Ergebnisse

3.2 Ergebnisse

3.2.1 Eigenschaften der ET Zellen

3.2.1.1 Bestatigung des Epithelzellcharakters mit Hilfe von Immunhisto@mie
und Elektronenmikroskopie

Die als Primérzellkultur gewonnenen ET Zellen wurden in friherpdedagen (p) 1 und p10
immunhistochemisch und elektronenmikroskopisch als Epithelzellen chasadteri
(Wolfinger et al., 2002). Da geklart werden sollte, ob sie nach spa@rtanen Transformation
die charakteristischen Eigenschaften von Epithelzellen behielten, wimdBahmen dieser
Arbeit in der 85. Passage der ET Zellen nochmals eine Farbungntelenediarfilamente
(3.1.4.) und elektronenmikroskopische Aufnahmen (3.1.5) angefertigt, um Aussageietber

Anderung der Eigenschaften der ET Zellen in Kultur zu erhalten.

Mit der Zytokeratinfarbungeigte sich eine deutliche Anfarbung fast aller Zellen (BjldMit

dem _Anti-Vimentin Clone Veagierten mehr als die Halfte der Zellen positiv (Bild 8). |

den frihen Passagen pl und pl0 fanden sich dagegen noch keine Vimentin-posikaren Z

(personl. Mitteilung, Wolfinger).
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Bild 1 Immunhistochemische Anfarbung von Zytokeratinen in ET Zellen, p85
Gegenfarbung mit Hamalaun, VergrofRerung 320 x
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Bild 2 Immunhistochemische Anfarbung von Vimentin in ET Zellen, p85
Gegenfarbung mit Hamalaun, VergroRerung 320 x

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmemrigten rundliche, leicht eckige Zellen, die

groltenteils in Zellverbdnden vorlagen. Der grol3e, runde Zellkern wantds@zangeordnet,

was auf eine bei Epithelzellen vorhandene Polarisierung hinweist.

Die Aufnahmen wurden nach Zonulae adhaerentes (Gurteldesmosomen) und Zonulae
occludentes t{ght junctions) durchsucht. Guirteldesmosomen verlaufen gurtelférmig im
apikalen Bereich als Teil der Schlul3leisten von Epithelzellen. émn Niachbarschaft ist meist

eine Zonula occludens zu finden, die ebenfalls gurtelférmig um die ¥etlauft. Im Bereich

der Zonula occludens sind benachbarte Zellmembranen miteinander versshnsalzdald

kein Interzellularspalt mehr nachweisbar ist.

Bei den ET Zellen konnten mehrmals sowohl Giurteldesmosomen als auchagonul

occludentes dargestellt werden (Bild 3 a, b).
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Bild 3 a,b Elektronenmikroskopische Aufnahmen von ET Zellen, p85
VergrofRerung a: 26000 x, b: 20800 x
Auf beiden Bildern sind die fur Epithelzellen typischen Zellverbindungen
zu erkennen.q



Ergebnisse

3.2.1.2 Permissivitat der ET Zellen fur EHV-1, -2, -4, VSV, EAV, equines
Rhinitisvirus Perv, Rhinitisvirus 350/72 sowie Rhinitisvirus P 1436/73

und deren Wachstumsverhalten im Vergleich mit ED Zellen

Die Permissivitat der ET Zellen wurde im Vergleich mit EBllen flr verschiedene Viren
untersucht (3.1.6, 3.1.7).

Wachstumsverhalten equiner Rhinitisviren

In nachstehenden Diagrammen sind die Virustiter der equinen Rhiniisv@ieh Infektion
der ET Zellen und ED Zellen dargestelit.
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Diagramm 1: Virustiter der equinen Rhinitisviren in ZellkulturiiberstandenEEr
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Diagramm 2: Virustiter des equinen Rhinitisvirus P 1436/73 nach Kokultivierung der

ET Zellen
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Diagramm 3: Virustiter des equinen Rhinitisvirus P 1436/73 nach LysdedeZellen
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Diagramm 4: Virustiter der equinen Rhinitisviren in Zellkulturiiberstandenkier
Zellen
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Diagramm 5: Virustiter der equinen Rhinitisviren nach Kokultivierung &€& Zellen
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Diagramm 6: Virustiter der equinen Rhinitisviren nach Lyse &&r Zellen

In nachstehender Tabelle 5 sind die Zellverdnderungen bei ET Zellen uZetlED nach

Infektion mit den equinen Rhinitisviren dargestellt.

Tab.5 Zellveranderungen bei ET Zellen und ED Zellen nach Infektion mit equinen

Rhinitisviren
Rhinitisvirus Perv Rhinitisvirus 350/7/Rhinitisvirus
P 1436/73
ET
Erstinfektion +++ +++ 0
1. Passage +++ +++ 0
2. Passage +++ +++ 0
ED
Erstinfektion ++ ++ +
1. Passage ++ ++ ++
2. Passage ++ ++ ++

o keine Veranderung + vereinzelt Plaques ++ viele Plaques +++ vollstandige Zellyse

Rhinitisvirus Perv und Rhinitisvirus 350/72 unterschieden sich nicht wedemntli ihrem

Wachstumsverhalten auf ET Zellen. Sie zeigten beide ein gutes Wachsd flihrten nach
spatestens 30h zur vollstandigen Lyse der Zellen. Im Uberstand wurdemogehfiter von
ca. 10 PFU / ml erreicht. Eine Kokultivierung bzw. Lyse der infiziertezll& wurde nicht

durchgefuhrt, da 3 Tage nach Infektion dafir nicht geniigend intakte Zellen vorhanden waren.

Nach Infektion der ED Zellen erreichten beide Rhinitisviren etaiedrigere Titer (ca.f0
PFU / ml). Dies betraf sowohl freies Virus im Uberstandaalsh latent vorhandenes und

zellgebundenes Virus. Nach Lyse der Zellen erreichte vorher zellgebsndens sogar

Titerhohen bis ca. I®PFU / ml. Ausgepragte Plaquebildung war vorhanden.
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Im Gegensatz dazu konnten flr Rhinitisvirus P 1436/73 nur sehr niedrige Titer von

ca.16 PFU / ml im Zelltberstand der ET Zellen nachgewiesen werdelveZihderungen
wurden nicht beobachtet. Viel héhere Titer (cARBU / ml) konnten allerdings mit Hilfe der
Kokultivierung und nach Lyse der Zellen festgestellt werden, so dald austdeibenden
zytopathologischen Effekten von einer produktiven Infektion der ET Zellen durch

Rhinitisvirus P 1436/73 ausgegangen werden kann.
Nach Infektion mit Rhinitisvirus P 1436/73 zeigten die ED Zellen Plaquebildung.

Auch hier wurden die hochsten Titer nach Kokultivierung bzw. Lyse der Zellen nachgewiesen
(ca. 16PFU/ ml nach Lyse der Zellen im Gegensatz zu caPEWV / ml im Uberstand).

Wachstumsverhalten VSV und EAV

Tab. 6 Zellveranderungen bei ET Zellen und ED Zellen nach Infektion mit VSV und

EAV

VSV EAV
ET
Erstinfektion +++ +++
1. Passage +++ +++
2. Passage +++ +++
ED
Erstinfektion +++ +
1. Passage +++ 0
2. Passage +++ 0

o keine Veranderung + vereinzelt Plagues ++ viele Plaques +++ vollstandige Zellyse
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PFU/mI

1,00E+08

1,00E+06 -

1,00E+04 -

1,00E+02 -

1,00E+00

HVsv
O EAV

t (in d)

Diagramm 7: Virustiter von VSV und EAV in Zellkulturiberstanden d€F Zellen
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Diagramm 8: Virustiter von VSV und EAV in Zellkulturiberstanden d€b Zellen
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Diagramm 9: Virustiter von EAV nach Kokultivierung und Lyse deb Zellen
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VSV zeigte auf beiden Zellarten sehr gutes Wachstum mit vollgi@éndiellyse. Eine
Kokultivierung bzw. Lyse der ET und ED Zellen wurde nicht durchgefiihrt, daldge nach
Infektion wiederum zuwenig intakte Zellen dafir vorhanden waren. Die niesiclgen

Virustiter im Zellkulturiberstand von ET Zellen und ED Zellen untaesten sich um den
Faktor 10 voneinander (ca1BFU / ml auf ET Zellen zu ca.4®@FU / ml auf ED Zellen).

EAV zeigte mit ET Zellen ein vollig anderes Wachstumsverhalten als mit E&nZe

Mit ET Zellen kam es zur vollstandigen Zerstérung der Zellen, deshaitden auch hier
weder Kokultivierung noch Lyse der Zellen durchgefiihrt. Es wurden Virustitetberstand
von max.18 PFU / ml erreicht.

Dagegen stehen Virustiter von max.*18@FU / ml mit ED Zellen in Uberstand,
Kokultivierung und lysierten Zellen. Nach der ersten Passage konnten keiemman Titer

fur EAV mehr nachgewiesen werden, so dal} von einer abortiven Infektion desproc
werden kann.

Kam es nach Erstinfektion noch zur geringgradigen Plaquebildung, konnten abteer ers

Passage keine Veranderungen an den ED Zellen mehr festgestellt werden.

Wachstumsverhalten EHV-1, -2 und —4
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Diagramm 10: Virustiter von EHV-1, -2 und -4 in Zellkulturiberstanden BérZellen
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Diagramm 11: Virustiter von EHV-1, -2 und -4 nach Kokultivierung d€f Zellen
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Diagramm 12: Virustiter von EHV-1, -2 und -4 nach Lyse d€F Zellen
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Diagramm 13: Virustiter von EHV-1, -2 und -4 in Zellkulturiberstanden Bér

Zellen
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Diagramm 14: Virustiter von EHV-2 und -4 nach Kokultivierung deb Zellen
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Diagramm 15: Virustiter von EHV-2 und -4 nach Lyse deb Zellen

EHV-1 erreichte mit ET Zellen sowohl im Uberstand als auch im kiekultivierten und
lysierten Zellen relativ hohe Titer (bis ca.’1BFU / ml im Uberstand), was trotz nur
geringgradiger Zellyse nach der zweiten Passage fir eine produktive Infektion spricht.

Mit ED Zellen zeigte EHV-1 ein sehr gutes Wachstum mit voidiger Zellyse und
Titerhdhen bis ca. TOPFU / ml, so daR hier keine Kokultivierung und Lyse der Zellen

durchgefuhrt werden konnte.

EHV-2 flhrte ab der ersten Passage zu einer lytischen InfektiorE@eZellen, nach
Erstinfektion konnten noch keine Veranderungen der Zellen beobachtet werdeurdes
Titerhohen von ca.fOPFU / ml im Uberstand bzw. ca.®1BFU / ml durch Kokultivierung

erreicht. Nach der zweiten Passage kam es wiederum zur vollstandigen Zerstoelteder
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Damit zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede zum Wachstirakga von EHV-2
mit ED Zellen. Hier kam es friher (ab Erstinfektion) zur LyseZidlen, und es wurden um

den Faktor 10 héhere Virustiter erreicht (c& BBU / ml in Uberstand und Kokultivierung).

EHV-4 erreichte mit ET Zellen sehr niedrige Titer (maX.B&U / ml nach Kokultivierung).
Zellveranderungen wurden ebenfalls nicht beobachtet.

Im Gegensatz dazu wurden mit ED Zellen fiir EHV-4 Virustiterdais18 PFU / ml (nach
der zweiten Passage) im Uberstand erreicht, weiterhin veruesaett-4 Plaquebildung bis

hin zur vollstandigen Zellzerstorung.

Tab. 7 Zellveranderungen bei ET Zellen und ED Zellen nach Infektion mit EHV-1, -2

und -4
EHV-1 EHV-2 EHV-4
ET
Erstinfektion 0 0 0
1. Passage 0 ++ 0
2. Passage + +++ 0
ED
Erstinfektion +++ ++ ++
1. Passage +++ ++ +++
2. Passage +++ +++ +++

o keine Verdnderung + vereinzelt Plaques ++ viele Plaques +++ vollstandige Zellyse



