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3.2.1.3 B-Aktin-PCR und Untersuchung auf DNA-Kontamination

In keinem Fall wurde eine DNA-Kontamination der praparierten RNA festgestel

Das Strukturproteif-Aktin, welches in allen eukaryoten Zellen vorkommt, konnte in jeder
Stichprobe nachgewiesen werden.

3.2.1.4 Zytokin-mRNA-Expression durch ET Zellen

Von Interesse waren in diesem Versuch sowohl das generell vorhatydekiaspektrum als
auch Anderungen in der Zytokinexpression nach Stimulation / Virusinfektion.

Zytokin-mRNA-Expression vor Infektion / Stimulation

Die ET Zellen zeigten sich in der Lage, mRNA fir equinesdl4L-1f3, IL-6, IL-8, IL-10

und IL-11 zu exprimieren. Fur alle Zytokine fand schon eine Expressionniektion /

Stimulation statt. Fur GM-CSF und TNF konnte in keinem Fall mRNA nachgewisen
werden.

Weiterhin wurde eine Abhangigkeit der Zytokin-mRNA-Expression von dezahAl der
Passagen festgestellt: In der 11. und 13. Passage war noch mRdi& $achs nachgewiesen
Zytokine vorhanden, fur IL-10 entstanden allerdings deutlich schwéchere rBantelem
Agarose-Gel im Vergleich zur 9. Passage. Fur IL-11, IL-6,ALufd IL-1o konnten nicht zu
jedem Zeitpunkt Banden auf dem Gel dargestellt werden. Diesebritsgzeigt, dafd sich die
MRNA-Expression flr diese Zytokine an der Nachweisgrenze befand. dBm
Infektionsversuch in der 25. Passage ergab sich nur noch fir IL-10 eiwgs&itgebnis, in
der 48. Passage konnten Uberhaupt keine Zytokine mehr nachgewiesen werden.

Bei der verwendeten Methode der RT-PCR handelt es sich aufgrundkmiareatiellen
Vervielfaltigung der cDNA um eine_qualitativBlachweismethode, so daf} quantitative
Aussagen nur unter Vorbehalt moglich sind. Dies mul3 bei der Ausssagekdiehtigt
werden, dald keine Unterschiede in der Menge der vor Infektion / Stiomuf@oduzierten
MRNA zwischen den nachgewiesenen Zytokinen vorhanden zu sein schienen.

Fur alle Zytokine konnte mRNA schon eine Stunde nach Versuchsbeginn nadeyew

werden. Ein allgemeiner Trend zur Ab- oder Zunahme der produzierteneMenghRNA
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Uber die Zeit konnte hier nicht festgestellt werden. Fir Aussagébetabedarf es ebenfalls

der Quantifizierung.

Zytokin-mRNA-Expression nach Verwendung von unspezifischen Stimulantien

Nach Stimulation mit PMA-Ca, PWM, LPS und PHA-M. (3.1.8.1) konnte kein&/ARir
weitere Zytokine als die bereits nhachgewiesenen gemessemwirdachstehender Tabelle
ist die Anderung der mRNA-Zytokin-Expression der ET Zellen in derPHssagenach

Stimulation mit _ PWM und PMA-Caim Vergleich zur nicht-stimulierten Zellkontrolle

dargestellt. Uber Anderungen der Expression uber die Zeit sowohl soaumh nach
Stimulation konnten keine Angaben gemacht werden, da kein allgemeeéret fEstgestellt

und eine Quantifizierung nicht durchgefihrt wurde.

Tab. 8 mMRNA-Expression durch ET Zellen in mit PWM oder PMA-Ca stimulierten
und in nicht-stimulierten Zellen

IL-1a -1 IL-6 IL-8 IL-10 L-11
Zell- kaum kaum kaum deutlich deutlich | negativ
kontrolle | nachweisb|nachweisb| nachweisb (aul3er 72h
PWM . deutliche |schwache | negativ Bande
Erhéhung | Erh6hung vorhanden
PMA-Ca | deutliche |deutliche |schwache | deutliche |
Erhdéhung | Erh6hung | Erh6hung Erhdéhung

kaum nachweisb.: kaum nachweisbar-: kein Unterschied
fettgdruckte Schreibweise: quantitative Auswertung moglich

Im Hinblick auf die Expression vor Stimulation wird deutlich, dal3 inlderPassage der ET
Zellen nur noch mRNA fur IL-8 und IL-10 in groReren Mengen vorhanden zu cle@ins
Eine quantitative Auswertung der exprimierten mRNA kann dann vorgenonareeten,
wenn eine Expression von Zytokin-mRNA im Unterschied zu einem negative
Vergleichswert nachgewiesen wurde. Dies traf in zwei Fdllenlen Einsatz von PWM zu:
Die mRNA fur IL-10 wurde im Vergleich zur Zellkontrolle deutlishipprimiert, fur IL-11
kam es zu einer Erh6hung der Expression nach Stimulation. Ansonsten konnetatipeanti
Aussagen nur unter Vorbehalt gemacht werden. Es scheint der TrentezStamulierung
der Zytokin-mRNA-Expression durch PWM und PMA-Ca (Bild 4 a, b) zu ebest

(Ausnahme; Suppressiamon IL-10 durch PWM).
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a 1 2 3 45 6 NKPK M

252 bp

b 12 3 456 NK PK M

Bild 4 a,b mRNA furlIL-10 in ET Zellen vor (a) und nach (b) Stimulation mit PMA-
Ca
1-6: IL-10 nach 1h, 2h, 4h, 8h, 16h und 24h; NK: Negativkontrolle; PK:
Positivkontrolle; M: 50 bp Leiter
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Die ET Zellen wurden in der 13. PassagéLPS und PHA-Mstimuliert.

Tab. 9 mRNA-Expression durch ET Zellen in mit LPS oder PHA-M stimulierten

Zellen
IL-1a IL-18 IL-6 IL-8 IL-10 IL-11
Zell- negativ kaum kaum deutlich schwach |kaum
kontrolle nachweisb| nachweisb vorhanden| nachweisb
LPS schwache | - - - -
Erhdéhung
PHA-M schwache | - - - -
Erhdhung

kaum nachweisb.: kaum nachweisbar-: kein Unterschied
fettgedruckte Schreibweise: quantitative Auswertung moglich

Im Vergleich mit der Expression vor Stimulation in der 11. Passage deutlich, dal3 die
MRNA-Expression durch die ET Zellen weiter abgenommen hat. mRINALfla konnte
basal nicht mehr nachgewiesen werden. LPS und PHA-M erhéhten beidaRiN&-

Expression fur IL-.

Zytokin-mRNA-Expression nach Virusinfektion

Es wurden nur die Infektionen der ET Zellen in der 9. Passage nH1EFR, - 4 und beiden
ERAV sowie in der 13. Passage mit EHV-2 ausgewertet (3.1.8.2), ddMeinge an
nachgewiesener mRNA mit steigender Passage deutlich nachiet& (oben) und nach
Infektion in der 25. Passage mit den equinen Rhinitisviren nur noch IL-10mésqirwurde.
Nach Infektion in der 48. Passage konnte keine mRNA fir die untersuchii@er Zytokine
mehr nachgewiesen werden.

Bei dem Infektionsversuch in der 9. PassageEHV-1, -2 und —4sowie_RhinitisvirusPerv

und Rhinitisvirus 350/ 7&vurden nach 4 h und 24 h infizierte Zellen und Negativkontrollen

eingefroren. Das EHV-2-Genom enthalt ein IL-10 &hnliches Gen, wettthveb die von uns
ausgewahlten Primer fir IL-10 erkannt wurde. Die Anderung der Expnegsn mRNA fiir
IL-10 nach Infekion mit EHV-2 wurde deshalb nicht beurteilt, da mit deOFPrimern auch
EHV-2 nachgewiesen werden konnte. Auch in diesem Versuch konnten nachomfeditie

weiteren als die bereits nachgewiesenen Zytokine gemessemwEslatellte sich heraus,
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daf3_4hnach Infektion die mMRNA-Expression fir alle Zytokine (aulRer ILA8Mergleich zur
Zellkontrolle vermindertwar (Bild 5 a, b). Fur IL-8 konnte kein Unterschied zur
Negativkontrolle festgestellt werden (Bild 5 c). Auch hier beded wieder der
Quantifizierung, um eindeutige Aussagen treffen zu konnen. Die Anderungeiytd&in-

MRNA-Expression 24 h nach Infektion sind in nachstehender Tabelle 10 dargestellt.

Tab. 10 Zytokin-mRNA-Expression durch ET Zellen in infizierten und nicht-
infizierten Zellen nach 24 h

IL-1a IL-1B IL-6 IL-8 IL-10 L-11
Zell- vorhanden| vorhanden vorhanden vorhanden vorhanden negativ
kontrolle
EHV-1 deutliche | schwache| L .
Erhdhung Erhdéhung
EHV-2 L negativ schwache | nicht L
Erhdhung auswertbar
EHV-4 deutliche | L . . _
Erhdéhung
Rhinitis- | ___ negativ  |deutliche | deutliche |deutlich
Virus Perv Erniedrig. Erh6hung | vorhan-
den
Rhinitis- |deutliche |negativ |negativ |__ deutliche |deutlich
virus Erniedrig. Erhoéhung | vorhan-
350/72 den

—: kein Unterschied  fettgedruckte Schreibweise: quantitative Auswertung:maogli

Aus der obenstehenden Tabelle wird deutlich, dal3 kein einheitliches Muosliegt. Eine

Expression von mRNA fur IL-11 in der Zellkontrolle konnte nach 24 h nicht mehr

nachgewiesen werden. Aufgeschlisselt nach Zytokinen besteht ein  Trend
Hochregulierung der mRNA-Expression von Ii;1L-10 und IL-11 nach viraler Infektion
(IL-10 und IL-11 durch beide Rhinitisviren, Ilaldurch EHV-1 und -4). ILf und IL-6
(Bild 5 b) werden eher supprimiert (durch EHV-2 und beide Rhinitisvir&gide
Rhinitisviren fuhrten zu einer deutlichen Erhdhung der mRNA fir IL-10 un@i1ILIL-11
konnte vor Infektion nicht nachgewiesen werden, nach Infektion stellte fgrcheide
Rhinitisviren eine deutliche Bande auf dem Gel dar (Bild 5 a), sarddiesem Fall sogar
eine quantitative Aussage gemacht werden kann. Die Suppression von faRINAL(3 und
IL-6 nach Infektion mit beiden Rhinitisviren ist ebenfalls quantitatiechweisbar
(Herunterregulierung von IL-6 nur durch Rhinitisvirus 350/72). Die Infektioh BEMV-2
fuhrte nach 24 h zu einer eindeutigen Suppression von mRNA fUg, IIlMRNA fur IL-6
scheint 24 h nach Infektion ebenfalls in geringerer Menge vorzuliegessa@en Uber die

Beeinflussung der mRNA-Expression der ET Zellen durch EHV-1 koénnerruadfgder

de
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fehlenden Quantifizierung wiederum nur unter Vorbehalt gemacht weBdescheint EHV-1
nach 24 h die Produktion von mRNA fur llclund IL-6 durch die ET Zellen zu erhdhen.
Selbst fur EHV-4, welches ET Zellen nicht produktiv infiziert, sobai Verdnderungen der
Zytokin-mRNA-Expression vorhanden zu sein. Diese Tatsache zeigictewtle notwendig
eine Quantifizierung der mRNA flr die Interpretation der Ergebnisse ist.

Die ET Zellen wurden in der 13. Passaggchmals mit EHV-2nfiziert. Auch in diesem
Versuch ergab sich eine eindeutige Verringerung der Menge an mRNA-1 nach
Infektion. In der Negativkontrolle war mRNA fir ILBlzu jedem Zeitpunkt nach Infektion
vorhanden, dagegen konnte in den infizierten Zellen ab 24 h nach Infektion KRMA-m
Expression fur IL-B mehr nachgewiesen werden. Im Hinblick auf die anderen Zytokine
konnten keineUnterschiede zwischen infizierten und nicht-infizierteterZdiestgestellt
werden. Die Ursache lag darin, dal’ aufgrund der steigenden Pass&JeZélen aulRer fur
IL-8 nur noch sehr schwache Banden auf dem Gel erschienen.

a 1 2 3 456 7 89101112 NKPK M

<«— 375 Dbp
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b 12 3456 78 9101112NKPK M

517 bp

c 1 2 3 45 67 89 101112 NKPKM

e M e N weh e W

Bild 5 a,b,c mRNA furlIL-11 (a),IL-6 (b) undIL-8 (c) in ET Zellen 4h (1-6) und
24h (7-12) nach Infektion
1,7; EHV-1; 2,8: EHV-2; 3,9: EHV-4; 4,10: equines Rhinitisvirus Perv;
5,11: equines Rhinitisvirus 350/72; 6,12: Zellkontrolle; NK:
Negativkontrolle; PK: Positivkontrolle; M: 50 bp Leiter

3.2.2 Anfertigung primarer Trachealepithelkulturen

Es konnten in jedem Fall Epithelzellen isoliert werden (3.1.9), die Aalhdsn die
Zellkulturplatten zeigten und begannen zu proliferieren. An Zellkulturemedurden DMEM
mit 5% NCS, SAGM und BEGM verwendet, es konnte zwischen ihnen keinsonied im
EinfluR auf das Wachstumsverhalten der Epithelzellen festgestsitlen. Mikroskopisch
wurde bei einigen Versuchen eine geringgradige Kontamination brivlifasten festgestellit.
Fur Infektionsversuche war eine zu geringe Anzahl an Primarzedidranden, so dal3 die
Zellen subkultiviert werden sollten. Leider erwiesen sich die &usllen als &aul3erst
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empfindlich gegenlber allen eingesetzten Dissoziationslosungen, sc dageémallig zu
einer Zerstérung der Epithelzellen durch das Passagieren kambgeten Uberwucherung
mit Fibroblasten nach dem Passagieren.

Zusammenfassend ist es nicht gelungen, nochmals eine Priméarkultur quonens

Trachealepithel anzufertigen, die flr weitere Infektionsversuche genuti#mieonnte.

3.2.3 Zytokinspektrum im Trachealepithel von weiteren Pferden

3.2.3.1 Histologische Beurteilung

Mit Hilfe der Farbung nach Pappenheim zeigte sich, dal3 der GrdBtedurch Abschaben
mit dem Skalpell gewonnenen Zellen (3.1.10.1) aus Trachealepithelzedtamd¢Bild 7 und

8). Vereinzelt konnten auch Makrophagen und Lymphozyten sowie bei eineinvBfarehrt

neutrophile Granulozyten (Pferd Nr.7) nachgewiesen werden.

Bei der histologischen Untersuchung der Trachealringe wurde deutlildudeh Abschaben
mit dem Skalpell die oberste Zellschicht bis zur Basalmembramoemen wurde (Bild 6 a,
b). Die Basalmembran blieb vollstandig erhalten. In den intakten Gevadisn stellte sich
das Trachealepithel mit vereinzelter mononuklearer Zellinfiltration dar.
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a b

Bild 6 a,b Trachea, Pferd Nr. 14
a: intaktes Trachealepithel, b: nach Abschaben mit dem Skalpell,
Basalmembran vollstandig erhalten
PAS-Farbung, VergrofRerung 320 x

S "“-*

Bild 7 Ausstrich des abgeschabten Trachealepithels
Farbung nach Pappenheim, VergréRerung 160 x



Ergebnisse

Bild 8 Ausstrich des abgeschabten Trachealepithels
Farbung nach Pappenheim, Vergréf3erung 320 x

3.2.3.2 Zytokinspektrum vor Kultivierung

Das Zytokinspektrum des Trachealepithetsvivo sollte in den durch Abschaben mit dem
Skalpell gewonnenen Proben ermittelt werden (3.1.10.1).

Es konnte — wie bei den Equinen Trachealzellen- mRNA flr equines, ILL-11[3, IL-6, IL-8,
IL-10 und IL-11 nachgewiesen werden, zusatzlich aber auch fir IL-2CSM-TNF und
IFNy (Bild 10).

Tab. 11 mRNA in durch Abschaben mit dem Skalpell gewonnenen Proben vor
Infektion

Pfd. |IL |{IL |IL |IL {IL fIL |IL |IL |IL |IL |GM-|TNF|IFEN
Nr. |-la |-1B |2 |4 |-5 |-6 |-8 |[-10 |-11 |-183 |CSF|-a |-y
1 + + + - - + + + + - + + +
2 + + + - - + + - - - - + +
3 - - - - - - + - - - - - -
4 - - - - - - + - - - - - -
5 - - + - - + + + - - - - +
6 - - + - - + + - - - - - +
7 - - - - - - + - - - - - -
8 - + + - - + + + - - - - +
9 - - + - - + + + - - - - +
10 |- + + - - + + + - - - - -
11 |- + + - - - + - - - - - -
12 |- + + - - - + + - - - - +
13 |- + - - - - + + - - - - -
14 |- + + - - + + + + - + - +
15 |+ + - - - + + + - - - - -




Ergebnisse

Pfd.: Pferd + mRNA nachgewiesen - keine mRNA nachweisbar
Aus obenstehender Tabelle wird deutlich, dal3 sich die Zytokinmusteindeinen Pferde

stark voneinander unterscheiden und nicht von einem einheitlichen Spektrurachespr
werden kann.

Das einzige Interleukin, fir welches mRNA bei jedem Pferd nagdegen werden konnte,
war IL-8 (100% der Pferde). mRNA fur IL-4, IL-5 und IL-13 konnten bei keinder
untersuchten 15 Pferde nachgewiesen werden (0%). Bei 13% der Pfexglev@n 15
Pferden) konnte mRNA fur equines IL-11, ToNlzw. GM-CSF gefunden werden. Davon
wurden fur ein Pferd (Nr.1) alle drei Zytokine nachgewiesen. Flalkeagierten drei der
Pferde positiv (20%). mRNA fur IFpNkonnte bei 8 Pferden gefunden werden (53%), 60% der
Pferde (9 von 15) zeigten sich positiv fur IB;1L-6 bzw. IL-10. IL-2 dagegen konnte fiir 10

Pferde nachgewiesen werden (67%).

1 2 3 NK 45 678 9101112 M

517 bp 375 pp,
349 bp

Bild 9 mRNA furlIL-1B (1-3),IL-6 (4-6),IL-11 (7-9) undTNFa (10-12) in
abgeschabten Zellen; 1,4,7,10: Pferd Nr. 1; 2,5,8,11: Pferd Nr.2; NK:
Negativkontrolle; Positivkontrollen: 3,6,9,12; MDNA-Hind IlI

3.2.3.3 Zytokinspektrum nach Kultivierung und Infektion

Die Anderungen der Zytokin-mRNA-Expression nach Infektion der abgeschaatiéen
(3.1.10.2) sollten mit denen nach Infektion der ET Zellen verglichen werdemlen
nachstehenden Tabellen ist die Zytokinexpression im Trachealepithi€litierung und in

den Zellkontrollen nach Kultivierung nach 4 h (Pferd Nr. 14 und 15 auch 24 h) dargestellt.
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Tab. 12 Zytokinexpression im Trachealepithel bei Pferd Nr. 7

Pferd |IL-1a |IL-1B [IL-2 IL-6 IL-8 IL-10 |IL-11 | GM- IFNy

Nr. 7 CSF
v.K. - - - - + - - - -
4 h + + - + + - - - -

v.K.: vor Kultivierung ~ 4h: Zellkontrolle nach 4h
fettgedruckte Schreibweise: Anderung der Zytokinexpression nach Kultivierung

Tab. 13 Zytokinexpression im Trachealepithel bei Pferd Nr. 13

Pferde |IL-1a  |IL-1B [IL-2 IL-6 IL-8 IL-10 |IL-11 |GM-  |IFNy
Nr. 13 CSF

v.K. - + - - + + - - -

4 h - + - + + + - - -

v.K.: vor Kultivierung ~ 4h: Zellkontrolle nach 4h
fettgedruckte Schreibweise: Anderung der Zytokinexpression nach Kultivierung

Bei Pferd Nr.7konnte vor der Infektion nur mRNA fur IL-8 nachgewiesen werden, 4h nach
Infektion fand sich in Zellkontrolle und infizierten Zellen mRNA figuees IL-To, IL-1[3,

IL-6 und IL-8. Bei Pferd Nr.13wurde vor Infektion mRNA fir IL-B, IL-8 und IL-10
nachgewiesen, nach Infektion konnte in der Negativkontrolle und in den itdiziéellen
MRNA fur IL-1p3, IL-6, IL-8 und IL-10 gemessen werden.

Tab. 14 Zytokinexpression im Trachealepithel bei Pferd Nr. 14

Pferd |IL-1a |IL-1B |[IL-2 IL-6 IL-8 IL-10 |IL-11 |GM-  |IFNy
Nr. 14 CSF

v.K. - + + + + + + + +
4h + + - + + + + - -
24h |+ + - + + - + - -

v.K.: vor Kultivierung 4h: Zellkontrolle nach 4h 24h: Zellkontrolle nach 24h
fettgedruckte Schreibweise: Anderung der Zytokinexpression nach Kultivierung
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Tab. 15 Zytokinexpression im Trachealepithel bei Pferd Nr. 15

Pferd |IL-1a |IL-1B [IL-2 IL-6 IL-8 IL-10 |IL-11 | GM- IFNy
Nr. 15 CSF

v.K. + + - + + + - - -

4 h + - - + + + - - -

24 h + - - + + + - - -

v.K.: vor Kultivierung 4h: Zellkontrolle nach 4h 24h: Zellkontrolle nach 24h
fettgedruckte Schreibweise: Anderung der Zytokinexpression nach Kultivierung

Pferd Nr.14zeigte sich vor Infektion positiv fur mRNA fur ILB1 IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-
11, GM-CSF und IFM nach Infektion wurde in Zellkontrollen und infizierten Zellen mRNA
fur IL-1a, IL-1[3, IL-6, IL-8, IL-10 und IL-11 nachgewiesen. Bei Pferd Nr.dbirde vor
Infektion mRNA fur IL-1o, IL-1(, IL-6, IL-8 und IL-10 gemessen, nach Infektion fand sich
in Zellkontrollen und infizierten Zellen mRNA fur ILed, IL-6, IL-8 und IL-10.

Im Vergleich mit dem sofort eingefrorenen Material zeigthsianhand der fur die
nachgewiesenen Zytokine positiven Zellkontrollen, dal3 die Zellen beginneNAN&
Zytokine zu exprimieren, wenn sie in Kultur genommen werden (Pferdt Nr-1a, IL-1(3
und IL-6; Pferd Nr.13: IL-6; Pferd Nr.14: ILed ). Andererseits kommt es auch zum
Verschwinden der Zytokinexpression nach Kultivierung (Pferd Nr.14: ILM;CSF, IFNy
nach Kultivierung nicht mehr vorhanden; Pferd Nr.15: ,-IL-10 nach Kultivierung nicht
mehr vorhanden, IL-10 dabei erst nach 24 h nicht mehr nachweisbar).

Aussagen uber die Anderungen der Zytokin-mRNA-Expression nach virdetion im
Vergleich zur Zellkontrolle konnten nicht getroffen werden, da die Wobtéede zu gering

waren (Bild 10), und dazu eine Quantifizierung durchgefuhrt werden mufite.
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1 2 3 456 7TNKPK M

252 bp

Bild 10 mRNA furlL-10 in abgeschabten Zellen 4h nach Infektion; Pferd Nr. 13
1: EHV-1; 2: EHV-2; 3: EHV-4; 4: equines Rhinitisvirus P 1436/73; 5: equines
Rhinitisvirus Perv; 6: equines Rhinitisvirus 350/72; NK: Negativkontrolle;
PK: Positivkontrolle; Mx-DNA-Hind Ill



