In Gesprachen mit Vertretern der
Zuchtverbande wurde ein langfristiges Potential von jahrlich bis zu 1 Million in
Deutschland verkaufter Portionen zur Erhdéhung der Fruchtbarkeit als realistisch
angesehen. Gerade der prophylaktische Einsatz wurde sich finanziell fur die Landwirte
lohnen. Genauso ware es fur die Tierarzte finanziell attraktiv, solch eine Applikation zu
vertreiben, da sie an der Anwendung verdienen wirden und so ein Interesse hatten,
dieses Arzneimittel in den Betrieben fur den Landwirt einzusetzen.

Generell wirde die Applikation des L. buchneri DSM 32407 durch die Verbesserung
des Gesundheitsstatus der Tiere dem Tierwohl! dienen, was einen hohen Stellenwert
bei den Verbrauchern hat. Es ware damit moglich, die Effizienz einer verlangerten
freiwilligen Wartezeit fir die Kiihe zu erhéhen, ohne Verminderung der Fertilitat und
damit ohne wirtschaftliche Verluste fur den Landwirt.

Da L. buchneri DSM 32407 bei der Behandlung der subklinischen Endometritis, auch
prophylaktisch, zur Erhdhung der Fertilitat angewendet werden wirde, musste es als
Arzneimittel zugelassen werden. Aber es ware das Mittel der Wahl, da es als Erstes
am Markt dann ware. Fur den Landwirt ware nur eine kostengunstige prophylaktische
Behandlung wirtschaftlich sinnvoll, wenn er alle Tiere behandeln Iasst. Er stellt dann
lediglich fest, dass im Durchschnitt die Gesamtheit aller Tiere 30 Tage friher tragend
geworden sind, unabhangig davon, ob das Einzeltier gesund oder an subklinischer
Endometritis erkrankt war.

Dementsprechend soll so diese prophylaktische Anwendung vermarktet werden, da
sie einen wirtschaftlichen Vorteil fir den Landwirt bietet.

Der von uns isolierte und naher charakterisierte Stamm L. buchneri wurde bei dem
Leibniz-Institut Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ)
unter der Aufnahmenummer DSM 32407 hinterlegt.

Die Verwendung des L. buchneri DSM 32407 wurde von der Freien Universitat Berlin
erstmals am 13.02.2017 mittels einer deutschen prioritatsbegrindenden Anmeldung
zum Patent hinterlegt. Die Freie Universitat Berlin halt derzeit eine europaischen
Nachanmeldung des Patents unter der Nummer EP18708059 mit dem Titel
,verwendung von Lactobacillus buchneri zur Erhohung der Fertilitat eines weiblichen
Saugetiers®; eingereicht am 13.09.2019 und am 20.11.2025 endguiltig erteilt.

Einige Laktobazillen-Stamme wurden zur Behandlung der subklinischen Endometritis
und zur Verbesserung der Fertilitat vorgeschlagen. Recherchen haben ergeben, dass
bis dato explizit fur die Behandlung der subklinischen Endometritis kein Arzneimittel
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zugelassen ist. Zurzeit herrscht hier ein sogenannter ,Therapienotstand®, bei dem
Tierarzte eine individuelle Therapie fur jedes Tier durchfihren. Wenn
L. buchneriDSM 32407  beim Bundesamt  fur  Verbraucherschutz ~ und
Lebensmittelsicherheit als Arzneimittel zur Behandlung der subklinischen Endometritis
zur Verbesserung der Fruchtbarkeit zugelassen wirde, ware die Behandlung mit
diesem antibiotika- und hormonfreien Arzneimittel bei dieser Erkrankung
vorgeschrieben, bzw. Arzneimittel erster Wahl.

Bislang gibt es keine vergleichbaren Daten aus ersten Tierversuchen. Solche
Versuche sind im Rahmen des Zulassungsverfahrens zwingend vorgeschrieben.
Zusatzlich besteht fur Daten, die im Rahmen der Zulassung als Arzneimittel generiert
worden sind, ein Schutz fur derzeit 10 Jahre. Der Gesetzgeber plant diesen Schutz auf
15 Jahre zu verlangern. Falls potentielle Mitbewerber mit einem anderen Stamm
ahnliche Effekte erzielen und diesen auf den Markt bringen wirden, hatten wir einen
zeitlichen Vorsprung, da wir mit diesem Produkt schon am Markt sein kdnnten, um
einen Kundenstamm zu generieren.

Ein erster Kontakt zum BLV in Bezug auf eine mogliche Zulassung als Arzneimittel
wurde aufgenommen. Aber da die Datenlage zu dem damaligen Zeitpunkt wahrend
des laufenden Projekts keine Bestatigung des ,proof-of-principles® ergaben und die
personelle Situation aufgrund der verklrzten Verflgbarkeit der Mitarbeiter aus
finanziellen Grinden es nicht erlaubte, konnte der umfangreiche Fragenkatalog des
BVL nicht beantwortet werden.

Nach den bisherigen Erkenntnissen ist anzunehmen, dass die weitere Entwicklung
inklusive Zulassung bis zu einem marktreifen Produkt weitere 2 Jahre nach
Projektende in Anspruch nehmen wird (durchschnittliche Zulassungsdauer ca. 1,4
Jahre) und ca. 400.000-500.000 Euro dafur veranschlagt werden. Dies wurde die
Kosten fur Mitarbeiter, Patentkosten, Zulassungskosten und eventuell weitere
Validierungen umfassen. Im Augenblick sind wir dabei, einen entsprechenden Antrag
vorzubereiten, um die oben erwahnten Aspekte noch naher zu untersuchen. Es ist
geplant, einen Antrag bei der Deutschen Innovationspartnerschaft Agrar (DIP)
einzureichen.

Nach zwei Jahren konnen die weiteren Verwertungswege evaluiert und die ersten
Schritte eingeleitet werden, um eine reibungslose weitere Verwertung zu
gewahrleisten.

Denkbar waren zwei Szenarien fur eine erfolgreiche Verwertung:

1. Grundung einer Firma mit dem Geschaftsmodell ,Entwicklung und Herstellung
eines Tierarzneimittels zur Verbesserung der Fertilitat® (im Bereich der
Bestandsbetreuung und ,Kuhgesundheit®). Eine Anschlussforderung fur eine
Ausgrundung ware im letzten Jahr der obgenannten Forderung zu stellen, um ein
Start-up grunden zu konnen. Im Rahmen dieses Projekts sollen alle
tierexperimentellen Grundlagen gelegt werden, so dass sofort nach Projektende eine
Zulassung als Arzneimittel beim BVL beantragt werden konnte. Im dritten Projektjahr
sollen dazu schon in Vorbereitung beratende Gesprache mit Behdrdenvertretern
14



gefuhrt werden, ob eventuell noch erganzende Versuche durchgefuhrt werden missen
bzw. noch andere Voraussetzungen zu erfullen sind.

2. Auslizensierung an einen Arzneimittelhersteller: z. B. Boehringer Ingelheim: 4,6
Mrd $ Umsatz (21% des Gesamtmarktes), Ceva: 960 Mio $ (4,3%). Bei Interesse eines
Arzneimittelherstellers ware die Herstellung und der Vertrieb gesichert. Bei
Gesprachen mit Vertretern verschiedener Hersteller wurde gedul3ert, dass dafir noch
das Patent endguiltig erteilt bzw. die meisten Vorrausetzungen fir eine Zulassung
erfullt sein mussten.

In unserer Arbeitsgruppe wurde ein Antrag beim Berliner Férderprogramm ProValid
mit dem Titel ,Lactosperm® gestellt. Die gesamte Fordersumme betrug
131.642,00 EUR und die Projektlaufzeit war vom 01.12.2023-30.11.2024. Dieses
Projekt behandelte den Aspekt von verschiedenen Milchsaurebakterienstammen und
deren Einfluss auf Spermien, sowie als kryroprotektive Substanz beim Einfrier- und
Auftauprozess. Ebenso wurden verschiedene antibiotika-freien Verdunner (z. B.
Triladyl, AndroMed, BoviFree, Biladyl) mit den Frisch-Ejakulaten beim
Kryokonservieren im Zusammenhang mit den Milchsaurebakterienstamme getestet,
unter anderem auch mit L. buchneri.

In einem weiteren Projekt, gefordert durch den Forderverein Biookonomieforschung
e.V. (FBF) soll Kihen mit klinischer Endometritis L. buchneri als autochthones
Bakterium intrauterin verabreicht werden. Hier soll der Effekt von L. buchneri bei der
Behandlung der klinischen Endometritis verwendet werden. Fir das Projekt sollen
zunachst auf einem Milchviehbetrieb 100 Kihe am Tag 24-30 pp einer klinischen
Untersuchung mittels Vaginoskopie und rektaler Ultraschalluntersuchung unterzogen
werden. Wenn eine klinische Endometritis vorliegt (E1 bis E3), werden die Kuhe per
Zufall der Behandlungsgruppe (n=50) oder der Kontrollgruppe (n=50) zugeteilt und
entsprechend behandelt. Der uterine Gesundheitszustand, die mRNA-Expression von
Markergenen und die Reproduktionsparameter werden erhoben.

e der wahrend der Durchfihrung des Vorhabens dem
Zuwendungsempfanger bekannt gewordenen Fortschritt auf dem
Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Erste Versuche von verschiedenen Laktobazillen-Stammen zur Vermeidung von
uterinen Erkrankungen wurden in letzter Zeit veroffentlicht. Bei der Applikation einer
Mischung von verschiedenen Laktobazillen-Stammen in die Vagina von Kuhen
konnten positive Effekte beobachtet werden. Dabei begann die wochentliche
Behandlung zwei Wochen vor der Abkalbung bis 4 Wochen danach (Ametaj et al.,
2014). Dies hatte zur Folge, dass die Inzidenz des vaginalen eitrigen Ausflusses in der
dritten Woche postpartum geringer war als in der Kontrollgruppe. Bei einem anderen
Behandlungsschema mit nur zwei oder drei vaginalen Laktobazillen-Behandlungen

15



wurde beobachtet, dass die Klhe schneller ovarielle Aktivitdten zeigten und kurzere
Gustzeiten aufwiesen (Deng et al., 2015). Weiterhin verringerte die vaginale
Applikation die Pravalenz einer Metritis (Deng et al., 2014). Diese beiden Studien
konnten aber keinen positiven Einfluss auf die klinische Endometritis nachweisen.
Weiterhin wurden in diesen Studien keine Kihe mit einbezogen, die an subklinischer
Endometritis erkrankt waren. Kurzlich konnte gezeigt werden, dass vaginal applizierte
Laktobazillen nicht das Endometrium erreichen (Genis et al., 2017). Somit weisen
vaginal applizierte Laktobazillen einen vollkommen anderen Wirkmechanismus als
intrauterin applizierte Laktobazillen auf. Weiterhin Iasst sich diese Studie mit vaginaler
Applikation (Deng et al., 2015) in Bezug auf die Fertilitat nicht mit unseren Ergebnissen
vergleichen, da Kuhe im Zeitraum um die Abkalbung behandelt worden sind und
andere uterine Krankheiten zu diesem Zeitpunkt bzw. kurz danach eine Rolle spielen.

In diesem Zusammenhang gab es eine Patentanmeldung (RU 2 067 450 C1) von 1996
zur intrauterinen Applikation mit einer Kombination von L. plantarum und L. buchneri
zur Behandlung der klinischen Endometritis. Diese Mischung wurde 2-3 Mal innerhalb
von 24-48 h angewandt. Dabei konnte eine Verbesserung der reproduktiven Daten
erzielt werden. Diese Daten wurden aber nie wissenschaftlich publiziert und, unserer
Kenntnis nach, nie als wirtschaftliche Anwendung auf den Markt gebracht.

Die Vermutung, dass die Anwesenheit von Laktobazillen die Fruchtbarkeit verbessert,
wurde in einer weiteren Studie unterstitzt (Machado et al.,, 2012). Der Anteil von
Klhen, die Laktobazillen am Tag 35 nach Abkalbung im Uterus aufwiesen, waren am
Tag 200 nach Abkalbung signifikant haufiger tragend als Kihe, die keine uterinen
Laktobazillen aufwiesen. Eine andere Veroffentlichung, die die uterine
Bakterienzusammensetzung durch Sequenzierung untersuchte, zeigte hingegen, dass
Laktobazillen einen negativen Einfluss im Uterus haben kénnen (Wang et al., 2018).
Daher liegt die Vermutung nahe, dass entscheidend ist, welche Laktobazillen-Stamme
sich im Uterus befinden. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass
Zellkulturtiberstande des Stammes L. acidophilus einen positiven Einfluss auf das
Wachstum und die Entwicklung von bovinen Embryonen haben (Li et al., 2005). Das
deutet darauf hin, dass bestimmte uterine Laktobazillen einen stimulierenden Effekt
auf den Embryo wahrend der Implantationsphase ausiben kdnnten.
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 die erfolgten oder geplanten Veroffentlichungen des Ergebnisses
nach Nr. 5 der NKBF/NABF

Es sollen noch zwei-drei Publikationen aus diesem Forderprojekt entstehen. Im
Augenblick sind wir dabei noch zusatzliche Experimente zu planen und durchzufihren,
da der Schwerpunkt des Forderprojekts die Validierung und nicht die Erforschung von
neuen Aspekten war.

Eine Publikation wird Uber das Metabolom und Proteom von L. buchneri unter
verschiedenen Bedingungen gehen.

Eine andere Publikation ist geplant mit den Daten der mRNA-Expression in
Abhangigkeit der Konzentration der applizierten Milchsaurebakterien.

Eine dritte Publikation konnte aus den Daten des Microbioms vor und nach der
Applikation entstehen, wenn die technischen Probleme behoben sind.
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