Material und Methoden

3. Eigene Untersuchungen

3.1 Material und Methoden

3.1.1 Materialnachweis

BDH Chemicals, Ltd., Poole, UK: Carboxymethylcellulose

Biochrom AG, Berlin: DMEM/Ham'’s F 12, FCS, NCS, PBS (w/o Ca, Mg)

BioGenexDCS Innovative Diagnostik-Systeme, Hamburg: Super Sensitive Detection Kit
Bio Whittaker (Clonetics), Verviers, Belgien: Broncial Epithelial Cell Growth Medium
(BEGM), Small Airway Epithelial Cell Growth Medium (SAGM)

Cell-Lining GmbH, Berlin: Dispase Il

DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg: Anti-Cytokeratin Z0622, Anti-Vimentin Clone V9
Life Technologies (Gibco BRL),Gaithersburg, USAA-DNA-Hind Ill, TRIzol, EDM

MBI Fermentas, St.Leon-Rot: dNTP Set; 50bp DNA-Ladder, 6xLoading Dye Solution

PAA Laboratories GmbH, Linz, Osterreich: Accutase, Collagenase Typ 2

Promega, Madison, USA: Agarose LE Analytical Grade, Oligo(dT)15 Primer, Nwddea
freies Wasser, Rnasin Ribonuklease Inhibitor

Roche Diagnostics GmbHMannheim: Expand Reverse Transkriptase Kit, Dnase |, Pronase
Roth, Karlsruhe: Cacodylsaure Natriumsalz Trihydrat

Sigma, Deisenhofen: 3-Mercaptoethanol, Chloroform, EDTA, Isopropanol, Levamisol,
Naphthol-AS-BI-Phosphat

Qiagen GmbH, Hilden: Hot Star Taq DNA Polymerase Kit, RNeasy Mini Kit, Secispt
Reverse Transcriptase Kit

Wenn nicht anders vermerkt, wurden Chemikalien von Merck (Darmstadt) bezegsuarde
steriles Einwegmaterial von Nunc (Wiesbaden) und TPP Tissue culiuesadingen,
Schweiz) verwendet.

Gerate
Biometra Agagel Standard G45/1 Biometra, Gottingen
CO2-Brutschrank CB Binder, Tuttlingen
Cycler: Biometra T personal Kombi Block Biometra, Gottingen
Biometra UNO-Thermoblock Biometra, Gottingen
Eppendorf Mastercycler personal Eppendorf, Hamburg
Eppendorf Bio Photometer Eppendorf, Hamburg
UV-Transilluminator TI 3 Biometra, Gottingen
Zentrifugen: EBA 8 Hettich, Tuttlingen
Eppendorf Centrifuge 54 17R Eppendorf, Hamburg
Labofuge 400R Heraeus, Berlin

Minifuge T Heraeus, Berlin
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3.1.2 Equine Trachealzellen (ET Zellen)

In dieser Arbeit wurden die Eigenschaften von equinem Trachealepitregbuctit. Dafir
wurde Uberwiegend mit défquinen Trachealzellen (ET Zellen)gearbeitet.

Es handelt sich hierbei um eine anfangs primare Trachealepithellkukudem Institut flr
Veterinar-Pathologie, flr deren Anfertigung die Trachea eines hifgetiteten Pferdes
verwendet wurde (Wolfinger et al., 2002). Der Epithelzellcharakter Raenérzellkultur
konnte mittels immunhistochemischer und elektronenmikroskopischer Methodéitigbest
werden (Wolfinger et al., 2002). Zu Beginn dieser Arbeit befand sieirsider 9. Passage,
mittlerweile ist sie zu einer permanenten Zellinie weit Utber 200. Passage transformiert.
Damit handelt es sich bei den ET Zellen um die zweite permaaguoire Zellinie Uberhaupt
(Wolfinger et al., 2002).

3.1.3 Vermehrung von Zellinien

Losungen, Reagenzien, Medien:

N&hrmedium: EDM (Dulbeccos Modifizierung von Eagle Medium)
EDM-Pulver fur 10 |

NaHCG 3749
PH mit HCI auf 7,2 einstellen
Aqua bidest. ad 10|

1% Penicillin / Streptomycin 10x

PBS (Phosphat Buffered Saline), pH 7,4

NacCl 137 mM (8,00 g)
KCI 2,7 mM (0,20 g)
NaeHPO, 2H,0 8,0 mM (1,42 g)
KH2POy 1,8 mM (0,24 g)
Aqua dest. ad 11
Trypsinlosung (0,25%)
Trypsin 25¢g
EDTA-Dihydrat 2,0 mM (0,744 g)
PBS ad 11

Serum neugeborener Kélber, Newborn calf serum (NCS)

EDM-, PBS- und Trypsinldsung, NCS sowie 10x Penicillin / Streptomycin wurde
freundlicherweise vom Institut fur Virologie, FU Berlin zur Verfigung gestellt.
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Die permanenten Zellinien wurden in EDM unter Zusatz von 5% NCS bei@dG% CO2
in einem begasbaren Feuchtbrutschrank vermehrt. Als KulturgefalBe wurden
Plastikpetrischalen (TPP Tissue culture, Schweiz) verschiedeniden verwendet. Die
Zellinien ET, ED und Vero wurden zweimal wochentlich im Verhalini® umgesetzt. Dazu
wurden das Kulturmedium entfernt und die Zellen mit Trypsinldsung beneszh Nem
Abnehmen der Trypsinlésung und einer Inkubation von ca. 5 min wurden die abgelosten

Zellen in frischem EDM aufgenommen und auf sterile Kulturgefal3e verteilt.

3.1.4 Immunhistochemie

Losungen, Reagenzien, Medien:

Priméarantikorper: Z0622 (Rabbit Anti-Cytokeratin)
Anti-Vimentin Clone V9 (mouse antibody)

Super Sensitive Detection Kit:
Sekundarantikorper: Super Sensitive Multilink
Streptavidin-Biotin-Komplex: Super Sensitive Label

Waschpuffer: Tris-gepufferte Kochsalzlésung (TBS) 0,05 M, pH 7,6
6,1 g Tris in 50 ml Aqua dest. l6sen
37 ml HCI hinzufigen
8,8 g NaCl
Aqua dest.ad 1 |

Substratpuffer: TBS 0,05 M, pH 8,7 (bei 4°C im Kiuhlschrank aufbewahrt)
6,1 g Tris in 900 ml Aqua dest. I6sen
mit HCI auf pH 8,7 einstellen
Aqua dest. ad 1 |

Levamisol

Neufuchsin 5%

NaNG; 4%
Naphthol-AS-BI-Phosphat
Dimethylformamid

EDM, Trypsin, Aceton, Hamalaun, Methylgriin, Ethanol absolut, Xylol

Zellen  verschiedenen  Ursprungs koénnen  aufgrund ihrer  unterschiedlichen
Intermediarfilamente immunhistochemisch charakterisiert werden.

Der Epithelzellcharakter der ET Zellen wurde in der 85. Passademats mit Hilfe einer
Zytokeratin-Farbung Uberprift, auRerdem wurde eine Vimentin-Farbung durchgefihrt, da
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auch Zellen nicht-bindegewebigen Ursprungs in Kultur anfangen kénnen, zusatzlich Wimenti
zu exprimieren (Franke et al., 1979).

Es wurde das Biotin-Streptavidin-System verwendet, welches auf #kigk€it des
Glykoproteins Streptavidin basiert, mit 4 Molekilen des Vitamins Bintirreagieren. Es
handelt sich hierbei um eine indirekte Methode, bei der ein Sekundarantjkdgpemit
Biotin konjugiert ist, an den Priméarantikérper bindet. Das dritte Reaigérmin Alkalische
Phosphatase-konjugierter Streptavidin-Biotin-Komplex, der mit den freiefiels des
Streptavidins an das Biotin des Sekundarantikbrpers ansetzt. Das Enlkainsche
Phosphatase -und damit das Antigen- wird mit einem geeigneten Ssidithar gemacht.
Das Biotin-Streptavidin-System reagiert sehr sensibel und spézifim Streptavidin eine
hohe Affinitat zum Biotin besitzt und Kohlenhydrate -welche unspezifisoien kénnen-

fehlen.

Die ET Zellen wurden am Vortag mit Trypsin von der Zellkulturplatigelost und in 10 ml
EDM aufgenommen. Mit der Pipette wurde je ein Tropfen auf Silanhidgete, sterile
Objekttrager aufgebracht und Gber Nacht im Brutschrank inkubiert. Dadurtgtenatiie
Zellen fest am Objekttrager und wurden nicht durch das wiederholte Indkmhiad Waschen
abgespilt. Nach der Inkubation erfolgte eine Fixierung fur 10 min in Aceton.

Der Primarantikorper wurde im Verhaltnis 1:1100 (Z0622) bzw. 1:20 (Viment
Waschpuffer verdunnt. Einige Tropfen dieser Verdinnungslosung wurden auf die aidlle
dem Objektrager aufgetragen. Die Inkubation erfolgte fiir eine halbe Stuanher mit Aqua
dest. befeuchteten Kammer. Daraufhin wurde der Objekttrager in Wafarhgaivaschen
und die Zellen fir 20 min mit dem Sekundarantikorper inkubiert. Nach Behandliitng m

Waschpuffer wurde der Enzym-Komplex aufgetragen und erneut fir 20 min inkubiert.

In dieser Zeit wurde das Substrat angesetzt:

1. 100 pl Neufuchsin +250 ul Nitritldsung (0,1g NaNO3 auf 2,5 ml Aqua dest.)
2. 0,025 g Naphthol-AS-BI-Phosphat +300 pl Dimethylformamid
3. 0,024 g Levamisol (Blockierung des Enzyms) +50 ml Substratpuffer

3.+1.+2. wurden in dieser Reihenfolge gemischt und die Losung anschliel3end durch eine
Klvette filtriert.

Nach dem Waschen des Objekttragers wurden die Zellen mit der &uotisthung fir 30

min inkubiert. Danach wurde mehrmals mit Waschpuffer gespult, mitak&m bzw.
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Methylgriin gegengefarbt, zweimal in Ethanol absolut und einmal in Xylol esésméund

eingedeckt.

3.1.5 Elektronenmikroskopie

Lésungen, Reagenzien, Medien:

Cacodylatpuffer 0,1 M, pH 7,24 (bei 4°C aufbewahrt)
21,4 g Cacodylsaure-Natriumsalz in 50 ml Aqua dest. l6sen
mit HCI auf pH 7,4 einstellen
ad 1 | mit Aqua dest. aufftllen

Osmiumtetroxid 2%
1g0sQ
in 50 ml Aqua bidest. |6sen

Ethanol absolut, Aqua dest., Propylenoxid, PBS

Es wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen von den ET Zellen angefertigie dimn
Epithelzellen typischen Zellverbindungen nachzuweisen.

Mit einem Glasspatel wurden die Zellen vorsichtig von einer Zellkpiitte abgeschabt, in
PBS aufgenommen und auf mehrere Eppendorfgefal3e verteilt. Nach Zentiiugie5 min
bei 500 U/min (Hettich, EBA 8) wurde der Uberstand abgegossen und dien Zall
Cacodylatpuffer gewaschen (5 min, 500 U/min). AnschlieBend erfolgte eine
Vorkontrastierung mit Osmiumtetroxid (mit Cacodylatpuffer 1:1 gemisfilt)3 h. Nach
nochmaligem Waschen in Cacodylatpuffer (3x10min-jeweils 5 min stehenjass min
zentrifugieren-, 500 U/min) wurden die Zellpellets in einer aufsteige Alkohoreihe bis zu
Propylenoxid entwassert.

Anschlieend wurden die Zellen zur Agar-Einbettung und weiteren Bearbenudg

Elektronenmikroskopie des Instituts fur Veterinar-Pathologie Gbergeben.
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3.1.6 Virusinfektion der ET Zellen im Vergleich mit Equinen Dermalzllen
(ED Zellen)

Losungen, Reagenzien, Medien: EDM / 5%NCS, PBS, Trypsinldsung

Tab. 1 Verwendete Virusstamme

Virus Stamm Referenz
EHV-1 AlV Chowdhury et al. 1986
EHV-2 LK4 Plummer & Waterson, 1963
EHV-4 T 252 P. Thein
VSV Indiana Virusbank, Insel Riems
EAV BUC P. Thein
Equine P 1436/73 (ERBV) P. Thein
Rhinitisviren: Perv (ERAV)

350/72 (ERAV)

VSV: Vesikulares Stomatitis Virus; EAV: Equines Arteriitis Virus

Die verwendeten Viren und Zellinien (auRer ET Zellen) wurden raunfdlicherweise vom

Institut fir Virologie, FU Berlin zur Verfligung gestellt.

Es wurde die Permissivitat dei Zellen fur EHV-1, -2, -4, EAV, VSV und fir die Equinen
Rhinitisviren Perv, P 1436/73 und 350/72 getestet sowie Wachstumskurven flilVolerse
erstellt. Als Vergleich dienteBquine Dermalzellen(ATCC —Nummer: CCL-57, v. P. Thein
modifiziert; ATCC = American Type Culture Collection). EHV-1, v&d —4 sowie die
equinen Rhinitisviren wurden als primar respiratorische Erkrankungen engéErreger fur
die Infektion der ET Zellen ausgewahlt. EAV (RNA-Virus, Famibeteriviridae) als Erreger
der equinen Virusarteriitis verursacht beim Pferd neben der Panvsslaldenfalls eine
respiratorische Symptomatik. Das RNA-Virus VSV gehdort zur Fendkr Rhabdoviridae
und ist der Erreger der Vesikularen Stomatitis. Empfanglich sind a@efdeflauentieren auch
Equiden und Primaten. VSV wird oft als Referenzvirus genutzt, um di&kuW§ von
antiviralen Substanzen zu testen. Es zeigt ein gutes Wachstum lauf Z&dlarten, deshalb
sollte untersucht werden, ob VSV ebenfalls ET Zellen infiziert.
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Die ET Zellen befanden sich zu diesem Zeitpunkt in der 45. Passage.

Es wurde jeweils eine Vertiefung einer 6-Loch-Zellkulturplatte BeuiTracheal- bzw.
Dermalzellen pro Virus verwendet. Der Zellrasen wurde mit einfaktionsmultiplizitat
(multiplicity of infection, m.o.i.) von 0,1 infiziert, ausgehend von einer Zéllzon 1x18
entsprach dies einem jeweiligen Virustiter von BX®BU (plaquebildende Einheiten) / ml.
Fur die Infektion wurde das Nahrmedium abgenommen und der ZellraseB&igdspult.
Die eingestellte Virussuspension wurde aufgegeben und unter leichterertkeimauf den
Zellen verteilt. Nach einer Stunde im Feuchtbrutschrank wurde das Inolallgemommen,
nochmals mit PBS gespult und frisches Nahrmedium zugegeben. Die Zelidan wieder
im Brutschrank inkubiert und jeden Tag unter dem Lichtmikroskop nach Veradnderunge
durchmustert. Nach drei Tagen wurde der Uberstand abgenommen und nacligzeianif
fur 5 s bei 8000 U/min (Heraeus, Labofuge 400R) in einem sterilen EpperidBrige die
Titration aufgenommen. Die Zellen wurden nach Spilung mit PBS mit Trygesietzt und
ca. 5 min im Brutschrank inkubiert. Die abgeltsten Zellen wurden dann IrEDM (ohne
NCS) aufgenommen. Davon wurde 1 ml passagiert, d.h. in eine Vertiefungneinem 6-
Loch-Platte gegeben und frisches Nahrmedium (mit 5% NCS) zugegeben.

Ein Teil der Ubrigen Zellsuspension wurde logarithmisch verdinnt und mitEn@issiven
Zellkultur kokultiviert. Diese Methode diente dem Nachweis von evtl. vorlmemdatenten
Virus in den Zellen und gleichzeitig dessen Titration.

Die restlichen Zellen wurden durch dreimaliges Einfrieren und Auitdnee —80°C lysiert
und danach titriert, um vorher zellgebundenes und dadurch evtl. freigewordeaidssint
Virus zu erfassen.

Insgesamt wurden die infizierten Zellen nach Erstinfektion zweras$agiert, wobei jeweils
die Uberstande, sowie die intakten und die lysierten Zellen tivierten. In Fallen, in denen
eine fast vollstandige Zerstorung der Zellen durch das Virus vorlag und lsgine Zellen

passagiert werden konnten, wurden mit 200 pl des Uberstandes neue Zellen infiziert.
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3.1.7 Virustitration

Lésungen, Reagenzien, Medien:

CMC-Overlaymedium (Carboxymethylcellulose):

Carboxymethylcellulose-Natriumsalz 8,09
EDM 500 ml
FCS 10 ml

4% Formaldehydlésung in PBS
37% Formaldehyd 10,8 mi
PBS ad 100 mi

Giemsalosung, EDM mit NCS

CMC-Overlaymedium wurde mir freundlicherweise vom Institut fuo\dgie zur Verfigung
gestellt.

EHV-1, -2 und —4 sowie VSV und Rhinitisvirus P 1436/73 wurdenEDiZellen titriert. Fur
die Titration von Rhinitisvirus Perv und Rhinitisvirus 350/72 wur8&nZellen und fir EAV

eine Zellinie aus Nierenzellen von Grinen Meerka(xémo) verwendet.

Ein Aliquot der virushaltigen Zelluberstande, lysierten Zellen bzwypbimnierten Zellen zur
Kokultivierung wurde logarithmisch zur Basis zehn in EDM verdinnt. JeWwellsnl jeder
Verdunnungsstufe wurden in zwei Vertiefungen einer 24-Lochplatte aufgebEzamdch
wurden pro Vertiefung f0Zellen in je 0,2 ml EDM mit NCS dazugegeben und die Platten
bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Nach 2 h wurde jede Vertiefung mit O,4ZhC-
Overlaymedium Uberschichtet, um die extrazellulare Virusausbreitungrhindern. Nach
der Ausbildung von Plaques wurden die Zellen mit 4% Formalin fur eine Stumetée und
danach mit Giemsaldsung gefarbt. Nach dem Trocknen wurden die Plaquesihlisged

die Virustiter in PFU / ml angegeben.
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3.1.8 Stimulation / Infektion der ET Zellen fir den Einsatz in die RNAPraparation

Ldsungen, Reagenzien, Medien: EDM /5%NCS, Trypsinlésung, PBS

Um Aussagen Uber die Aktivierung oder Beeinflussung der Zytokin-mRNA-Exqnesach
viraler Infektion bzw. unspezifischer Stimulation zu erhalten, wurdenEdieZellen mit
verschiedenen Viren infiziert bzw. mit unspezifischen Stimulantiematdelt und nach
verschiedenen Zeiten fur die RNA-Préparation eingefroren. Es wurdearitrifugiertes und
mit frischem Nahrmedium verdinntes Virus verwendet, um Beeinflussungetlen durch
|6sliche Bestandteile in Zellkulturtiberstdnden auszuschlief3en.

Als Negativkontrolle fir jeden Zeitpunkt dienten nicht infizierte imstierte Zellen, die
ansonsten der gleichen Behandlung unterworfen wurden. Es wurde pro VirusulaBa
jeweils eine Vertiefung einer 6-Loch-Zellkulturplatte mit ET Zellen verced.

Das Nahrmedium wurde abgenommen und der Zellrasen mit PBS gespultwDatendie
eingestellte Suspension sowie je 500 ul EDM (ohne NCS) aufgetragen w@ndeichtem
Schwenken auf der Platte verteilt. Nach einer Stunde Inkubation wurdémestand
abgenommen, mit PBS gespullt und frisches Nahrmedium (mit NCS) zugedédem.
festgelegten Zeiten Inkubation im Feuchtbrutschrank wurden das Nahrmediiemte die
Zellen mit PBS gespult und anschlieRend mit Trypsin benetzt. Nachma #wurden die
abgelosten Zellen in je 1,5 ml PBS aufgenommen, in ein steriles Eppendorfggééi@rgend
5 s bei 8000 U/min zentrifugiert (Heraeus, Labofuge 400R). Nach dem Darkantiles

Uberstandes wurde das Zellpellet bei —80°C fiir die RNA-Praparation eingefroren.

3.1.8.1 Unspezifische Stimulation

Um das gesamte evtl. vorhandene Zytokinspektrum nachweisen zu kénnen, soliEh die
Zellen unspezifisch stimuliert werden. Fur diesen Zweck wurden &wuest genutzt, die in
der Lage sind, mononukleare Zellen des peripheren Blutes (PBMC) ziewkii Sie wurden
mir freundlicherweise vom Institut fir Virologie zur Verfiigung gestellt.

Dabei handelte es sich zum einen um mitogene Pflanzeninhaltssteitené) in Form von
Phythamagglutinin (PHA-M) uné&okeweed Mitogen (PWM) sowie um Lipopolysaccharide
(LPS). Weiterhin wurden Phorbol 12-Myristat 13-Acetat zusammen azib@ophor (PMA-

Ca) verwendet.
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Fur die Stimulation der ET Zellen in der 11. (PMA-Ca, PWM) bzwlen13. Passage (PHA-
M, LPS) wurden jeweils 10 pl PHA-M (Endkonzentration 10 pg/ml), JO\MMR(10 pg/ml),
4 pl LPS (2 pg/ml) oder jel pl PMA (0,1pug/ml) +1ul Ca-lonophor (1 )glofgegeben. Im
Unterschied zur Virusinfektion wurde der Uberstand nicht nach einer Stlurdi frisches
Nahrmedium ersetzt sondern verblieb auf dem Zellrasen. Da unsgezifsgimulantien in
Zellen sehr friihe Gene aktivieren kénnen, wurden die ET Zellen nach 1 4,12 8,h, 16 h

und 24 h mit Trypsin abgelost und eingefroren.

3.1.8.2 Virale Infektion

Die ET Zellen wurden mit einer Infektionsmultiplizitdt von 2-5, d.h. eindrustiter von 2-
5x 10 PFU / ml infiziert.

Fur die Infektionsversuche wurden eingefrorene Reserven der ET Zeftgiaaut und in der
9. Passage mit EHV-1, -2 und -4 sowie Rhinitisvirus Perv und Rhinitis880£72 infiziert.
Fir diesen Infektionsversuch wurden die Epithelzellen 24 h vor der Infekti@eaumfreies
EDM umgestellt, da schon geringe Mengen an Hydrokortison, welches im $ethaiten
ist, die Produktion von GM-CSF unterdriicken kann (Churchill et al., 1992). Daeentén
Zellen sowie je eine nichtinfizierte Zellkontrolle wurden nach 4 h @Adh fur die
Weiterverwendung eingefroren.

In der 13. Passage wurden die ET Zellen nochmals mit EHV-2 sowler i85. Passage mit
Rhinitisvirus Perv und 350/72 infiziert und infizierte Zellen sowie diekoalirollen nach 1 h,
4 h, 24 h, 30 h, 48 h und 72 h eingefroren.

Die spateste Infektion erfolgte in der 48. Passage mit EHV-1, -ZEA¥, VSV sowie
Rhinitisvirus Perv und 350/72, die Epithelzellen (infizierte Zellen undatiekontrollen)
wurden nach 6 h, 16 h, 24 h, 48 h und 72 h eingefroren.
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3.1.9 Anfertigung weiterer primarer Trachealepithelkulturen

Lésungen, Reagenzien, Medien:

PBS (Ca/Mg-frei)

DNase | (10 mg/ml)

Pronase (20 mg/ml)

Dulbecco’s modified Eagle medium F-12

Bronchial Epithelial Cell Growth Medium (BEGM)
Small Airway Epithelial Cell Growth Medium (SAGM)
Accutase

Dispase Il

Kollagenase Typ 2

PBS, 10x Penicillin / Streptomycin, Trypsin, NCS

Es wurde der Versuch unternommen, nach der modifizierten Methode von Sehraith
(1999) und Wolfinger et al. (2002) von weiteren Pferden priméare Trachtbaelépituren zu
praparieren.

Dafir wurde die Trachea von insgesamt 25 frisch-getdteten Pferderendatwv Die
Luftréhren stammten entweder von Pferden, die in das Institut furiN@td athologie zur
Sektion eingeliefert und nicht vor langer als 24 h get6tet worden warenvodegerade
geschlachteten Pferden aus einem Schlachthof in Brandenburg. Dabei wierdergBwahilt,
deren Lungen makroskopisch keine oder nur minimale pathologische Veranderungen
aufwiesen.

Es wurde jeweils die Bifurkation der Trachea mit ca. 10 cm @tanonchien enthnommen und
wahrend des Transportes auf Eis gelagert. Die Schleimhautschichtageea am Ubergang
in die Stammbronchien wurde in kleinen Stiicken mit sterilen Instrumextigel6st und in
einen sterilen Erlenmeyerkolben gegeben. Die Proben wurden mehrmBB$nijfewaschen,
um Blut-und Schleimreste zu entfernen. Dann wurden 10 ml PBS (Caélg«firbesserte
Ablosung der Zellen voneinander), 1 ml 10x Penicillin / Streptomycin, 1 mDMase |
sowie 0,14% Pronase hinzugegeben. Nach 1 h Inkubation im Brutschrank bei 37°C und 5%
CO2 wurden die Zellen durch vorsichtiges Ruhren fur eine halbe Stundeimeiin
Magnetriihrer von ihrer Unterlage und voneinander getrennt. Der zellrebsrstihd wurde
abgenommen und zweimal mit PBS gewaschen (Heraeus, Minifuge T, 1500, 8fmn).
Nach dem Dekantieren des Uberstandes wurden die Zellen in Dulbecodiied Eagle
medium F-12 mit 5% NCS und 1% Penicillin / Streptomycin aufgenommenstatrife
Zellkulturplatten verteilt und im Brutschrank inkubiert. Dies diente Abtrennung der

Fibroblasten von den Epithelzellen. Nach einer Stunde wurde das Nahrnrediden nicht
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abgesetzten Zellen abgenommen und fir 5 min bei 1500 U/min zentrifugierT.eider

Zellen wurde in EDM, der andere Teil entweder in SAGM oder BE&ifenommen, auf
neue Zellkulturplatten verbracht und im Brutschrank inkubiert. Nach dgenravurde der
Uberstand entfernt, die Zellen mit PBS gespiilt und mit frischem Nahrmediseheer Nach
ca. einer Woche wurde das Kulturmedium abgenommen, die Zellen mig&paIt und mit
1 ml einer Dissoziationsldsung benetzt. Nach Einwirken dieser Losursgham 5-15 min
wurden die Zellen in dem jeweiligen frischen Nahrmedium aufgenommen rumgkue

KulturgefalRe verbracht. Zur Ablésung der Zellen kamen aul3er Trypsin auchasec

Dispase Il und Kollagenase Typ 2 zur Anwendung.

3.1.10 Untersuchung von Trachealepithel von weitereren Pferden

3.1.10.1 ohne Kultivierung

Ldsungen, Reagenzien, Medien: PBS, EDM /5% NCS, 4% Formalin

Die oberste Zellschicht der Stammbronchien von frisch-toten Schlapferadn wurde
vorsichtig mit einem Skalpell abgenommen. Die gewonnenen Zellen wurden nach
mehrmaligem Waschen mit PBS (zentrifugiert fur 5 min bei 1500 )/kheraeus, Minifuge

T) fur die RNA-Praparation eingefroren. Insgesamt erfolgte died®&tferden. Mit dieser
Methode sollte eine Aussage Uber das Zytokinspektrum des Tracheasepitvigb gemacht
werden kénnen. Gleichzeitig erfolgte ein Ausstrich auf dem Objekttrageanschliel3ender
Farbung nach Pappenheim, um eine mikroskopische Charakterisierung dev@elmmen

zu konnen.

Von zwei Pferden (Nr.14 und Nr.15) wurden je zwei ca. 1 cm breite Ringaler Trachea
geschnitten. Das erste Gewebestiick wurde vor dem Abschaben der aobelistdncht mit

dem Skalpell entnommen. Der zweite Trachealring wurde aus der hbbest Trachea
geschnitten, um die Tiefe der gewonnenen Zellschicht beurteilen zu kdnnen. Di
Gewebeproben wurden in 4% Formalin fixiert und zur weiteren Bearbeitung in das Idstitut f
Veterinar-Pathologie gegeben. Dort wurden die Proben in Paraffin eirgelddch dem
Schneiden wurde eine PAS (Perjodsaure-SCHIFF Reaktion)-Farbung durchgédithr
dieser Farbung werden Kohlenhydrate sichtbar gemacht, so dal3 eine Gegriedr

Basalmembran mdglich ist.
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3.1.10.2 mit Kultivierung und Infektion zum Einsatz in die RNA-Praparation

Von vier Pferden (Nr.7, 13, 14 und 15) wurden die Zellen nach dem Waschen inZDMpl

(mit 5% NCS) aufgenommen, auf 7 Vertiefungen einer 24-Loch-Zellkultbeplatteilt und

sofort mit einer Infektionsmultiplizitat von 2-5 infiziert (plus eingicht infizierte
Zellkontrolle). Dies entpricht bei einer geschétzten Zellzahl von *1¥Hllen/Vertiefung

einem Virustiter von 2-5x POPFU / ml. Die eingestellten Virussuspensionen von EHV-1, -2,

-4 und Rhinitisvirus Perv, 350/72 sowie P 1436/73 wurden zugegeben und die Zellen nach 4 h
(Pferd Nr.7 und 13) bzw. 24 h (Pferd Nr.14 und 15, zusatzlich hier Zellkonatle 4 h) fur

die RNA-Praparation eingefroren.
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3.1.11 RNA-Praparation aus Zellen fiur den Einsatz in die RT-PCR

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Methoden der RNA-Préapam@igewandt. In
den meisten Fallen wurde mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen) gearbeitet.

Ldésungen, Reagenzien, Medien:

RNeasy Mini Kit: RLT Puffer
RW 1 Puffer
RPE Puffer
Nuklease freies Wasser

Ethanol absolut
14,3 M3-Mercaptoethanol-ME)
70% Ethanol verdinnt mit Nuklease freiem Wasser

Vor Benutzung eines neuen Kits wurden zu dem RPE Puffer vier Volunhemdttabsolut

dazugegeben.

Zu Beginn der Praparation wurde die erforderliche Menge an RLT Rufé@n RNase freies
Eppendorf-Réhrchen pipettiert und mit 2084ME auf 1 ml RLT Puffer vermischt.

Ausgehend von einer Menge von ca. 1%6llen wurde das Zellpellet in 350 pl RLT Puffer
(mit B-ME) lysiert und durch mehrmaliges Aufziehen mit der Pipette homagemi®LT
Puffer enthéalt Guanidinisothiocyanat, welches gleichzeitig RNasenideaktAnschlieRend
wurde die gleiche Menge an 70% Ethanol dazugegeben, um die Vorraussetzungdien fur
Bindung der RNA an die Silicon-Gel-Membran zu schaffen. Die geshliassigkeit wurde
auf die im Kit enthaltene RNA-bindende Saule mit Silicon-Gel-Mean Ubertragen. Nach
20 sec Zentrifugieren mit 8600 U/min (Eppendorf Centrifuge 54 17R) wurdButehflul3
verworfen. Auf die Saule wurden 700 pl RW 1 Wasch-Puffer gegeben und iie@€r sec
mit 8600 U/min zentrifugiert. Nun wurde die S&ule in ein neues Sarimelren gestellt und
zweimal mit 500 pul RPE Wasch-Puffer zentrifugiert, einmalfilisec mit 8600 U/min, beim
zweiten Mal fir 2 min mit 14000 U/min, um die Membran zu trocknen undéitianolreste

zu entfernen.

Anschlielend wurde die Saule in ein RNase freies Eppendorf-Réhrchen megebelie
RNA durch Zentrifugieren fur 1 min bei 8600 U/min mit 35 pl Nukleasge Wasser
eluiert.

Am Schlul3 erfolgte die Konzentrationsbestimmung im Photometer (Eppendorf B
Photometer) bei einer Wellenlange von 260 nm. Zuséatzlich wurde als Rsiohé&olle der
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RNA der 260 nm/280 nm-Wert mit erfal3t, der regelmaRig im gewiinschtercBewischen

1,9-2,1 lag. Die gewonnene RNA wurde bei —80°C gelagert.

Von Zellen, die durch Abschaben mit dem Skalpell gewonnen wurden, konnte mit dem
RNeasy Mini Kit nicht ausreichend RNA extrahiert werden. In di€ésglen wurde daraufhin

das modifizierte Protokoll zur RNA-Extraktion nach der Methode von Chomcyurski
Sacchi (1987) genutzt.

Losungen, Reagenzien, Medien:

TRIzol einphasige Ldsung von Phenol und Guanidinisothiocyanat
Chloroform

Isopropanol

75% Ethanol verdinnt mit RNase freiem Wasser

Nuklease freies Wasser

Das Zellpellet wurde in 1 ml TRIzol aufgenommen und durch wiederholtes Pipetysiert.

Nach Inkubation fiir 5 min bei Raumtemperatur, wurde es 5 min bei 4°C2%@0 U/min
zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 54 17R). Der Uberstand wurde in eias®Nreies
Eppendorf-Gefal3 Gberfihrt und mit 200 ul Chloroform vermischt. Danach wurdeedag

fur 15 sec kréftig geschuttelt. Nach erneuter Inkubation fur 2-3 min aemRmperatur
wurde es fur 15 min bei 4°C mit 12500 U/min zentrifugiert. Die obersngisPhase wurde
vorsichtig in ein neues Eppendorf-Gefald tberfuhrt und nach Zugabe von 500 pl Isopropanol
fur 10 min bei Raumtemperatur stehengelassen. Danach erfolgte diéugetitsn fir 10 min

bei 4°C mit 12500 U/min. Daraufhin wurde der Uberstand von dem entstandenen
geldhnlichen Pellet abgegossen. Es wurden 1 ml 75% Ethanol hinzugegeben und das
Rohrchen kurz auf den Vortexer gehalten. Danach wurde fir 5 min bei 40000 U/min
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde unter leémepe getrocknet

und in 35 pl Nuklease freiem Wasser gelost. Nach der Konzentratibnshasg im

Photometer wurde die extrahierte RNA bei —80°C eingefroren
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3.1.12 RT-PCR

3.1.12.1 Reverse Transkription

Lésungen, Reagenzien, Medien:

Expand Reverse Transcriptase Kit: Expand RT: MMLV/ H- (Moloney Mause

(Roche Diagnostics GmbH) LeukadmieVirus mit Punktmutationen der Rnase H-)
5xExpand RT Puffer
Dithiothreitlésung (DTT)

Oligo(dT)15 Primer 50 uM

RNasin Ribonuclease Inhibitor

dNTP Set, bestehend aus dATP, dCTP, dGTP, dTTP, each 100 mM

Nuklease freies Wasser

Um eine gebrauchsfertige dNTP-L6sung zu erhalten, wurden je 4 pul ¢EBS in
insgesamt 100 pl Nuklease freiem Wasser aufgenommen.

In Silicon-beschichtete 0,6 ml Rohrchen wurden pro Ansatz 1 ug RNA sbwid
Oligo(dT)15 Primer gegeben und ggf. das Volumen mit Nuklease freiemeWasis10,5 pl
aufgefillt. Dieses RNA-Primer-Gemisch wurde im Heizblock fimis bei 75°C inkubiert

und dann auf Eis gestellt. Dann wurde das RT-Gemisch pipettiert:

RT-Gemisch pro Ansatz: 4 pl RT Puffer (Endkonzentration 1x)
2 ul DTT (10mM)
0,5 pl RNase Inhibitor (20 Einheiten)
2 Ul dNTPs (400uM each)
1 pl Expand RT (50 Einheiten)
9,5 ul insgesamt

9,5 pl des RT-Gemisches wurden je Ansatz zu dem RNA-PrimersGemazugegeben und
10 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlielBend wurden die Réhrchen fur 4i5-6@im
42°C inkubiert, bevor daraufhin die Reverse Transkriptase bei 95°C flr Sersitrz wurde.
Die entstandene komplementéare DNA (cDNA) wurde bei —20°C gelagert.

In die darauffolgende Polymerase Kettenreaktion (PCR) wurden 2 pl der cDNA ezhgeset

Wenn bei RNA-Extraktionen weniger als100 pg RNA /ml pro Reaktion gewoneetew
konnten, wurde fur die RT-Reaktion die Sensiscript Reverse Transerigtauiagen)

eingesetzt, um gentgend cDNA fir die nachfolgende PCR-Reaktion zu erhalten.
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Losungen, Reagenzien, Medien:

Sensiscript Reverse Transcriptase Kit: Sensiscript Reverse Tipaaser keine
weiteren Angaben vom Hersteller
10xRT Puffer
dNTP Mix, 5 mM each
Nuklease freies Wasser
Oligo(dT)15 Primer 50 pM
RNasin Ribonuclease Inhibitor

Zuerst wurde das RT-Gemisch hergestellt:

RT-Gemisch pro Ansatz: 2 ul RT Puffer (Endkonzentration 1x)
2 Ul dNTP Mix (500uM each)
0,5 ul RNase Inhibitor (20 Einheiten)
1 pl Sensiscript RT
5,5 pl insgesamt

Das Gemisch wurde auf Eis aufbewabhrt.

Dann wurden in Silicon-beschichtete 0,6 ml Réhrchen pro Ansatz 500 ng RNA 2owli
Oligo(dT)15 Primer gegeben und das Volumen ggf. mit Nuklease freiemeWass14,5 ul
aufgefillt. Zu jedem Ansatz wurden je 5,5 ul des RT-Gemischesipipethd daraufhin 60
min bei 37°C inkubiert. Nach Zerstérung der Sensiscript RT bei 93°C flin vorde die
cDNA bei —20°C gelagert. In die folgende PCR wurden 4 pl der cDNA eingesetzt.

3.1.12.2 Polymerase Kettenreaktion

Stichprobenartig wurde eine PCR zum Nachweis von evil. DNA-Kontammadier

extrahierten RNA durchgefihrt. Dafir wurden statt cDNA pro Ansatk depextrahierten
RNA mit Zytokin-Primern (siehe Tabelle 3) in die PCR eingesétasonsten wurde wie in
den PCR zum Nachweis der Zytokin-mRNA vorgegangen.

Ebenfalls stichprobenartig wurde eif&Aktin-PCR (Zimmermann et al., 1994) zur
Uberprifung der cDNA-Qualitat durchgefiihrt. B@-Aktin handelt es sich um ein
Strukturprotein, welches in allen eukaryonten Zellen anzutreffen isthdlle dient die3-
Aktin-PCR der Uberprifung der angewendeten Methode. Die Primersequenzen und

»LAnnealing“-Temperaturen dieser PCR sind in Tabelle 2 angegeben.
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Tab. 2 [-Aktin-PCR: Primersequenzen und ,Annealing“-Temperaturen

Primer Sequenz 5-3 Temperatur  Produktgrof3e

B-Aktin s GTGTGGTGCCAAATCTTCTCC 56°C 248 bp
B-Aktinas GCGCTCGTCGTCGACAACGG

s: Strang (sense) as: Antistrang (antisense) bp: Basenpaare

Die Zytokin-Primer wurden mit Hilfe der Computersoftware Madde¢Oxford Molecular
Group Sequence Analysis Software) ausgewahlt. Dabei diente die GesiB&pkelle fur die
Sequenzen (aul3er IL-11 und IL-13, personl. Mitteilung, Steinbach).

Tab. 3 In der PCR verwendete Zytokin-Primer:

Produkt-
Equines IL  Primersequenz 5°-3' Genposition lange
IL-1as ATGTCTCTGAGCACCTCTGAAACC 154 562 bp
as GATGGGCAACCGATTTGAAGTAG 715
IL-1Bs CAGCGGCAATGAGAATGACC 42 367 bp
as GGACAGCACCAGGGATTTATGG 408
IL-2 s TGCATCGCACTAACTCTTGCAG 25 338 bp
as CATGTGAATCTTGTTTCAGACCCC 362
IL-4s CCAACTGATTCCAGCTCTGGTC 15 318 bp
as ACAGTACAGCAGGTCCCGTTTG 332
IL-5s CGATGGGAACCTGATGATTCCTAC 138 268 bp
as TCAGCCTTCTATTGTCCACTCAGTG 381
IL-6 s TGGTGATGGCTACTGCTTTCCC 59 517 bp
as CGAAGGATGAGGTGAGTTGTTGTG 575
IL-8 s TGTGTGAAGCTGCGGTTGTATC 56 217 bp
as GCCTGCACAATAATCTGCACCC 251
IL-10 s CCTGCTGGAGGACTTTAAGGGTTAC 207 252 bp
as CCTTTCTCTTGGAGCTTACTGAAGG 458
IL-11 s GACAAATTCCCAGCCGACG 184 375 bp
as GTCGAGCGTCAGGTGCAGTC 539
IL-13 s GGTCAACATCACCCAGAACCAG 108 161 bp
as GGCAGAGTTTAGTCAGCATCTTCC 245
IFNy s CAGAGCCAAATCGTCTCCTTCTAC 205 256 bp
as TCTTCCGCTTCCTCAGGTTAGC 439
GM-CSFs CTTCTTCTGGGCACTGTGGTTTAC 19 400 bp
as TCCAGCAGTTAAACGGGATCTC 397
TNFa s CCAGAGGGAAGAGCAGTTACCG 174 349 bp
as GTAGGCAGAGAGGAGGTTGACC 501

s: Strang (sense) as: Antistrang (antisense) bp: Basenpaare

Es stellte sich heraus, da3 mit den Primern fir IL-10 auch EH\&Rgeaviesen wurde. So

konnten die Infektionsversuche mit EHV-2 fir IL-10 nicht ausgewertet werden.
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Fur die PCR-Reaktionen wurde das Hot Star Taqg DNA Polymerase Kit (Quiagenhaetwe

Lésungen, Reagenzien, Medien:

Hot Star Taq Polymerase Kit: Hot Star Taqg DNA Polymerase 5 units/pl
10xPCR Puffer
5x Q-Solution

dNTPs, bestehend aus dATP, dCTP, dGTP, dTTP, 100 mM each
Nuklease freies Wasser

Die Amplifikation wurde in einem Volumen von 50 pl durchgefiihrt. Als Madridienten 2
ul (Expand RT) bzw. 4 pl (Sensiscript RT) der cDNA.

Zur Herstellung einer gebrauchsfertigen Lésung wurden je 10 pl dNTP inl100kjease
freiem Wasser aufgenommen.

Pro PCR-Ansatz: 10 pl Q-Solution (Endkonzentration 1x)
5 pl PCR Puffer (1x)
1 pl dNTPs (200uM each)
1 pl Primer sense 20uM (0,4uM)
1 pl Primer antisense 20uM (0,4uM)
0,3 pl Hot Star Taqg DNA Polymerase (1,5 Einheiten)
ad 48 pl (Expand RT) bzw.46 ul (Sensiscript RT) mit Nukleaseienfre
Wasser

Der Ansatz wurde in 0,2 ml Réhrchen gefillt und die cDNA dazu pipettiert.

FiUr jede Reaktion wurde zusétzlich eine Positiv- und eine Negatis{@zen-) kontrolle
angesetzt. Die Positivkontrolle bestand aus PBMCs nach Stimulati@@onmgtanavalin A und
wurde mir freundlicherweise von S. Mauel aus dem Institut fur VireloglU Berlin zur

Verfugung gestellt. Fur IL-11 wurden RNA-Praparationen aus eigenen Versuchen genutzt.

Die Reaktion verlief nach folgendem Programm, es wurden Heizblockeyileeheizbarem
Deckel (Biometra T personal Kombi Block, Biometra UNO-Thermoblockpdadorf
Mastercycler personal) verwendet:
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Initiale Denaturierung der DNA und

Aktivierung der DNA-Polymerase 95°C, 15 min

Denaturierung 95°C, 30 sec

Annealing primerspezifische Temperatur
(siehe Tabelle 4), 30 sec

Synthese 72°C, 1 min

Finale Extension 72°C, 10 min

Anzahl der Zyklen 35-40 (siehe Tabelle 4)

Tab. 4 Primerspezifische ,Annealing“-Temperaturen und Zyklenanzahl

Interleukin Annealing-Temperatur Zyklen
1B, 2, 4, 6, 11,13, TNé,, GM-CSF, IFy  58°C 35
1q, 8, 10 56°C 40
5 53,7°C 35

Nach Beendigung des Programms wurden die Proben bis zum Auftragen auleA@atd®i

4°C aufbewahrt.

3.1.13 Agarose-Gelelektrophorese

Ldésungen, Reagenzien, Medien:

TAE-Puffer 50x: Tris(hydroxymethyl)aminomethan 121,259

Na-Acetat 10,339
EDTA Dinatriumsalz-Dihydrat 9,25¢g
Mit HCI auf pH 8 einstellen

Aqua dest ad 500ml

Ethidiumbromid-Ldsung 1%
Laufpuffer: 1x TAE
Ladepuffer: 6x Loading Dye Solution

Die horizontale Gel-Elektrophorese dient der Auftrennung der DNA-Fragmente nach Grol3e
Dazu wurde Agarose in einer Konzentration von 1,5% in 1x Laufpuffer gelosh Warde
die Losung in einer Mikrowelle erhitzt und 100 ml Agaroseldsung nach dem Abk(gé
ca.60°C) mit Ethidiumbromid (Endkonzentration 2 ng/ml) versetzt. Das Gelenin eine
horizontale Gelkammer gegossen und nach dem Festwerden mit Laufpuffechidieet.
Zusatzlich zu den Proben wurden DNA-Langenstandards aufgetragen, dieed@adenden
GroRe der DNA entsprachen (50 bp DNA-LeiteiDNA-Hind I11). Alle Proben wurden mit
1/6 Ladepuffer versetzt und auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophfanredein dem
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Biometra Agagel Standard bei ca.70 V statt. Nach Beendigung der ltawizelen die
Banden auf einem UV-Transilluminator (Biometra, Tl 3) bei 312 nmiéhkinge sichtbar

gemacht und mit einer Polaroid-Sofortbildkamera fotografiert.



